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研究成果の概要（和文）：K12-DsRed レポーターコンストラクトを作成し、マウス角膜上皮細

胞株およびマウス iPS 細胞に導入、染色体に同コンストラクトが組み込まれた安定株を得た。

既報にある、バルジ幹細胞を K12 陽性細胞に分化転換する様な活性は、ヒト角膜輪部繊維芽細

胞の培養上清中には確認できず、また、K12-DsRed レポーターの発現を促進するような活性

も確認できなかった。一方で、マウス iPS 細胞から K12 陽性細胞を誘導することに成功した。

しかし、マウス角膜上皮細胞から分離培養した上皮細胞株と同様に K12 陽性の特性を維持した

まま培養することは難しく、角膜上皮細胞の特性を誘導・維持するためには、何らかの因子が

必要であることが改めて確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）：We constructed a K12-DsRed BAC reporter, which express DsRed 
under the control of Krt12 promoter. The K12-DsRed reporter was introduced into a mouse 
corneal epithelial cell line, TKE2, and a mouse iPS cell line. An activity that converts bulge 
stem cells to K12-positive cells in human limbal fibroblast has been reported. However, We 
could confirm neither such activity nor the activity that promote the expression of 
K12-DsRed reporter. On the other hand, we successfully induce K12-positive epithelial 
cells colony from mouse iPS cells. However, as well as in the case of mouse corneal 
epithelial cell line, the expression of K12 in induced epithelial cells was not maintained. 
These results suggested that some factors required to be elucidated to induce and maintain 
the property of corneal epithelial cells such as the expression of K12 and PAX6. 
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１．研究開始当初の背景 
 角膜上皮細胞は、表皮細胞と同じく外胚葉

由来で体表面に在る上皮細胞であり、重層扁

平上皮細胞としてケラチン 14(K14)および 

p63 の発現など共通する性質も持ち合わせ

ているが、角化しない・K1, K10 を発現しな

い・PAX6, K12 を発現している、と云う点で、

表皮細胞とは大きく異なっている。また、角

膜上皮細胞は、結膜上皮細胞と同じく頭部外
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胚葉由来で、PAX6 の発現は結膜上皮細胞に

おいても認められるが、K12 の発現は角膜上

皮細胞に特異的であり、同じ由来と考えられ

る結膜上皮細胞でも K12を発現する透明な角

膜上皮細胞にはならない。角膜上皮の幹細胞

は角膜輪部に存在し、この幹細胞から生じる

娘細胞が角膜中央部へ向かって移動し代謝

回転することで透明な角膜上皮の恒常性が

保たれていると考えられている。外傷などの

外的要因や遺伝的性質などの内的要因によ

りこの角膜上皮幹細胞が損なわれると、角膜

上皮幹細胞疲弊症となり、角膜表面が結膜上

皮細胞や角化上皮細胞に覆われるとともに、

しばしば血管侵入を伴い、角膜の透明性が損

なわれることとなる。そうした場合、従来は

全層を置換する全層角膜移植術が施されて

きたが、最近では、侵襲を少なくするために

障害を受けた層のみを移植する角膜パーツ

移植術が開発されている。角膜上皮に関して

は、羊膜やフィブリン等の基質上、あるいは

温度感受性培養皿上に上皮幹細胞をシート

状に培養したものを移植する培養上皮移植

術が既に確立されている。片眼性の角膜上皮

幹細胞疲弊症の場合は、健常眼から採取され

る幹細胞を元に培養上皮シートを作製し得

るが、両眼性の場合自己の角膜上皮幹細胞は

使用できない。したがって、両眼性の場合は

ドナー由来の培養角膜上皮細胞が用いられ

てきたが、近年では角膜上皮細胞の代わりに

自己の口腔粘膜上皮細胞を用いた培養上皮

シートの移植術が開発されており、視力の回

復も報告されている。しかし、やはり移植し

た口腔粘膜上皮細胞が K12を発現するように

はならず、透明性も角膜上皮細胞に劣り、し

ばしば血管侵入が生じ得るという問題を含

んでいる。 

 一方で我々は、従来困難であったマウスの

角膜上皮細胞を長期継代培養する方法を確

立してきたが、マウスの角膜上皮細胞では、

継代培養を重ねていくと PAX6 および K12 の

発現が低下・減少することが観察された。一

般に、細胞にとって分化と増殖は相反する選

択肢であると考えられており、マウス角膜上

皮細胞の場合も、増殖を促す系での培養であ

るため細胞が分化よりも増殖の方へすすむ

結果、脱分化し、これらの分化マーカーが失

われると考えられる。しかし、一旦 PAX6, K12

の発現が低下した細胞株では、血清刺激やカ

ルシウム刺激、 "air-lifting" 培養によっ

て分化刺激を与えてもそれらの発現は回復

せず、角膜上皮細胞への分化に抵抗性を示し

た（Ma et al., IOVS, 2009）。一方で、ヒ

ト角膜輪部実質の線維芽細胞の培養上清を

用いて、マウスの毛包幹細胞を PAX6, K12 陽

性の角膜上皮様細胞に分化させたことが報

告された(Blazejewska et al., Stem Cells, 
2009)。角膜の正常発生には水晶体の正常な

形成が必要であることも知られており、これ

らのことは、ヒト角膜輪部実質の線維芽細胞

や少なくともマウス胚発生期の水晶体・角膜

実質細胞からは、角膜上皮への分化を促す液

性因子が放出されており、たとえマウス角膜

由来の細胞株であっても PAX6, K12 陽性の本

来の角膜上皮細胞へ分化させるには、現状の

培養条件に加え、そうした液性因子に依る刺

激が必要であることを示唆している。今後、

眼表面の再生医療においても iPS 細胞の応

用が進むことが期待されている。ES 細胞から

上皮細胞を誘導する方法に関しては幾つか

の報告があるが、角膜上皮細胞を誘導する方

法は確立されておらず、iPS 細胞からの誘導

も困難が予想される。角膜上皮へと分化を運

命づける因子とそのメカニズムを解明でき

れば、それを用いて上述の口腔粘膜上皮細胞

や iPS細胞等の多能性幹細胞を角膜上皮細胞

へと特異的に分化誘導することで、角膜上皮

治療にも応用可能と考えられる。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、(1)マウス角膜上皮細胞由来の
細胞株に、K12 遺伝子発現制御下で発現する
蛍光レポーター遺伝子を組み込んだ細胞株
を作製し、これを用いて（２）角膜輪部線維
芽細胞に K12・PAX6 陽性角膜上皮細胞へと分
化誘導する活性があることを確認し（３）胚
発生期の K12 の発現が始まる前後のマウス
水晶体あるいは角膜実質に、K12・PAX6 陽性
角膜上皮細胞へと分化誘導する活性がある
ことを明らかにすることを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
角膜上皮細胞特異的なマーカーであるケラ
チン１２（K12）の発現制御下に蛍光タンパ
ク質である DsRedを発現するように設計した
レポーターコンストラクトを作製し、これを
組み込んだ上皮細胞株を用いて、ヒト角膜輪
部線維芽細胞の培養上清および胚発生期の
マウス水晶体・角膜実質に K12 陽性角膜上皮
細胞へと分化誘導する活性があることを検
証する。さらにこの活性の本体となる因子を
マイクロアレイ解析と上記レポーターを導
入した細胞株を用いて同定し、さらに同定さ
れた因子と多能性幹細胞を用いて分化誘導
能を検証する。 
 
 



４．研究成果 
（１）胎生期における PAX6 および K12 の発
現 
K12 の発現自体、PAX6 による制御下にあるこ
とが知られているが、胎生期における角膜上
皮細胞での PAX6 および K12 の発現時期を検
証した結果、胚発生期のマウス角膜上皮では、
PAX6の発現はE11.5から認められることが報
告されているにもかかわらず K12 の発現は
E14.5 でも認められなかった（図 1 および図
2 を参照）。この結果は、K12 陽性の角膜上
皮細胞となるには、PAX6 の発現に加え何らか
の別のシグナルが必要であることを示して
いる。 
 

図１ E14.5 (14.5 日胚) マウス眼組織での
PAX6, K12 の発現。PAX6 は発現しているが、
K12 はまだ発現していない。 
 

図 2 新生児マウスでは、PAX6、K12 両方の
発現を認められる。また PAX6の発現は網膜、
結膜にも認められるが K12の発現は角膜上皮
のみに認められる。 

  
 
（２）K12 レポーターコンストラクトを導入
した上皮細胞株の作製 
マウス K12 遺伝子を含む BAC（Bacterial 
Artificial Chromosome）クローンを元に、
K12 遺伝子プロモーター下に DsRed を挿入し
たレポーターコンストラクトを作製した。こ
のコンストラクトをマウス角膜上皮から樹
立した TKE2細胞株（Kawakita et al., J. Cell. 
Mol. Med., 2008）に導入し、抗生物質によ
りコンストラクトが実際に導入された細胞
の選択を行った。TKE2 株では、K12 の発現は
失われてしまっているため、薬剤処理により
強制的に K12 プロモーターを動かし、DsRed
の赤色蛍光が認められることを確認した（図
3を参照）。これにより、目的のコンストラク
トが作製出来ていることが確認されたので、
レポーターコンストラクトが染色体に組み
込まれた安定株の選択を行った。 

 

図３ K12-レポーターコンストラクトが導
入された細胞で、 DsRed (赤色蛍光タンパク
質)の発現を確認出来る。 
 
（３）ヒト角膜輪部線維芽細胞を用いた分化
誘導の確認 

ヒト角膜上皮幹細胞が存在していると考え

られている角膜輪部より採取・培養した線維

芽細胞の上清に、マウスの毛包バルジ幹細胞

を K12陽性の角膜上皮様の細胞に分化転換さ

せ る 活 性 が 在 る こ と が 報 告 さ れ た

（Blazejewska et al., Stem Cells, 2009）。
この活性の再現性を確認するため、米国アイ

バンクより研究用角膜を入手し、角膜輪部の

線維芽細胞と角膜中央部の線維芽細胞を培

養し、培養上清を得た。参考論文に従い、使

用する線維芽細胞の継代数は２代までとし

た 。 FACS (Fluorescence-activated cell 

sorting) を用いてマウス毛包からインテグ

リンα６陽性の幹細胞を分取・増殖させ、予

め回収した線維芽細胞の培養上清を用いて

培養した。培養法の詳細は上述の参考論文に

準じた。RT-PCR 法、および免疫染色法によ

り PAX6, K12 の発現を解析し、検証を行った

が、バルジ幹細胞を K12 陽性細胞に分化転換

する活性の再現性を得るには至らなかった。

また、上述の K12 レポーターコンストラクト

を導入した上皮細胞株をヒト角膜輪部線維

芽細胞の培養上清を用いて培養し、K12 の発

現が誘導されるか否かを検証したが、同様に、

K12 の発現誘導は確認できなかった。 

 
（４）iPS 細胞から角膜上皮細胞の誘導 
角膜上皮細胞への分化決定因子の検索と併
行して、マウス iPS 細胞から角膜上皮細胞を
誘導する検討を行った。その結果、PA6 細胞
をフィーダー細胞として用いるSDIA法にBMP
を添加する誘導法で、K12 陽性の重層上皮細
胞が誘導されることを見出した（Yoshida et 
al., PLoS One 2012）。また、さらにレチノ
イン酸を添加することによって K12陽性細胞
率が上昇することを見出した。K12 陽性細胞
の誘導は、免疫染色法および RT-PCR 法で確
認するとともに、前述の K12-DsRed レポータ
ーコンストラクトを導入したマウス iPS細胞
を用いて誘導培養を行い、DsRed の発現でも
確認した。 
 



 
図４ マウス iPS 細胞から誘導した K12 陽性
細胞コロニー 
 
しかし、この K12 陽性細胞も培養期間ととも
に消失してしまい、K12 陽性細胞を維持する
ことは難しかった。K12 を発現するようにな
った細胞は、分化の程度が進んでおり、増殖
能が低い可能性がある。K12 の発現が低い幹
細胞、あるいは前駆細胞の状態で維持し、分
化に応じて K12陽性の角膜上皮細胞になるよ
うな培養系を構築する必要があるのかも知
れない。そのうえでも、角膜上皮細胞への運
命決定因子が重要で有り、引き続き検索を行
う。 
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