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研究成果の概要（和文）：培養ディッシュ表面を我々が開発した薄層コラーゲンゲルでコーティ

ングすることにより，組織幹細胞マーカーの発現を維持させた状態で継代・維持することがで

きた。次に培養ヒト虹彩組織由来細胞から神経様細胞に分化する細胞を選択・分離し，培養す

ることで効率的に高純度の神経様細胞が培養できた。さらに培養した虹彩由来組織幹／前駆細

胞をレチノイン酸含有分化誘導培地で培養することで，網膜神経細胞マーカータンパク質を発

現する細胞に分化した。この細胞を細胞電気生理学的手法（パッチクランプ法）にて評価した

ところ，ナトリウムチャネルやカリウムチャネルを有する細胞に分化することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：When we coated the culture plate surface with lamina collagen gel, 
the culture cells which were derived from mouse iris tissue were expressed the tissue stem 
cell marker.  Then, we were cultured the nerve-like cells effectively by sorting cells derived 
from culture human iris tissue.  When we cultured tissue stem / progenitor cells derived 
from human iris tissue in a retinoic acid containing nutrient medium, the cells were 
differentiated the expressed marker protein of the neural retina cell. Furthermore, the 
physiologic function of cells were evaluated by the patch clamp method, the cells were 
detected with a sodium channel and the potassium channel.
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１．研究開始当初の背景

網膜変性症などの網膜に障害がある患者

数は，推定で約 300 万人以上いると言われて

いるが，今日の眼科治療(手術など)では，視

力を回復させることは非常に難しい。このよ

うな状況から，近年目覚しい研究の進歩によ

り『障害のある網膜神経細胞の代わりに新し

い細胞を移植し，その移植細胞が宿主網膜に

残存している細胞とネットワークを再構築

することで網膜機能を再生させる』という再

生医学・医療への期待が高まっている。

ES 細胞や iPS 細胞を用いた様々な再生医

学・医療の研究が国内外で多数実施されてい

るが，本研究は成体の自己組織（虹彩）にわ

ずかに存在する組織幹細胞を用いた再生医

学・医療の基礎研究である。組織幹細胞は

ES 細胞や iPS 細胞と比較して，(1)自己の細

胞を用いること，(2)遺伝子導入を行わないこ

と，などの観点から臨床応用にむけた克服す

べき課題が少ない。

２．研究の目的

本研究期間において，以下の目的に関する

研究を遂行した。

2-1) 成体マウス虹彩の組織幹細胞(虹彩由

来網膜幹/前駆細胞)を未分化状態のま

まで効率的，かつ継代可能な大量培養

法を探索する。

2-2) ヒト虹彩由来細胞を用いてマウスの虹

彩由来細胞実験の再現性および確認実

験を行う。

2-3) 虹彩由来網膜幹/前駆細胞から分化誘導

した視細胞マーカーを発現する細胞に

おいて，神経細胞に特異的な電位依存

性ナトリウムチャネルを指標とした電

気生理学的機能を有する網膜神経細胞

への分化誘導法を探索する。

３．研究の方法

3-1) 成体マウス虹彩の組織幹細胞(虹彩由

来網膜幹/前駆細胞)を用いて，従来の細

胞生物学的実験で使用されている

culture dish のコーティング法，または

新しいコーティング法を開発，および

培地を検討して組織幹細胞マーカーの

発現を維持させた状態で継代・維持す

ることができる培養条件を検討した。

具体的には，ES 細胞や造血幹細胞など

の幹細胞自己複製に関与することが報

告されている Wnt シグナル，GSK-3β
阻害剤，Apoptosis シグナル系阻害剤な

どによる幹細胞の保護，および各種細

胞成長因子の添加による検討などを行

い，網膜幹/前駆細胞の継代維持を可能

にする効率的な培養条件を探索した。

3-2) 本研究期間開始前に既に 40 名以上の

患者虹彩組織から分離した初代培養細

胞を保存していた。そこで，マウス虹

彩組織を用いた研究と並行して，ヒト

虹彩由来網膜幹/前駆細胞の効率的な継

代・維持培養条件，および分化誘導条

件について検証した。なお，ヒト虹彩

細胞の培養において，患者自己血清，

人工血清代替品，および非動物由来各

種成長因子による培養についても検討

した。

3-3) レチノイン酸，Dkk-1，Lefty-A，BMP-4，
BHA，Nodal シグナル阻害剤，BMP
系シグナル阻害剤，Activin-A などの分

化誘導薬剤を比較検討して，神経細胞

に特異的なナトリウムチャネルを有す

る細胞への分化能について細胞電気生

理学的手法（パッチクランプ法）を用

いて評価した。



４．研究成果

4-1) マウス虹彩由来細胞を従来の細胞生物

学的実験で使用されている culture 
dish のコーティング法（コラーゲン溶

液，ラミニン，ファイブロネクチンな

ど）にて継代培養したが，未分化状態

のままで細胞を継代維持することはで

きなかった。しかしコラーゲンゲル上

では細胞の培養効率は低下するが，未

分化マーカーを発現した状態の細胞を

維持できたことから，コラーゲンゲル

を薄層化し，さらに細胞接着因子を混

合して新たに我々が考案・作成した薄

層コラーゲンコートディッシュを用い

て培養したところ，幹/前駆細胞マーカ

ーを発現する細胞が継代培養できるよ

うになった。

マウス虹彩を酵素処理して単離した細

胞を培養したところ，神経様細胞に分

化する細胞と fibroblast 様の神経細胞

に分化しない細胞が混在していた。そ

こで，未熟な幹/前駆細胞は接着能力が

高いという細胞特性を利用して，単離

した虹彩由来細胞のうち，短時間で培

養ディッシュに接着した細胞のみを培

養したところ，形態的に神経様細胞を

呈する細胞を選択・分離培養すること

ができるようになった。

4-2) 本研究期間中にさらに 36 名の患者虹

彩組織から分離した初代培養細胞を追

加保存することができた。

ヒト虹彩由来細胞もコラーゲンゲル上

では細胞の培養効率は低下するが，未

分化マーカーを発現した状態の細胞を

維持できたことから，コラーゲンゲル

を薄層化し，さらに細胞接着因子を混

合して新たに我々が考案・作成した薄

層コラーゲンコートディッシュを用い，

さらにヒトプール血清，FBS，血清代

替品，Growth Factor などを含む基礎

培地に Apoptosis シグナル阻害剤を添

加することで，CD29，Sca-1，Nestin
などの幹/前駆細胞マーカーを発現する

細胞が継代培養できるようになり，さ

らに一部の細胞マーカーは 12 継代ま

で保持できた。

ヒト虹彩を酵素処理して単離した細胞

を培養したところ，マウス虹彩由来細

胞と同様に神経様細胞に分化する細胞

と fibroblast 様の神経細胞に分化しな

い細胞が混在していた。そこで，マウ

ス虹彩由来細胞と同様に，未熟な幹/前
駆細胞は接着能力が高いという細胞特

性を利用して，単離した虹彩由来細胞

のうち，短時間で培養ディッシュに接

着した細胞のみを培養し，さらに今後，

セルソーターなどを用いて，細胞を選

択分離できるようにするため，網膜神

経細胞へ効率的に分化する細胞の細胞

マーカーを探索する。

4-3) 前項の方法で選択した形態的に神経様

細胞を呈する細胞を用いて，レチノイ

ン酸を含む分化誘導培地で培養するこ

とで効率的に高純度の網膜神経細胞マ

ーカーを発現する細胞を培養すること

ができるようになった。

さらに分化誘導培地で継続して培養し

た細胞を用いて，細胞電気生理学的手

法（パッチクランプ法）を用いて評価

したところ，弱いながらもナトリウム

チャネル・カリウムスパイクの波形が

検出された。
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