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研究成果の概要（和文）：手術で得られたヒト網膜由来細胞から iPS 細胞を樹立した。メチ

ル化解析で、他の組織由来 iPS 細胞と比べて、ES 細胞のような幹細胞に近い性質を持って

いた。奇形腫形成で、神経網膜とともに網膜色素細胞がみられた。本細胞は、再生医療に

適した完成度の高い網膜細胞の形成に役立つ。 

研究成果の概要（英文）：We generated human iPS cells from the retinal tissues obtained 

during surgery. By methylation analysis, the iPS cells have characteristics of stem cells 

similar to those of ES cells. Neural retina cells and retinal pigmented epithelia are 

identified in teratoma formation. Thus the iPS cells are useful to from highly differentiated 

retinal cells for reproducing medicine.  
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１．研究開始当初の背景 

 日本を含む先進国においては、失明原因

のほとんどが先天性あるいは後天性の網膜

疾患である。網膜の構造は種によって大き

く異なり、ヒト由来の iPS 細胞研究は、ヒ

ト網膜の発生、ヒト網膜疾患の病態解明、

創薬、診断・治療法の開発に不可欠である

と期待される。iPS 細胞は、ドナーのの由

来組織の違いによって、得られる iPS 細胞

の性質ことに分化能が異なることが指摘さ

れている。したがって、臨床的に有用な網

膜細胞を作成するには、その潜在性を高く

もつ眼組織由来の細胞から作成した iPS 細

胞が必須である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、世界に先駆け、国立成育医

療センター倫理委員会にて承認を受けた眼
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手術検体からヒト網膜由来 iPS 細胞の樹立

をめざす。網膜への分化過程において発現

する遺伝子群の発現調節ネットワークを同

定し、他の iPS 細胞や ES 細胞とも比較す

る。iPS 細胞から成熟した網膜細胞へと分

化するプロセスを、生体外での分化誘導系

として明示することを目的とする。これに

よって、網膜発生の基礎知識が得られると

ともに、再生医学による失明予防に応用で

きる。 

 

３．研究の方法 

A：ヒト網膜由来iPS細胞の樹立 

こどもの眼手術検体から、ヒト眼球由来

細胞、すなわち、網膜のグリア細胞を、虹

彩細胞、毛様体細胞、水晶体上皮細胞、角

膜上皮細胞や実質細胞の単離・調整を行い、

すでに各々に数ラインの細胞が樹立され

ている。これらを用い、まず網膜由来細胞

あるいは他の細胞から、通常の方法でiPS

細胞を樹立する。導入遺伝子やウイルスベ

クターは、Yamanaka因子（OCT4, SOX2, 

KLF4, C-MYC）とレトロウイルスベクター

を使用する。iPS細胞のコロニー回収を、

トリプシンを用いずに、また、スクレーピ

ング等の強い物理的操作を加えることな

く、温度応答性器材を用いて行うことによ

り、異種細胞との分離やコロニー回収を

iPS細胞に障害を与えることなく行う。  

B : 幹細胞発生学に基づいた細胞選別技術

の確立 

B-1：ヒトiPS細胞から網膜へと分化する誘

導条件の網羅的検討 

ヒト網膜由来iPS細胞から特定網膜細胞

群へと分化する細胞系譜がどのように形

成されるかを明らかにするため、網羅的

DNAメチル化解析から網膜特異的DNAメ

チル化可変領域(Ret-DMRs)を同定した。 

B-2：奇形腫形成における、網膜分化細胞

群の選別 

ヒト網膜由来 iPS 細胞を免疫不全マウ

スに移植して奇形腫を形成させ、組織化学

的に分化する細胞種を検討した。併せて、

核型を検討した。 

（人権の保護及び法令等の遵守への対応） 

１．ヒト細胞を用いることに対する倫理

的配慮 

こどもの眼手術検体を用いて iPS 細胞

を作成する研究においては、国立成育医療

研究センター倫理委員会にて承認を受け

た（承認番号 156、平成 17 年 7 月承認）。

それぞれの組織については倫理的な手続

きおよび考え方が年次毎に異なると予想

され、「ヒト幹細胞等を用いる臨床研究に

関する指針」に従い、最新の社会的な影響

を十分に考慮する。 

２．実験動物を用いることに対する倫理

的配慮 

実験動物を用いる研究については、国

立成育医療研究センター研究所動物実

験指針に準拠して研究を実施する(承認

番号 2003-002,2005-003)。 

 

４．研究成果  

A：当施設の倫理委員会で承認を受け、患者

家族の同意を得た後に、手術において得ら

れたヒト小児患者由来の細胞を用いて、iPS

細胞を作成した、由来細胞は、脈絡膜およ

び網膜を用い、通常の平面培養を行った後

に、1×10
5 

cells に山中 4 因子（OCT3/4, 

SOX2, KLF4, c-MYC）を導入したレトロウ

ィルスを感染させた。樹立効率は、脈絡膜

由来細胞では 0.01%以下であったが、網膜

由来細胞では 0.13 であり、他の胎児線維

芽細胞(0.03)、子宮内膜細胞(0.03)、指皮膚

細胞(0.05)と比べて高かった。 

   ヒト網膜由来 iPS 細胞（2 種） 

B-1：網羅的 DNA メチル化解析から網膜

特異的DNAメチル化可変領域(Ret-DMRs)

を同定した。 Ret-DMRs は新たな網膜細

胞マーカーとしても有用であることが明

らかになった。また、網膜細胞由来の iPS

細胞はDNAメチル化プロファイルにおい

て、他の胎児線維芽細胞、子宮内膜細胞、

皮膚細胞、軟骨細胞等由来の iPS 細胞と比

べて、ES 細胞のような幹細胞に近い性質
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を持っていた。網膜細胞は、iPS 細胞へ効

率よく誘導できることが示された。 

    DNA メチル化を基にした 

階層的クラスター解析 

 

B-2：免疫不全マウスに移植して奇形腫を

形成させ、検討したところ、虹彩由来 iPS 

細胞、網膜由来 iPS 細胞ともに、眼組織

以外の組織から樹立された iPS 細胞によ

って形成された奇形腫よりも、神経網膜だ

けでなく網膜色素上皮が多く見られた。神

経網膜とともに網膜色素上皮の再生にも

用いられる可能性がある。 

また、核型解析では、異常が認められなか

った。 

本研究では、ヒトの虹彩と網膜からiPS細

胞を作成し、メチル化解析からES細胞に近

い分化能をもつことを明らかにした。さら

に、核型に異常はなく、神経網膜とともに

色素上皮への再生に用いられる可能性が示

された。エピゲノムが作成目的組織にちか

い虹彩・網膜由来iPS細胞の樹立は大きな成

果である。今後は、形態形成遺伝子の導入

や自発発現誘導によって、再生医療に適し

た完成度の高い網膜細胞の形成を目指す。 
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