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研究成果の概要（和文）：神経堤細胞は多分化能力を有し、再生医療への応用が期待されている。皮膚由来幹細胞は近
年報告された真皮に存在する幹細胞である。本研究では神経堤由来であるマウス頭頚部皮膚由来幹細胞を用いて、機能
的な角膜内皮細胞へと誘導することに成功した。Ussing cgamberによるin vitroでの機能解析、さらには家兎水疱性角
膜症モデルへの移植実験により誘導内皮の有効性が確認された。ヒト皮膚由来幹細胞に関しては高齢者からも分離培養
が可能であるが、マーカー発現や細胞形態などは今後の検討が必要と考えられた。概して、本研究により、皮膚由来幹
細胞が角膜内皮再生における細胞源となりうることが示された。

研究成果の概要（英文）：The identification of neural crest stem cells in various tissues opens an 
entirely new approach to developing autologous cell replacement therapies for use in regenerative 
medicine. Recently, skin derived precursors (SKPs) were isolated and characterized as a potent precursor 
cell population from the adult mammalian dermis. In this study, we succeeded in direct differentiation of 
murine facial SKPs into functional tissue engineered corneal endothelium (TECE). In vitro analysis of 
pump function by Ussing chamber and in vivo transplantation into a corneal endothelial dysfunction rabbit 
model, SKP-induced TECE contributed in recovering corneal transparency. Furthermore, we succeeded in 
isolating and expanding human SKPs from eldery subjects. However, some other factors may be required to 
induce human SKPs into corneal endothelium. Overall, our findings demonstrate that facial SKPs are an 
attractive autologous source of progenitor cells for corneal endothelial regeneration.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
角膜内皮細胞はポンプ機能とバリア機能

により角膜の透明性を維持している重要な
細胞である。しかし、角膜内皮細胞は生後増
殖能力に乏しく、細胞数が著明に減少すると
水疱性角膜症をきたし失明に至る。また既存
の治療法である角膜移植も慢性的なドナー
不足や拒絶反応などの問題がある。 
申請者らの研究グループでは角膜実質よ

り神経堤由来の幹細胞である角膜実質幹細
胞を分離し(Yoshida et al, Stem Cells, 
2006)、Wnt・βカテニンシグナルを用いた結
果、機能的な角膜内皮に誘導することに成功
した。(Hatou et al, Stem Cell Dev 2013)
しかし角膜実質幹細胞はヒトでは増殖能に
乏しく、臨床応用を目指した場合技術的な問
題が生じる可能性があり、新たな細胞源の探
索が必要であった。 

皮 膚 由 来 幹 細 胞 (SKPs:skin-derived 
precursors)はマウス(Toma et al, Nature 
Cell Biology,2001)およびヒト(Fernendes 
et sl, Nature Cell Biology, 2004)の皮膚
真皮から分離が報告された自己複製能およ
び多分化能を有する幹細胞である。なかでも
頭頚部の SKPs は角膜内皮細胞と同じ神経堤
由来細胞である。もしヒト皮膚由来の SKPs
に、神経堤細胞から角膜内皮細胞への分化誘
導法を適応することができれば、患者本人の
皮膚由来の角膜内皮細胞を移植する自家移
植が可能となり、拒絶反応の問題やドナー不
足の問題も解決することができうる。 
 
２．研究の目的 
本研究では神経堤由来細胞である頭頚部皮
膚由来幹細胞を用いて機能的な角膜内皮細
胞へ誘導できるかどうかの探索を行う。マウ
スおよびヒト皮膚由来幹細胞の分離および
角膜内皮細胞への誘導、In vitro での機能解
析、さらには家兎水疱性角膜症モデルへの移
植実験により有効性の評価を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)神経堤由来細胞を標識するマウスから皮
膚由来幹細胞の分離：Wnt1-cre/floxed-EGFP
マウスは神経堤由来細胞をGFPで標識できる。
神経堤由来の細胞で EGFP の蛍光を発する
Wnt1-Cre/floxed EGFP マウス皮膚組織から
SKPs を分離する。 
(2)マウス皮膚由来幹細胞から角膜内皮細胞
への分化誘導:我々の開発した角膜実質幹細
胞から角膜内皮細胞への分化誘導法を応用
し in vitro での分化誘導を試みる。角膜内
皮マーカーの RT-PCR,qPCR,免疫染色を施行
する。 
(3)in vitro での機能評価として ussing 
chamber を施行し、Na,K-ATPase 活性測定に
よりポンプ機能を十分に持った細胞に誘導
することができたかどうかの解析を行う。さ
らに、誘導法が確立されれば、家兎水疱性角

膜症モデルへの移植実験を行う。 
(4)ヒト皮膚由来幹細胞の分離と角膜内皮細
胞への分化誘導 
①ヒト皮膚由来幹細胞の分離： 
慶應義塾大学医学部倫理委員会の承認を得
て眼瞼皮膚弛緩症の手術時に得られる余剰
皮膚を用いて SKPs を分離する。 
②分離した SKPs を今までの手法を用いて角
膜内皮細胞へ誘導する。 
 
４．研究成果 
(1) Wnt1-cre/floxed-EGFPマウスからSKPs
の分離 神経堤由来の細胞で EGFP の蛍光を
発する Wnt1-Cre/floxed EGFP マウスの 
頭頚部皮膚組織から SKPs を分離し、培養増
殖させることに成功した。このマウスから得
られた SKPs も EGFP の蛍光を発しており、
SKPs が神経堤細胞由来であることが確認さ
れた。（図１）SKPs が Twist, p75, Sox9, 
Slug,Snail などの神経堤細胞マーカーの発
現をしていることを RT-PCR で確認した。 

 
 
図１ 
Wnt1-Cre/floxe
d EGFP マウス 
A:頭頚部 
B:角膜 
C:浮遊培養 
(phase,EGFP) 
 

 
(2)マウス皮膚由来幹細胞から角膜内皮細胞
への分化誘導 
申請者らの既報に準じて角膜内皮細胞への
分化誘導を試みるために誘導因子を最適化
した。SKPs は誘導因子を加えず、血清添加の
みで培養した場合は fibroblastic な形態を
呈するが、誘導因子を加えることで cobble 
stone 様の角膜内皮様の形態を呈した。
RT-PCRで角膜内皮マーカー群であるATP1a1, 
CDH2, Pitx2, SLC4A4, Col4a2, Col8a2
の発現を RT-PCR で確認し、それらは誘導後
に概ね上昇していることをqPCRで確認した。
（図２） 

 
図２ SKPs
誘導内皮に
おける角膜
内皮マーカ
ー発現 

（左：誘導前 右：誘導後） 
また免疫染色によりタイトジャンクション
のマーカーである ZO1 の発現(図 3), 
NaK-ATPaseα1-subunit を確認した。 

 
図３SKPs
誘導内皮
の免疫染
色（ZO1） 



(3)in vitro の機能評価として ussing 
chamber を施行した。マウス培養内皮細胞
(mCE)と NIH-3T3細胞(3T3)をコントロールと
して用いた。SKPs を誘導因子不含有培地で培
養したもの(SKPs)と誘導因子含有培地で培
養したもの(sTECE)を比較した。誘導内皮は
およそ3mVのポンプ機能を有していることが
確認された。誘導前および培養マウス角膜内
皮細胞と比較しても有意に高い値であった。
（図４）申請者らの検討により、誘導内皮の
品質評価として ussing chamber で 1mV 以上
のポンプ機能を有した場合に角膜の透明性
を担保する効果が期待できるものと報告し
ている。(Hatou et al , Tissue Eng Part C 
Methods, 2013)以上より、SKPs 誘導内皮は十
分なポンプ機能を有していた。 
 
(4)in vivoの有効性評価として家兎水疱性角
膜症モデルを作成し、誘導内皮移植群とコン
トロールを比較した。 
コントロールの角膜内皮剥離眼(図４:左)は
著 明 な 角 膜 浮 腫 を 呈 し 、 角 膜 厚 が
1105.8±165.9μm に増加するのに対し、SKPs
誘導細胞移植眼（図４:右）では角膜透明度
が維持され角膜厚は 544.0±85.0μm に維持
された。（図４） 

 
図４ 
家兎水疱性角膜
症モデルの前眼
部写真 

 
 
(5)ヒト皮膚由来幹細胞の分離 
慶應義塾大学倫理委員会承認のもと、同意の
得られた患者の眼瞼皮膚弛緩症の手術時に
得られる余剰皮膚を用いてSKPsを分離した。
ドナーは 35歳から 89歳まで合計５ラインの
分離・培養に成功した。ヒト SKPs の培養法
は既報を minor modify をした。(Joannides 
A et al,Lancet,2004)  
それらを用いてマウスで得られた条件を用
いて角膜内皮誘導を施行したところ、一部の
マーカー（ATP1a1, CDH2, Pitx2 ）は発現
を確認したものの、Col4a2, Col8a2 などの
基底膜構成因子の発現が不十分であった。し
かし、ヒト SKPs 誘導内皮は In vitro での機
能解析法である Ussing chamber によるポン
プ機能測定では2.8mVと高いポンプ機能を有
していた。 
SKPs を誘導因子不含有培地で接着培養させ
た場合にも比較的高いポンプ機能を有して
おり、誘導因子含有培地を用いることでさら
に高いポンプ機能を有することから、細胞源
として SKPs は有用性が高い可能性がある。 
しかし、現在のところ誘導できた細胞は形態
が fibroblastic な形質であり、タイトジャ
ンクションの形成も不十分であったことよ
り形態制御因子を中心にさらなる分化誘導
の研鑽が課題となっている。 

 
(6)得られた成果の国内外の位置づけとイン
パクト/今後の展望 
本研究により頭頚部皮膚由来 SKPs から角膜
内皮誘導を行うことに成功した。本研究成果
は自家移植による角膜内皮再生への道を切
り開き、ドナー不足と拒絶反応という二つの
角膜移植に伴う問題を解消することに寄与
する。眼球提供数が多く角膜移植を行うこと
が比較的容易な米国に比べ、本邦では慢性的
に提供眼が常に不足している状態であり、こ
うした治療方法の確立は特に本邦では意義
が高い。皮膚由来幹細胞は容易に採取が可能
であり、自己の細胞源として非常に期待され
ている。皮膚由来幹細胞がから眼組織への誘
導はまだ報告がなく非常に独創的である。ま
た本研究成果による研究結果は皮膚由来幹
細胞から他の眼組織への分化誘導の可能性
や、iPS 細胞から角膜内皮細胞への分化誘導
にも応用できるものである。 
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