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研究成果の概要（和文）：Nrl-GFP マウス由来iPS細胞及びRx-GFP ES細胞より効率よく再現性をもって自己組織化培養
による網膜分化方法を確立した。これらを変性モデルマウスに移植したところ、分化１７日例より若い分化段階の移植
片がより効率よく視細胞の層構造を形成しホストに生着することを確認した。またこれらの層構造を形成した移植片で
は成熟した視細胞に特徴的な外節構造が形成されていることを電子顕微鏡的に観察した。またこれらのサンプルにおい
て、免疫組織学的に、移植片内の視細胞とホスト網膜の２次ニューロンである双極細胞が、シナプスを形成している可
能性も示唆された。生理学的及び行動解析による機能検証を引き続き行っている。

研究成果の概要（英文）：We developed a protocol to consistently and efficiently differentiate 3D-retina 
by self-organization from nrl-GFP miPS cell and rx-GFP mES cell lines. We observed that the 
differentiated retinal tissue of dd17 or younger can efficiently developed structured photoreceptor layer 
(or outer nuclear layer, ONL) after transplantation and integrate onto the inner layer of host retina. 
Photoreceptors in these structured ONL showed a mature photoreceptor marker and, by electron microscopic 
observation, developed a characteristic component of photoreceptors, outer segments. Furthermore, 
synaptic contact between host bipolar cells and graft photoreceptor cells were also suggested by 
immune-histochemistry. Functional studies by electrophysiology and behavior test are currently underway.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
これまでに我々は変性網膜における視細胞

移植について、生着を左右するホストの環

境因子について研究してきた。近年になり、

成体の網膜であっても適切名発生時期の視

細胞であれば機能的に生着しうることが報

告され、また、ES 細胞から自己組織化培

養法を用いて構造をもった網膜組織を分化

誘導できるようになり、臨床応用への突破

口が開けた。そこで我々は本研究において、

さらに視細胞の移植治療を臨床段階にすす

めるべく、適切な移植条件について主に移

植片の準備の観点から検討を行った。 
 
２．研究の目的 
変性網膜に対する視細胞移植の適切な移植

片の準備として、ES 及び iPS 細胞からの

分化方法を適切化し、移植に適した分化網

膜の発生段階を決定する。細胞移植とシー

ト移植についてその結果を比較する。また、

生着した移植片の移植後の分化状態、シナ

プス形成能を評価し、機能解析を試みる 

 
３．研究の方法 
まず、ES 細胞複数株、および iPS 細胞か

らも同様に効率よく網膜組織を分化誘導す

る方法を検討する。同時にマウス胎児及び

生後網膜を用いて、シート移植、細胞移植

を行い、比較する。得られた結果を参考に、

分化網膜組織からバラ細胞、またはシート

状移植片を用意し、分化段階を変えて移植

することにより、その生着を評価する。移

植後網膜組織の分化成熟度をまずマーカー

染色で評価する。必要に応じ電子顕微鏡観

察を行う。また、ホストへの生着パターン

を検討する。 

さらにその結果から、より生着の用意条件

で、ホストとのシナプス形成の可能性、及

び機能についてさらに詳細に評価する。 
 
 
 
 

４．研究成果 

AGN 及びマトリゲルを用いて、マウス位 iPS、

ES 細胞両方からの効率良い分化方法を確

立した。 

マウスの胎児網膜及び生後網膜を用いて、

細胞移植に比べシート移植でより移植後網

膜が構造的に維持されること、またシート

として移植しても、細胞移植同様、細胞が

ホスト網膜に入り込んでいく現象も観察さ

れ、以後の検討はシート組織で行うことと

した。 

次に移植細胞の分化段階をかえて変性モデ

ルマウスに移植を行い、最終的な移植片の

成熟と形態を評価したところ、分化 17 日齢

以前の分化組織の移植でより効率よく構造

をもった視細胞が成熟、生着することを観

察した。一方それ以上の分化段階の移植変

は視細胞への成熟はみられてもしばしば層

構造は形成せず、バラ細胞の移植と同じよ

うな像を呈した。またこれらの層構造を形

成して成熟した視細胞においては、電子顕

微鏡観察においても成熟した外節構造の形

成を確認し、生体内の視細胞とほぼ遜色な

いかたちで移植後に生着していると考えら

れた。このような形態学的な成熟は、細胞

移植ではみられないものであった。 

次に、一番正常網膜の状態に近い、移植片

視細胞層とホスト内層が隣接して生着する

「direct contact pattern」についてさら

に詳細に検討した。このかたちで移植片が

生着する効率はやはり分化１７日令より若

い移植片で多く、免疫組織染色後組織を透

明化し立体的な解析を行ったところ、移植

視細胞末端の前シナプスマーカー(ribeye)

とホスト双極細胞軸索末端が共存する像が

みられ、組織学的にホストーグラフト間で

シナプスが形成されている可能性が示唆さ

れた。また、細胞移植では半年以内に移植

片が消失するという欠点があったが、シー

ト移植においては１年近い観察においても



移植片生着が確認された。 

さらに、機能検証として、これら移植後網

膜をとりだし、多電極アレイシステムで解

析を行った。移植後網膜では光応答性に網

膜全体での反応(mERG)が得られた。さらに

ホストガングリオン細胞層からも光応答性

に活動電位を拾うことができたが、これが

本当にシナプス形成後のホスト細胞に由来

する反応かどうかをさらに現在検証中であ

る。 
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