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研究成果の概要（和文）：網膜は光情報受容の主体である神経網膜と網膜色素上皮から構成されている。神経網
膜は発生学的に中枢神経系由来の組織であり一旦障害を受けるとその修復は困難である。マウスiPS 細胞にpax6
 を導入し作成した視細胞前駆細胞株は高純度に杆体視細胞あるいは錐体視細胞に分化する。温度感応性ポリマ
ーを応用して高純度視細胞をシート状に培養して、より生体に近い網膜神経層の再構築を行なった。その結果、
杆体視細胞と錐体視細胞が混在した細胞シートが作成できた。安定した視細胞前駆細胞シートを作成してさらに
各種の成長因子と培養することで、成熟視細胞に網膜神経節細胞がシナプス形成した、人工網膜シートの作成に
成功した。

研究成果の概要（英文）：The retina, the main body of light information reception, is composed of 
neural retina and retinal pigment epithelium. The neural retina is derived from the central nervous 
system, which is hard to be repaired after damage. A photoreceptor precursor cell line established 
by introducing pax 6 gene into mouse iPS cells differentiates into rod photoreceptor cells and cone 
photoreceptors with their high purity. By culturing the cell clones on a temperature sensitive 
gelation polymer, high purity photoreceptor cell sheet developed where they reconstructed the 
retinal nerve layer similar to the living body. As a result, it was possible to create a cell sheet 
composed of a mixture of rod photoreceptor cells and cone photoreceptor cells. By culturing the 
photoreceptor precursor cell sheet with various growth factors, we obtained an artificial retina 
sheet in which retinal ganglion cells formed synapse with photoreceptor cells.

研究分野： 再生医学
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１．研究開始当初の背景 
網膜は光情報受容の主体である神経網膜と
網膜色素上皮から構成されている。神経網
膜は発生学的に中枢神経系由来の組織であ
り一旦障害を受けるとその修復は困難であ
る。近年、理化学研究所の高橋らは ES 細
胞や iPS 細胞から視細胞等の神経網膜の構
成細胞を分化誘導できると報告した。網膜
疾患での失明の主要な原因は視細胞変性で
ある。視細胞は明暗を感知する杆体視細胞
と色覚を担う錐体視細胞とに大別される。
これまでに視細胞の発生に関与する多くの
転写因子が同定された。 Maf 群転写因子 
Nrl（neural retina leucine zipper）及び
核内受容体 Nr2e3（nuclear receptor 
subfamily 2，group E，member 3）は杆体
視細胞に特異的に発現し、杆体視細胞に特
異的な遺伝子発現を活性化、 S 錐体に特異
的な遺伝子発現を抑制する。これらの知見
に基づき我々はマウス ES 細胞に眼発生に
関わる重要な転写因子の一つである pax6
を遺伝子導入した後、限界希釈法を用いる
ことで nestin, musashi1, six3, 網膜前駆
細胞の分化に関わる転写因子 chx10 を同
時に発現する網膜神経前駆細胞株の樹立に
成功した（Suzuki N, et al. Transfection 
with pax6 gene of mouse ES cells and 
subsequent cell cloning induced retinal 
neuron progenitors, including retinal 
ganglion cell-like cell, in vitro. 
Ophthalmic Research 2009.10; 43(2): 
79-91). 更に iPS 細胞に pax6 を導入し視
細胞前駆細胞株を作成した(Suzuki T, et 
al. Establishment of retinal progenitor 
cell clones by transfection with Pax6 
gene of mouse induced pluripotent stem 
(iPS) cells. Neuroscience Letters 2012.2 
509(2): 116-120）。 
この iPS 由来の細胞株は当初βⅢ 

tubulin 陽性の神経細胞で特定の培養条件
下で高純度に杆体視細胞と錐体視細胞に分
化する。具体的には、SDF1 存在下での培養
により視細胞前駆細胞マーカーである 
CD73 を発現する（陽性率 93％）。培養終了
時 (mature)には細胞質は楕円形から長方
形となり Rhodopsin は核から離れた細胞
質全体に存在する。現時点で精製した場合 
Rhodopsin 陽性細胞群は Rhodopsin50％程
度陽性 Green opsin 陽性細胞群は Green 
opsin45％程度陽性を得られている。我々は
これまでに温度感応性ポリマーを応用して
神経細胞シート作成の経験 (特願
2012-165108 「神経細胞シート及びその製
造方法」発明者：鈴木 登) がある。高純
度視細胞をシート状に培養して高度なシナ
プス再形成を行わせて、より生体に近い網
膜神経層ことに視細胞層の再構築を行うこ
とが可能になった。実際には、まず安定し
た視細胞前駆細胞シートを作成しこれに
SDF1 を添加して培養することで、単層の成

熟視細胞シートが作成できた。 
２．研究の目的 
iPS 細胞から樹立した網膜前駆細胞は視細
胞前駆細胞マーカーである CD73 を非刺激
状態で 50％程度、Rhodopsin 蛋白を中等量
発現する。この細胞は更に分化して 
Green-opsin や Blue-opsin を発現する。具
体的にはこの細胞はケモカイン stromal 
cell-derived factor 1（SDF-1、CXCL12)
に反応して強い増殖を示し 90%以上が 
CD73 陽性の視細胞前駆細胞となる。 SDF1
受容体の CXCR4 の発現はこの細胞では 
sonic hedgehog で強く誘導される。 CXCR4
の拮抗剤である AMD3100 存在下では CD73
陽性細胞の出現は抑制される。この細胞は
monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP1、CCL2)に反応して Green-opsin や
Blue-opsin を発現する。即ち視細胞前駆細
胞は異なったケモカインで杆体視細胞と錐
体視細胞に分化調節されている（Suzuki T 
et al.論文準備中）。 
我々の樹立した細胞は株化されている事

とケモカインを応用する事で視細胞として
既に 90-95％以上の純度への精製が可能で
ある。そこで本研究の一部では我々の iPS
細胞由来視細胞前駆細胞を用いて各種のケ
モカイン、増殖因子、細胞外マトリックス
やそれらの抗体・siRNA を用いて成熟視細
胞へと分化するメカニズムを解明する。 
成熟視細胞は既にシート化することが可

能である。網膜の機能回復に神経節細胞や
双極細胞の再生も必要である。そこでES細
胞やiPS細胞から誘導した網膜神経前駆細
胞を特定の条件で培養することで双極細胞
を含む神経網膜全体の再生が可能になりつ
つある。即ち、成熟視細胞シートの上でこ
の技術を応用することで、視細胞はBetaⅢ
Tubulin陽性の長い軸策をもつ神経細胞と
神経ネットワークを再構築することができ
る。この成熟視細胞シートと「いわゆる
interneuron」シートとからなる再生神経網
膜組織シート（Suzuki T et al. Generation 
of photoreceptor cell sheet from mouse 
iPS cell derived photoreceptor precursor 
cell clones. Submitted for publication ）
を視神経挫滅により作成した網膜損傷マウ
スに移植して宿主網膜での生着と宿主網膜
へのintegrationを評価する。最終的には二
次元画像でのより完全な視力の回復が可能
になる。 
３．研究の方法 
視神経細胞シートおよび再生神経網膜組織
シートの作成 
我々はマウス iPS 細胞に pax6 遺伝子を

導入した後、限界希釈法を用いて視細胞前
駆細胞株を作成した(Suzuki T et al. 2012)。
この細胞を用いて温度感応性ポリマーを応
用して視細胞前駆細胞シートを作成出来た。
このシートは種々の成長因子・ケモカイン
に反応してロドプシンを細胞質全体に持つ



杆体視細胞シートに成熟する (前ページ図
参照 )。一部は Green opsin 陽性の錐体視
細胞にも分化する。まず樹立した高純度視
細胞を温度感応性ポリマー上で培養するこ
とで、視神経細胞シートを作成する。この
方法では、既に視細胞が高度なシナプス形
成を行なっている上に、シート回収時に蛋
白分解酵素を用いていないため、シート構
成細胞間の高次構造とそれを介した相互作
用は保たれている。 
この iPS 細胞由来成熟視細胞シートは単独
でも種々のケモカインと培養することで
betaⅢtubulin 陽性神経細胞とシナプス形
成することができた。即ち視細胞はシナプ
スを介して網膜神経ネットワークを構成す
ることができた。この人工網膜組織を網膜
損傷モデルに移植して二次元視力の回復を
評価する。網膜損傷マウスに我々の樹立し
た網膜前駆細胞株を細胞浮遊液として移植
すると、対光反射の再出現、 ERG での有意
な改善を認める(Kayama et al, submitted 
for publication)が、再生網膜上での二次
元画像の修復は難しいと考えている。そこ
で損傷網膜黄斑部に、今回作成する人工網
膜組織・成熟視細胞シートを移植すること
で再生網膜上での画像の修復を試みる。 
我々は同様の、あるいは類似の手技でこ

の株化 pax6 導入細胞株や網膜神経前駆細
胞株 (Ophthalmic Research 2009)から網膜
神経前駆細胞シートを作成できる。今後は
成熟視細胞シート単独での解析を行うとと
もに、成熟視細胞シートの上に網膜神経前
駆細胞シート（網膜神経節細胞と双極細胞
を含む）を載せて培養を行うことで、二層
からなる再生神経網膜組織シートの構築も
予備実験で可能になった。これまでの成績
から FGF や IGF1 等成長因子、 SDF1 等ケ
モカイン、フィブロネクチン等の細胞外マ
トリックス蛋白が分化調節に重要なことが
分かってきているが、この分化メカニズム
の詳細をケモカインを中心に解析する。本
研究では今後ケモカインノックアウトマウ
スを購入して眼発生過程を詳細に評価する
が、それだけでなく重要性の示唆された新
規分子のコンディショナルノックアウトマ
ウス作成を視野に入れている。その後はこ
の知見を分化効率のより改善した分化誘導
プロトコールの確立に応用する。その時に
関わる転写因子、接着因子、成長因子受容
体の発現を解析する。 
視細胞層（シート）の中で起こる相互作

用のみでなく、視細胞層（シート）、双極細
胞層（シート）、網膜神経節細胞層（シート）
の間での相互作用はこれまで全く調べられ
ていない領域であり、そこにアプローチす
る。分化や神経ネットワーク構築の確認は
免疫染色とともに電顕での特徴的な形態な
どから判断する必要がある。神経網膜の各
神経層間ではシナプトフィジンが強く発現
され豊富なシナプス形成が行われているが、

視細胞層（シート）内でのシナプス形成機
構 (例えれば横方向 )と、視細胞層（シー
ト）・双極細胞層（シート）・網膜神経節細
胞層（シート）間のシナプス形成機構 (例
えれば縦方向 )に差異があるのか、それら
を司る分子を明らかにできる。 
視細胞シートが機能発現する能力を持つ

のか各種刺激後のカルシウム流入で予備的
に検討する。既に検討は開始しているが、
我々は蛍光プローブ Fluo3-AM を用いたカ
ルシウム流入測定には十分な経験があり、
シート状細胞のカルシウム流入に対し条件
設定中である。  
in vitro での解析と並行して、視神経挫

滅モデルマウスに成熟視細胞シート、ある
いは再生神経網膜組織シートの移植を行う。
その後は宿主網膜組織への生着と視機能の
回復を検討する。病理組織学的検討を含め
てほとんどの機能解析を行うことが我々の
研究室だけで可能であるが、関連施設の協
力のもとマウスの網膜誘発電図 (VEP)や網
膜電図(ERG)の測定が可能である。いずれの
手技も既に充分習熟していて直ちに行える
状況にある。 
４．研究成果 
網膜は光情報受容の主体である神経網膜と
網膜色素上皮から構成されている。神経網
膜は発生学的に中枢神経系由来の組織であ
り一旦障害を受けるとその修復は困難であ
る。iPS細胞を用いて網膜を構成する細胞を
分化誘導して、これを細胞シートとして２
次元像を結ぶことができる形の網膜修復を
目指している。ここではマウスiPS 細胞に
pax6 を導入し作成した視細胞前駆細胞株 
(Suzuki T, et al. Establishment of 
retinal progenitor cell clones by 
transfection with Pax6 gene of mouse 
induced pluripotent stem (iPS) cells. 
Neuroscience Letters 2012.2 509(2): 
116-120）を用いた。このiPS 由来の細胞株
は特定の培養条件下で高純度に杆体視細胞
あるいは錐体視細胞に分化する。 
我々はこれまでに温度感応性ポリマーを

応用して皮質運動神経細胞シート作成の経
験がある。ここでは高純度視細胞をシート
状に培養して高度なシナプス再形成を行わ
せて、より生体に近い網膜神経層ことに視
細胞層の再構築を行なった。 
この視細胞前駆細胞株を各種の成長因子

や遊走因子と培養することで杆体視細胞と
錐体視細胞が混在した細胞シートが作成で
きた。このシートではシナプシンやシナプ
トフィジンが発現しており、ベータⅢチュ
ブリン陽性のおそらく網膜神経節細胞に相
当あるいは類似した細胞とシナプス形成し
ている事が示された。 
実際には、まず安定した視細胞前駆細胞

シートを作成しこれに SDF1 を添加して培
養することで、成熟視細胞シートが作成で
きた。このシートをさらに各種の成長因子



と培養することで、成熟視細胞に
neurofilament middle chain 陽性の網膜神
経節細胞がシナプス形成した、人工網膜シ
ートの作成にも成功した（Suzuki T et al. 
Generation of photoreceptor cell sheet 
from mouse iPS cell derived 
photoreceptor precursor cell clones. Int 
J Ophthalmol Clin Res. 2015; 2: 1 ）。 
今後はこの人工網膜シートを網膜損傷マ

ウスに移植してシナプス再形成/神経ネッ
トワーク再構築を行わせることでより完全
な視力の回復が可能になる。 
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