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研究成果の概要（和文）：虹彩由来組織幹/前駆細胞の維持培養法として，iPS細胞の培養で使用するコーティン
グ剤と阻害剤を組み合わせることで，組織幹／前駆細胞に発現するマーカーを長期的に発現・維持させることが
できた。
虹彩由来iPS細胞、虹彩由来不死化細胞について、新たに開発した２段階式分化誘導法を用いることで神経細胞
や網膜神経細胞に特異的なマーカーを発現する細胞に分化させることができた。これらの分化した細胞は、生理
学的な神経伝達機能を有する神経細胞であった。また、由来細胞の異なるiPS細胞を比較したところ、虹彩由来
iPS細胞の方が神経細胞としての形態や維持培養が良好であった。

研究成果の概要（英文）：We discovered that the iris tissue stem / progenitor cells could culture for
 a long term by the coating agent and the repressor using culture methods of the induced pluripotent
 stem (iPS) cells.
The immortalization cells and the iPS cells derived from iris were able to differentiate for the 
expression of specific for nerve and retina cell marker by using the two phases-style new 
differentiation method. These differentiated cells had the physiologic neurotransmission nerve cell 
function. In addition, after comparing the iPS cells of the different origin cell, iPS cells derived
 from iris had better the cell shape and maintenance culture as nerve cells.

研究分野： 分子細胞生物学（眼科・再生）

キーワード： iPS細胞　網膜再生　不死化細胞　組織幹／前駆細胞　再生医療　電気生理　虹彩
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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 万人以上いるといわれて

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。 

従来から研究されている ES 細胞は多能性

幹細胞として期待されているが，(1)受精卵

を壊してしまう倫理的問題，(2)非自己の細

胞であることによる免疫拒絶の問題などが

あった。 

近年，再生医療の研究で最も注目されてい

る iPS細胞は上記の問題を回避することがで

きる。眼科領域においては，滲出型加齢黄斑

変性に対する患者自身の自己 iPS細胞由来網

膜色素上皮シート移植に関する臨床研究が

開始されたことが注目されている。ただし，

この iPS細胞の移植は臨床研究の初期段階で

あり，目的は安全性の確認であるため大幅な

視力改善という治療効果を期待するもので

はない。他方，目的細胞と同じ系統の細胞を

由来とした iPS 細胞を用いた場合，iPS 細胞

を作出した元の成体細胞の情報を iPS細胞が

記憶していることを利用できるため，効率的

に目的細胞に分化誘導できることが報告さ

れた(Kim K. et al. Nature. 2010.)。 

一方，不死化細胞は字のごとく“不死化”

された細胞であるため，複数の実験施設での

同時再現性，異なる実験日で実験をしても細

胞のコンディションがほとんど変化しない

ことから，基礎研究や創薬研究への応用が期

待されている。しかし，従来の手法によって

作出された不死化細胞は，不死化遺伝子を導

入する部位がコントロールできないことか

ら，遺伝子導入前の細胞と大きくキャラクタ

ーが変わってしまうことが克服すべき課題

となっていた。また不死化された不死化細胞

は，遺伝子が導入された領域の影響もあり，

その細胞が元来から有している分化能が無

くなる，または低くなるといわれている。 

２．研究の目的 

本研究計画では，成体ヒト虹彩由来組織幹

/前駆細胞(虹彩幹/前駆細胞)，虹彩幹/前駆細

胞由来不死化細胞（虹彩由来不死化細胞）お

よび虹彩幹/前駆細胞由来 iPS 細胞（虹彩由来

iPS 細胞）を用いて，トランスレーショナル

リサーチとしての以下の網膜再生医療に展

開するための基礎研究を行った。 

1) 虹彩幹/前駆細胞の維持培養法の探索 

組織幹/前駆細胞マーカーを発現した状

態で培養を継続できる条件を検討した。 

 

2) 虹彩由来 iPS細胞を用いた網膜神経細胞

への分化条件の探索 

我々が作出した虹彩由来 iPS 細胞を用

いて網膜神経細胞マーカーを発現し，神

経細胞に特異的に発現するチャネルシ

グナルを，より強く，かつ長期間にわた

り発現する分化誘導条件を検討した。 

 

3) 虹彩由来不死化細胞を用いた網膜神経

細胞への分化条件の検証 

虹彩由来 iPS 細胞を網膜神経細胞に分

化誘導した同条件にて，我々が独自開発

した不死化 Vector を用いて作出した虹

彩由来不死化細胞を虹彩由来 iPS 細胞

と同一条件で分化誘導し，虹彩由来不死

化細胞の分化能を検討した。 

 

4) 由来細胞の異なる iPS細胞を用いた分化

誘導効率の比較 

虹彩由来 iPS 細胞と市販されている血

球系由来 iPS 細胞を用いて網膜神経細

胞への分化誘導効率を比較検討した。 

 

３．研究の方法 

本学の倫理委員会の承認をえて、成体ヒト

虹彩由来組織幹/前駆細胞(虹彩幹/前駆細

胞)，虹彩幹/前駆細胞由来不死化細胞（虹彩

由来不死化細胞）および虹彩幹/前駆細胞由来

iPS 細胞（虹彩由来 iPS 細胞）を用いて，網

膜神経細胞へ分化する機構を解明し，虹彩由

来細胞による網膜再生医療の有用性を明ら

かにするため，以下の方法にて研究を行った。 

 



ﾅﾄﾘｳﾑﾁｬﾈﾙ 

1) 虹彩幹/前駆細胞の維持培養法の探索 

 細胞の足場による未分化状態の維持につ

いて検証するため，iPS 細胞を培養する際に

足場として使用するフィーダー細胞の代替

試薬(ゲルトレックス，Laminin-5 など)を培

養皿にコーティングして，申請者が報告

(Yamamoto N. et al. J Dermatol Sci. 2007.)，さ

らに iPS細胞の神経細胞への分化の研究でも

注目されている組織幹/前駆細胞マーカー

(CD271 など)を中心に，細胞を継代してもマ

ーカーの発現が維持できるかを検討した。対

照実験としてフィーダー細胞（MEF など）を

用いた実験も行った。 

 

2) 虹彩由来 iPS細胞を用いた網膜神経細胞

への分化条件の探索 

我々が作出した虹彩由来 iPS細胞を用いて

網膜神経細胞マーカーを発現し，神経細胞に

特異的に発現するチャネルシグナルを発現

する細胞への分化誘導を検討した。我々が既

に報告しているレチノイン酸などを含む分

化誘導条件（Yamamoto N. et al. Med Mol 

Morphol. 2010.）をさらに改良し，Apoptosis 

Inhibitor などの複数の阻害剤を添加して分化

誘導を検討した。 

分化誘導した細胞を電気生理学的手法で

あるホールセルパッチクランプ法にて検討

し，神経細胞に特異的なチャネルの発現を評

価する。 

 

3) 虹彩由来不死化細胞を用いた網膜神経

細胞への分化条件の探索 

我々が開発した偽 attP 部位に特異的に不

死化遺伝子を挿入することができる不死化

Vector を用いて作製した虹彩幹/前駆細胞由

来不死化細胞を用いて，虹彩由来 iPS 細胞と

同一条件で分化誘導し，網膜神経細胞への分

化能を検討した。 

 

4) 由来細胞の異なる iPS細胞を用いた分化

誘導効率の比較 

虹彩由来 iPS細胞と市販されている血球系

由来 iPS細胞を用いて網膜神経細胞への分化

誘導効率を比較検討した。 

 

４．研究成果 

1) 虹彩幹/前駆細胞の維持培養法の探索 

 虹彩幹/前駆細胞を維持培養させるために，

iPS 細胞の培養で使用するコーティング剤は

有用であり，SSEA-4 や CD29 などの未熟な

幹/前駆細胞に発現するマーカーを長期的に

発現・維持させることができた。さらに組織

幹/前駆細胞の状態をより強力に維持させる

ため，複数の阻害剤を組み合わせることによ

り，さらに安定した虹彩由来組織幹/前駆細

胞を培養することに成功した（論文作成中）。 

 

2) 虹彩由来 iPS細胞を用いた網膜神経細胞

への分化条件の探索 

 本研究期間において新たに樹立したヒト

虹彩組織由来 iPS 細胞を用いて，より詳細な

クローニングを行い，最も増殖能と未分化能

が維持された虹彩由来 iPS細胞株を樹立した。

樹立した虹彩 iPS 細胞株について EB 体（細

胞凝集体）形成実験を行い，三胚葉へ分化す

ることを確認した。次に接着培養法にて新た

な２ステップの分化誘導方法を樹立した。分

化誘導の１段階目において，神経幹／前駆細

胞マーカーである Nestin，Musashi を強発

現する細胞に分化させることができた。次に

２ 段 階 目 の 分 化 誘 導 法 に て MAP2 ，

β3-tubulin ， Neurofilament-M ，

Neurofilament-H などの神経細胞マーカー

を発現する細胞に分化誘導させることがで

きた。また網膜神経細胞で検出される

Recoverin，Rhodopsin などを発現する細胞

も観察された。これらの細胞を電気生理学的

手法であるホールセルパッチクランプ法に

て検証したところ，神経細胞に特異的に発現

するナトリウムチャネルを発現する神経細

胞であった（論文作成中）。 



3) 虹彩由来不死化細胞を用いた網膜神経

細胞への分化条件の探索 

 虹彩由来不死化細胞を用いて，虹彩由来

iPS 細胞と同様に神経細胞への分化誘導を行

った結果，同様に神経細胞マーカーの MAP2，

β3-tubulin ， Neurofilament-M ，

Neurofilament-H，Recoverin，Rhodopsin

などを発現する細胞に分化誘導することが

できた。ホールセルパッチクランプ法でも検

討したところ，ナトリウムチャネルを発現す

る神経細胞であった。 

新たに作出した虹彩由来不死化細胞は，独

自に開発した不死化細胞作出 Vector にて作

出しており，遺伝子導入前の細胞が元来から

有している DNA を損傷させることなく，現

在の遺伝子研究では機能していないとされ

ている DNA 領域に不死化遺伝子を導入でき

るため，元の細胞が有している分化に必要な

遺伝子領域を温存できていることから，虹彩

由来 iPS細胞と同様に神経細胞への分化誘導

が可能であったと考えられる（論文作成中）。 

 

4) 由来細胞の異なる iPS細胞を用いた分化

誘導効率の比較 

 虹彩由来 iPS 細胞と比べて，市販されてい

る血球系由来 iPS細胞を用いて分化誘導した

細胞は，分化誘導をすることはできたが細胞

の形態，とくに神経突起の長さが短く，分化

誘導後の細胞の維持が難しい傾向があった。 
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