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研究成果の概要（和文）：緑内障の再生医療を念頭に、iPS細胞から網膜神経節細胞および成体

における網膜幹細胞であるミューラー細胞を分化誘導する方法の確立、網膜内のミューラー細

胞の同定法の探索を行った。まずiPS細胞からの分化誘導を行うために、網膜前駆細胞マーカ

ーであるRx遺伝子座に赤色蛍光タンパク質DsRedが発現する組換えBACを作成しipS細胞に安

定導入した。また、ミューサー細胞を同定するためにマーカーを探索し、エピプラキンが該当

することを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：To develop the regenerative medicine of glaucoma, I tried to 

introduce iPS cell into retinal ganglion cell and Muller cell, which is an adult stem 

cell in retina. At the same time, identivication of the marker genes of Muller cell were 

also taken place. First, a recombinant BAC clone, which has a red fluorescent protein 

DsRed gene at the position of a retinal progenitor cell marker Rx gene, was constructed. 

And, I found a gene called Epiplakin was a marker gene of Muller cell. 
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１．研究開始当初の背景 
 2006年にマウス(Takahashi and Yamanaka, 
2006)、2008年にヒト iPS細胞が樹立された

(Takahashi et al., 2007)。iPS細胞は多く
の細胞に分化する可能性、すなわち多能性

(Pluripotency)を持つが、ES細胞と異なり受

精卵から樹立されるのではなく体細胞から

樹立できるため、倫理的問題や拒絶反応の問

題を克服する再生医療の切り札として注目

されている。このような背景の下、現在、iPS

細胞を用いた再生医療の研究が盛んに行わ

れている。ES細胞やiPS細胞を用いた再生医

療の標的は、膵臓のβ細胞が脱落することに

よっておこる糖尿病や中脳黒質のドーパミ

ン作動性ニューロンの脱落によりおこるパ

ーキンソン氏病のような、１種類の細胞の変
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性が原因でおこる疾患が主であり、既に

Jaenischらのグループにより、iPS細胞から

ドーパミン作動性ニューロンの誘導が報告

されている(Wernig et al., 2008)。 
 網膜変性疾患などの眼科領域においては、

加齢黄斑変性などの再生医療を念頭に、ES細

胞から視細胞への高効率な誘導が積極的に

行われている(Osakada et al., 2008)。加齢
黄斑変性は、網膜色素上皮細胞が細胞死をお

こし二次的に視細胞も変性をおこすことに

より失明に至る病であり、先進国において高

齢者失明の１位を占める。日本における高齢

者失明の主要な原因は、網膜神経節細胞が変

性する緑内障であるが、網膜神経節細胞は７

種類の網膜細胞のなかで最も早くに分化す

るため ES細胞や iPS細胞からの誘導が困難

であり、再生医療に関する研究はあまり検討

されてこなかった。 
 
２．研究の目的 
（１）緑内障モデルマウスおよびマウス iPS
細胞を用いて緑内障の再生医療の系を確立
する。その際、緑内障モデルマウスに①分化
誘導しない iPS細胞をそのまま移植、②iPS
細胞を網膜神経節細胞に分化誘導させてか
ら移植、③iPS細胞をMüller細胞に分化誘導
させてから移植するという、３つの方法を試
みる。 
（２）成体網膜における幹細胞であるといわ
れているミューラー細胞をiPS細胞から分化
誘導し、緑内障の再生医療を行う。 
（３）網膜に存在するミューラー細胞自体を
利用して緑内障の再生医療ができないかど
うかの検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）理研の高橋政代博士のグループが行っ
たES細胞から視細胞を分化誘導する培養法
であるSFEB (Serum free embryoid body)法
を用いて(Ikeda et al., 2005)、まずiPS細
胞を網膜前駆細胞への分化誘導を行う。その
後遺伝子導入や液性因子の添加により網膜
神経節細胞やミューラー細胞の分化を行う。 
（２）生体内や試験管においてミューラー細
胞を同定するために、ミューラー細胞の新た
なマーカーの探索を行う。 
（３）緑内障は日本においては失明原因の1
位でありながら、モデルマウスの報告は非常
に少なく、発祥機構の研究は遅れている。
我々は、SOD1 (Superoxide dismutase 1)遺
伝子に欠損を持つマウスを解析しているう
ちに、このマウスが緑内障様の症状を呈して
いることを見いだした。このマウスを解析す
ることにより、緑内障の発症機構の解析を行
う。 
 

４．研究成果 

（１）iPS細胞に網膜前駆細胞マーカー遺伝

子Rxの発現調節下で赤色蛍光タンパクDsRed

を発現する組換えBACを作成し、iPS細胞に

安定導入した。この細胞を用いてiPS細胞か

ら分化誘導した網膜前駆細胞を単離するこ

とに成功した。網膜からneurosphere法によ

り選択的に培養した網膜幹細胞にMath5遺伝

子を強制発現させることにより網膜神経節

細胞が分化する事が報告されている(Yao et 

al., 2007)。現在、iPS細胞から分化誘導し

た網膜前駆細胞にアデノウイルスをもちい

てMath5遺伝子を強制発現させることにより、

iPS細胞由来網膜神経節細胞の分化誘導を試

みている。一方、iPS細胞からMuller細胞へ

の分化誘導系の確立も行っている。Muller細

胞は網膜細胞の中で唯一のグリア細胞であ

り、網膜前駆細胞に於いてNotchシグナルが

活性化されることにより分化誘導されるこ

と が 報 告 さ れ て い る (Hatakeyama and 

Kageyama, 2004)。そこで、iPS細胞由来網膜

前駆細胞に EDTAを加えることにより Notch

シグナルを活性化させることにより(Rand et 

al., 2000)、Muller細胞の分化誘導を試みて

いる。 

（２）申請者は、膵臓においてのエピプラキ

ンと呼ばれる遺伝子が幹細胞マーカーであ

ることを報告した（Yoshida et al., 2009）。

そこで、成体の網膜において幹細胞の機能を

持つことが報告されている Muller細胞(Das 

et al., 2006)においてエピプラキンが発現

しているかどうかを調べた。その結果、エピ

プラキンはMuller細胞に発現しており、NMDA

を投与して再生を誘導した網膜において、

Muller細胞における発現量が通常よりも高

くなっていることを発見した。このことから、

エピプラキン遺伝子は Muller細胞のマーカ

ーであるだけでなく、Muller細胞の幹細胞活



性に何かしらの機能をもつことが示唆され

た。 

（３）SOD遺伝子は活性酸素の除去に働く遺

伝子であり、SOD遺伝子欠損マウスの網膜に

おいて酸化ストレスの亢進が認められた。そ

れにともない細胞死が観測されたが、他の網

膜細胞に比べ神経節細胞は特に酸化ストレ

スに対して脆弱であることが認められた。以

上のことから、SOD遺伝子欠損マウスにおい

ては網膜神経節細胞の細胞死が起こること

により緑内障のモデルとなることが示唆さ

れた。現在、このマウスにおける網膜神経節

細胞の細胞死機構を詳細に検討することに

より、緑内障における網膜神経節細胞死の機

構を調べているところである。 
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