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網膜色素変性症は ､ 視細胞 あ る い は網膜色素上皮の機能が障害され ､ 視細胞 の 変性

に 至 る疾患 で あ る｡ 遺伝性 の 疾患で ある が ､ 原 因遺伝子 は多様で あり ､ 本邦 で の発症

率は 3 0 0 0 人 に 1 人と い われ て い る ｡ 厚生 労働省 の疫学調査 に お い て も失明原 因の 4

位 を占め て お り ､ 未だ効果的な治療法 は存在 して い な い ｡ しか し ､ 光を受容す る視細

胞 は障害され る が ､ 視細胞 か ら信号が伝達され る 2 次 ニ ュ
ー

ロ ン で あ る双極細胞以下

の神経回路網 は あ る程度保 たれ て い る の で ､ 視細胞 に代わ る光受容器 によ り適切 な光

応答 シ グナ ル を発 生 し､ そ の シ グナ ル を双極細胞 に伝達する こ とが 出来れ ば ､ 視機能

が 回復す る可能性がある ｡ また視細胞が残存す る病期 で は ､ 現存す る視細胞 の変性を

抑制す る こ とで ､ 視機能を維持 で き る可能性がある三 本研究 で は ､ 網膜変性症 に 対す

る組織幹細胞移植療法を基礎的に検討 した ｡

幹細胞 とは ､ 自 己複製能を有 し､ 多分化能 が ある細胞と定義され る ｡ ま た ､ それ に

加 え障害され た 組織を修復す る組織修復能を有す る と定義され る こ とも ある ｡ 幹細胞

に は 大きく分けて ､ 腔性幹細胞(E S 細胞) と 組織幹細胞 の 2 種類が存在 し､ 組織幹細胞

の中に は多能性組織幹細胞と い う特殊な幹細胞が含まれ る｡ 本研 究 で は ､ 網膜 の 組織

幹細胞と して報告された成体毛様体上皮由来網膜幹/前駆細胞(本研究で は ､ 厳密 に は幹
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細胞と前駆細胞 と の 区別 が 不 可能 で あ る場合に は幹/前駆細胞と記載す る) お よび多能

性組織幹細胞 で あ る骨髄 間葉系幹細胞を含有す る骨 髄問質細胞を用 い た ｡

組織幹細胞 と は ､ 少 なく ともそ の 組織由来 の 細胞 系譜に分化 で き る多分化能を持 つ

細胞 で あ る｡ 近 年成体組織に お い て 多く の 組織に存在す る こ とが明 らか となり ､ 臨床

応用が期待され て い る ｡ 網膜 にお い て も成体 マ ウ ス ､ ラ ッ トより ､ 毛様体上皮由来 の

網膜幹/前駆細胞が同定された｡ しか し､ そ の 他の 種に お い て は網膜幹/前駆細胞 の 同定

の報告は な い ｡ そ こ で まず ､ 本研究 で は 大き な眼球 を持 ち ､ 解析が容易で あ る ウサ ギ

お よ びサ ル より網膜幹/前駆細胞 の 取得をス フ ェ ア法 に よ っ て 試み た｡ ま た､ 改良 した

ス フ ェ ア法 を用 い て ､ ウサギ網膜幹/前駆細胞 を同定 し単
一

ク ロ ー ン レ ベ ル で性状を解

析 した ｡

また ､ ウサ ギ毛様体上皮 より取得 した網膜幹/前駆細胞 を用 い て ､ 網膜変性症モ デル

ラ ッ ト網膜下に細胞移植を行 い ､ 細胞移植療法 に よ る網膜変性に 対する変性抑制効果

を検討 した ｡ 幹細胞 を用 い た細胞移植療法 に より以下 の 2 つ の メ カ ニ ズ ム で ､ 網膜変

性を抑制する可能性があ る｡
一

つ は移植され た細胞が直接損傷された細胞に分化 し､

そ の機能 を代償するメ カ ニ ズ ム で ある ｡ もう 一

つ は移植された幹細胞 が各 種因子 を分

泌 し､ 周 囲 の細胞 を保護する効果を発揮するメ カ ニ ズ ム で ある｡ 実際に は ､ 2 つ の 効

果 を厳密に分離する事 は不 可能 で あり ､ 両者 の メ カ ニ ズ ム が ともに 関与す る可能性 が

ある ｡

本研究 で用 い た 骨髄問質細胞 は ､ 骨髄か ら簡単に 取得で き ､ 神経系 の 細胞 - の 分化

能を持ち ､ 神経保護作用を持 っ こ とも報告され て い る ｡ 本研究 で は ､ 骨髄問質細胞 の

視細胞 - の 保護効果 を検討 し ､ ま た ､ 網膜変性 モ デル ラ ッ トの 網膜下 に細胞移植を行

い
､ 網膜変性 に対す る変性抑止効果 を検討 した｡

網膜幹/前駆細胞 の 同定に は ス フ ェ ア法を用 い た ｡ ス フ ェ ア 法 で は ､ 無血清培池 に細

胞増殖因子を添加 した培地 で ､ 浮遊培養系 で培養を行 い ､ 増殖能 を持 っ た細胞 が存在

す る と細胞が 球状 に増殖 し､ ス フ ェ ア と呼 ばれ る細胞塊を形成する ｡ 形成され た ス フ

ェ ア を単 一

細胞 に分離 し､ 再度浮遊培養する と 同様 に 一

部 の 細胞 が 再増殖 し ､ ス フ ェ

ア を形成する ｡ また ､ 分化誘導培地 で培養を行うと ､ 多様な細胞系譜に分化する｡ こ

の ように増殖能 ､ 分化能を持 つ 未分化な細胞 を選択的に取得する方法で ある ｡

ウサ ギ網膜周 辺部組織か ら単離 した細胞 を ス フ ェ ア 法 で培養する と ､
マ ウ ス や ラ ッ

ト同嘩に毛様体上皮 か ら の み ス フ ェ ア が形成された｡ ま た ､
通 常の ス フ ェ ア 法 で は ､

ス フ ェ ア を形成す る段階で細 胞凝集 が起 こ る可能性が ある の で ､ メ チ ル セ ル ロ ー

ス を

培地 に添加 し､ ゲ ル 状に した培 地 を使用 し ､ 細胞凝集 に よ らずに ス フ ェ ア を形成す る

系 を確立 した｡ 形成された ス フ ェ ア で は ､ B r d U の 取り込み に より細胞甲増殖が確認
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され
､
C h x l O の 発現に より網膜前駆細胞 の存在が確認された ｡

ま た
､ 得 られ た 1 次 ス フ ェ ア の 形成率 は マ ウ ス より 低く ､ 増殖 能も低 か っ た ｡ ス フ

ェ ア を分化条件下で培養する と､ 各種網膜細胞 に特異的な マ ー カ
ー

､
G R K l a/ち(視細胞) ､

P K C( 双極細胞) お よ び vi m e n ti n( ミ ュ ー ラ ー 細胞) を発 現 した ｡ ま た ､ R T
･

P C R 法 に よ

り緬膜細胞特異的な マ ー

カ
ー

の 発現を検討 した｡ 網膜細胞および分化させ た ス フ ェ ア

で はす べ て の マ ー カ ー が発現 して い たが ､ 1 次ス フ ェ ア で は す べ て の マ ー カ ー に発現

が認 められな か っ た｡ ス フ ェ ア は網膜細胞 に 比 べ て未分化な細胞 の集まりで あり ､ そ

の 未分化な細胞 は各種網膜細胞 に分化可能で ある と考えられた｡

次に ク ロ ノ ジ ェ ニ ツ ク に増殖 した ス フ ェ ア ー

つ
一

つ の 分化能を検討 した ｡ 神経系お

よび グリア 系 - の 分化能 を検討すると ､ 7 割以 上 の ス フ ェ ア が どちらか の マ ー カ ー し

か発現 せず ､
2 割強だ けが神経お よ び グリ ア 両方 の マ ー カ ー を発現 して い た ｡ ス フ ェ

ア法 で取得され る ス フ ェ ア形 成細胞 は雑多 で あり ､
1 種類の 細胞 - の 分化能 しか持 た

ない 細胞 は ､ 増殖能 も低く ､ 多分化能を持 つ 細胞 は増殖能も旺 盛で ､ 経代 可能 と報告

され て い る｡ 本研究に お い て も ､
一

つ の 1 次 ス フ ェ ア か ら 2 次ス フ ェ ア が形成された

の は 1 3 . 6 % で あり､ 2 分化能を持 つ ス フ ェ アが 2 割と い うこ とと合わせ ると ､ 2 割程度

の細胞 が より未分化な幹/前駆細胞 で あり ､ 残 りは分化 の 運命 が既 に決定されて お り ､

増殖能 も限られ て い る前駆細胞 で ある可能性 が高い ｡

サ ル に お い て も同様に ､ 毛様体上皮か らス フ ェ ア が 形成され た が ､ 色素細胞を含ん

だ ス フ ェ ア の み 2 次 ス フ ェ ア を形成 した ｡ 2 次ス フ ェ アも色素細胞を含ん で お り ､ ス

フ ェ ア 形成細胞 は 毛様体色素上皮細胞由来 の細胞と考えられ た ｡ 得 られた 1 次ス フ ェ

ア を分化条件下で培養 し､ 分化 させ る と､ 2 種類 の形態を持 っ た細胞 が出現 した ｡ 神

経様の細胞 は M A P 2 ( 神経細胞) ､ G F A P ( グリア) お よ び o p si n ( 視細胞) の 発現が

認 め られ ､ 上皮様の細胞 は ､ p a n c yt o k e r ati n ( 上皮) が認 められ た｡ サ ル で は ､ 毛様

体上皮由来網膜幹/前駆細胞が 網膜色素上皮細胞 - の 分化能を持 っ こ とが 示唆され た ｡

こ の よ う に動物 種 に よ り毛様体上皮由来網膜幹/前駆 細胞 の 性質は違 い が あ ると考え

られ た ｡

次に ､ 得られ た成体ウサギ毛様体上皮由来 ス フ ェ ア を用 い て 細胞移植実験を施行 し

た｡ 正 常の成体網膜に は移植細胞が生着 しな い と報告され て い る の で ､ 網膜変性症 モ

デル ラ ッ トの 一

つ で あ る R C S ラ ッ トを レ シ ピ エ ン トと して用 い た ｡ 成体ウサ ギ毛様体

上皮より取得 した 1 次ス フ ェ ア を酵素処理 に より単 一

に し､ 4 週齢 の R C S ラ ッ ト網膜

下 に移植 した｡ 移植 2 ､ 4 ､ 8 過後に ､ 視細胞 の 核か ら形成され る外頼粒層 の細胞数

に より ､ 網膜変性 の進 行 を組織学的に評価 したが ､ s b a m 手術眼 に 比較 して 外頼 粒層

の細胞数 には有意差 は認 め られず ､ 効果は 限定的で あ っ たo
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そ して ､ 骨髄 問質細胞 の 網膜変性 に対す る変性抑止効果を検討 した ｡

まず ､.
マ ウス 大腿骨お よび頭骨 より 骨髄問質細胞を D e x t e r 法 に より 取得 した ｡ 得 ら

れ た細胞を分化条件下 で培養 し､ 脂肪細胞 ､ 骨芽細胞 ､ 神 経細胞 - の 分化能を有する

こ と を確認 し ､ 既報と同様 の 骨髄問質細胞 が取得され る こ と を確認 した ｡

骨髄問質細胞 の網膜細胞 - の 神経保護効果 を調 べ る ため に ､ 骨髄問質細胞 の培養上

清を用 い て ､ 祝細胞 あ る い は 視細胞前駆細胞特異的にβg al が発 現す る マ ウ ス 新生仔網

膜を培養 した ｡ 培養上清を加 えた群は ､ 培養上清を加 えな い群 に比 べ て ､ 網膜細胞 の

生存率 が有意 に高く ､ またβg al の 発 現量が有意に高く ､ 骨髄間英系幹糸田胞培養 の培養

上清に は網膜細胞 に対 して ､ ま たその 中で も少 なく とも視細胞あ る い は視細胞前駆細

胞 に対 して は増殖促進作用ある い は細胞 死抑制作用が ある と考えられた ｡

ま た ､ 得られ た骨髄問質細胞 を同様 に R C S ラ ッ トに移植 した ｡ 移植 に よ る網膜変

性 に対す る抑制効果 は ､ 組織学的およ び電気生理学的に検討 した ｡

組織学的に は ､ 移植 4 ､ 8 週後に は移植 した 眼球に お け る移植側網膜 の 周 辺部外額

粒層が ､
s h a m 手術眼 に比較 して 有意に残存 して い た ｡ また ､ 網膜電 図に よ る電気生

理学的検討 にお い て も ､ 記録 した全個体で ､ 網膜電図 に より計測される網膜機能は ､

移植 した左 眼が s b a m 眼よ り も残存 して い た ｡ また ､ R C S ラ ッ トの網膜変性の病期を

E R G の波形 に よ っ て 分類 し評価 した ｡ 移植後 5 適お よ び 8 週後 にお い て ､ 移植眼 で は

s b a m 眼 に比 較 して有意に網膜変性 の 進行 が機能的 に抑制され て い た ｡ た だ し､ 移植

後 5 過 と 8 週 の 病期を比較す る と ､ 8 週齢の 方が病期が進行 して お り ､ 骨 髄移植に よ

り網膜 の 変性 の 進行 は抑制は され る が
､ 停止 す るわ けで は な い と考えられた ｡ 組織学

的お よび電気生理学的にも ､ 骨髄間英系幹細胞 の網膜下移植眼 に お い て ､ 移植 4 , 5 遇

およ び 8 週 の 時点 で s h a m 手術眼に比較 し視細胞 の変性が抑制され て い ると考えられ

た｡

幹細胞 の 細胞移植療法に よ っ て ､ R C S ラ ッ トの視細胞変性を抑制 した報告は ､ 本研

究 が最初 の 報告で あ る｡ I n v it r o で培養上浦を添加する の み で視細胞数 の増加 が認 め ら

れ ､ 移植眼に お い て は移植部位 の み ならずそ の 周辺部まで視細胞保護効果を認め る事

等か ら､ i n vi v o で の 網膜変性抑制作用 は ､ 移植細胞 か ら放出され る 因子 の 残存 して い

る視細胞 に対す る変性抑止作用 に よ るも の で は な い か と推察された｡ しか し移植眼に

お い て も視細胞 の変性 は経時性 の 進行が認 め られ ､ 細胞移植 の効果は現時点 で は未だ

に 限定 的で あ ると思われ た｡ 今後は ､ 骨髄問質細胞 の放出す る変性抑制作用 を有する

因子 の 同定､ お よ び変性抑制 の機序の解明が 必要 で あ る｡

4




