平成25年7月3日（水）第356回 関西眼疾患研究会
「幹細胞からの角膜内皮再生」

羽藤 晋 先生　（慶應義塾大学）
～幹細胞から角膜内皮細胞を誘導してつくることに関する内容～
・角膜の構造について

上皮、実質、内皮の三層構造

・内皮について

　角膜内皮はNa-K-ATPaseによるNa能動輸送 (ポンプ機能) により、角膜の含水量を一定に保ち、角膜の透明性を維持している
維持できなくなると水胞性角膜症になる

・慶応大学における角膜移植手術の半数は内皮機能不全に対して行われている
～ (今回の講演にあたっての) 背景～
・実質の幹細胞を分離して内皮細胞に誘導できないか、と考えた
・実質も内皮も、どちらも神経堤細胞由来である

・Cornea-derived Precursor (COPs) を我々は単離し、COPs由来のtissue engineered corneal endothelium (TECE) について報告している

・前眼部形成について

Wntシグナルとレチノイン酸の作用でPitx2が発現して前眼部が形成される
～方法～
・mouseからCOPsを採り、Wntシグナルを活性化させた
・内皮細胞に特異的かどうか、形態やマーカーを調べた　
・機能的にも内皮として働いているか、ウサギに移植しin vivoでできることを確認した
・前眼部の発生段階のpathwayは2つある
Canonical pathwayとPCP pathway 

canonical pathwayはWnt/β- catenin経路が活性化され、神経堤から内皮細胞になる
PCPpathwayはRho kinase を介してEpithelial-mesenchymal transition (EMT) になる 

・内皮細胞に誘導した結果、内皮細胞として機能していそうなことが確認できた
　マーカーの発現として、Na+,K+-ATPase α1-subunit、Na+, HCO3- co-transporter、carbonic anhydrase、collagen type IV、collagen type VIII、N-cadherinを確認した

・誘導した細胞が内皮細胞のポンプ機能を有しているかについて

Ussing Chamber systemで評価し、vitroで機能していることを確認した
・誘導した細胞が内皮細胞のポンプ機能を有しているかvivoではどうか
mouse COPs-derived TECEをウサギ角膜に移植し、8日間経過を見た

内皮のない角膜は厚く、細胞シートをつけて移植したものは透明であった

断面図でも単層細胞を確認した
・ヒト実質からのCOPsの分離

　ポンプ機能を確認し、ウサギへの移植で内皮面の接着を確認した

角膜厚が厚くならないことを確認した
～iPS細胞からの角膜内皮について～
・まずiPS細胞から神経堤細胞に誘導し、それから内皮細胞への誘導を目指した

　適切な条件 (Transcriptional factors 2つ：非公開) で行うと六角形に誘導できた

　電圧負荷で抵抗値もポンプ機能も測れた

　ウサギ角膜に細胞シートにして移植して8日間経過を見たが角膜厚も維持できていた
～結論～
・レチノイン酸とWnt/β-cateninでCOPsから角膜内皮 (tissue engineered corneal endothelium) を誘導できた　

・TECEは角膜内皮と同様の機能と形態を有しており、in vitroでもin vivoにおいても十分なポンプ機能を有し、角膜厚を維持できた
・iPS細胞からの誘導も可能であった (1～2ヵ月でできる)
・内皮機能不全に対する新しい治療法 (stem cell therapy) として期待できる

現在、サルを用いて長期的な機能評価、安全性評価を検討中である
以上
（文責　木村健一）
