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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 

和文 

 動物での POC 試験について 

iPS 細胞由来網膜移植による視機能回復の POC を得ることを目的として、網膜変性モデル動物を用

いた試験を行った。iPS 細胞由来網膜組織を網膜変性モデルマウスに移植し、その後網膜をとりだして、

多電極アレイを用いて薬理的実験を加えて詳細な解析を行い、移植片の光応答機能、およびそのシグ

ナルのホスト網膜への伝達を確認し移植片の機能的生着を確認した。また、移植後に光に反応した行

動パターンがみられるようになることを検証する行動解析系およびその解析プログラムを完成し、約 4

割のマウスで網膜機能の回復効果が見られることを確認した。さらに中型動物（サル）にトレーニン

グを行い視野検査の系を立ち上げ、サルの網膜変性モデルの変性部位にヒト ES 細胞由来網膜組織の移

植を行った。現在、観察継続中である。 

また、In vivo で脳の大脳皮質視覚野から視覚応答を計測する目的で、二光子顕微鏡のセットアップ

を行った。神経細胞の活動は細胞内カルシウム濃度変化と対応することから、カルシウム感受性蛍光

タンパク質である GCaMP6 をマウス大脳皮質の神経細胞に導入し、カルシウムイメージングを試みた

ところ、マウスに視覚刺激を与えることにより GCaMP6 シグナルの上昇が観察された。 

 

 臨床用網膜組織の調製方法について 

臨床試験に使用可能なグレードの移植用神経網膜シートをヒト iPS 細胞から調製するため、培養方法

の検討と最適化を行い、移植治療に適した培養条件および成熟状態をある程度絞り込むことができた。

網膜組織の純度を検討するために、各マーカー分子の発現を網羅的に検討し、品質管理のための適切

なマーカー分子を同定した。さらに、First-in-Human の次の段階として、一般治療化や高い治療効果を

目指すために必要な移植神経網膜調製技術を確立することを目的として研究を進めた。培養技術のハ

イスループット化のために、非染色で網膜組織の品質を可視化するための計測機器の開発を顕微鏡メ

ーカーと共に行なうとともに、移植に適した網膜組織を選別するための画像処理アルゴリズムの開発

を行なった。今後は、画像データを各マーカー分子の発現量など他のパラメータと相関させるととも

に、人工知能アルゴリズムを取り入れる事で自動判別の精度を上げていく計画である。 

 

 RPE 他家移植における免疫反応の検討と安全性試験について 

他家移植の実施に向け、主要組織適合遺伝子複合体（MHC）の解析に基づく iPS 細胞由来網膜色素

上皮（RPE）細胞の免疫反応と RPE 他家移植における免疫抑制について検討を行った。MHC ホモのサ

ルの iPS 細胞より RPE 細胞を作製し、同種移植（網膜下）を行った所、MHC が合うサルでは拒絶され

ずに生着したが、MHC が合わないサルでは拒絶が見られた。病理切片の免疫染色では、MHC が合う

移植群では炎症の所見はなかったが、MHC が合わない移植群では、移植片の内部やその周辺に炎症細

胞が浸潤し、激しい炎症がみられた。また、HLA ホモのヒト iPS-RPE 細胞と様々な HLA 型のボランテ

ィアの末梢血を用いてリンパ球混合試験を行ったところ、HLA 6 座が合致する場合は T 細胞の反応が

なく、HLA が合致しない場合は増殖反応が見られた。これらの報告は、京都大学 iPS 細胞研究所が構

築した HLA ホモの iPS ストックより作製した iPS-RPE 細胞が免疫原性的に大きな問題がない事を実験

的に証明するものである。 
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また、CiRA の臨床用 iPS ストックより RPE を作製して免疫不全動物への移植による造腫瘍性試験を

先端医療振興財団にて実施した。観察期間において腫瘍形成等の異常は見られず、そのデータを以て

「滲出型加齢黄斑変性に対する他家 iPS 細胞由来 RPE 懸濁液移植」の再生医療等提供計画を厚生労働

省に提出し、臨床研究の実施が認められた。 

さらに、次の段階として iPS 細胞由来 RPE 移植の一般治療化を目指すために必要な技術の確立をめ

ざし、移植のためのデバイスや、自動培養装置の開発についての検討を進めている。 

 

英文 

POC studies in animals 

We focused on obtaining POC for functional recovery using iPS cell derived retinal tissue (iPSC-retina) using 

animal models with retinal degeneration. We isolated mouse host retinas after iPSC-retina transplantation and 

conducted detailed electrophysiologyical analysis using multiple electrode array system. We could obtain light 

responses from the transplanted host retina and the retinal ganglion cells. We also made the protocol for 

behavioral analysis to evaluate visual function, and observed light responsive behavior in 40% of the mice after 

iPSC-retina transplantation. We also trained a monkey for visual test, in which we are currently monitoring 

visual function after human ES-retina transplantation. 

In order to record visual response from the visual cortex, we set up calcium imaging using 2-photon 

microscope. We could record the calcium indicator (GCaMP6 )signal responses from the visual cortex neurons 

upon visual stimuli. 

 

Preparation of retinal organoids for the clinical use 

We optimized and refined the differentiation protocol if iPSC derived retinal organoids (iPSC-retina). In order 

to set up the quality standard, we identified several markers adequate for the quality test. We are also developing 

the image analyzing computational program to select retinal organoids of clinical quality in cooperation with 

microscope makers. We further plan to refine the system using artificial intelligence. 

 

Studies on immune-response using HLA matched RPE allografts 

We produced iPS-RPE from MHC homozygote monkey donor. After subretinal transplantation, we observed 

no rejection signs in iPSC-derived RPE allografts of MHC-matched animals without immunosuppression, 

whereas there were immune attacks around the graft and retinal tissue damage in MHC-mismatched animals. We 

also prepared RPE cells from induced human iPSCs in HLA homozygote donors. In vitro, human T cells directly 

recognized allogeneic iPSC-derived RPE cells that expressed HLA class I/II antigens. However, these T cells 

failed to respond to HLA-A, -B, and -DRB1-matched iPSC-derived RPE cells from HLA homozygous 

donors. These results suggest the advantage of using homologous iPSC stock lines with most frequent HLA 

combination among Japanese population for regenerative medicine.  

 We also produced iPSC-RPE from the clinical iPS cell line provided by CiRA and conducted a 

tumorigenicity test at Foundation for Biomedical Research and Innovation and was approved by the ministry to 

conduct a clinical study using allogenic iPS-RPE cell transplantation for age-related macular degeneration. 

We are also developing the transplantation deveice and automated culture system for more generalized use of 

these cells. 
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43. Self-organization of patterned tissues from pluripotent stem cells, 口頭, 永樂元次, Engineering the 

embryo beyond systems biology, 2016/11/14, 国外 
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（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 

 

1. 市民公開講座「いつまでもよく見える喜びのために」、高橋政代、第 70 回日本臨床眼科学会、

2016/11/06, 国内 
2. 市民公開講座「網膜の再生医療」、高橋政代、近畿眼科医会連合健康講座、2017/02/12、国内 
3. 市民公開講座「網膜再生医療とアイセンター」、高橋政代、済生会新潟第二病院眼科 市民公開

講座、2017/02/25、国内  
 

（４）特許出願 

 なし 
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【16bm0204002h0104】 
平成 29年 5月 29日 

平 成 2 8 年 度 委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

I. 基本情報

事 業 名 ： （日本語）再生医療実現拠点ネットワークプログラム 

 （英 語）Research Center Network for Realization of Regenerative Medicine 

研究開発課題名：（日本語）視機能再生のための複合組織形成技術開発および臨床応用推進拠点 

 （英 語）Development of composite tissue formation technology for visual function 

regeneration and clinical application promotion base 

研究開発担当者  （日本語）先端医療センター病院 眼科部長（網膜再生担当） 高橋 政代 

所属 役職 氏名： （英 語）Institute of Biomedical Research and Innovation Hospital, Director 

of Ophthalmology (Responsible for Retinal Regeneration), Masayo 

Takahashi 

実 施 期 間： 平成 28 年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31日 

分担研究  （日本語）CiRAの iPS 細胞ストックを用いた他家移植の準備 

開発課題名：  （英 語）Tumorigenicity test using allogenic cell lines from CiRA iPS cell stock 

研究開発分担者   （日本語）細胞療法研究開発センター センター長 川真田 伸 

所属 役職 氏名： （英 語）R & D Center for Cell Therapy, Director, Shin Kawamata 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者による報告の場合 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
研究開発代表者：先端医療センター病院  眼科部長（網膜再生担当）高橋  政代                      

総括研究報告を参照。 
 

   他家臨床用ヒト iPS 細胞ストック（QHJI01s04）由来 RPE 細胞についての in vivo 造腫瘍性試験

を実施してその安全性を検証した。その結果、QHJI01s04 由来 RPE 細胞は移植後 3 ヶ月の時点に

おいて腫瘍形成は検出されなかった。また移植片の組織学的検討でも最終分化した RPE のみが確認

され、未分化細胞や RPE 中間体組織は確認されなかった。抗 Ki67 抗体による免疫組織染色で移植

細胞の増殖能を評価したが、移植時後 3 ヶ月時点で Ki67 陽性率が１％程度以下であった。また

QHJI01s04 由来 RPE の Lin28 の発現を qRT-PCR 手法を用いて検討したが、Lin28 の発現は検出

感度以下であった。このことから QHJI01s04 由来 RPE 細胞は最終分化しており、細胞移植後の腫

瘍形成事象発生は極めて低い、無視できるものと判断した。 
 
 

III. 成果の外部への発表 
 

（１） 学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 0 件、国際誌 1 件） 
 

Michiko Mandai, Akira Watanabe, Yasuo Kurimoto, Yasuhiko Hirami, Chikako Morinaga, Takashi 
Daimon, Masashi Fujihara, Hiroshi Akimaru, Noriko Sakai, Yumiko Shibata, Motoki Terada, Yui 
Nomiya, Shigeki Tanishima, Masahiro Nakamura, Hiroyuki Kamao, Sunao Sugita, Akishi Onishi, 
Tomoko Ito, Kanako Fujita, Shin Kawamata, Masahiro J. Go, Chikara Shinohara, Ken-ichiro Hata, 
Masanori Sawada, Midori Yamamoto, Sachiko Ohta, Yasuo Ohara, Kenichi Yoshida, Junko 
Kuwahara, Yuko Kitano, Naoki Amano, Masafumi Umekage, Fumiyo Kitaoka, Azusa Tanaka, 
Chihiro Okada, Naoko Takasu, Seishi Ogawa, Shinya Yamanaka, and Masayo Takahashi.  
Autologous Induced Stem-Cell–Derived Retinal Cells for Macular Degeneration. N Engl J Med. 2017, 
376(11), 1038-46. 

 

（２）学会・シンポジウム等における口頭・ポスター発表 
該当なし 

 
（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 

 該当なし 
 

（４）特許出願 

概当なし 
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