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(54)【発明の名称】哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞の生産方法、およびその方法により得られる神経幹

                  細胞、ならびに該神経幹細胞から神経系細胞を生産する方法、およびその方法により得られる神経

(57)【要約】

【課題】  中枢神経系再生における細胞移植による免疫

拒絶の問題、倫理的問題、移植細胞源の需要と供給のア

ンバランスなどの問題を解決し得る哺乳動物の虹彩色素

上皮細胞由来の神経幹細胞の生産方法、およびその方法

により得られる神経幹細胞を提供する。

【解決手段】  神経幹細胞は、哺乳動物の眼球から単離

した虹彩色素上皮細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択

的に培養することにより生産される。
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【特許請求の範囲】

【請求項１】哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮

細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養すること

を特徴とする神経幹細胞の生産方法。

【請求項２】前記虹彩色素上皮細胞が、哺乳動物の眼球

から虹彩組織を摘出する虹彩組織摘出工程と、

摘出した上記虹彩組織から虹彩色素上皮を分離する虹彩

色素上皮分離工程とにより単離されることを特徴とする

請求項１に記載の神経幹細胞の生産方法。

10【請求項３】請求項１または２に記載の神経幹細胞の生

産方法により得られる神経幹細胞。

【請求項４】哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮

細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養すること

により神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工程と、

上記神経幹細胞生産工程により得られた神経幹細胞を神

経系細胞に分化させる神経幹細胞分化工程とを含むこと

を特徴とする神経系細胞の生産方法。

【請求項５】哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮

細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養すること

20により神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工程と、

上記神経幹細胞生産工程により得られた神経幹細胞を接

着培養法により培養する接着培養工程とを含むことを特

徴とする神経系細胞の生産方法。

【請求項６】前記虹彩色素上皮細胞が、哺乳動物の眼球

から虹彩組織を摘出する虹彩組織摘出段階と、

摘出した上記虹彩組織から虹彩色素上皮を分離する虹彩

色素上皮分離段階とにより単離されることを特徴とする

請求項４および５に記載の神経系細胞の生産方法。

【請求項７】請求項４ないし６の何れか１項に記載の神

30経系細胞の生産方法により得られる神経系細胞。

【発明の詳細な説明】

【０００１】

【発明の属する技術分野】本発明は、哺乳動物の虹彩色

素上皮細胞由来の神経幹細胞の生産方法、およびその方

法により得られる神経幹細胞、ならびに該神経幹細胞か

ら神経系細胞を生産する方法、およびその方法により得

られる神経系細胞に関するものである。

【０００２】

【従来の技術】近年、脳、脊髄における神経幹細胞の存

40在が認められ、またＥＳ細胞が特定の中枢神経系細胞へ

分化することが報告されており、中枢神経系再生医療へ

の期待が高まっている。また、神経幹細胞の分離および

選択的培養方法として、neurosphere法（浮遊凝集魂培

養法）が確立されている。さらに、上記浮遊凝集魂培養

により神経幹細胞が形成するsphere（凝集魂）を接着培

養法にて培養することによって、神経幹細胞を神経系細

胞に分化誘導する神経幹細胞の分化誘導法も報告されて

いる。

【０００３】また、脳、脊髄由来の神経幹細胞またはＥ

50Ｓ細胞を生体内に移植することにより、該移植した細胞

が環境に適応して特異的な神経細胞へと分化することが

報告されている（Nature(2001)414,112-117 review（文

献（１）））。

【０００４】しかしながら、脳、脊髄由来の神経幹細胞

やＥＳ細胞の医療への応用を考えた場合には、細胞移植

による免疫拒絶の問題、倫理的問題、移植細胞源の需要

と供給のアンバランスなどの多くの問題が生じる。

【０００５】そこで、移植対象となる個体自身に由来す

る細胞を中枢神経系再生のための移植源として用いるこ

10 とが可能となれば、自家移植が可能となり上記の問題を

解決することができる。このような中枢神経系再生のた

めの移植源として利用が期待されている細胞としては、

眼球の虹彩色素上皮細胞がある。虹彩色素上皮細胞は、

患者本人からその細胞の一部を採取することが可能であ

る。

【０００６】虹彩色素上皮細胞は、光量に応じて瞳孔を

開いたり、狭めたりして網膜に届く光量を調節するため

の組織である虹彩を構築している細胞のひとつである。

上記虹彩色素上皮細胞の発生起源は、網膜色素上皮細胞

20 および毛様体上皮細胞と同様に神経板に由来する。網膜

は複数の細胞層から構築されており、上記網膜色素上皮

細胞は、網膜の最も外側の細胞層である受容器層を被っ

ている。毛様体上皮は、虹彩と網膜との中間的位置に存

在する組織である。

【０００７】有尾両生類の成体イモリの眼においては、

上記網膜を構築している複数の細胞層に存在する細胞

が、網膜色素上皮細胞の分化転換により完全に再生され

ることが知られている。また、成体イモリの眼において

は、レンズ（水晶体）が再生することも古くから知られ

30 ている。このイモリの眼におけるレンズの再生は、虹彩

色素上皮細胞がレンズ細胞へ分化転換することにより成

立する。

【０００８】一部の両生類だけではなく魚類、および発

生期の鳥類ならびに発生期の哺乳類の網膜色素上皮細胞

についても、これまでに、レンズや神経細胞への分化転

換能を有することが試験管内の培養実験により示されて

いる。

【０００９】例えば、哺乳動物においては、培養下の実

験によって、胎児期の限られた時期ではあるものの、そ

40 の網膜色素上皮細胞は、神経細胞への分化転換能を有す

ることが報告されている（Brain Res.(1995)677:300-31

0（文献（２）））。しかしながら、上記文献（２）に

おいては、哺乳動物の胎児期の限られた時期以降の時期

における網膜色素上皮細胞の神経細胞への分化転換能は

否定されている。

【００１０】胎児期においては、発生過程であるために

比較的未分化な細胞が各組織に多く存在しており、網膜

色素上皮細胞においても胎児期の限られた時期であれ

ば、比較的未分化な細胞が存在している可能性が高い。

50 このように比較的未分化な細胞であれば、神経細胞へ分

( 2 ) 特開２００３－３２５１６７



3 4

化誘導することは可能である。

【００１１】しかしながら、哺乳動物成体の各組織にお

いて、比較的未分化な細胞が存在していることは稀であ

る。また、哺乳動物成体の網膜色素上皮細胞は、高度に

分化した細胞であるために細胞の分離・培養は困難であ

る。このため、哺乳動物の胎児期の限られた時期以降の

時期における網膜色素上皮細胞を神経細胞に分化転換さ

せることは困難である。すなわち、現在のところ、哺乳

動物成体の網膜色素上皮細胞は、中枢神経系再生のため

10の移植源とすることができない。

【００１２】また、毛様体上皮細胞についての以前の研

究においては、哺乳類成体由来の毛様体上皮細胞を、上

記浮遊凝集魂培養により培養することによってsphere

（凝集魂）が形成されることが示されており、さらに該

凝集魂を接着培養法にて培養することによって、ロドプ

シン陽性細胞が得られることが報告されている（Scienc

e 2000 March 17;287(5460):2032-2036,Tropepe V ら

（文献（３）））。

【００１３】しかしながら、医療への応用を考えた場

20合、患者本人の毛様体上皮細胞を得ることは、非常に困

難である。また、上記文献（３）においては、哺乳類成

体由来の毛様体上皮細胞に網膜の幹細胞が存在すると主

張されているのみであり、神経幹細胞との関連について

の記載はない。

【００１４】また、虹彩色素上皮細胞は、組織が小さく

細胞数も少ない。このため、該虹彩色素上皮細胞の単離

培養は困難とされてきたが、本発明者は以前、ニワトリ

の雛の虹彩色素上皮細胞を単離培養することに成功した

ことを報告している（Experimental Cell Res.(1998)24

305,245-251（文献（４）））。上記文献（４）には、培

養下の実験により、ニワトリの雛の虹彩色素上皮細胞が

レンズへの分化転換能を有することが示されている。

【００１５】さらに、本発明者は以前、上記文献（４）

の方法に改変を加えることにより、哺乳動物（マウス、

ラット、ヒト胎児）の虹彩細胞の単離培養を可能とした

（nature neuroscience(2001)4(12),1163（文献

（５）））。

【００１６】上記文献（５）においては、成体ラットの

虹彩組織を単離し、初代培養したところ、一部の細胞が

40神経マーカーを発現することが確認されたが、特異に分

化した神経マーカーは検出されなかった。そこで、網膜

の視細胞を得るため、培養した虹彩細胞に、視細胞の発

生時期に重要な働きをすることが示唆されているCrx遺

伝子を強制発現させると、上記培養した虹彩細胞は、光

受容機能に必須のロドプシンタンパク質を産生すること

が確認された。

【００１７】

【発明が解決しようとする課題】しかしながら、上記従

来の哺乳動物成体における虹彩細胞の単離、培養方法で

50は、中枢神経系を再生するための移植源となる神経幹細

胞を得ることができない。また、上記文献（５）では、

哺乳動物成体から虹彩組織を単離培養することを可能と

しているが、哺乳動物成体の虹彩組織から虹彩色素上皮

細胞を単離する方法は確立されていない。

【００１８】上記文献（５）によれば、成体ラットの虹

彩細胞を単離し、培養することにより、虹彩細胞から、

ロドプシンタンパク質を産生する細胞が得られることが

示されている。ロドプシンタンパク質は、網膜の光受容

器である杆体（rod cell）および錐体（cone cell）に

10 多く含まれているタンパク質である。しかしながら、上

記文献（５）の方法では、虹彩細胞を未分化幹細胞とし

て安定に増殖させることができず、ロドプシンタンパク

質を産生する細胞を多量に得ることは困難である。

【００１９】また、上記文献（５）によれば、成体ラッ

トの虹彩細胞からロドプシンタンパク質を産生する細胞

を得るためには、Crx遺伝子を強制発現させるための遺

伝子導入を必要とする。しかしながら、医療への応用を

考えた場合、遺伝子導入を行なうことは、DNA損傷など

の危険性があり、好ましくない。

20 【００２０】したがって、現在のところ、哺乳動物成体

由来の虹彩組織から中枢神経系を再生するための移植源

となる神経幹細胞を生産することは事実上困難である。

【００２１】虹彩色素上皮細胞は、患者本人からその細

胞の一部を採取することが可能であるので、もし、虹彩

色素上皮細胞が神経幹細胞として使用可能となれば、

脳、眼などの中枢神経系再生のための移植細胞源として

活用することができる。すなわち、患者自身の細胞を用

いた再生医療が実現することになる。したがって、虹彩

色素上皮細胞が神経幹細胞として使用可能となれば、現

30 在有効な治療方法が確立していない中枢神経疾患や網膜

神経疾患のための治療方法に重要な貢献をもたらすもの

と期待される。

【００２２】本発明は、上記従来の問題点に鑑みなされ

たものであって、その目的は、中枢神経系再生における

細胞移植による免疫拒絶の問題、倫理的問題、移植細胞

源の需要と供給のアンバランスなどの問題を解決し得る

哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞の生産方

法、およびその方法により得られる神経幹細胞を提供す

ることにある。また、本発明の他の目的は、上記哺乳動

40 物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に

分化誘導し得る神経系細胞の生産方法、およびその方法

により得られる神経系細胞を提供することにある。

【００２３】

【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題

について鋭意検討した結果、哺乳動物の眼球から純粋に

単離した虹彩色素上皮細胞を浮遊凝集魂培養方法により

選択的に培養することにより神経幹細胞を生産すること

が可能であることを独自に見出し、本発明を完成させる

に至った。

50 【００２４】本発明の神経幹細胞の生産方法は、上記課

( 3 ) 特開２００３－３２５１６７
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題を解決するために、哺乳動物の眼球から単離した虹彩

色素上皮細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養

することを特徴としている。

【００２５】上記の発明によれば、従来公知の哺乳動物

成体の虹彩色素上皮の単離方法により、哺乳動物の眼球

から虹彩組織を摘出し、虹彩組織を虹彩色素上皮を単離

し、単離した虹彩色素上皮を、神経幹細胞の分離および

選択的培養方法として従来公知のneurosphere法（浮遊

凝集魂培養法）にて選択的に培養することにより、神経

10幹細胞が形成する凝集魂（sphere）と非常に類似した凝

集魂を得ることができる。

【００２６】上記虹彩色素上皮由来の凝集魂は、後述す

るように、血清および従来公知の成長因子を添加した培

地にて培養することにより神経細胞への分化を誘導する

ことができる。また、上記虹彩色素上皮由来の凝集魂

は、後述するように、生体内に移植することによっても

神経細胞へ分化する。よって、このように比較的未分化

な状態の上記虹彩色素上皮由来の細胞を、哺乳動物の虹

彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞と称する。

20【００２７】したがって、哺乳動物の虹彩色素上皮細胞

から、中枢神経系を再生するための移植源となる神経幹

細胞を生産することができる。

【００２８】また、本発明の神経幹細胞の生産方法は、

上記の神経幹細胞の生産方法において、上記虹彩色素上

皮細胞が、哺乳動物の眼球から虹彩組織を摘出する虹彩

組織摘出工程と、摘出した上記虹彩組織から虹彩色素上

皮を分離する虹彩色素上皮分離工程とにより単離される

ことを特徴としている。

【００２９】したがって、哺乳動物の虹彩色素上皮細胞

30から、中枢神経系を再生するための移植源となる神経幹

細胞を生産することができる。

【００３０】また、本発明の神経幹細胞は、上記の神経

幹細胞の生産方法により得られる。

【００３１】それゆえ、本発明の神経幹細胞生産方法、

およびその方法を用いた神経幹細胞は、中枢神経系再生

における細胞移植による免疫拒絶の問題、倫理的問題、

移植細胞源の需要と供給のアンバランスなどの問題を解

決し得る移植細胞源を提供することができる。よって、

本発明の神経幹細胞生産方法、およびその方法を用いた

40神経幹細胞は、現在有効な治療方法が確立していない中

枢神経疾患や網膜神経疾患のための治療方法に重要な貢

献をもたらす可能性が高い。

【００３２】本発明の神経系細胞の生産方法は、上記課

題を解決するために、哺乳動物の眼球から単離した虹彩

色素上皮細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養

することにより神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工

程と、上記神経幹細胞生産工程により得られた神経幹細

胞を神経系細胞に分化させる神経幹細胞分化工程とを含

むことを特徴としている。

50【００３３】上記の発明によれば、上記哺乳動物の虹彩

色素上皮細胞由来の神経幹細胞を従来公知の培養方法に

より培養する、または従来公知の移植方法により上記神

経幹細胞を生体内に移植することによって上記哺乳動物

の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分

化誘導することができる。

【００３４】本発明の神経系細胞の生産方法は、上記課

題を解決するために、哺乳動物の眼球から単離した虹彩

色素上皮細胞を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養

することにより神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工

10 程と、上記神経幹細胞生産工程により得られた神経幹細

胞を接着培養法により培養する接着培養工程とを含むこ

とを特徴としている。

【００３５】上記の発明によれば、上記哺乳動物の虹彩

色素上皮細胞由来の神経幹細胞を従来公知の接着培養法

により培養することにより、上記哺乳動物の虹彩色素上

皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導するこ

とができる。

【００３６】従来公知の成長因子および血清を組み合わ

せて、接着培養を行なうための培地に添加することによ

20 り、神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導することができ

る。

【００３７】したがって、上記哺乳動物の虹彩色素上皮

細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導し得る神

経系細胞の生産方法、およびその方法により得られる神

経系細胞を提供することができる。

【００３８】また、本発明の神経系細胞の生産方法は、

上記の神経系細胞の生産方法において、上記虹彩色素上

皮細胞が、哺乳動物の眼球から虹彩組織を摘出する虹彩

組織摘出段階と、摘出した上記虹彩組織から虹彩色素上

30 皮を分離する虹彩色素上皮分離段階とにより単離される

ことを特徴としている。

【００３９】したがって、上記哺乳動物の虹彩色素上皮

細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導し得る神

経系細胞の生産方法、およびその方法により得られる神

経系細胞を提供することができる。

【００４０】また、本発明の神経系細胞は、上記の神経

系細胞の生産方法により得られる。

【００４１】それゆえ、本発明の神経幹細胞の生産方

法、およびその方法により得られる神経幹細胞、ならび

40 に神経系細胞の生産方法、およびその方法により得られ

る神経系細胞は、現在有効な治療方法が確立していない

中枢神経疾患や網膜神経疾患のための治療方法に重要な

貢献をもたらす可能性が高い。

【００４２】

【発明の実施の形態】〔実施の形態１〕本発明の実施の

一形態について図１ないし図２に基づいて説明すれば、

以下の通りである。なお、本発明はこれに限定されるも

のではない。

【００４３】本発明者は、中枢神経系再生における細胞

50 移植による免疫拒絶の問題、倫理的問題、移植細胞源の

( 4 ) 特開２００３－３２５１６７
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需要と供給のアンバランスなどの問題を解決する目的

で、哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を生

産した。

【００４４】本実施の形態の神経幹細胞の生産方法は、

哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞を浮遊凝

集魂培養方法により選択的に培養する方法である。

【００４５】すなわち、本実施の形態の神経幹細胞の生

産方法は、図１に示すように、少なくとも、哺乳動物の

眼球から虹彩色素上皮細胞を単離する虹彩色素上皮細胞

10単離工程（ステップ１、以下ステップをＳと略す）と、

単離した虹彩色素上皮細胞を浮遊凝集魂培養方法により

選択的に培養する選択的培養工程（Ｓ２）とを含んでい

る。なお、本発明にかかる神経幹細胞の生産方法はこれ

に限定されるものではなく、他の工程が含まれていても

よい。

【００４６】本実施の形態の神経幹細胞の生産方法に用

いる上記哺乳動物は、胎児から成体に至るまでのどの時

期の個体であってもよい。すなわち、本実施の形態の神

経幹細胞の生産方法は、哺乳動物胎児の虹彩色素上皮細

20胞由来の神経幹細胞を生産することが可能なことは言う

までもないが、哺乳動物成体の虹彩色素上皮細胞由来の

神経幹細胞を生産することが可能である。

【００４７】Ｓ１の虹彩色素上皮細胞単離工程は、虹彩

色素上皮細胞を単離できればよく、その具体的な手法等

については特に限定されるものではない。一般的には、

従来公知の手法を利用して、哺乳動物の眼球から虹彩組

織を摘出し、摘出した虹彩組織から虹彩色素上皮細胞を

単離すればよい。哺乳動物の眼球から虹彩組織を摘出す

る方法としては、前記文献（５）に記載の方法を用いる

30ことが好ましい。

【００４８】Ｓ２の選択的培養工程は、哺乳動物の眼球

から単離した虹彩色素上皮細胞のみを選択的に培養でき

ればよく、その具体的な手法等については特に限定され

るものではない。一般的には、従来公知の手法を利用し

て、哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞のみ

を選択的に培養すればよい。

【００４９】ここで、上記選択的培養工程（Ｓ２）に

は、プロセス６（以下、プロセスをＰと略す）として、

上記虹彩色素上皮細胞単離工程（Ｓ１）において単離さ

40れた虹彩色素上皮細胞を凝集している状態から個々の細

胞に解離するための細胞解離段階と、Ｐ７として、単離

した虹彩色素上皮細胞のみを選択的に培養する細胞培養

段階とが含まれる。

【００５０】以下、上記選択的培養工程（Ｓ２）の各段

階Ｐ６およびＰ７について詳細に説明する。まず、Ｐ６

の上記細胞解離段階は、単離された虹彩色素上皮のシー

ト状の細胞を個々の細胞に解離できればよく、その具体

的な手法等については特に限定されるものではない。一

般的には、従来公知の手法を利用して、単離された虹彩

50色素上皮のシート状の細胞を個々の細胞に解離すればよ

い。

【００５１】例えば、Ｐ６の上記細胞解離段階は、市販

のトリプシン溶液を用いて、単離された虹彩色素上皮の

シート状の細胞を個々の細胞に解離する。また、例え

ば、Ｐ６の上記細胞解離段階は、上記トリプシン溶液を

用いずに、市販のマイクロピペットを用いたピペッティ

ング操作により、単離された虹彩色素上皮のシート状の

細胞を個々の細胞に解離することもできる。

【００５２】なお、Ｐ６の上記細胞解離段階に用いられ

10 る試薬および器具は、特に限定されるものではなく、単

離された虹彩色素上皮細胞を凝集している状態から個々

の細胞に解離することが可能な従来公知の試薬および器

具を用いることができる。

【００５３】Ｐ７の細胞培養段階は、単離した虹彩色素

上皮細胞のみを選択的に培養することができればよく、

その具体的な手法等については特に限定されるものでは

ない。一般的には、従来公知の手法を利用して、単離し

た虹彩色素上皮細胞のみを選択的に培養すればよい。好

ましくはScience 1992:225;1707-1710（文献（６））に

20 記載のneurosphere法（浮遊凝集魂培養法）を利用し

て、哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞のみ

を選択的に培養する。

【００５４】例えば、Ｐ７の上記細胞培養段階は、市販

の無血清培地に市販のN2サプリメントを加えたものを浮

遊凝集魂培養用の培養液として使用する。Ｐ６の上記細

胞解離段階にて解離された上記虹彩色素上皮細胞を、上

記浮遊凝集魂培養用の培養液中にて、市販のシェイカー

を用いて回転を加えながら培養する。これによって、

脳、脊髄由来の神経幹細胞が形成する凝集魂（sphere）

30 と非常に類似した、図２に示す凝集魂を得ることができ

る。

【００５５】なお、Ｐ７の上記細胞培養段階に用いられ

る培養液および試薬は、特に限定されるものではなく、

脳、脊髄由来の神経幹細胞が形成する凝集魂（sphere）

と非常に類似した、凝集魂を得ることが可能な従来公知

の培養液および試薬を用いることができる。

【００５６】上記虹彩色素上皮由来の凝集魂は、後述す

るように、血清および従来公知の成長因子を添加した培

地にて培養することにより神経細胞への分化を誘導する

40 ことができる。また、上記虹彩色素上皮由来の凝集魂

は、後述するように、生体内に移植することによっても

神経細胞へ分化する。よって、このように比較的未分化

な状態の上記虹彩色素上皮由来の細胞を、哺乳動物の虹

彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞と称する。

【００５７】本実施の形態の神経幹細胞の生産方法は、

上記虹彩色素上皮細胞が、哺乳動物の眼球から虹彩組織

を摘出する虹彩組織摘出工程と、摘出した上記虹彩組織

から虹彩色素上皮を分離する虹彩色素上皮分離工程とに

より単離される方法である。なお、本発明にかかる神経

50 幹細胞の生産方法はこれに限定されるものではなく、他

( 5 ) 特開２００３－３２５１６７
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の工程が含まれていてもよい。

【００５８】すなわち、本実施の形態の神経幹細胞の生

産方法は、図１に示すように、少なくとも虹彩色素上皮

細胞単離工程（Ｓ１）と選択的培養工程（Ｓ２）とが含

まれ、さらに、上記虹彩色素上皮細胞単離工程（Ｓ１）

には、後述する虹彩組織摘出工程（Ｐ１）および虹彩色

素上皮分離工程（Ｐ２）が含まれる。なお、本発明にか

かる神経幹細胞の生産方法はこれに限定されるものでは

なく、他の工程が含まれていてもよい。

10【００５９】上記虹彩組織摘出工程（Ｐ１）は、哺乳動

物の眼球から虹彩組織を摘出できれば良く、その具体的

な手法等については特に限定されるものではない。一般

的には、従来公知の手法を利用して、哺乳動物の眼球か

ら虹彩組織を摘出すればよい。好ましくは、前記文献

（５）に記載の方法を利用して、哺乳動物の眼球から虹

彩組織を摘出すればよい。

【００６０】ここで、上記虹彩組織摘出工程（Ｐ１）

は、図１に示すように、Ｐ３として、哺乳動物の眼球か

ら虹彩組織のみを切除する虹彩組織切除段階を、Ｐ４と

20して、切除した虹彩組織を酵素処理する酵素処理段階

を、Ｐ５として、酵素処理した虹彩組織を回復させる虹

彩組織回復処理段階を含んでいる。なお、本発明にかか

る神経幹細胞の生産方法はこれに限定されるものではな

く、他の工程が含まれていてもよい。

【００６１】以下、上記虹彩組織摘出工程（Ｐ１）の各

段階Ｐ３～Ｐ５について詳細に説明する。まず、Ｐ３の

上記虹彩組織切除段階は、哺乳動物の眼球から虹彩組織

のみを切除できればよく、その具体的な手法等について

は特に限定されるものではない。一般的には、従来公知

30の手法を利用して、哺乳動物の眼球から虹彩組織のみを

切除すればよい。

【００６２】例えば、Ｐ３の上記虹彩組織切除段階は、

市販のマイクロ鋏を用いて哺乳動物の眼球から虹彩組織

のみを切除する。

【００６３】Ｐ４の上記酵素処理段階は、虹彩組織から

虹彩色素上皮を分離しやすくするために虹彩組織を酵素

処理するものであり、その具体的な手法等については特

に限定されるものではない。一般的には、従来公知の手

法を利用して、虹彩組織から虹彩色素上皮を分離しやす

40くするために虹彩組織を酵素処理すればよい。

【００６４】例えば、Ｐ４の上記酵素処理段階は、虹彩

組織を市販のディスパーゼを含むディスパーゼ溶液中に

て１５～４０分間反応させた後、市販のEDTA（ethylene

diaminetetraacetic acid：エチレンジアミン四酢酸）

を含むEDTA溶液中にて２０～３０分間反応させる。な

お、Ｐ４の上記酵素処理段階に用いられる酵素および試

薬は、特に限定されるものではなく、虹彩組織から虹彩

色素上皮を分離しやすくするように虹彩組織を処理する

ことが可能な従来公知の酵素および試薬を用いることが

50できる。

【００６５】Ｐ５の上記虹彩組織回復処理段階は、酵素

処理によって衰弱した虹彩組織を回復させるものであ

り、その具体的な手法等については特に限定されるもの

ではない。一般的には、従来公知の手法を利用して、酵

素処理によって衰弱した虹彩組織を回復すればよい。

【００６６】例えば、Ｐ５の上記虹彩組織回復処理段階

は、上記酵素処理段階の反応後、虹彩組織を市販のウシ

胎児血清を含む培養液中にて、３０～６０分間反応させ

て虹彩組織を回復させる。なお、Ｐ５の上記虹彩組織回

10 復処理段階に用いられる血清を含む培養液および試薬

は、特に限定されるものではなく、衰弱した虹彩組織が

回復することが可能な従来公知の血清を含む培養液およ

び試薬を用いることができる。

【００６７】また、上記虹彩組織摘出工程（Ｐ１）にお

いては、Ｐ４の上記酵素処理段階およびＰ５の上記虹彩

組織回復処理段階の反応時間が特に重要である。Ｐ４の

上記酵素処理段階の上記虹彩組織の上記ディスパーゼ溶

液による反応時間、および上記EDTA溶液による反応時

間、ならびにＰ５の上記虹彩組織回復処理段階の上記ウ

20 シ胎児血清を含む培養液による反応時間を調節すること

によって、ニワトリだけではなく、マウス、ラット、ヒ

トの眼球から虹彩色素上皮を分離することができる。

【００６８】マウスの眼球から上記虹彩色素上皮単離す

る場合は、上記虹彩組織を２５～３７℃の上記１０００

Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により１５～４０分間反応

させ、室温下にて上記０．０５～０．１％EDTA溶液によ

り１６～４０分間反応させ、ウシ胎児血清を８～１０％

含む培養液により３０～１２０分間反応させることが好

ましい。

30 【００６９】また、生後１０日のマウスの眼球から上記

虹彩色素上皮単離する場合は、上記虹彩組織を３７℃の

上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により１６分

間反応させ、室温下にて上記０．０５％EDTA溶液により

２０分間反応させ、ウシ胎児血清を８％含む培養液によ

り９０分間反応させることが特に好ましい。

【００７０】また、生後１２日のマウスの眼球から上記

虹彩色素上皮単離する場合は、上記虹彩組織を３７℃の

上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により２０分

間反応させ、室温下にて上記０．０５％EDTA溶液により

40 ２５分間反応させ、ウシ胎児血清を８％含む培養液によ

り６０分間反応させることが特に好ましい。

【００７１】また、生後２ヶ月のマウスの眼球から上記

虹彩色素上皮単離する場合は、上記虹彩組織を３７℃の

上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により３０分

間反応させ、室温下にて上記０．０５％EDTA溶液により

４０分間反応させ、ウシ胎児血清を８％含む培養液によ

り３０分間反応させることが特に好ましい。

【００７２】ラットの眼球から上記虹彩色素上皮単離す

る場合は、上記虹彩組織を３７℃の上記１０００Ｕ／ｍ

50 Ｌのディスパーゼ溶液により１５～４０分間反応させ、

( 6 ) 特開２００３－３２５１６７
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室温下にて上記０．０５％EDTA溶液により１５～６０分

間反応させ、ウシ胎児血清を８～１０％含む培養液によ

り３０～１２０分間反応させることが好ましい。

【００７３】ヒト胎児の眼球から上記虹彩色素上皮単離

する場合は、上記虹彩組織を２５～３７℃の上記５００

～１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により１５～３

０分間反応させ、室温下にて上記０．０５～０．１％ED

TA溶液により１５～４０分間反応させ、ウシ胎児血清を

８～１０％含む培養液により１０～６０分間反応させる

10ことが好ましい。

【００７４】また、生後１９週のヒト胎児の眼球から上

記虹彩色素上皮単離する場合は、上記虹彩組織を３７℃

の上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により３０

分間反応させ、室温下にて上記０．０５％EDTA溶液によ

り３０分間反応させ、ウシ胎児血清を８％含む培養液に

より６０分間反応させることが特に好ましい。

【００７５】なお、上記培養液としては、例えば、invi

trogen社製「DMEM培地」を用いて、市販のウシ胎児血清

を適量添加したものを用いればよい。

20【００７６】Ｐ２の上記虹彩色素上皮分離工程は、上記

虹彩組織摘出工程（Ｐ１）にて摘出した虹彩基質と虹彩

色素上皮とから構築される虹彩組織から、虹彩色素上皮

のみを分離できればよく、その具体的な手法等について

は特に限定されるものではない。一般的には、従来公知

の手法を利用して、虹彩組織から虹彩色素上皮のみを分

離すればよい。

【００７７】例えば、Ｐ２の上記虹彩色素上皮分離工程

は、回復させた上記虹彩組織から、市販のマイクロピン

セットを用いて、虹彩色素上皮のみをはがして回収する

30ことにより、虹彩基質と虹彩色素上皮とを分離する。

【００７８】本実施の形態の神経幹細胞は、上記哺乳動

物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞の生産方法によ

り得られる。

【００７９】〔実施の形態２〕本発明の他の実施の形態

について図３に基づいて説明すれば、以下の通りであ

る。なお、本発明はこれに限定されるものではない。ま

た、説明の便宜上、実施の形態１で説明した事項と実質

的に同一の事項については、適宜その説明を省略する。

【００８０】本実施の形態の神経系細胞の生産方法は、

40哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞を浮遊凝

集魂培養方法により選択的に培養することにより神経幹

細胞を生産する神経幹細胞生産工程と、上記神経幹細胞

生産工程により得られた神経幹細胞を接着培養法により

培養する接着培養工程とを有する。

【００８１】すなわち、本実施の形態の神経系細胞の生

産方法は、図３に示すように、少なくとも、上記虹彩色

素上皮細胞単離工程（Ｓ１）と上記選択的培養工程（Ｓ

２）とを含む神経幹細胞生産工程（Ｓ３）、および神経

幹細胞を接着培養法により培養する接着培養工程（Ｓ

50４）を含んでいる。なお、本発明にかかる神経系細胞の

生産方法はこれに限定されるものではなく、他の工程が

含まれていてもよい。

【００８２】上記神経幹細胞生産工程（Ｓ３）は、前記

実施の形態１にて説明した神経幹細胞の生産方法と同様

にして行なう。

【００８３】上記神経系細胞とは、ニューロン（神経細

胞）、および非神経細胞であるグリア細胞を含むものと

する。上記グリア細胞は、ニューロンの特徴のひとつで

ある能動的な電気的応答を示さないが、ニューロンの支

10 持、または栄養をニューロンに供給するなどニューロン

に対して様々な機能を担う細胞である。上記グリア細胞

は、その機能や特徴によって、脊椎動物においては、ア

ストログリア（アストロサイト）、ミクログリア（ミク

ログリア細胞）、オリゴデンドログリア（オリゴデンド

ロサイト）、シュワン細胞の４種類に分類される。ま

た、上記グリア細胞は、成長因子に対して応答する。

【００８４】Ｓ４の接着培養工程は、神経幹細胞生産工

程（Ｓ３）にて得られた哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由

来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導できればよく、

20 その具体的な手法等については特に限定されるものでは

ない。一般的には、従来公知の手法を利用して、神経幹

細胞を神経系細胞に分化誘導すればよい。例えば、Ｓ４

の接着培養工程は、上記文献（６）に記載の接着培養法

を利用してもよい。

【００８５】また、Ｓ４の上記接着培養工程は、例えば

以下のようにして接着培養を行なえばよい。

【００８６】接着培養用の培地としては、ウシ胎児血清

を含む市販のDMEM培地に市販の従来公知の成長因子を添

加したものを使用する。一般に神経幹細胞の分化誘導系

30 においては、成長因子による刺激をなくすために、成長

因子を培養液に加えない血清入りの培地を用いるが、本

実施の形態の神経系細胞の生産方法に用いる接着培養用

の培地としては、従来公知の成長因子を添加した血清入

りの培地を使用する。

【００８７】神経幹細胞生産工程（Ｓ３）にて得られた

哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を、市販

のマイクロピペットを用いて市販の接着培養用の培養皿

へ移動する。上記接着培養用の培養皿へ移動した上記哺

乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を、上記接

40 着培養用の培地を用いて市販の炭酸ガス培養装置中にて

静置して培養する。炭酸ガス濃度は５％が好ましい。

【００８８】これによって、上記哺乳動物の虹彩色素上

皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導するこ

とができる。

【００８９】上記接着培養用の培地には、FGF（fibrobl

ast growth factor：繊維芽細胞成長因子）を１０～４

０ｎｇ／ｍＬ、EGF（epidermal growth factor：上皮成

長因子）を１０～４０ｎｇ／ｍＬ、RA（retinoic aci

d：ビタミンA）を０．１～２μＭ添加することが好まし

50 いが、特にこれに限定されるものではない。

( 7 ) 特開２００３－３２５１６７
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【００９０】上記接着培養用の培養皿としては、ラミニ

ン（laminin）、コラーゲン（collagen）などの細胞外

基質成分がコートされた培養皿、またはポリＤリジンコ

ートの培養皿が好ましいが、特にこれに限定されるもの

ではない。

【００９１】なお、Ｓ４の上記接着培養工程に用いられ

る培地、培養皿および添加する因子は、特に限定される

ものではなく、上記哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の

神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導することが可能な従

10来公知の培地、培養皿および因子を用いることができ

る。

【００９２】ここで、Ｓ４の上記接着培養工程に用いら

れる培地に添加する成長因子としては、例えば、FGF（f

ibroblast growth factor：繊維芽細胞成長因子）、EGF

（epidermal growth factor：上皮成長因子）、BDNF（b

rain derived nutritional factor：脳由来神経栄養因

子）、LIF（leukemia inhibitory factor：白血病抑制

因子）、CNTF（毛様体神経節神経栄養因子）、NT-3（ne

urotrophin-3：ニューロトロフィン-3）、NT-4（neurot

20rophin-4：ニューロトロフィン-4）、RA（retinoic aci

d：ビタミンA）、PDGF（platelet derived growth fact

or：血小板由来成長因子）、T3（triiodothyronine：ト

リヨードチロニン）が挙げられる。

【００９３】Ｓ４の上記接着培養工程は、上記のような

従来公知の成長因子、および血清を含んだ接着培養用の

培地、ならびに細胞外基質成分がコートされた培養皿を

用いて、上記哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹

細胞を接着培養法にて培養することにより、上記哺乳動

物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞の神経系細胞へ

30の分化を促すことができる。

【００９４】なお、接着培養用の培地に添加する因子の

組み合わせや、培養皿をコートする細胞外基質成分の組

み合わせを変えることにより、上記哺乳動物の虹彩色素

上皮細胞由来の神経幹細胞から様々な神経細胞種を産生

することが可能である。

【００９５】また、本実施の形態の神経系細胞の生産方

法は、上記虹彩色素上皮細胞が、哺乳動物の眼球から虹

彩組織を摘出する虹彩組織摘出段階と、摘出した上記虹

彩組織から虹彩色素上皮を分離する虹彩色素上皮分離段

40階とにより単離される方法である。なお、本発明にかか

る神経系細胞の生産方法はこれに限定されるものではな

く、他の工程が含まれていてもよい。

【００９６】上記虹彩組織摘出段階および上記虹彩色素

上皮分離段階は、それぞれ前記実施の形態１にて説明し

た虹彩組織摘出工程（Ｐ１）ならびに虹彩色素上皮分離

工程（Ｐ２）と実質的に同一である。

【００９７】また、本実施の形態の神経系細胞の生産方

法は、哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞を

浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養することにより

50神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工程と、上記神経

幹細胞生産工程により得られた神経幹細胞を神経系細胞

に分化させる神経幹細胞分化工程とを有する。なお、本

発明にかかる神経系細胞の生産方法はこれに限定される

ものではなく、他の工程が含まれていてもよい。

【００９８】上記神経幹細胞分化工程は、哺乳動物の虹

彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘

導できればよく、その具体的な手法等については特に限

定されるものではない。一般的には、従来公知の手法を

利用して、神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導すればよ

10 い。例えば、従来公知の移植方法により神経幹細胞を生

体内に移植することによっても、上記哺乳動物の虹彩色

素上皮細胞由来の神経幹細胞は神経系細胞に分化する。

【００９９】上記哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来の神

経幹細胞は、上記文献（１）に記載のように、上記哺乳

動物の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を生体内に移

植することにより、環境に適応した特異的な神経細胞へ

と分化する。

【０１００】したがって、本実施の形態の上記接着培養

工程（Ｓ４）を行なわず、上記神経幹細胞生産工程（Ｓ

20 ３）にて得られた上記哺乳動物の虹彩色素上皮細胞由来

の神経幹細胞を、哺乳動物の生体内に移植する（神経幹

細胞移植工程、図示せず）ことによって、上記哺乳動物

の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分

化するようにしてもよい。

【０１０１】すなわち、上記神経幹細胞分化工程は、上

記接着培養工程（Ｓ４）または上記神経幹細胞移植工程

のどちらを用いてもよい。また、上記接着培養工程（Ｓ

４）を上記神経幹細胞移植工程を組み合わせることも可

能であり、この場合上記接着培養工程（Ｓ４）の後に上

30 記神経幹細胞移植工程を行なえばよい。

【０１０２】なお、上記神経幹細胞分化工程に用いられ

る方法は、特に限定されるものではなく、上記哺乳動物

の虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分

化誘導することが可能な従来公知の方法を用いることが

できる。

【０１０３】また、本実施の形態の神経系細胞は、上記

神経系細胞生産方法により得られる。

【０１０４】なお、本発明は、上述した各実施の形態に

限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の

40 変更が可能であり、異なる実施の形態にそれぞれ開示さ

れた技術的手段を適宜組み合わせて得られる実施の形態

についても、本発明の技術的範囲に含まれることはいう

までもない。

【０１０５】

【実施例】以下、実施例および図２、図４、図５に基づ

いて本発明をより具体的に説明するが、本発明はこれに

限定されるものではない。

【０１０６】（虹彩色素上皮細胞の単離）以下に示す哺

乳動物、生後１０日、生後１２日および生後２ヶ月のマ

50 ウス（「C57BL6」SLC社またはクレア社から入手）、生

( 8 ) 特開２００３－３２５１６７
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後９～１２日目および生後３週令ならびに生後２ヶ月の

ラット（「DAラット」SLC社から入手）、生後１９週の

ヒト胎児（倉敷成人病センター院長より提供、当センタ

ー倫理委員会承認済）から虹彩色素上皮細胞を摘出し

た。

【０１０７】市販のマイクロ鋏を用いて上記の哺乳動物

の眼球から虹彩組織のみを切除した。該虹彩組織を３７

℃のディスパーゼ溶液（「ディスパーゼ（dispase）」

合同清酒社製）１０００Ｕ／ｍＬ中にて、１５～４０分

10間反応させた後、室温下で０．０５％EDTA（ethylenedi

aminetetraacetic acid：エチレンジアミン四酢酸）溶

液中にて２０～３０分間反応させた。反応後、上記虹彩

組織をウシ胎児血清を８％含む培養液（「DMEM培地」in

vitrogen社製）中にて、３０～６０分間反応させ、上記

虹彩組織を回復させた。その後、市販のマイクロピンセ

ットを用いて、虹彩色素上皮のみを上記虹彩組織からは

がして回収することにより、虹彩基質と虹彩色素上皮と

を分離した。

【０１０８】生後１０日のマウスにおいては、上記虹彩

20組織を３７℃の上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶

液により１６分間反応させ、室温下にて上記０．０５％

EDTA溶液により２０分間反応させ、ウシ胎児血清を８％

含む培養液により９０分間反応させた。

【０１０９】また、生後１２日のマウスにおいては、上

記虹彩組織を３７℃の上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパ

ーゼ溶液により２０分間反応させ、室温下にて上記０．

０５％EDTA溶液により２５分間反応させ、ウシ胎児血清

を８％含む培養液により６０分間反応させた。

【０１１０】また、生後２ヶ月のマウスにおいては、上

30記虹彩組織を３７℃の上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパ

ーゼ溶液により３０分間反応させ、室温下にて上記０．

０５％EDTA溶液により４０分間反応させ、ウシ胎児血清

を８％含む培養液により３０分間反応させた。

【０１１１】生後１１日のラットにおいては、上記虹彩

組織を上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ溶液により

２０分間反応させ、上記０．０５％EDTA溶液により２５

分間反応させ、ウシ胎児血清を８％含む培養液（「DMEM

培地」invitrogen社製）により９０分間反応させた。

【０１１２】生後１９週のヒト胎児においては、上記虹

40彩組織を３７℃の上記１０００Ｕ／ｍＬのディスパーゼ

溶液により３０分間反応させ、室温下にて上記０．０５

％EDTA溶液により３０分間反応させ、ウシ胎児血清を８

％含む培養液により６０分間反応させた。

【０１１３】（浮遊凝集魂培養法）上記分離した虹彩色

素上皮組織は、市販のトリプシン溶液を用いて細胞に解

離した。その後、該解離した虹彩色素上皮細胞を、上記

文献（６）に記載のneurosphere法（浮遊凝集魂培養

法）によって、選択的に培養した。浮遊凝集魂培養の培

地には、無血清培地（「DMEM/F12培地」invitrogen社

50製）に、invitrogen社製のN2サプリメントを１／１００

量加えたものを使用した。トリプシン処理した上記虹彩

色素上皮細胞を、上記の浮遊凝集魂培養液中にて、市販

のシェイカーを用いて回転を加えながら培養することに

より、脳または脊髄由来の神経幹細胞が形成する凝集魂

（sphere）と非常に類似した図２に示す凝集魂を得た。

【０１１４】（神経幹細胞の接着培養による神経細胞へ

の分化誘導）生後１０日、生後１２日および生後２ヶ月

のマウスの眼球より単離した虹彩式色素上皮細胞を上記

浮遊凝集魂培養後、接着培養を以下のように行なった。

10 【０１１５】ウシ胎児血清を８％含むinvitrogen社製の

DMEM培地に、FGF-2（fibroblast growth factor-2：繊

維芽細胞成長因子-2）を３０ｎｇ／ｍＬ、EGF（epiderm

al growth factor：上皮成長因子）を３０ｎｇ／ｍＬ添

加したものを接着培養用の培地として使用した。

【０１１６】上記浮遊凝集魂培養法により得られた上記

マウスの虹彩色素上皮細胞由来の神経幹細胞を、市販の

マイクロピペットを用いて市販の接着培養用の培養皿へ

移動した。接着培養用の培養皿は、ラミニンによってコ

ートされているものを使用した。上記接着培養用の培養

20 皿へ移動した上記マウスの虹彩色素上皮細胞由来の神経

幹細胞を、上記接着培養用の培地を用いて市販の炭酸ガ

ス培養装置中にて静置して培養した。また、炭酸ガス濃

度は５％とした。上記の接着培養によって、ニューロン

またはグリア細胞のマーカーを産生する細胞が検出され

た。

【０１１７】また、生後１９週のヒト胎児の眼球より単

離した虹彩式色素上皮細胞を上記浮遊凝集魂培養後、接

着培養を以下のように行なった。

【０１１８】ウシ胎児血清を８％含むinvitrogen社製の

30 DMEM培地に、RA（retinoic acid：ビタミンA）を１μＭ

添加したものを接着培養用の培地として使用した。接着

培養用の培養皿は、ラミニン（laminin）によってコー

トされているBiocoot社製の培養皿を使用した。上記接

着培養用の培養皿へ移動した上記ヒト胎児の虹彩色素上

皮細胞由来の神経幹細胞を、上記接着培養用の培地を用

いて市販の炭酸ガス培養装置中にて静置して培養した。

また、炭酸ガス濃度は５％とした。上記の条件にて接着

培養を行なった結果、上記ヒト胎児の虹彩色素上皮細胞

由来の神経幹細胞を、神経系細胞ではないが、レンズ細

40 胞に分化誘導することができた。

【０１１９】（神経幹細胞の細胞移植による神経細胞へ

の分化誘導）生後９～１２日のマウスの眼球より単離し

た虹彩式色素上皮細胞を上記浮遊凝集魂培養法により培

養したものを、ProNAS(1997)127,1-11 に記載の移植方

法により、妊娠１２日目のマウスの子宮内胎児の脳室に

マイクロガラス針を用いて移植した。移植した細胞の数

は、５０００～２００００個／脳である。

【０１２０】移植細胞の標識には、DiI（molecular pro

be社製）蛍光色素を用いる方法と、虹彩式色素上皮細胞

50 がGFP（green fluorescence protein）によって遺伝的

( 9 ) 特開２００３－３２５１６７
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に標識された形質転換マウス（大阪大学、岡部勝教授よ

り提供）の虹彩色素上皮細胞を用いる方法との二種類の

方法を用いた。

【０１２１】蛍光色素DiIを用いる方法について、図４

に基づいて以下に説明する。

【０１２２】生後１０日目のマウスの眼球から虹彩組織

を摘出し、摘出した虹彩組織から虹彩色素上皮細胞を単

離し、単離した虹彩色素上皮細胞を蛍光色素DiIにて標

識した。蛍光色素DiIにて標識した虹彩色素上皮細胞を

10妊娠１２日目のマウスの子宮内胎児の脳室にマイクロガ

ラス針を用いて移植した。

【０１２３】上記移植後７日目に、蛍光色素DiIにて標

識した虹彩色素上皮細胞を移植した上記のマウス胎児の

脳を摘出し、摘出した脳をリン酸緩衝液（PBS）にて４

％に希釈したパラホルムアルデヒド（PFA：paraformald

ehyde）溶液中にて、４℃で４時間固定した。その後、

固定した脳を、シュークロース（sucrose）を２０％含

んだリン酸緩衝液中に４℃で一晩置いた。

【０１２４】次に、固定した脳の凍結切片を作製し、細

20胞核を染色するために、sigma社製のDAPI（4',6-diamid

ino-2-phenylindole）を１μｇ／ｍＬに希釈したDAPI希

釈液中にて脳切片を３０分間反応させた。上記のDAPIを

希釈する溶液は、非特異的な抗体の吸着を防ぐためのブ

ロッキングを同時に行なうため、１０％ヤギ血清（norm

al goat serum）溶液を用いた。これによって、DAPI染

色とブロッキングとを同時に行なった。

【０１２５】次に、一次抗体として、神経細胞のチュー

ブリンを認識する神経マーカーであるtubulin抗体（「t

ubulinJ」BAbCO社製）を用いた。上記tubulin抗体を１

30／５００に希釈した抗体希液中にて脳切片を４℃で一

晩、または３７℃で１時間反応させた。その後、PBSで

５分間洗浄した。この洗浄操作を３回行なった。

【０１２６】二次抗体には、molecular probe社製のant

i-mouse IgG-Alexa488抗体を用いた。上記二次抗体を希

釈した抗体希液中にて脳切片を室温で１時間反応させ

た。その後、PBSで５分間洗浄した。この洗浄操作を３

回行なった。

【０１２７】その後、蛍光顕微鏡を用いて脳切片を観察

した結果を図５（ａ）～図５（ｄ）に示す。

40【０１２８】図５（ａ）では、マウス胎児の脳内に移植

した蛍光色素DiIにて標識した虹彩色素上皮細胞が染色

されており、マウス眼球から単離した虹彩色素上皮細胞

がマウス胎児の脳内に移植されていたことが確認でき

る。図中の灰色の部分が蛍光色素DiIにて標識した虹彩

色素上皮細胞を示している。

【０１２９】図５（ｂ）では、図５（ａ）に示すDiIに

て標識した虹彩色素上皮細胞と細胞核との蛍光二重染色

像であり、移植された上記虹彩色素上皮細胞が細胞核を

有する細胞体であることが確認できる。図中の黒色の部

50分が蛍光色素DiIにて標識した虹彩色素上皮細胞の像を

示しており、灰色の部分がDAPI抗体により認識された細

胞核を有する細胞の像を示している。

【０１３０】図５（ｃ）は、図５（ａ）と同一の切片の

一部を強拡大したものであって、DiIにて標識した虹彩

色素上皮細胞を示す。図中の灰色の部分が蛍光色素DiI

にて標識した虹彩色素上皮細胞を示している。

【０１３１】図５（ｄ）は、図５（ｃ）と同じ場所をtu

bulin抗体を観察するための波長にて観察した像を示

し、マウス胎児の脳内に移植した蛍光色素DiIにて標識

10 した虹彩色素上皮細胞が、神経系細胞に分化していたこ

とが確認できる。図中の黒色の部分がtubulin抗体によ

り認識された細胞の像を示している。

【０１３２】虹彩式色素上皮細胞がGFPによって遺伝的

に標識された市販の形質転換マウスの虹彩色素上皮細胞

を用いる方法は、単離した虹彩色素上皮細胞を蛍光色素

DiIにて標識しない点を除いて、上記の蛍光色素DiIを用

いる方法と同様にして行なった。

【０１３３】

【発明の効果】本発明の神経幹細胞生産方法は、以上の

20 ように、哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞

を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養する方法であ

る。

【０１３４】また、本発明の神経幹細胞生産方法は、上

記の神経幹細胞の生産方法において、上記虹彩色素上皮

細胞が、哺乳動物の眼球から虹彩組織を摘出する虹彩組

織摘出工程と、摘出した上記虹彩組織から虹彩色素上皮

を分離する虹彩色素上皮分離工程とにより単離される方

法である。

【０１３５】したがって、哺乳動物の虹彩色素上皮細胞

30 から、中枢神経系を再生するための移植源となる神経幹

細胞を生産することができる。

【０１３６】また、本発明の神経幹細胞は、上記の神経

幹細胞の生産方法により得られるものである。

【０１３７】それゆえ、本発明の哺乳動物の虹彩色素上

皮細胞由来の神経幹細胞の生産方法、およびその方法を

用いた神経幹細胞は、中枢神経系再生における細胞移植

による免疫拒絶の問題、倫理的問題、移植細胞源の需要

と供給のアンバランスなどの問題を解決し得る移植細胞

源を提供することができるという効果を奏する。

40 【０１３８】本発明の神経系細胞の生産方法は、以上の

ように、哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞

を浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養することによ

り神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工程と、上記神

経幹細胞生産工程により得られた神経幹細胞を神経系細

胞に分化させる神経幹細胞分化工程とを含む方法であ

る。

【０１３９】本発明の神経系細胞生産方法は、以上のよ

うに、哺乳動物の眼球から単離した虹彩色素上皮細胞を

浮遊凝集魂培養方法により選択的に培養することにより

50 神経幹細胞を生産する神経幹細胞生産工程と、上記神経

( 10 ) 特開２００３－３２５１６７
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幹細胞生産工程により得られた神経幹細胞を接着培養法

により培養する接着培養工程とを含む方法である。

【０１４０】また、本発明の神経系細胞生産方法は、上

記の神経系細胞の生産方法において、上記虹彩色素上皮

細胞が、哺乳動物の眼球から虹彩組織を摘出する虹彩組

織摘出段階と、摘出した上記虹彩組織から虹彩色素上皮

を分離する虹彩色素上皮分離段階とにより単離される方

法である。

【０１４１】また、本発明の神経系細胞は、上記の神経

10系細胞の生産方法により得られるものである。

【０１４２】それゆえ、上記哺乳動物の虹彩色素上皮細

胞由来の神経幹細胞を神経系細胞に分化誘導し得る神経

系細胞の生産方法、およびその方法により得られる神経

系細胞を提供することができるという効果を奏する。

【０１４３】よって、本発明の神経幹細胞の生産方法、

およびその方法により得られる神経幹細胞、ならびに神

経系細胞の生産方法、およびその方法により得られる神

経系細胞は、現在有効な治療方法が確立していない中枢

神経疾患や網膜神経疾患のための治療方法に重要な貢献

20をもたらす可能性が高い。

【図面の簡単な説明】

【図１】本発明にかかる神経幹細胞の生産方法の一例を

示す概略工程図である。

【図２】マウスの虹彩色素上皮細胞由来の凝集魂（sphe

re）を示す図面代用写真である。

【図３】本発明にかかる神経系細胞の生産方法の一例を

示す概略工程図である。

【図４】マウス胎児脳へのマウス虹彩色素上皮細胞由来

の神経幹細胞を移植する場合の手順を示す説明図であ

る。

10 【図５】（ａ）はマウス胎児の脳内に移植した蛍光色素

DiIにて標識した虹彩色素上皮細胞を蛍光顕微鏡にて観

察した結果を示す図面代用写真であり、（ｂ）は（ａ）

に示す蛍光色素DiIにて標識した虹彩色素上皮細胞と細

胞核を有する細胞体との蛍光二重染色像を示す図面代用

写真であり、（ｃ）は（ａ）と同一の切片の一部を強拡

大したものであって、蛍光色素DiIにて標識した虹彩色

素上皮細胞を蛍光顕微鏡にて観察した結果を示す図面代

用写真であり、（ｄ）はtubulin抗体を観察するための

波長にて（ｃ）と同じ脳切片を蛍光顕微鏡にて観察した

20 結果を示す図面代用写真である。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】
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【図５】
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