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〔論文審査の結果の要旨〕 
 
 網膜の最内層を構成する網膜神経節細胞は、視細胞および双極細胞からの光受容
情報をその軸索である視神経を介して脳に伝達する役割を担っている。網膜神経節
細胞が緑内障や視神経症などの疾患で傷害されると不可逆的な視機能障害となり、
傷害が重度の場合は失明する場合もある。2006 年に京都大学の山中伸弥教授らに
よって人工多能性幹(iPS)細胞が発明され、iPS 細胞由来網膜神経節細胞(iPS-RGC)
の作製が可能になった。世界中で網膜神経節細胞の移植による視機能回復を目指す
試みがなされているが、特に iPS 細胞バンクを活用した他家移植治療の懸念事項の
1 つに拒絶反応がある。本研究では iPS-RGC の免疫原性と T 細胞に対する作用の 2
点を対象に、iPS-RGC の免疫学的特徴とその分子機構の一端が詳細に検討された。 
 
 実施された実験や解析は以下のとおり多岐にわたる。iPS-RGC は健常人由来の
iPS 細胞から分化誘導した 3 次元網膜立体組織より two-step immunopanning 法を
用いて単離され、単離後培養 3-5 日目の iPS-RGC が実験に供された。iPS-RGC の免
疫原性は HLA class I、HLA class II の免疫染色により評価された。さらに T 細胞
を活性化する共刺激分子である CD80(B7-1)、CD86(B7-2)分子、T 細胞を抑制する
CD274(PD-L1:B7-H1)分子の発現レベルがフローサイトメトリー法により定量解析さ
れた。くわえてヒト組換え IFN-γで処理した iPS-RGC が実験に用いられ、炎症下
におけるそれらの分子の発現も解析された。iPS-RGC の T 細胞に対する作用を検証
する実験では、iPS-RGC と末梢血単核球(PBMC)の共培養試験が行われた。2.5×105

細胞/ウェルの iPS-RGC と、5×105細胞/ウェルの混合リンパ球反応で活性化された
ヒト PBMC が 120 時間、96 ウェル培養プレートで共培養され、Ki-67(細胞増殖マー
カー)陽性リンパ球の割合がフローサイトメトリー法により定量解析された。さら
に、同共培養の培地に放出された IFN-γの濃度が酵素結合免疫吸着測定法により
測定され、T 細胞からの IFN-γ分泌に対する iPS-RGC の作用が評価された。以上の
実験解析にくわえ、iPS-RGC による T 細胞抑制機構の一端を明らかにすることを目
指し、DNA マイクロアレイ法による iPS-RGC 上の免疫調節因子の発現解析が実施さ
れた。さらに、PBMC からの IFN-γ放出に対する効果を指標に、マイクロアレイ解
析で得られた候補分子の中から T 細胞抑制分子の同定が試みられた。同定された分
子の iPS-RGC における発現が定量的逆転写 PCR(RT-PCR)法および免疫細胞染色法に
より検証された。最後に、同定分子の T 細胞抑制効果をより強固に実証するため
に、特異的阻害薬を用いた iPS-RGC と PBMC の共培養試験が行われ、培養上清中の
IFN-γ濃度および Ki-67 陽性リンパ球の割合が測定解析された。 
 
 結果は以下のごとくまとめられる。iPS-RGC は HLA class I をわずかに発現して
おり、その発現は IFN-γの処理により増強された。HLA class II、CD80、CD86 分
子は IFN-γ処理の有無に関わらず iPS-RGC 上に発現していなかった。一方で T 細



胞を抑制する CD274 分子は iPS-RGC 上に弱く発現しており、IFN-γ処理によってそ
の発現は増強した。iPS-RGC と PBMC の共培養試験において、iPS-RGC は対照群と比
較して、CD3 陽性汎 T 細胞、CD4 陽性ヘルパーT 細胞、CD8 陽性細胞傷害性 T 細胞、
CD11b 陽性単球・マクロファージ、CD159a 陽性 NK 細胞の増殖を抑制した。培養上
清中の IFN-γ濃度も iPS-RGC と共培養したものでは対照群と比べて有意に低かっ
た。DNA マイクロアレイ解析では、眼内の免疫抑制に関わる因子のうち TGF-β2、
TSP-1、ソマトスタチンの 3 分子が iPS-RGC において対照群(同一株の iPS 細胞およ
び PBMC)と比べて高発現を示した。PBMC の培養培地に対する添加実験では、これら
3 つの候補分子のうち TGF-β2 のみが IFN-γの分泌を抑制した。RT-PCR および免
疫細胞染色により、iPS-RGC が TGF-β2 を構成的に発現していることが確認され
た。TGFβ受容体Ⅰの阻害薬である SB431542 を添加した iPS-RGC と PBMC の共培養
試験では、TGF-βの阻害によって CD4 陽性ヘルパーT 細胞、CD8 陽性細胞傷害性 T
細胞の増殖が TGF-βを阻害しない対照群に比べて増加した。IFN-γの分泌量も
TGF-βを阻害したものでは対照群と比べて部分的ではあるが有意に増加していた。 
 
 以上の一連の結果から、iPS-RGC は免疫原性が低く、TGF-βが関与する T 細胞抑
制能を有することが示された。このことから、iPS-RGC は細胞移植治療を行うにあ
たり拒絶反応の観点では有利な免疫学的特性をもつこと、他家移植においても拒絶
反応が比較的起こりにくい可能性が示唆された。 
 
 本研究は iPS-RGC の免疫学的特性を明らかにした初めての研究である。著者は緻
密かつ多岐にわたる膨大な実験により、iPS-RGC が拒絶反応に大きく関わる T 細胞
の増殖および活性化を抑制することを示し、iPS-RGC の細胞移植治療における拒絶
反応回避の可能性について新たな知見を見出した。 
 
 よって審査委員会全員は、本論文が著者に博士（医学）の学位を授与するに十分
な価値があるものと認めた。 

 


