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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）霊長類多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝
集体を形成させる第一工程、及び
（２）工程（１）で形成された凝集体を、Ｒａｘ遺伝子を発現する細胞が出現し始めるま
での間、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まずBMPシグナル伝達経
路作用物質を含む、無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜前駆細胞を含む凝集体
を得る第二工程
を含む、網膜前駆細胞の製造方法。 
【請求項２】
　（１）霊長類多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝
集体を形成させる第一工程、 
（２）工程（１）で形成された凝集体を、Ｒａｘ遺伝子を発現する細胞が出現し始めるま
での間、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まずBMPシグナル伝達経
路作用物質を含む、無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜前駆細胞を含む凝集体
を得る第二工程、及び 
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない、
無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含
まない凝集体を得る第三工程 
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を含む網膜組織の製造方法。
【請求項３】
　（１）霊長類多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝
集体を形成させる第一工程、 
（２）工程（１）で形成された凝集体を、Ｒａｘ遺伝子を発現する細胞が出現し始めるま
での間、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まずBMPシグナル伝達経
路作用物質を含む、無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜前駆細胞を含む凝集体
を得る第二工程、及び 
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない、
無血清培地又は血清培地中で、目的とする網膜層特異的神経細胞が出現するまで浮遊培養
し、目的とする網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質
的に含まない凝集体を得る第三工程 
を含む網膜層特異的神経細胞の製造方法。
【請求項４】
　工程（１）における多能性幹細胞の凝集体が１×１０３～１×１０５細胞で形成される
ものである、請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記霊長類多能性幹細胞がヒト多能性幹細胞である請求項１から４のいずれか１項に記
載の製造方法。
【請求項６】
　前記工程（１）及び工程（２）が、血清代替物存在下で行われる請求項１から５のいず
れか１項に記載の製造方法。 
【請求項７】
　浮遊培養が、基底膜標品非存在下で行われる請求項１から６のいずれか１項に記載の製
造方法。 
【請求項８】
　前記BMPシグナル伝達経路作用物質が、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ７及びＧＤＦ７か
らなる群から選ばれる１以上の蛋白質である請求項１から７のいずれか１項に記載の製造
方法。 
【請求項９】
　前記BMPシグナル伝達経路作用物質が、ＢＭＰ４である請求項１から８のいずれか１項
に記載の製造方法。
【請求項１０】
　前記BMPシグナル伝達経路作用物質が、工程（１）の浮遊培養開始から１日目から１５
日目までの間に培地に添加される請求項１から９のいずれか１項に記載の製造方法。 
【請求項１１】
　（１）霊長類多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝
集体を形成させる第一工程、及び
（２）工程（１）で形成された凝集体を、Ｒａｘ遺伝子を発現する細胞が出現し始めるま
での間、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まずBMPシグナル伝達経
路作用物質を含む、無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜前駆細胞を含む凝集体
を得る第二工程
を含む、網膜前駆細胞の製造方法により網膜前駆細胞を含む凝集体を得るか；
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない、
無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含
まない凝集体を得る第三工程
を含む網膜組織の製造方法により網膜組織を含む凝集体を得るか；あるいは
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
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質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない、
無血清培地又は血清培地中で、目的とする網膜層特異的神経細胞が出現するまで浮遊培養
し、目的とする網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質
的に含まない凝集体を得る第三工程を含む網膜層特異的神経細胞の製造方法により網膜層
特異的神経細胞を含む凝集体を得て；
得られた、網膜前駆細胞、網膜組織または網膜層特異的神経細胞を含む凝集体に被検物質
を接触させ、該物質が該細胞又は該組織に及ぼす影響を検定することを含む、該物質の毒
性・薬効評価方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、網膜組織、並びに網膜前駆細胞及び網膜層特異的神経細胞等の網膜関連細胞
の製造方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多能性幹細胞から立体的な網膜組織を製造する方法として、均一な多能性幹細胞の凝集
体を無血清培地中で形成させ、これを基底膜標品の存在下において浮遊培養した後、器官
培養液中で浮遊培養することにより、多層の網膜組織を得る方法（非特許文献１及び特許
文献１）、均一な多能性幹細胞の凝集体をＷｎｔシグナル経路阻害物質を含む無血清培地
中で形成させ、これを基底膜標品の存在下において浮遊培養した後、血清培地中で浮遊培
養することにより、多層の網膜組織を得る方法（非特許文献２及び特許文献２）が示され
ている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】国際公開第2011/055855号
【特許文献２】国際公開第2013/077425号
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Nature, 472, 51-56 (2011)
【非特許文献２】Cell Stem Cell, 10(6), 771-785 (2012)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　多能性幹細胞から網膜組織を製造する方法の更なる開発が望まれている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、網膜組織、並びに網膜前駆細胞及び網膜層特異的神経細胞等の網膜関連細胞
を多能性幹細胞から製造する方法等を提供する。
　即ち、本発明は：
［１］（１）多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集
体を形成させる第一工程、及び
（２）工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用
物質を含まずBMPシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培養
し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る第二工程
を含む、網膜前駆細胞の製造方法（以下、本発明製造方法１と記すこともある。）；
［２］（１）多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集
体を形成させる第一工程、
（２）工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用
物質を含まずBMPシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培養
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し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る第二工程、及び
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない無
血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含ま
ない凝集体を得る第三工程
を含む網膜組織の製造方法（以下、本発明製造方法２と記すこともある。）；
［３］（１）多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集
体を形成させる第一工程、
（２）工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用
物質を含まずBMPシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培養
し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る第二工程、及び
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない無
血清培地又は血清培地中で、目的とする網膜層特異的神経細胞が出現するまで浮遊培養し
、目的とする網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的
に含まない凝集体を得る第三工程
を含む網膜層特異的神経細胞の製造方法（以下、本発明製造方法３と記すこともある。）
；
［４］前記多能性幹細胞が霊長類多能性幹細胞である前記［１］から［３］のいずれかに
記載の製造方法；
［５］前記多能性幹細胞がヒト多能性幹細胞である前記［１］から［４］のいずれかに記
載の製造方法；
［６］前記工程（１）及び工程（２）が、血清代替物存在下で行われる前記［１］から［
５］のいずれかに記載の製造方法；
［７］浮遊培養が、基底膜標品非存在下で行われる前記［１］から［６］のいずれかに記
載の製造方法；
［８］前記BMPシグナル伝達経路作用物質が、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ７及びＧＤＦ
７からなる群から選ばれる１以上の蛋白質である前記［１］から［７］のいずれかに記載
の製造方法；
［９］前記BMPシグナル伝達経路作用物質が、工程（１）の浮遊培養開始から１日目から
１５日目までの間に培地に添加される前記［１］から［８］のいずれかに記載の製造方法
；
［１０］前記［１］から［９］のいずれかに記載の方法により製造される網膜前駆細胞、
網膜組織または網膜層特異的神経細胞を含有してなる、毒性・薬効評価用試薬；
［１１］前記［１］から［９］のいずれかに記載の方法により製造される網膜前駆細胞、
網膜組織または網膜層特異的神経細胞に被検物質を接触させ、該物質が該細胞又は該組織
に及ぼす影響を検定することを含む、該物質の毒性・薬効評価方法；
［１２］前記［１］から［９］のいずれかに記載の方法により製造される網膜前駆細胞、
網膜組織または網膜層特異的神経細胞を含有してなる、網膜組織の障害に基づく疾患の治
療剤；
［１３］前記［１］から［９］のいずれかに記載の方法により製造される、有効量の網膜
前駆細胞、網膜組織または網膜層特異的神経細胞を、移植を必要とする対象に移植するこ
とを含む、網膜組織の障害に基づく疾患の治療方法；及び
［１４］網膜組織の障害に基づく疾患の治療における使用のための前記［１］から［９］
のいずれかに記載の方法により製造される網膜前駆細胞、網膜組織または網膜層特異的神
経細胞；
等を提供する。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明の製造方法によれば、網膜前駆細胞、網膜組織または網膜層特異的神経細胞を高
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効率に製造することが可能となる。本発明の製造方法においては、基底膜標品を培地中に
添加することなく、すなわち基底膜標品非存在下に凝集体を浮遊培養して、網膜前駆細胞
、網膜組織または網膜層特異的神経細胞を得ることが可能であるので、得られた細胞また
は組織への異種由来成分の混入のリスクが低減される。本発明の製造方法によれば、化学
物質等の毒性または薬効評価や移植治療などを目的として、網膜組織、又は網膜前駆細胞
もしくは網膜層特異的神経細胞等の網膜関連細胞を効率よく提供することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図１は、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質を培地に添加せずに浮遊培養したRAX:
:GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始１８日目の明視野像（A）と蛍
光像（B）、浮遊培養開始３日目にＢＭＰ２を１００ｎｇ／ｍｌとなるよう培地に添加し
て浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始１８日目の
明視野像（C）と蛍光像（D）、浮遊培養開始３日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培
地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始
１８日目の明視野像（Ｅ）と蛍光像（Ｆ）、浮遊培養開始３日目にＢＭＰ７を１００ｎｇ
／ｍｌとなるよう培地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝
集体の浮遊培養開始１８日目の明視野像（Ｇ）と蛍光像（Ｈ）、及び、浮遊培養開始３日
目にＧＤＦ７を１００ｎｇ／ｍｌとなるよう培地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノック
インヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始１８日目の明視野像（Ｉ）と蛍光像（Ｊ）
を示す図である。
【図２】図２は、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質を培地に添加せずに浮遊培養したRAX:
:GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２６日目の明視野像（A）、蛍
光像（B）及びFACSヒストグラム（Ｃ）、浮遊培養開始（０日目）と同時にＢＭＰ４を１
．５ｎＭとなるよう培地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来
凝集体の浮遊培養開始２６日目の明視野像（Ｄ）、蛍光像（Ｅ）及びFACSヒストグラム（
Ｆ）、浮遊培養開始1日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して浮遊培養し
たRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２６日目の明視野像（Ｇ
）、蛍光像（Ｈ）及びFACSヒストグラム（Ｉ）、浮遊培養開始2日目にＢＭＰ４を１．５
ｎＭとなるよう培地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集
体の浮遊培養開始２６日目の明視野像（Ｊ）、蛍光像（Ｋ）及びFACSヒストグラム（Ｌ）
、並びに、浮遊培養開始３日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して浮遊培
養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２６日目の明視野像
（Ｍ）、蛍光像（Ｎ）及びFACSヒストグラム（Ｏ）である。
【図３】図３は、ＢＭＰ４シグナル伝達経路作用物質を培地に添加せずに浮遊培養したRA
X::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２４日目の明視野像（A）と
蛍光像（B）、浮遊培養開始６日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して浮
遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２４日目の明視
野像（C）と蛍光像（D）、浮遊培養開始９日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に
添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２４
日目の明視野像（Ｅ）と蛍光像（Ｆ）、浮遊培養開始１２日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭと
なるよう培地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の浮
遊培養開始２４日目の明視野像（Ｇ）と蛍光像（Ｈ）、及び、浮遊培養開始１５日目にＢ
ＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性
幹細胞由来凝集体の浮遊培養開始２４日目の明視野像（Ｉ）と蛍光像（Ｊ）を示す図であ
る。
【図４】図４は、浮遊培養開始３日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して
浮遊培養開始２６日目まで浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の
凍結切片の、ＧＦＰ蛍光像（Ａ）、抗Chx10抗体を用いた蛍光免疫染色像（Ｂ）及びＨｏ
ｅｃｈｓｔ染色像（Ｃ）を示す図である。
【図５】図５は、浮遊培養開始３日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して
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浮遊培養開始１１７日目まで浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体
の凍結切片の、抗Recoverin抗体を用いた免疫染色像（Ａ）、抗Ｎｒｌ抗体を用いた免疫
染色像（Ｂ）、抗ＲＸＲ－ｇａｍｍａ抗体を用いた免疫染色像（Ｃ）、抗Ｃｈｘ１０抗体
を用いた免疫染色像（Ｄ）、抗Ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎ抗体を用いた免疫染色像（Ｅ）、及
び、抗Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ抗体を用いた免疫染色像（Ｆ）を示す図である。
【図６】図６は、浮遊培養開始６日目にＢＭＰ４を１．５ｎＭとなるよう培地に添加して
浮遊培養開始５０日目まで浮遊培養したRAX::GFPノックインヒト胚性幹細胞由来凝集体の
凍結切片の、抗Chx10抗体を用いた免疫染色像（Ａ）、抗Pax6抗体を用いた免疫染色像（
Ｂ）、抗Crx抗体を用いた免疫染色像（Ｃ）、及び、抗Brn3b抗体を用いた免疫染色像（Ｄ
）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　以下、本発明を実施するための形態について詳細に説明する。
【００１０】
　本発明における「ベクター」とは、目的のポリヌクレオチド配列を目的の細胞へと移入
させることができるベクターを意味する。このようなベクターとしては、例えば、原核細
胞、酵母、動物細胞、植物細胞、昆虫細胞、動物個体又は植物個体等の宿主細胞において
自律複製が可能であるベクター、宿主細胞の染色体中への組込みが可能であるベクター、
及びポリヌクレオチドの転写に適した位置にプロモーターを含有しているベクター等を挙
げることができる。
　このようなベクターのうち、クローニングに適したベクターを「クローニングベクター
」と記すこともある。クローニングベクターとしては、通常、制限酵素部位を複数含むマ
ルチプルクローニング部位を含むベクターを挙げることができ、例えば、「Molecular Cl
oning（3rd edition）」 by Sambrook, J and Russell, D.W., Appendix 3 (Volume 3)，
 Vectors and Bacterial strains. A3.2 (Cold Spring Harbor USA, 2001)）に記載され
たベクターを挙げることができる。
【００１１】
　本発明における「ベクター」は、「発現ベクター」及び「レポーターベクター」も含む
。「発現ベクター」には、構造遺伝子及びその発現を調節するプロモーターに加えて、種
々の調節エレメントが宿主細胞の中で作動し得る状態で連結されていてもよい。「レポー
ターベクター」には、レポーター遺伝子及びその発現を調節するプロモーターに加えて、
種々の調節エレメントが宿主細胞の中で作動し得る状態で連結されていてもよい。「調節
エレメント」としては、例えば、ターミネーター、又は、エンハンサーを挙げることがで
きる。「発現ベクター」及び「レポーターベクター」には、さらに薬剤耐性遺伝子のよう
な選択マーカー遺伝子が含まれ得る。
【００１２】
　「クローニングベクター」としては、例えば、（ａ）ゲノムライブラリーの作製のため
にはファージベクターであるラムダFIXベクター、（ｂ）cDNAライブラリーの作製のため
にはファージベクターであるラムダZAPベクター、（ｃ）ゲノムＤＮＡをクローニングす
るためには、pBluescript II SK＋/－, pGEM，又はpCR2.1ベクター等のプラスミドベクタ
ーを挙げることができる。「発現ベクター」としては、例えば、pSV2/neoベクター、pcDN
Aベクター、pUC18ベクター、pUC19ベクター、pRc/RSVベクター、pLenti6/V5-Destベクタ
ー、pAd/CMV/V5-DESTベクター、pDON-AI-2/neoベクター、又はpMEI-5/neoベクター等のプ
ラスミドベクターを挙げることができる。「レポーターベクター」としては、例えば、pG
L2ベクター、pGL3ベクター、pGL4.10ベクター、pGL4.11ベクター、pGL4.12ベクター、pGL
4.70ベクター、pGL4.71ベクター、pGL4.72ベクター、pSLGベクター、pSLOベクター、pSLR
ベクター、pEGFPベクター、pAcGFPベクター、又はpDsRedベクターを挙げることができる
。このようなベクターは、前述のMolecular Cloning誌を参考にして適宜利用すればよい
。
【００１３】
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　核酸分子を細胞内に導入する技術としては、例えば、形質転換、形質導入、トランスフ
ェクション等を挙げることができる。このような導入技術としては、例えば、Ausubel F.
 A.ら編（１９８８）、Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, New York, NY
; Sambrook J.ら（１９８７）Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed.，Cold
 Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY；Sambrook J.ら（２００１
）Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed.，Cold Spring Harbor Laboratory
 Press, Cold Spring Harbor, NY；又は別冊実験医学「遺伝子導入＆発現解析実験法」羊
土社、１９９７；等に記載される方法を挙げることができる。遺伝子が細胞内に導入され
たことを確認する技術としては、例えば、ノーザンブロット分析又はウェスタンブロット
分析を挙げることができる。
【００１４】
　本発明における「浮遊培養」とは、細胞または細胞塊を培養器材等に接着させない条件
で培養することをいう。
　浮遊培養を行う際に用いられる培養器は、「浮遊培養する」ことが可能なものであれば
特に限定されず、当業者であれば適宜決定することが可能である。このような培養器とし
ては、例えば、フラスコ、組織培養用フラスコ、ディッシュ、ペトリデッシュ、組織培養
用ディッシュ、マルチディッシュ、マイクロプレート、マイクロウェルプレート、マイク
ロポア、マルチプレート、マルチウェルプレート、チャンバースライド、シャーレ、チュ
ーブ、トレイ、培養バック、又はローラーボトルが挙げられる。これらの培養器は、浮遊
培養を可能とするために、細胞非接着性であることが好ましい。細胞非接着性の培養器と
しては、培養器の表面が、細胞との接着性を向上させる目的で人工的に処理（例えば、細
胞外マトリクス等によるコーティング処理）されていないものなどを使用できる。
【００１５】
　本発明において細胞の培養に用いられる培地は、動物細胞の培養に通常用いられる培地
を基礎培地として調製することができる。基礎培地としては、例えば、ＢＭＥ培地、ＢＧ
Ｊｂ培地、ＣＭＲＬ　１０６６培地、Ｇｌａｓｇｏｗ　ＭＥＭ培地、Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　
ＭＥＭ　Ｚｉｎｃ　Ｏｐｔｉｏｎ培地、ＩＭＤＭ培地、Ｍｅｄｉｕｍ １９９培地、Ｅａ
ｇｌｅ ＭＥＭ培地、αＭＥＭ培地、ＤＭＥＭ培地、Ｆ－１２培地、ハム培地、ＲＰＭＩ 
１６４０培地、Ｆｉｓｃｈｅｒ’ｓ培地、又はこれらの混合培地など、動物細胞の培養に
用いることのできる培地を挙げることができる。
【００１６】
　本発明における「無血清培地」とは、無調整又は未精製の血清を含まない培地を意味す
る。本発明では、精製された血液由来成分や動物組織由来成分（例えば、増殖因子）が混
入している培地も、無調整又は未精製の血清を含まない限り無血清培地に含まれる。
【００１７】
　無血清培地は、血清代替物を含有していてもよい。血清代替物としては、例えば、アル
ブミン、トランスフェリン、脂肪酸、コラーゲン前駆体、微量元素、２－メルカプトエタ
ノール又は３’チオールグリセロール、あるいはこれらの均等物などを適宜含有するもの
を挙げることができる。かかる血清代替物は、例えば、ＷＯ９８／３０６７９に記載の方
法により調製することができる。血清代替物としては市販品を利用してもよい。かかる市
販の血清代替物としては、例えば、ＫｎｏｃｋｏｕｔTM Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅ
ｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製：以下、ＫＳＲと記すこともある。）、Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌｌｙ ｄｅｆｉｎｅｄ ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ（Ｇｉｂｃｏ社製）、Ｇｌ
ｕｔａｍａｘTM（Ｇｉｂｃｏ社製）が挙げられる。
【００１８】
　浮遊培養で用いる無血清培地は、脂肪酸又は脂質、アミノ酸（例えば、非必須アミノ酸
）、ビタミン、増殖因子、サイトカイン、抗酸化剤、２－メルカプトエタノール、ピルビ
ン酸、緩衝剤、無機塩類等を含有してもよい。
【００１９】
　調製の煩雑さを回避するために、かかる無血清培地として、市販のＫＳＲを適量（例え
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ば、約１％から約２０％）添加した無血清培地（例えば、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の
１：１混合液に１０％ＫＳＲ及び４５０μＭ１－モノチオグリセロールを添加した培地）
を使用してもよい。
【００２０】
　本発明における「血清培地」とは、無調整又は未精製の血清を含む培地を意味する。当
該培地は、脂肪酸又は脂質、アミノ酸（例えば、非必須アミノ酸）、ビタミン、増殖因子
、サイトカイン、抗酸化剤、２－メルカプトエタノール、１－モノチオグリセロール、ピ
ルビン酸、緩衝剤、無機塩類等を含有してもよい。
【００２１】
　本発明における「基底膜標品」とは、その上に基底膜形成能を有する所望の細胞を播種
して培養した場合に、上皮細胞様の細胞形態、分化、増殖、運動、機能発現などを制御す
る機能を有する基底膜構成成分を含むものをいう。ここで、「基底膜構成成分」とは、動
物の組織において、上皮細胞層と間質細胞層などとの間に存在する薄い膜状をした細胞外
マトリックス分子をいう。基底膜標品は、例えば基底膜を介して支持体上に接着している
基底膜形成能を有する細胞を、該細胞の脂質溶解能を有する溶液やアルカリ溶液などを用
いて支持体から除去することで作製することができる。基底膜標品としては、基底膜調製
物として市販されている商品（例えば、ＭａｔｒｉｇｅｌＴＭ（ベクトン・ディッキンソ
ン社製：以下、マトリゲルと記すこともある））や、基底膜成分として公知の細胞外マト
リックス分子（例えば、ラミニン、ＩＶ型コラーゲン、ヘパラン硫酸プロテオグリカン、
エンタクチンなど）を含むものが挙げられる。
　ＭａｔｒｉｇｅｌＴＭは、Ｅｎｇｅｌｂｒｅｔｈ Ｈｏｌｍ Ｓｗａｒｍ（ＥＨＳ）マウ
ス肉腫から抽出された基底膜調製物である。ＭａｔｒｉｇｅｌＴＭの主成分はＩＶ型コラ
ーゲン、ラミニン、ヘパラン硫酸プロテオグリカン及びエンタクチンであり、これらに加
えてＴＧＦ－β、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、組織プラスミノゲン活性化因子及びＥ
ＨＳ腫瘍が天然に産生する増殖因子が含まれる。ＭａｔｒｉｇｅｌＴＭの「ｇｒｏｗｔｈ
 ｆａｃｔｏｒ ｒｅｄｕｃｅｄ製品」は、通常のＭａｔｒｉｇｅｌＴＭよりも増殖因子の
濃度が低く、その標準的な濃度はＥＧＦが＜０．５ｎｇ／ｍｌ、ＮＧＦが＜０．２ｎｇ／
ｍｌ、ＰＤＧＦが＜５ｐｇ／ｍｌ、ＩＧＦ－１が５ｎｇ／ｍｌ、ＴＧＦ－βが１．７ｎｇ
／ｍｌである。
【００２２】
　本発明において、「物質Ｘを含む培地」とは、外因性（exogeneous）の物質Ｘが添加さ
れた培地または外因性の物質Ｘを含む培地を意味し、「物質Ｘを含まない培地」とは、外
因性の物質Ｘが添加されていない培地または外因性の物質Ｘを含まない培地を意味する。
ここで、「外因性の物質Ｘ」とは、その培地で培養される細胞または組織にとって外来の
物質Ｘを意味し、その細胞または組織が産生する内在性（endogenous）の物質Ｘはこれに
含まれない。
　例えば、「BMPシグナル伝達経路作用物質を含む培地」とは、外因性のBMPシグナル伝達
経路作用物質が添加された培地または外因性のBMPシグナル伝達経路作用物質を含む培地
である。「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まない培地」とは、外
因性のソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質が添加されていない培地または
外因性のソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まない培地である。
【００２３】
　本発明における「霊長類」とは、霊長目に属するほ乳類動物をいい、霊長類としては、
キツネザルやロリス、ツバイなどの原猿亜目と、サル、類人猿、ヒトなどの真猿亜目が挙
げられる。
【００２４】
　本発明における「幹細胞」とは、細胞分裂を経ても同じ分化能を維持する細胞のことで
あり、組織が傷害を受けたときにその組織の再生に寄与することができる。幹細胞として
は、胚性幹細胞（以下、ＥＳ細胞と記すこともある。）もしくは組織幹細胞（組織性幹細
胞、組織特異的幹細胞又は体性幹細胞とも呼ばれる）、又は人工多能性幹細胞（iPS細胞
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：induced pluripotent stem cell）が挙げられる。上記の幹細胞由来の組織細胞は、組
織再生が可能なことから分かるように、生体に近い正常な細胞に分化できることが知られ
ている。
　幹細胞は、所定の機関より入手でき、また、市販品を購入することもできる。例えば、
ヒト胚性幹細胞であるＫｈＥＳ－１、ＫｈＥＳ－２及びＫｈＥＳ－３は、京都大学再生医
科学研究所より入手可能である。いずれもマウス胚性幹細胞である、ＥＢ５細胞は独立行
政法人理化学研究所より、Ｄ３株はＡＴＣＣより、入手可能である。
　幹細胞は、自体公知の方法により維持培養できる。例えば、ヒト幹細胞は、Ｋｎｏｃｋ
ｏｕｔＴＭ　Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ（Invitrogen社）を添加した培地で培
養することにより維持できる。マウス幹細胞は、ウシ胎児血清（ＦＣＳ）及びＬｅｕｋｅ
ｍｉａＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙ Ｆａｃｔｏｒ（ＬＩＦ）を添加し無フィーダー下に培養す
ることにより維持できる。
【００２５】
　本発明における「多能性幹細胞」とは、インビトロにおいて培養することが可能で、か
つ、胎盤を除く生体を構成するすべての細胞（三胚葉（外胚葉、中胚葉、内胚葉）由来の
組織）に分化しうる能力（多能性（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ））を有する幹細胞をいう
。胚性幹細胞（ES細胞）も「多能性幹細胞」に含まれる。「多能性幹細胞」は、受精卵、
クローン胚、生殖幹細胞又は組織内幹細胞から得られる。体細胞に数種類の遺伝子を導入
することにより、胚性幹細胞に似た多能性を人工的に持たせた細胞（人工多能性幹細胞と
も呼ばれる）も「多能性幹細胞」に含まれる。多能性幹細胞は、自体公知の方法で作製す
ることが可能である。作製方法としては、例えば人工多能性幹細胞であれば、Ｃｅｌｌ，
２００７，１３１（５）ｐｐ．８６１－８７２や、Ｃｅｌｌ，２００６，１２６（４） 
ｐｐ．６６３－６７６に記載される方法が挙げられる。
【００２６】
　本発明における「胚性幹細胞（ES細胞）」とは、自己複製能を有し、多分化能（特に多
能性「pluripotency」）を有する幹細胞であり、初期胚に由来する多能性幹細胞をいう。
胚性幹細胞は、１９８１年に初めて樹立され、１９８９年以降ノックアウトマウス作製に
も応用されている。１９９８年にはヒト胚性幹細胞が樹立されており、再生医学にも利用
されつつある。
【００２７】
　本発明における「人工多能性幹細胞」とは、線維芽細胞等の分化した細胞をOct3/4、So
x2、Klf4、Myc等の数種類の遺伝子の発現により直接初期化するなどして多分化能を誘導
した細胞である。2006年、山中らによりマウス細胞で人工多能性幹細胞が樹立された（Ce
ll, 2006, 126(4) pp.663-676）。人工多能性幹細胞は、2007年にヒト線維芽細胞でも樹
立され、胚性幹細胞と同様に分化多能性を有する（Cell, 2007, 131(5) pp.861-872；Sci
ence, 2007, 318(5858) pp.1917-1920；Nat. Biotechnol., 2008, 26(1) pp.101-106）。
【００２８】
　遺伝子改変された多能性幹細胞は、例えば、相同組換え技術を用いることにより作製で
きる。改変される染色体上の遺伝子としては、例えば、細胞マーカー遺伝子、組織適合性
抗原の遺伝子、神経系細胞の障害に基づく疾患関連遺伝子などがあげられる。染色体上の
標的遺伝子の改変は、Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｍｏｕｓｅ Ｅｍｂｒｙｏ，Ａ 
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ Ｓｐｒ
ｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ（１９９４）；Ｇｅｎｅ Ｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇ，Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ Ｐｒｅｓｓ ａｔ Ｏ
ｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ（１９９３）；バイオマニュアルシリーズ
８，ジーンターゲッティング，ＥＳ細胞を用いた変異マウスの作製，羊土社（１９９５）
；等に記載の方法を用いて行うことができる。
【００２９】
　具体的には、例えば、改変する標的遺伝子（例えば、細胞マーカー遺伝子、組織適合性
抗原の遺伝子や疾患関連遺伝子など）のゲノム遺伝子を単離し、単離されたゲノム遺伝子
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を用いて標的遺伝子を相同組換えするためのターゲットベクターを作製する。作製された
ターゲットベクターを幹細胞に導入し、標的遺伝子とターゲットベクターの間で相同組換
えを起こした細胞を選択することにより、染色体上の遺伝子が改変された幹細胞を作製す
ることができる。
【００３０】
　標的遺伝子のゲノム遺伝子を単離する方法としては、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ，Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌ
ｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ（１９８９）やＣｕｒ
ｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ Ｗ
ｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓ（１９８７－１９９７）等に記載された公知の方法があげられる。
ゲノムＤＮＡライブラリースクリーニングシステム（Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｙｓｔｅｍｓ製）
やＵｎｉｖｅｒｓａｌ ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｅｒ　Ｋｉｔｓ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ製）な
どを用いることにより、標的遺伝子のゲノム遺伝子を単離することもできる。
【００３１】
　標的遺伝子を相同組換えするためのターゲットベクターの作製、及び相同組換え体の効
率的な選別は、Ｇｅｎｅ Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ，Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃ
ｈ，ＩＲＬ Ｐｒｅｓｓ ａｔ Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ（１９９
３）；バイオマニュアルシリーズ８，ジーンターゲッティング，ＥＳ細胞を用いた変異マ
ウスの作製，羊土社（１９９５）；等に記載の方法にしたがって行うことができる。ター
ゲットベクターは、リプレースメント型又はインサーション型のいずれでも用いることが
できる。選別方法としては、ポジティブ選択、プロモーター選択、ネガティブ選択、又は
ポリＡ選択などの方法を用いることができる。 
　選別した細胞株の中から目的とする相同組換え体を選択する方法としては、ゲノムＤＮ
Ａに対するサザンハイブリダイゼーション法やＰＣＲ法等があげられる。
【００３２】
　本発明における「凝集体」とは、培地中に分散していた細胞が集合して形成した塊をい
う。本発明における「凝集体」には、浮遊培養開始時に分散していた細胞が形成した凝集
体と浮遊培養開始時に既に形成されていた凝集体とが含まれる。
　「凝集体を形成させる」とは、細胞を集合させて細胞の凝集体を形成させ浮遊培養する
際に、「一定数の分散した細胞を迅速に凝集」させることで質的に均一な細胞の凝集体を
形成させることをいう。
　本発明においては、多能性幹細胞を迅速に集合させて多能性幹細胞の凝集体を形成させ
ることが好ましい。このように多能性幹細胞の凝集体を形成させると、形成された凝集体
から分化誘導される細胞において上皮様構造を再現性よく形成させることができる。
　凝集体を形成させる実験的な操作としては、例えば、ウェルの小さなプレート（９６穴
プレート）やマイクロポアなどを用いて小さいスペースに細胞を閉じ込める方法、小さな
遠心チューブを用いて短時間遠心することで細胞を凝集させる方法が挙げられる。
　多能性幹細胞の凝集体が形成されたことや、凝集体を形成する各細胞において上皮様構
造が形成されたことは、凝集体のサイズおよび細胞数、巨視的形態、組織染色解析による
微視的形態およびその均一性、分化および未分化マーカーの発現およびその均一性、分化
マーカーの発現制御およびその同期性、分化効率の凝集体間の再現性などに基づき判断す
ることが可能である。
【００３３】
　本発明における「組織」とは、形態や性質が異なる複数種類の細胞が一定のパターンで
立体的に配置した構造を有する細胞集団の構造体をさす。
【００３４】
　本発明における「網膜組織」とは、生体網膜において各網膜層を構成する視細胞、水平
細胞、双極細胞、アマクリン細胞、網膜節細胞、これらの前駆細胞、または網膜前駆細胞
などの細胞が、少なくとも複数種類、層状で立体的に配列した網膜組織を意味する。それ
ぞれの細胞がいずれの網膜層を構成する細胞であるかは、公知の方法、例えば細胞マーカ
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ーの発現有無若しくはその程度等により確認できる。
【００３５】
　本発明における「網膜層」とは、網膜を構成する各層を意味し、具体的には、網膜色素
上皮層、視細胞層、外境界膜、外顆粒層、外網状層、内顆粒層、内網状層、神経節細胞層
、神経線維層および内境界膜を挙げることができる。
【００３６】
　本発明における「網膜層特異的神経細胞」とは、網膜層を構成する細胞であって網膜層
に特異的な神経細胞を意味する。網膜層特異的神経細胞としては、双極細胞、節細胞、ア
マクリン細胞、水平細胞、視細胞、色素上皮細胞、杆体細胞及び錐体細胞を挙げることが
できる。
【００３７】
　本発明における「網膜前駆細胞」とは、視細胞、水平細胞、双極細胞、アマクリン細胞
、網膜節細胞、網膜色素上皮細胞のいずれの成熟な網膜細胞にも分化しうる前駆細胞をい
う。
　視細胞前駆細胞、水平細胞前駆細胞、双極細胞前駆細胞、アマクリン細胞前駆細胞、網
膜節細胞前駆細胞、網膜色素上皮前駆細胞とは、それぞれ、視細胞、水平細胞、双極細胞
、アマクリン細胞、網膜節細胞、網膜色素上皮細胞への分化が決定付けられている前駆細
胞をいう。
【００３８】
　網膜細胞マーカーとしては、網膜前駆細胞で発現するＲaｘ及びＰＡＸ６，視床下部ニ
ューロンの前駆細胞では発現するが網膜前駆細胞では発現しないNkx2.1、視床下部神経上
皮で発現し網膜では発現しないＳｏｘ１、視細胞の前駆細胞で発現するＣｒｘなどが挙げ
られる。網膜層特異的神経細胞のマーカーとしては、双極細胞で発現するＣｈｘ１０及び
Ｌ７、節細胞で発現するＴｕｊ１及びＢｒｎ３、アマクリン細胞で発現するＣａｌｒｅｔ
ｉｎｉｎ、水平細胞で発現するＣａｌｂｉｎｄｉｎ、視細胞で発現するＲｈｏｄｏｐｓｉ
ｎ及びＲｅｃｏｖｅｒｉｎ、色素上皮細胞で発現するＲＰＥ６５及びＭｉｔｆ、杆体細胞
で発現するNrl、錐体細胞で発現するRxr-gammaなどが挙げられる。
【００３９】
　本発明製造方法１は、下記工程（１）及び（２）を含む網膜前駆細胞の製造方法である
：
（１）多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集体を形
成させる第一工程、及び
（２）工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用
物質を含まずＢＭＰシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培
養し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る第二工程。
【００４０】
　多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集体を形成さ
せる工程（１）について説明する。
【００４１】
　工程（１）において用いられる無血清培地は、上述したようなものである限り特に限定
されない。例えば、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びＷｎｔシグナル経路阻害物質が
いずれも添加されていない無血清培地を使用することができる。調製の煩雑さを回避する
には、例えば、市販のＫＳＲ等の血清代替物を適量添加した無血清培地（例えば、ＩＭＤ
ＭとＦ－１２の１：１の混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ１－モノチオグリセロール及
び１ｘChemically Defined Lipid Concentrateが添加された培地）を使用することが好ま
しい。無血清培地へのＫＳＲの添加量としては、例えばヒトＥＳ細胞の場合は、通常約１
％から約２０％であり、好ましくは約２％から約２０％である。
　工程（１）における培養温度、ＣＯ２濃度等の培養条件は適宜設定できる。培養温度は
、例えば約３０℃から約４０℃、好ましくは約３７℃である。ＣＯ２濃度は、例えば約１
％から約１０％、好ましくは約５％である。
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【００４２】
　工程（１）における多能性幹細胞の濃度は、多能性幹細胞の凝集体をより均一に、効率
的に形成させるように適宜設定することができる。例えば９６穴マイクロウェルプレート
を用いてヒトＥＳ細胞を浮遊培養する場合、１ウェルあたり約１×１０３から約1×１０
５細胞、好ましくは約３×１０３から約５×１０４細胞、より好ましくは約５×１０３か
ら約３×１０４細胞、最も好ましくは約１．２×１０４細胞となるように調製した液をウ
ェルに添加し、プレートを静置して凝集体を形成させる。
【００４３】
　凝集体を形成させるために必要な浮遊培養の時間は、細胞を均一に凝集させるように、
用いる多能性幹細胞によって適宜決定可能であるが、均一な凝集体を形成するためにはで
きる限り短時間であることが望ましい。例えば、ヒトES細胞の場合には、好ましくは約２
４時間以内、より好ましくは約１２時間以内に凝集体を形成させる。この凝集体形成まで
の時間は、細胞を凝集させる用具や、遠心条件などを調整することにより適宜調節するこ
とが可能である。
　多能性幹細胞の凝集体が形成されたことは、凝集体のサイズおよび細胞数、巨視的形態
、組織染色解析による微視的形態およびその均一性、分化および未分化マーカーの発現お
よびその均一性、分化マーカーの発現制御およびその同期性、分化効率の凝集体間の再現
性などに基づき判断することが可能である。
【００４４】
　工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質
を含まずＢＭＰシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培養し
、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る工程（２）について説明する。
【００４５】
　工程（２）において用いられる培地は、例えば、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達
経路作用物質が添加されておらずＢＭＰシグナル伝達経路作用物質が添加された無血清培
地又は血清培地であり、基底膜標品を添加する必要は無い。
　かかる培地に用いられる無血清培地又は血清培地は、上述したようなものである限り特
に限定されない。調製の煩雑さを回避するには、例えば、市販のＫＳＲ等の血清代替物を
適量添加した無血清培地（例えば、ＩＭＤＭとＦ－１２の１：１の混合液に１０％ＫＳＲ
、４５０μＭ１－モノチオグリセロール及び１ｘChemically Defined Lipid Concentrate
が添加された培地）を使用することが好ましい。無血清培地へのＫＳＲの添加量としては
、例えばヒトＥＳ細胞の場合は、通常約１％から約２０％であり、好ましくは約２％から
約２０％である。
　工程（２）で用いられる無血清培地は、工程（１）で用いた無血清培地がソニック・ヘ
ッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まない限り、当該培地をそのまま用いることも
できるし、新たな無血清培地に置き換えることもできる。工程（１）で用いた、ＢＭＰシ
グナル伝達経路物質を含まない無血清培地をそのまま工程（２）に用いる場合、ＢＭＰシ
グナル伝達経路作用物質を培地中に添加すればよい。
【００４６】
　ソニック・ヘッジホッグ（以下、Ｓｈｈと記すことがある。）シグナル伝達経路作用物
質とは、Shhにより媒介されるシグナル伝達を増強し得る物質である。Shhシグナル伝達経
路作用物質としては、例えば、Hedgehogファミリーに属する蛋白（例えば、Shh）、Shh受
容体、Shh受容体アゴニスト、Purmorphamine、又はSAGなどが挙げられる。
　「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まない」培地には、ソニック
・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を実質的に含まない培地、例えば、網膜前駆細
胞及び網膜組織への選択的分化に不利な影響を与える程度の濃度のソニック・ヘッジホッ
グシグナル伝達経路作用物質を含有しない培地、も含まれる。
　「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質が添加されていない」培地には、
ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質が実質的に添加されていない培地、例
えば、網膜前駆細胞及び網膜組織への選択的分化に不利な影響を与える程度の濃度のソニ
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ック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質が添加されていない培地、も含まれる。
【００４７】
　ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質とは、ＢＭＰにより媒介されるシグナル伝達経路を増
強し得る物質である。ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質としては、例えばＢＭＰ２、ＢＭ
Ｐ４もしくはＢＭＰ７等のＢＭＰ蛋白、ＧＤＦ７等のＧＤＦ蛋白、抗ＢＭＰ受容体抗体、
又は、ＢＭＰ部分ペプチドなどが挙げられる。ＢＭＰ２蛋白、ＢＭＰ４蛋白及びＢＭＰ７
蛋白は例えばＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓから、ＧＤＦ７蛋白は例えば和光純薬から入手可能
である。
　ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質の濃度は、多能性幹細胞の凝集体を形成する細胞の網
膜細胞への分化を誘導可能な濃度であればよい。例えばＢＭＰ４の場合は、約０．０１nM
から約１μM、好ましくは約０．１nMから約１００nM、より好ましくは約１．５nMの濃度
となるように培地に添加する。
【００４８】
　ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質は、工程（１）の浮遊培養開始から約２４時間後以降
に添加されていればよく、浮遊培養開始後数日以内（例えば、１５日以内）に培地に添加
してもよい。好ましくは、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質は、浮遊培養開始後１日目か
ら１５日目までの間、より好ましくは１日目から９日目までの間、最も好ましくは３日目
に培地に添加する。
　ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質が培地に添加され、多能性幹細胞の凝集体を形成する
細胞の網膜細胞への分化誘導が開始された後は、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質を培地
に添加する必要は無く、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質を含まない無血清培地又は血清
培地を用いて培地交換を行ってよい。これにより、培地に掛かる経費を抑えることができ
る。網膜細胞への分化誘導が開始された細胞は、例えば、当該細胞におけるＲaｘ遺伝子
の発現を検出することにより確認することができる。ＧＦＰ等の蛍光レポータータンパク
質遺伝子がＲaｘ遺伝子座へノックインされた多能性幹細胞を用いて工程（１）により形
成された凝集体を、網膜細胞への分化誘導に必要な濃度のＢＭＰシグナル伝達経路作用物
質の存在下に浮遊培養し、発現した蛍光レポータータンパク質から発せられる蛍光を検出
することにより、網膜細胞への分化誘導が開始された時期を確認することもできる。工程
（２）の実施態様の一つとして、工程（１）で形成された凝集体を、Ｒaｘ遺伝子を発現
する細胞が出現し始めるまでの間、網膜細胞への分化誘導に必要な濃度のＢＭＰシグナル
伝達経路作用物質を含みソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質を含まない無
血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る工程、を挙げる
ことができる。
【００４９】
　工程（２）における培養温度、ＣＯ２濃度等の培養条件は適宜設定できる。培養温度は
、例えば約３０℃から約４０℃、好ましくは約３７℃である。またＣＯ２濃度は、例えば
約１％から約１０％、好ましくは約５％である。
【００５０】
　網膜前駆細胞を含む凝集体が得られたことは、例えば、網膜前駆細胞のマーカーである
Ｒaｘ又はＰＡＸ６を発現する細胞が凝集体に含まれていることを検出することにより確
認することができる。
　得られた網膜前駆細胞を含む凝集体は、そのまま毒性・薬効評価用試薬として用いても
よい。網膜前駆細胞を含む凝集体を分散処理（例えば、トリプシン／ＥＤＴＡ処理）し、
得られた細胞をFACSを用いて選別することにより、高純度な網膜前駆細胞を得ることも可
能である。
【００５１】
　本発明製造方法２は、下記工程（１）、（２）及び（３）を含む網膜組織の製造方法で
ある：
（１）多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集体を形
成させる第一工程、
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（２）工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用
物質を含まずBMPシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培養
し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る第二工程、及び
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない無
血清培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含ま
ない凝集体を得る第三工程。
【００５２】
　本発明製造方法２の工程（１）及び工程（２）は、本発明製造方法１の工程（１）及び
工程（２）と同様に実施することができる。
【００５３】
　工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、
BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない無血清
培地又は血清培地中で浮遊培養し、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない
凝集体を得る工程（３）について説明する。
【００５４】
　工程（３）において用いられる培地は、例えば、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達
経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれ
もが添加されていない無血清培地又は血清培地である。
　「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、BMPシグナル伝達経路作用物質
及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない」培地には、ソニック・ヘッジホッ
グシグナル伝達経路作用物質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物
質のいずれをも実質的に含まない培地、例えば、網膜組織への選択的分化に不利な影響を
与える程度の濃度のソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、BMPシグナル伝
達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質を含有しない培地、も含まれる。
　「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物
質及びWntシグナル経路作用物質のいずれもが添加されていない」培地には、ソニック・
ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びWntシグ
ナル経路作用物質のいずれもが実質的に添加されていない培地、例えば、網膜組織への選
択的分化に不利な影響を与える程度の濃度のソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作
用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質が添加されてい
ない培地、も含まれる。
　かかる培地に用いられる無血清培地又は血清培地は、上述したようなものである限り特
に限定されない。調製の煩雑さを回避するには、例えば、市販のＫＳＲ等の血清代替物を
適量添加した無血清培地（例えば、ＩＭＤＭとＦ－１２の１：１の混合液に１０％ＫＳＲ
、４５０μＭ１－モノチオグリセロール及び１ｘChemically Defined Lipid Concentrate
を添加した培地）を使用することが好ましい。無血清培地へのＫＳＲの添加量としては、
例えばヒトＥＳ細胞の場合は、通常約１％から約２０％であり、好ましくは約２％から約
２０％である。
【００５５】
　Wntシグナル経路作用物質とは、Wntにより媒介されるシグナル伝達を増強し得る物質で
ある。Wntシグナル経路作用物質としては、例えば、Wntファミリーに属するタンパク質（
例えば、Wnt1、Wnt3a、Wnt7a）、Wnt受容体、Wnt受容体アゴニスト、GSK３β阻害剤（例
えば、6-Bromoindirubin-3'-oxime（BIO）、CHIR99021、Kenpaullone）等を挙げることが
できる。
【００５６】
　工程（３）における培養温度、ＣＯ２濃度、Ｏ２濃度等の培養条件は適宜設定できる。
培養温度は、例えば約３０℃から約４０℃、好ましくは約３７℃である。ＣＯ２濃度は、
例えば約１％から約１０％、好ましくは約５％である。Ｏ２濃度は、約１８％以上、例え
ば約２０％から約７０％、好ましくは約２０％から約６０％、より好ましくは約２０％か
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ら約５０％である。
　工程（３）の培養時間は特に限定されないが、通常４８時間以上であり、好ましくは７
日間以上である。
【００５７】
　このようにして浮遊培養された凝集体において、網膜組織は凝集体の表面を覆うように
存在する。浮遊培養終了後、凝集体をパラホルムアルデヒド溶液等の固定液を用いて固定
し、凍結切片を作製した後、層構造を有する網膜組織が形成されていることを免疫染色法
などにより確認すればよい。網膜組織は、各層を構成する網膜前駆細胞（視細胞、水平細
胞、双極細胞、アマクリン細胞、網膜節細胞）がそれぞれ異なるため、これらの細胞に発
現している上述のマーカーに対する抗体を用いて、免疫染色法により、層構造が形成され
ていることを確認することができる。
　凝集体の表面に存在する網膜組織をピンセット等を用いて、凝集体から物理的に切り出
すことも可能である。この場合、各凝集体の表面には、網膜組織以外の神経組織が形成さ
れる場合もあるため、凝集体から切り出した神経組織の一部を切り取り、これを用いて後
述の免疫染色法等により確認することにより、その組織が網膜組織であることを確認する
ことが出来る。
　網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない凝集体では、例えば、上述の凝集
体凍結切片の免疫染色像において、ＲＡＸ陽性の組織が観察され、その外側にＲＡＸ陰性
の組織が観察されない。
【００５８】
　本発明製造方法２により、ヒト多能性幹細胞から高効率で網膜組織を得ることができる
。本発明製造方法２により得られる網膜組織には、網膜層のそれぞれに特異的なニューロ
ンが含まれることから、視細胞、水平細胞、双極細胞、アマクリン細胞、神経節細胞また
は、これらの前駆細胞など網膜組織を構成する細胞を入手することも可能である。得られ
た網膜組織から入手した細胞がいずれの細胞であるかは、自体公知の方法、例えば細胞マ
ーカーの発現により確認できる。
　得られた網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない凝集体は、そのまま毒性
・薬効評価用試薬として用いてもよい。網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含ま
ない凝集体を分散処理（例えば、トリプシン／ＥＤＴＡ処理）し、得られた細胞をFACSを
用いて選別することにより、高純度な網膜組織構成細胞を得ることも可能である。
【００５９】
　本発明製造方法３は、下記工程（１）、（２）及び（３）を含む網膜層特異的神経細胞
の製造方法である：
（１）多能性幹細胞を無血清培地中で浮遊培養することにより多能性幹細胞の凝集体を形
成させる第一工程、
（２）工程（１）で形成された凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用
物質を含まずBMPシグナル伝達経路作用物質を含む無血清培地又は血清培地中で浮遊培養
し、網膜前駆細胞を含む凝集体を得る第二工程、及び
（３）工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物
質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない無
血清培地又は血清培地中で、目的とする網膜層特異的神経細胞が出現するまで浮遊培養し
、目的とする網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的
に含まない凝集体を得る第三工程。
【００６０】
　本発明製造方法３の工程（１）及び工程（２）は、本発明製造方法１の工程（１）及び
工程（２）と同様に実施することができる。
【００６１】
　工程（２）で得られた凝集体を、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、
BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない無血清
培地又は血清培地中、目的とする網膜層特異的神経細胞が出現するまで浮遊培養し、目的
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とする網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含ま
ない凝集体を得る工程（３）について説明する。
【００６２】
　工程（３）において用いられる培地は、例えば、ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達
経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質のいずれ
もが添加されていない無血清培地又は血清培地である。
　「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、BMPシグナル伝達経路作用物質
及びWntシグナル経路作用物質のいずれをも含まない」培地には、ソニック・ヘッジホッ
グシグナル伝達経路作用物質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物
質のいずれをも実質的に含まない培地、例えば、網膜組織及び網膜層特異的神経細胞への
選択的分化に不利な影響を与える程度の濃度のソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路
作用物質、BMPシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経路作用物質を含有しない培地
、も含まれる。
　「ソニック・ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物
質及びWntシグナル経路作用物質のいずれもが添加されていない」培地には、ソニック・
ヘッジホッグシグナル伝達経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びWntシグ
ナル経路作用物質のいずれもが実質的に添加されていない培地、例えば、網膜組織及び網
膜層特異的神経細胞への選択的分化に不利な影響を与える程度の濃度のソニック・ヘッジ
ホッグシグナル伝達経路作用物質、ＢＭＰシグナル伝達経路作用物質及びWntシグナル経
路作用物質が添加されていない培地、も含まれる。
　かかる培地に用いられる無血清培地又は血清培地は、上述したようなものである限り特
に限定されない。例えば、ＤＭＥＭ－Ｆ１２培地に１０％ウシ胎児血清、Ｎ２サプリメン
ト、１００μＭタウリン、５００ｎＭ レチノイン酸を添加した血清培地、市販のＫＳＲ
等の血清代替物を適量添加した無血清培地（例えば、ＩＭＤＭとＦ－１２の１：１の混合
液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ１－モノチオグリセロール及び１ｘChemically Defined L
ipid Concentrateを添加した培地）等を挙げることができる。
【００６３】
　工程（３）における培養温度、ＣＯ２濃度、Ｏ２濃度等の培養条件は適宜設定できる。
培養温度は、例えば約３０℃から約４０℃、好ましくは約３７℃である。ＣＯ２濃度は、
例えば約１％から約１０％、好ましくは約５％である。Ｏ２濃度は、約１８％以上、例え
ば約２０％から約７０％、好ましくは約２０％から約６０％、より好ましくは約２０％か
ら約５０％である。
　工程（３）の培養時間は、目的とする網膜層特異的神経細胞によって異なり、例えば約
７日間から約２００日間である。
【００６４】
　このようにして浮遊培養された凝集体において、網膜層特異的神経細胞を含有する網膜
組織は凝集体の表面を覆うように存在する。網膜組織の確認は、浮遊培養終了後、凝集体
をパラホルムアルデヒド溶液等の固定液を用いて固定し、凍結切片を作製した後、層構造
を有する網膜組織が形成されていることを免疫染色法などにより確認すればよい。網膜組
織は、各層を構成する網膜前駆細胞（視細胞、水平細胞、双極細胞、アマクリン細胞、網
膜節細胞）がそれぞれ異なるため、これらの細胞に発現している上述のマーカーに対する
抗体を用いて、免疫染色法により、層構造が形成されていることを確認することができる
。
　網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない
凝集体では、例えば、上述の凝集体凍結切片の免疫染色像において、ＲＡＸ陽性の組織が
観察され、その外側にＲＡＸ陰性の組織が観察されない。
【００６５】
　本発明製造方法３により得られる網膜組織には、網膜層のそれぞれに特異的なニューロ
ンが含まれることから、視細胞、水平細胞、双極細胞、アマクリン細胞、神経節細胞など
の網膜層特異的神経細胞を入手することが可能である。得られた網膜組織から入手した細
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胞がいずれの細胞であるかは、自体公知の方法、例えば細胞マーカーの発現により確認で
きる。
　得られた網膜層特異的神経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に
含まない凝集体は、そのまま毒性・薬効評価用試薬として用いてもよい。網膜層特異的神
経細胞を含有する網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない凝集体を分散処理
（例えば、トリプシン／ＥＤＴＡ処理）し、得られた細胞をFACSを用いて選別することに
より、高純度な網膜層特異的神経細胞を得ることも可能である。
【００６６】
　得られた網膜層特異的神経細胞は、そのまま、あるいは分散処理（例えば、トリプシン
／ＥＤＴＡ処理）した後、接着条件下でさらに培養することもできる。接着培養する場合
、細胞接着性の培養器、例えば細胞外マトリクス等（例えば、ポリ－Ｄ－リジン、ラミニ
ン、フィブロネクチン）によりコーティング処理された培養器を使用することが好ましい
。接着培養における培養温度、ＣＯ２濃度、Ｏ２濃度等の培養条件は、適宜決定できる。
この際、既知の分化誘導物質や神経栄養因子の存在下で培養してもよい。このような分化
誘導物質、神経栄養因子としては、例えば、ＮＧＦ（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，１９９，５５２（１９９４））、レチノイン酸（Ｄｅｖ．Ｂｉ
ｏｌ．，１６８，３４２（１９９５）；Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，１６，１０５６（１９
９６））、ＢＭＰ阻害因子（Ｎａｔｕｒｅ，３７６，３３３－３３６（１９９５））、Ｉ
ＧＦ（Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１５，３０２３－８（２００３））、BDNF
、NT3、または、NT4などが挙げられる。
【００６７】
　製造された網膜組織や網膜層特異的神経細胞は、細胞マーカーの発現の有無等を指標と
して、必要に応じてそれらを組み合わせることにより確認することができる。細胞の形態
を観察することによって、得られた網膜層特異的神経細胞を特定することもできる。この
ようなマーカー発現パターンや細胞の形態に基づき、所望の特定の細胞を単離することも
できる。
【００６８】
　本発明製造方法１ないし３により製造された網膜前駆細胞、網膜組織又は網膜層特異的
神経細胞は、網膜組織又は網膜関連細胞の障害に基づく疾患の治療薬のスクリーニング、
その他の原因による細胞損傷状態における治療薬に対しての細胞治療用移植用材料や疾患
研究材料、創薬材料として利用可能である。また化学物質等の毒性・薬効評価においても
、光毒性等の毒性研究、毒性試験等に活用可能である。
　網膜組織又は網膜関連細胞の障害に基づく疾患としては、例えば、有機水銀中毒、クロ
ロキン網膜症、網膜色素変性症、加齢黄斑変性症、緑内障、糖尿病性網膜症、新生児網膜
症、などが挙げられる。
【００６９】
　本発明製造方法１ないし３により製造された網膜前駆細胞、網膜組織又は網膜層特異的
神経細胞は、細胞損傷状態において、当該細胞や、障害を受けた組織自体を補充する（例
えば、移植手術に用いる）ためなどに用いる移植用網膜として用いることができる。
【実施例】
【００７０】
　以下、実施例を挙げて本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるも
のではない。
【００７１】
実施例１：網膜前駆細胞を含む凝集体の製造例
　RAX::GFPノックインヒトＥＳ細胞（KhES-1由来；Cell Stem Cell, 2012, 10(6) 771-78
5）を「Ueno, M. et al. PNAS 2006, 103(25), 9554-9559」 「Watanabe, K. et al. Nat
 Biotech 2007, 25, 681-686」に記載の方法に準じて培養した。培地にはDMEM/F12 培地
（Ｓｉｇｍａ）に20%ＫＳＲ（ＫｎｏｃｋｏｕｔTM Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．１ｍＭ ２－メルカプトエタノール、２ｍＭ Ｌ－グルタ
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ミン、１ｘ 非必須アミノ酸、5ng/ml bFGFを添加した培地を用いた。培養された前記ES細
胞を、ＴｒｙｐＬＥ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて単一分散した後
、単一分散されたES細胞を非細胞接着性の９６穴培養プレート（スミロン スフェロイド 
プレート，住友ベークライト社）の１ウェルあたり１．２×１０４細胞になるように１０
０μｌの無血清培地に浮遊させ、３７℃、５％ＣＯ２で浮遊培養した。その際の無血清培
地には、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ　１－
モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉｄ　ｃ
ｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ、２０μM Ｙ２７６３２を添加した無血清培地を用いた。浮遊培養
開始３日目に終濃度１．５ｎＭのヒト組み換えＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ）、終濃度１００ｎｇ／
ｍｌのＢＭＰ２（Ｒ＆Ｄ）、終濃度１００ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ７（Ｒ＆Ｄ）、終濃度１０
０ｎｇ／ｍｌのＧＤＦ７（Ｒ＆Ｄ）のうちの何れかを添加して浮遊培養した。前記BMPシ
グナル伝達経路作用物質をいずれも添加していない条件でも同様に培養した。ウェル内の
培養液の半量を、BMPシグナル伝達経路作用物質をいずれも添加していない上記培地に3日
おきに交換した。浮遊培養開始１８日目に蛍光顕微鏡観察を実施した。BMPシグナル伝達
経路作用物質を添加していない条件で培養した場合では網膜前駆細胞が誘導されたことを
示すGFP発現細胞がほとんど認められなかった（図１Ａ,Ｂ）。それと比べて、ＢＭＰ２（
図１C，D）、ＢＭＰ４（図１Ｅ，Ｆ）、ＢＭＰ７（図１Ｇ，Ｈ）、ＧＤＦ７（図１Ｉ，Ｊ
）のいずれかを添加して培養した条件ではGFP発現細胞が明らかに増加した。
【００７２】
実施例２：網膜組織の製造例１
　RAX::GFPノックインヒトＥＳ細胞（KhES-1由来；Cell Stem Cell, 2012, 10(6) 771-78
5）を「Ueno, M. et al. PNAS 2006, 103(25), 9554-9559」 「Watanabe, K. et al. Nat
 Biotech 2007, 25, 681-686」に記載の方法に準じて培養した。培地にはDMEM/F12 培地
（Ｓｉｇｍａ）に20%ＫＳＲ（ＫｎｏｃｋｏｕｔTM Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．１ｍＭ ２－メルカプトエタノール、２ｍＭ Ｌ－グルタ
ミン、１ｘ 非必須アミノ酸、5ng/ml bFGFを添加した培地を用いた。培養された前記ES細
胞を、ＴｒｙｐＬＥ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて単一分散した後
、単一分散されたES細胞を非細胞接着性の９６穴培養プレート（スミロン スフェロイド 
プレート，住友ベークライト社）の１ウェルあたり１．２×１０４細胞になるように１０
０μｌの無血清培地に浮遊させ、３７℃、５％ＣＯ２で浮遊培養した。その際の無血清培
地には、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ　１－
モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉｄ　ｃ
ｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ、２０μM Ｙ２７６３２を添加した無血清培地を用いた。浮遊培養
開始と同時、浮遊培養開始１日目、浮遊培養開始２日目、浮遊培養開始３日目のいずれか
の時点で終濃度１．５ｎＭのヒト組み換えＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ）を添加して浮遊培養した。
BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない条件でも同様に培養した。ウェル内の培
養液の半量を、BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない上記培地に3日おきに交換
した。浮遊培養開始18日目に９６wellプレートから浮遊培養用ディッシュへと凝集体を移
し、引き続きＦ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ　
１－モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉｄ
　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅを添加した無血清培地中で浮遊培養を行った。浮遊培養開始２
６日目に蛍光顕微鏡による観察およびFACSによるGFP陽性細胞の割合の測定を行った。
　BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない条件（図２Ａ,Ｂ,Ｃ）および浮遊培養
開始と同時にＢＭＰ４を添加した条件（図２Ｄ,Ｅ,Ｆ）では網膜前駆細胞が誘導されたこ
とを示すGFP発現細胞は認められなかった。それと比べて、浮遊培養開始１日目（図２Ｇ,
Ｈ,Ｉ）、浮遊培養開始２日目（図２Ｊ,Ｋ,Ｌ）、浮遊培養開始３日目（図２Ｍ,Ｎ,Ｏ）
のいずれかの時点でＢＭＰ４を添加した条件では、GFP発現細胞が明らかに増加した。い
ずれの条件においても、形成されたＲＡＸ：：ＧＦＰ陽性の組織の外側にＲＡＸ：：ＧＦ
Ｐ陰性の組織は観察されなかった。FACSによる測定の結果では、浮遊培養開始３日目にＢ
ＭＰ４を添加した条件では８５％以上の細胞がＧＦＰ陽性であった（図２Ｏ）。以上の結
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果から、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない凝集体の製造には、BMPシ
グナル伝達経路作用物質を浮遊培養開始１日目以降、好ましくは３日目に添加することが
有効であることが示された。
【００７３】
実施例３：網膜組織の製造例２
　RAX::GFPノックインヒトＥＳ細胞（KhES-1由来；Cell Stem Cell, 2012, 10(6) 771-78
5）を「Ueno, M. et al. PNAS 2006, 103(25), 9554-9559」 「Watanabe, K. et al. Nat
 Biotech 2007, 25, 681-686」に記載の方法に準じて培養した。培地にはDMEM/F12 培地
（Ｓｉｇｍａ）に20%ＫＳＲ（ＫｎｏｃｋｏｕｔTM Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．１ｍＭ ２－メルカプトエタノール、２ｍＭ Ｌ－グルタ
ミン、１ｘ 非必須アミノ酸、5ng/ml bFGFを添加した培地を用いた。培養された前記ES細
胞を、ＴｒｙｐＬＥ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて単一分散した後
、単一分散されたES細胞を非細胞接着性の９６穴培養プレート（スミロン スフェロイド 
プレート，住友ベークライト社）の１ウェルあたり１．２×１０４細胞になるように１０
０μｌの無血清培地に浮遊させ、３７℃、５％ＣＯ２で浮遊培養した。その際の無血清培
地には、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ　１－
モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉｄ　ｃ
ｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ、２０μM Ｙ２７６３２を添加した無血清培地を用いた。浮遊培養
開始６日目、浮遊培養開始９日目、浮遊培養開始１２日目、浮遊培養開始１５日目のいず
れかの時点で終濃度１．５ｎＭのヒト組み換えＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ）を添加して浮遊培養し
た。BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない条件でも同様に培養した。ウェル内
の培養液の半量を、BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない上記培地に3日おきに
交換した。浮遊培養開始18日目に、９６wellプレートから浮遊培養用ディッシュへと凝集
体を移し、引き続きＦ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０
μＭ　１－モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉ
ｐｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅを添加した無血清培地で浮遊培養を行った。浮遊培養開
始２４日目に、蛍光顕微鏡観察を実施した。
　その結果、BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない条件では網膜前駆細胞が誘
導されたことを示すGFP発現細胞は認められなかった（図３Ａ,Ｂ）。それと比べて、浮遊
培養開始６日目（図３C，D）、浮遊培養開始９日目（図３Ｅ，Ｆ）、浮遊培養開始１２日
目（図３Ｇ，Ｈ）のいずれかの時点でＢＭＰ４を添加した条件では明らかにGFP発現細胞
が増加した。浮遊培養開始１５日目にＢＭＰ４を添加した条件でもGFP発現細胞が誘導さ
れたものの、効率は低かった（図３Ｉ，Ｊ）。いずれの条件においても、形成されたＲＡ
Ｘ：：ＧＦＰ陽性の組織の外側にＲＡＸ：：ＧＦＰ陰性の組織は観察されなかった。以上
の結果から、網膜組織を含み頭部非神経外胚葉を実質的に含まない凝集体の製造には、BM
Pシグナル伝達経路作用物質を浮遊培養開始１５日目以前に添加することが有効であるこ
とが示された。
【００７４】
実施例４：網膜組織の製造例３
　実施例１で得られたGFP発現細胞を含む凝集体を、浮遊培養開始18日目に９６wellプレ
ートから浮遊培養用ディッシュへと凝集体を移し、引き続きＦ－１２培地とＩＭＤＭ培地
の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ　１－モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅを添加した培地
で浮遊培養を実施した。浮遊培養開始２６日目に凝集体を4%パラホルムアルデヒド溶液で
固定し、凍結切片を作製した後、免疫染色法により組織構造の確認を行った。
　浮遊培養開始２６日目において、全層がＲＡＸ::ＧＦＰ陽性であり、外層が網膜幹細胞
のマーカーであるChx10陽性であった（図４A, B, C）。ＲＡＸ：：ＧＦＰ陽性の上皮の外
側には非神経外胚葉等のいかなる組織も存在しなかった。本発明製造方法により、ヒトES
細胞から高効率に網膜組織が製造可能であることが示された。
【００７５】



(20) JP 6580989 B2 2019.9.25

10

20

30

40

50

実施例５：網膜層特異的神経細胞の製造例
　RAX::GFPノックインヒトＥＳ細胞（KhES-1由来；Cell Stem Cell, 2012, 10(6) 771-78
5）を「Ueno, M. et al. PNAS 2006, 103(25), 9554-9559」 「Watanabe, K. et al. Nat
 Biotech 2007, 25, 681-686」に記載の方法に準じて培養した。培地にはDMEM/F12 培地
（Ｓｉｇｍａ）に20%ＫＳＲ（ＫｎｏｃｋｏｕｔTM Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．１ｍＭ ２－メルカプトエタノール、２ｍＭ Ｌ－グルタ
ミン、１ｘ　非必須アミノ酸、5ng/ml bFGFを添加した培地を用いた。培養された前記ES
細胞を、ＴｒｙｐＬＥ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて単一分散した
後、単一分散されたES細胞を非細胞接着性の９６穴培養プレート（スミロン スフェロイ
ド プレート，住友ベークライト社）の１ウェルあたり１．２×１０４細胞になるように
１００μｌの無血清培地に浮遊させ、３７℃、５％ＣＯ２で浮遊培養した。その際の無血
清培地には、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ　
１－モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉｄ
　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ、２０μM Ｙ２７６３２を添加した無血清培地を用いた。浮遊
培養開始３日目に終濃度１．５ｎＭのヒト組み換えＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ）を添加した。ウェ
ル内の培養液の半量を、BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない上記培地に3日お
きに交換した。浮遊培養開始１８日目に９６wellプレートから浮遊培養用ディッシュへと
凝集体を移し、ＤＭＥＭ－Ｆ１２培地に１０％ウシ胎児血清、Ｎ２サプリメント、１００
μＭタウリン、５００ｎＭ レチノイン酸を添加した培地を用いて浮遊培養を継続した。
浮遊培養開始１８日目以降の培養は４０％Ｏ２下で実施した。浮遊培養開始１１７日目に
凝集体を4%パラホルムアルデヒド溶液で固定し、凍結切片を作製した後、免疫染色法によ
り組織構造の確認を行った。浮遊培養開始１１７日目において、全層がＲＡＸ::ＧＦＰ陽
性であり、視細胞マーカーであるＲｅｃｏｖｅｒｉｎが陽性の細胞が存在した（図５A）
。くわえて、網膜組織外層に、棹体視細胞マーカーであるＮｒｌが陽性の細胞（図５B）
と、錐体視細胞マーカーであるＲＸＲ－ｇａｍｍａが陽性の細胞（図５C）が存在し、棹
体、錐体視細胞への分化が生じていることが示された。さらに、網膜前駆細胞及び双極細
胞のマーカーであるＣｈｘ１０が陽性の細胞（図５Ｄ）、アマクリン細胞マーカーである
Ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎが陽性の細胞（図５ Ｅ）、水平細胞マーカーであるＣａｌｂｉｎ
ｄｉｎが陽性の細胞（図５Ｆ）が存在していた。この結果から、本発明製造方法により、
各種の分化した網膜層特異的神経細胞から構成される網膜組織を、ヒトES細胞から高効率
に製造可能であることが示された。
【００７６】
実施例６：網膜層特異的神経細胞の製造例
　RAX::GFPノックインヒトＥＳ細胞（KhES-1由来；Cell Stem Cell, 2012, 10(6) 771-78
5）を、「Ueno, M. et al. PNAS 2006, 103(25), 9554-9559」 「Watanabe, K. et al. N
at Biotech 2007, 25, 681-686」に記載の方法に準じて培養した。培地にはDMEM/F12 培
地（Ｓｉｇｍａ）に20%ＫＳＲ（ＫｎｏｃｋｏｕｔTM Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎ
ｔ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．１ｍＭ ２－メルカプトエタノール、２ｍＭ Ｌ－グル
タミン、１ｘ　非必須アミノ酸、8ng/ml bFGFを添加した培地を用いた。培養された前記E
S細胞を、ＴｒｙｐＬＥ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて単一分散し
た後、単一分散されたES細胞を非細胞接着性の９６穴培養プレート（スミロン スフェロ
イド プレート，住友ベークライト社）の１ウェルあたり１．２×１０４細胞になるよう
に１００μｌの無血清培地に浮遊させ、３７℃、５％ＣＯ２で浮遊培養した。その際の無
血清培地には、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４５０μＭ
　１－モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｌｉｐｉ
ｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ、２０μM Ｙ２７６３２を添加した無血清培地を用いた。浮
遊培養開始３日目に、前記無血清培地を５０μｌ加えた（合計１５０μｌ）。浮遊培養開
始６日目に終濃度１．５ｎＭのヒト組み換えＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ）を添加した。ウェル内の
培養液の半量を、BMPシグナル伝達経路作用物質を添加していない上記培地に3日おきに交
換した。浮遊培養開始１８日目に９６wellプレートから浮遊培養用ディッシュへと凝集体
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を移し、ＤＭＥＭ－Ｆ１２培地に１０％ウシ胎児血清、Ｎ２サプリメント、１００μＭタ
ウリン、５００ｎＭ レチノイン酸を添加した培地を用いて浮遊培養を継続した。浮遊培
養開始１８日目以降の培養は４０％Ｏ２下で実施した。浮遊培養開始５０日目に凝集体を
4%パラホルムアルデヒド溶液で固定し、凍結切片を作製した後、免疫染色法により組織構
造の確認を行った。浮遊培養開始５０日目において、全層がRAX::GFP陽性であり、網膜前
駆細胞及び双極細胞のマーカーであるＣｈｘ１０が陽性の細胞（図６A）、神経節細胞及
び神経細胞のマーカーであるPax６陽性の細胞（図６B）が存在し、多層の網膜神経組織が
形成されていることが示された。くわえて、視細胞マーカーであるCrxが陽性の細胞（図
６C）、及び、神経節細胞のマーカーであるBrn3b陽性の細胞（図６D）が存在した。この
結果から、本発明製造方法により、各種の分化した網膜層特異的神経細胞から構成される
網膜組織を、ヒトES細胞から高効率に製造可能であることが示された。
【００７７】
実施例７：人工多能性幹細胞（iPS細胞）からの網膜前駆細胞を含む凝集体、網膜組織、
及び網膜層特異的神経細胞の製造例
　ヒトiPS細胞株201B7（独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター又はiPSアカ
デミアジャパン株式会社から入手可能）を「Ueno, M. et al. PNAS 2006, 103(25), 9554
-9559」 「Watanabe, K. et al. Nat Biotech 2007, 25, 681-686」に記載の方法に準じ
て培養する。培地にはDMEM/F12 培地（Ｓｉｇｍａ）に20%ＫＳＲ（ＫｎｏｃｋｏｕｔTM 
Ｓｅｒｕｍ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．１ｍＭ ２－メルカ
プトエタノール、２ｍＭ Ｌ－グルタミン、１ｘ 非必須アミノ酸、5ng/ml bFGFを添加し
た培地を用いる。培養された前記iPS細胞を、ＴｒｙｐＬＥ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）を用いて単一分散した後、非細胞接着性の９６穴培養プレート（スミロン
 スフェロイド プレート，住友ベークライト社）の１ウェルあたり１．２×１０４細胞に
なるように１００μｌの無血清培地に浮遊させ、３７℃、５％ＣＯ２で浮遊培養する。そ
の際の無血清培地には、Ｆ－１２培地とＩＭＤＭ培地の１：１混合液に１０％ＫＳＲ、４
５０μＭ　１－モノチオグリセロール、１ｘ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　
ｌｉｐｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ、２０μM Ｙ２７６３２を添加した無血清培地を用
いる。浮遊培養開始１日目から１５日目の何れかの時点に、終濃度１．５ｎＭのヒト組み
換えＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ）、終濃度１００ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ２（Ｒ＆Ｄ）、終濃度１００
ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ７（Ｒ＆Ｄ）、終濃度１００ｎｇ／ｍｌのＧＤＦ７（Ｒ＆Ｄ）のうち
の何れかを添加して浮遊培養を行う。ウェル内の培養液の半量を、BMPシグナル伝達経路
作用物質をいずれも添加していない上記培地に3日おきに交換する。浮遊培養開始１８日
目に凝集体を一部回収し、４％パラホルムアルデヒドで固定処理を実施し凍結切片を作製
した後、免疫染色法により網膜前駆細胞マーカー（Ｒａｘ、Ｃｈｘ１０）の発現を確認す
る。残りの凝集体を９６wellプレートから浮遊培養用ディッシュへと移し、ＤＭＥＭ－Ｆ
１２培地に１０％ウシ胎児血清、Ｎ２サプリメント、１００μＭタウリン、５００ｎＭ 
レチノイン酸を添加した培地を用いて浮遊培養を継続する。浮遊培養開始１８日目以降の
培養は４０％Ｏ２下で実施する。浮遊培養開始１１７日目に凝集体を4%パラホルムアルデ
ヒド溶液で固定し、凍結切片を作製した後、免疫染色法により組織構造と網膜層特異的神
経細胞のマーカー（Ｎｒｌ、ＲＸＲ－ｇａｍｍａ、Ｒｅｃｏｖｅｒｉｎ、Ｃｈｘ１０、Ｃ
ａｌｒｅｔｉｎｉｎ、Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ）の発現の確認を行う。
　このようにして、網膜前駆細胞、更には、各種の分化した網膜層特異的神経細胞から構
成される網膜組織を、ヒトiPS細胞から製造可能である。
【００７８】
　本出願は、2013年8月23日付で日本国に出願された特願2013-173285を基礎としており、
ここで言及することによりその内容は全て本明細書に包含される。
【産業上の利用可能性】
【００７９】
　本発明の製造方法によれば、網膜前駆細胞、網膜組織または網膜層特異的神経細胞を高
効率に製造することが可能となる。本発明の製造方法においては、基底膜標品を培地中に
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添加することなく凝集体を浮遊培養して、網膜前駆細胞、網膜組織または網膜層特異的神
経細胞を得ることが可能であるので、得られた細胞または組織への異種由来成分の混入の
リスクが低減される。本発明の製造方法は、化学物質等の毒性・薬効評価や細胞治療など
を目的として、網膜組織を構成する細胞群（視細胞、視神経など）を効率よく製造するこ
とや、組織構造を有する網膜組織を用いた毒性・薬効評価や網膜組織移植治療用移植材料
への応用を目的として、試験や治療に使用するための「組織材料」となる網膜組織を効率
よく製造するという観点から非常に有用である。
 

【図１】 【図２】
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