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PAX6-dependent differentiation landscape of ocular surface epithelium via single-cell RNA sequencing in 

hiPSC-derived ocular developmental organoid 

（シングルセルRNAシーケンスを用いたヒトiPS細胞由来眼オルガノイドにおける眼表面上皮のPAX6

依存的分化系譜解析） 

論文内容の要旨 

〔目 的(Objective)〕 

初期の眼発生過程において眼胞と相互作用した表面外胚葉は、眼表面の角膜、輪部、結膜の上皮細胞へと分化する。

このとき、表面外胚葉はPAX6と重層上皮幹細胞マーカーp63を共発現し、眼表面外胚葉とも呼ばれる。PAX6は眼発生の

マスター制御遺伝子であり、正常な表面外胚葉の分化においても重要な役割を担っている。しかしながら、表面外胚

葉から眼表面上皮へ分化する細胞系譜や、関与する転写因子ネットワークは十分には解明されていない。我々は、ヒ

ト多能性幹細胞(iPS細胞)より誘導される眼オルガノイド(SEAM)を用いることで、ヒト多能性幹細胞から角膜上皮前駆

細胞や結膜上皮前駆細胞を誘導できることを報告した。本研究では、このSEAMから角結膜上皮前駆細胞を誘導する過

程の細胞をscRNA-Seq解析を実施し、眼表面上皮の系譜解析と転写因子ネットワークを明らかにすることを目的とし

た。 

〔方法ならびに成績(Methods/Results)〕 

ゲノム編集によって作製したPAX6-EGFP/p63-tdTomatoレポーターヒトiPS細胞をSEAM法によって角結膜上皮細胞に分

化誘導した。それぞれ分化誘導開始後2週、4週、8週においてp63陽性細胞をFACSにより単離し、それぞれscRNA-Seqに

よる解析を行った。RNA velocityを併用することで、表面外胚葉から眼表面外胚葉への分化や、表面外胚葉から胎生

角膜上皮および胎生結膜上皮への分化系譜が示された。また、single-cell regulatory network inference and 

clustering (SCENIC)により各発生段階における転写因子の活性を算出し、各細胞クラスター特異的な転写活性に基づ

いた転写因子ネットワークを構築した。誘導2週および4週では、PAX6は眼表面外胚葉内の転写因子群とネットワーク

を形成していた。一方、誘導8週では、角膜上皮でPAX6の活性が高く、輪部上皮の転写因子群と相関ネットワークを形

成していたが、結膜上皮の転写因子群とは相関が見られなかった。さらに、分化誘導2週、4週、8週の統合データにお

けるpseudotime trajectory解析から、胎生結膜上皮は輪部上皮および結膜上皮に分化することが推測された。同様に、

角膜上皮が胎生角膜上皮および輪部上皮の両者から分化していることが推測された。これらの眼表面上皮細胞におけ

るPAX6の関与をさらに解析するために、誘導した眼表面上皮細胞をPAX6発現量に基づいて単離し、上皮シートの作製

を行った。PAX6の発現レベルに応じて、表皮と結膜の双方の性質を示す上皮シート、MUC5ACを特異的に発現する結膜

上皮シート、およびKRT12を特異的に発現する角膜上皮シートの3種のシートが形成された。 

 

〔総 括(Conclusion)〕 

本研究により、眼発生の初期段階における眼表面上皮細胞の分化系譜が明らかになり、PAX6と関連する細胞種特異的

転写因子ネットワークが推測された。これにより、眼表面上皮の遺伝性疾患ならびに再生医療の発展にもつながるこ

とが期待される。 

 




