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研究成果の概要： 
 ヒト角膜内皮から作製したヒト培養角膜内皮細胞シートは、機能的に角膜内皮機能を補

完できた。さらに、spheroid 培養することで自己複製可能な未分化細胞を得ることに成功

した。また移植用キャリアシートとして、アテロコラーゲンおよび新規開発シートを選定し

た。さらにトランスジェニックマウスを用いた解析によって、眼組織中に内皮細胞源となる

未分化かつ多分化能を有する細胞を単離することに成功した。マイクロアレイ解析によって、

複数の角膜内皮細胞増殖因子候補を絞り込むことに成功した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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20 年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 

年度  

  年度  

総 計 15,200,000 4,560,000 19,760,000 

 
研究分野：眼科学 
科研費の分科・細目：再生医学、角膜内皮 
キーワード：移植・再生医療、再生医学、細胞・組織、トランスレーショナルリサーチ、臨床 
 
１．研究開始当初の背景 

角膜疾患に対する治療法として、古くから
アイバンク眼を用いた同種角膜移植術があ
るが、角膜移植の成績が不良な疾患として、
角膜内皮細胞が障害されて生じる水疱性角
膜症がある。水疱性角膜症は、角膜移植が必
要となる疾患の内訳で最も多く、その治療方
法としてはドナー角膜を用いた全層角膜移
植が行われているが、他家移植であるため拒
絶反応を生じ、長期成績は必ずしも良好では
ない。さらに、国内においては深刻なドナー
不足の問題を抱えており、国内における角膜
移植は海外輸入ドナー角膜に頼っているの

が現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、本疾患に対する根治的治療法

として、患者本人の自家細胞を用いた再生治
療法の開発と、in vivo 角膜内皮細胞の増殖
法の確立を目的とする。そのため、まず角膜
内皮層から sphere を形成する未分化細胞を
単離、この細胞を細胞源とする培養角膜内皮
シート移植による角膜内皮再生医療の確立
を行う。 
また、免疫学的問題を考えると、患者本人

の細胞を用いた角膜内皮再生医療が理想的



であるので、角膜内皮細胞を特異的に認識す
る抗体を作製した後、他組織からの角膜内皮
の代用となる自家細胞源の探索を行う。 

さらに、本研究では、in vivo 角膜内皮細
胞の細胞周期等を解析することにより、内皮
細胞が G1-arrest している原因を検索し、in 
vivo の内皮細胞を人為的に増殖させる技術
を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養角膜内皮シート移植法の確立 

 研究用輸入ヒト強角膜片からデスメ膜ごと
角膜内皮組織を採取し、温度応答性培養皿上
で培養した。さらに、作製したヒト角膜内皮
細胞シートを、水疱性角膜症モデル家兎眼へ
の移植を行った。 

次に、ヒト角膜内皮細胞を単離し、非接着
性培養皿上、無血清培地中で spheroid 培養
を行った。さらに、得られた sphere を酵素
処理で分散し、非接着性培養皿上で再び浮遊
培養することで、二次 sphere の形成能を検
討した。さらに、得られた sphere をコラー
ゲンコートした接着性培養皿上に播種し、角
膜内皮細胞が増殖・進展するかどうか検討し
た。 

また、培養角膜内皮シート移植法を確立す
るため、移植に用いるキャリアの開発につい
て検討を行った。生体親和性、透明性の高い
アテロコラーゲンやヒアルロン酸に接着因
子を加えもの等について細胞培養および透
明性を検討した。 
 
(2) 内皮細胞源の同定 

 神経堤細胞の特異的マーカーである P0 タ
ンパクを Cre-eGFP で標識したマウスを用い
た、角膜内皮細胞源の探索を実施した。これ
らの組織の中で、容易に採取可能な虹彩実質
を、角膜内皮の再生のための細胞源候補とし
て解析を行った。虹彩実質由来細胞を単離し、
spheroid 培養を行うことにより、sphere 形
成能を評価した。 

次に、虹彩実質を角膜内皮の再生のための
細胞源候補として評価するため、虹彩実質細
胞から得られた sphere の未分化性や多分化
能について免疫染色、real-time PCR 法によ
る検討した。 
 
(3) In vivo 内皮細胞を増殖させる方法の確

立 

 様々な培養条件において角膜内皮を培養
した後で、mRNA の抽出・cDNA の合成を行
った。次に、角膜内皮細胞との増殖に関わる
遺伝子の発現を、in vivo の角膜内皮も含めて
マイクロアレイ法による解析を実施した。 
 

４．研究成果 
(1) 培養角膜内皮シート移植法の確立 
単離した角膜内皮細胞は、継代を繰り返す

ことで、複数の角膜内皮細胞シートを作製し
た。作製したヒト角膜内皮細胞シートを、水
疱性角膜症モデル家兎眼への移植を行った
結果、sham オペ群と比較して、培養上皮シ
ート移植群では角膜の透明性が高く、角膜厚
は有意に改善した。以上のことから、ヒト角
膜内皮を細胞源として作製した、ヒト培養角
膜内皮細胞シートは機能的に角膜内皮機能
を補完できると考えられた。 
角膜内皮細胞を spheroid 培養した結果、

角膜内皮細胞から複数の sphere 形成が認め
られた。さらに、得られた sphere を酵素処
理で分散し、非接着性培養皿上で再び浮遊培
養することで、二次 sphere の形成が認めら
れた。これらのことより、この sphere は自
己複製可能な未分化細胞であることが示さ
れた。さらに、得られた sphere をコラーゲ
ンコートした接着性培養皿上に播種した結
果、角膜内皮細胞が増殖・進展することを確
認した。これらの結果によって、今後極少量
の角膜内皮細胞から移植に使用可能な培養
内皮シートを複数作製することが期待でき
る。 
また、移植用キャリアシートについて、細

胞培養および透明性を検討した結果、アテロ
コラーゲンおよび新規開発シートを選定し
た。 
 

(2) 内皮細胞源の同定 

P0 Cre-eGFP マウスの眼組織の GFP 発現を
組織学的に解析したところ、角膜内皮は神経
堤由来であることが確認でき、角膜実質、虹
彩実質も同様に、神経堤由来組織であること
が明らかとなった。さらに、虹彩実質由来細
胞を単離し、spheroid 培養を行うことにより、
複数の sphere 形成が認められた。 
幹細胞マーカーの免疫染色法による解析

の結果から、虹彩実質 sphere は神経幹細胞
マーカー（Sox2, Nestin 等）に加え、神経堤
細胞マーカー（p75、AP2 等）を発現してい
ることを確認した。RT-PCR の結果からも、
虹彩実質 sphere は神経堤細胞および組織幹
細胞マーカーを発現していることが示され
た。また、二次 sphere の形成も認められた。
以上の結果から、虹彩実質細胞 sphere は未
分化な細胞集団であることが示された。さら
に分化誘導実験により多分化能を検討した
ところ、虹彩実質 sphereは神経や脂肪細胞、
軟骨細胞への分化が可能であった。また、虹
彩実質は手術により安全に採取可能な組織
であることからも、角膜内皮再生の細胞源候
補として考えられた。 
 



(3) In vivo 内皮細胞を増殖させる方法の確

立 

様々な培養条件における in vitro 角膜内皮
細胞および in vivo 角膜内皮を マイクロアレ
イ法により解析した結果、複数の角膜内皮細
胞増殖因子候補を絞り込むことに成功した。 
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