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研究成果の概要： 
生体組織に近い人工角膜構築のためには、組織にもともと存在する細胞を用いることが望
ましく、また、恒常的に安定な細胞の供給のためは組織幹細胞の分離・培養法の確立が必
要である。我々は実験動物（マウス）を用いて、角膜実質内に組織間細胞が存在している
事を明らかにし、また、その培養法を確立した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 1,200,000 0 1,200,000 

２００７年度 1,100,000 0 1,100,000 

２００８年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 330,000 3,730,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・眼科学 
キーワード：角膜実質、ケラトサイト、体性幹細胞、神経堤幹細胞、人工角膜、角膜内皮。  
 
１．研究開始当初の背景 
 角膜は視覚を構成する光学系の入り口に
辺り、高い透明性を持つだけでなく、そのバ
リアー機能により病原菌など外界の物理
的・生理的刺激から眼球を保護する役割をも
有する重要な組織である。角膜組織は、上
皮・実質・内皮の３層からなり、各層の相互
作用によりその透明性・恒常性が維持されて
いるが、何れかの細胞層に不可逆性の混濁が
生じて本来の透明性が失われることで高度
の視力低下をきたす。そうした場合、従来は
全層を置換する全層角膜移植術が施されて
きたが、従来の角膜移植術ではドナーの絶対
的不足や拒絶反応が大きな問題となってき

た．最近では、侵襲を少なくするために障害
を受けた層のみを移植する角膜パーツ移植
術が開発されている。 
 ３層のうち角膜上皮に関しては、in vitro
で羊膜やフィブリン等の基質上、あるいは温
度感受性培養皿上に上皮幹細胞をシート状
に培養したものを移植する培養上皮移植術
が既に確立されている．これに対して、角膜
実質・内皮の再生に関しては臨床応用可能な
再生医療学的アプローチは未だ多くない。合
成・天然ポリマーを用いた研究・開発はなさ
れているが、炎症・感染・脱落などの危険も
高く、その適応には議論の余地が残っている．
こうした問題を克服するためにもより生体
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組織に近い、生体本来の細胞や細胞外成分を
ベースにしたマテリアルの開発が望まれて
いる．我々は角膜実質から角膜実質細胞（ケ
ラトサイト）の幹細胞を分離し、長期に渡っ
て in vitroで培養することに成功しており、
培養した細胞を用いて傷害を受けた角膜実
質を治療するための開発につなげられる． 
 
２．研究の目的 
in vitro で組織を適切に再構築するには、細
胞がその性質を保ちつつ増殖・分化出来るよ
うに細胞外成分を含めた正常な（適切な）基
質が必須である。生体組織に似せた３次元構
造を持つものを、in vitro で構築しようとす
る試みでは、コラーゲンやゲラチン等の細胞
外マトリクスからなる基質中で角膜実質細
胞であるケラトサイトを培養し、実質を再構
築しようとする研究も行われている．そうし
たスキャフォールドを用いた場合、その三次
元的形態は長期に渡って保持されうるが、角
膜実質本来の細胞外基質とは異なるため、炎
症が起きたり、強度や透明性の維持、感覚神
経再生など組織本来の機能が充分に反映さ
れない可能性が高い．他方で、温度感受性ポ
リマーでコートした培養皿やフィブリンを
用いることで、スキャフォールドを含まない
細胞シートの作成法が開発されている．これ
らの方法では、酵素を用いて細胞を剥がして
回収する方法に比べて細胞および細胞外基
質へのダメージが少なく、細胞間接着を保っ
たまま、スキャフォールドなしで３次元の人
工組織を構築できる．フィブリンを用いたス
キャフォールドフリーの細胞シートの有効
性は、心筋の再生研究において既に示されて
いる．角膜実質細胞（ケラトサイト）の重要
な役割の１つは、ケラトカンをはじめとする
ケラタン硫酸プロテオグリカン等の角膜特
異的な細胞外基質の分泌にあるが、この性質
は非常に不安定で、in vitro で血清存在下で
の培養では速やかにファイブロブラスト化
し、この分泌が無くなることが解っている．
我々が分離・培養に成功しているケラトサイ
トの幹細胞は、無血清培地で長期に渡って培
養可能であり、分離された細胞は長期培養後
も本来の細胞外基質の分泌能を保持してい
る．そこで、本研究ではマウスおよびヒト角
膜実質から分離・培養した実質幹細胞をフィ
ブリンゲル上で培養し、角膜実質本来の細胞
外マトリックスを持ち生体内での細胞機能
を維持した実質層の再構築を開発すること
を目的とし、できあがった実質層を細胞形態
とともに各ケラタン硫酸プロテオグリカン
等の細胞外基質の生成を免役染色法、in situ
染色やウェスタン法によって解析する．また、
実際に実験動物に移植して有効性を同様の
方法によって検討する． 
 

３．研究の方法 
（１）培養実質シートの作製 
フィブリンシートを用いて培養実質シート
を作製する。培養する細胞は、マウス角膜お
よび研究用角膜（アメリカ・アイバンクから
入手）から分離・培養した実質細胞を用いる．
細胞シートは、最終的に細胞自身から分泌さ
れる分解酵素によってフィブリンシートか
ら分離する．培養実質シートは、単層のもの
と重ね合わせて数層にしたものも作製し、そ
れぞれについて検討を行う．また、皮膚真皮
層から分離される類似の幹細胞を用いたケ
ラトサイト（角膜実質細胞）への分化誘導・
細胞シートの作製についても検討する． 
 
（２）培養実質シートの作製 
ケラトカンをはじめ、各種マーカー遺伝子の
発現について、RT-PCR 法やウェスタン法によ
って評価する． 
 
（３）実質シートの組織学的評価評価 
HE 染色により形態的な評価を行う他、上記細
胞外基質の他、種種のマーカーについて、免
疫染色法によって培養実質シートを組織学
的に評価する． 
  
４．研究成果 
①研究の主な成果 
 実験動物（マウス）を用いて検討を行った
結果、角膜実質細胞の分離と長期培養に成功
した．更に、この細胞を角膜実質幹細胞とし

てキャラクタライゼイションを行った結果、
角膜実質が本来由来している神経堤細胞の
性質も持っていることを明らかとなった（図
１ ̶ ６ ）。この結果は、「 Isolation of 
multipotent neural crest-derived stem 
cells from the adult mouse cornea」とし
て、英文科学誌「Stem Cells」に発表した。 
 
 
 
 

図 1 角膜実質から分離培養した組織幹細胞 



 

 
②得られた成果の位置づけと今後の展望 
 角膜実質細胞にも組織幹細胞が存在する
ことは、角膜の細胞生物学を進める上で、ま
た、角膜の再生、人工角膜構築を目指す上で
も大きな意義がある。我々の発表と前後して、
ヒト角膜実質の組織幹細胞に関する報告も
あり、また、我々の報告は既にいくつもの論
文で引用されるに至っている。 
 現在、この細胞を用い、本来の目的である
人工角膜実質の構築の研究を行っているが、
期待する強度と透明性、またマーカー遺伝子
の発現を保持した状態での構築に至ってい
ないのが現状で、細胞を用いた角膜実質構築
のためには更なる研究が必要である。フィブ

リンゲル中での細胞培養を様々な培養条件
下で検討したところ、フィブリンゲルを用い
た培養では、３次元の培養は困難であった。
そこで、角膜実質本来の構成成分でもあるコ
ラーゲンを用いた３次元培養を検討した。そ
の結果、コラーゲンゲル中で良好な生育を認
めた。免疫染色法によりマーカーの発現を調
べたところ、ガレクチンなど本来の角膜実質
で発現している細胞外基質の一部の発現は
認められたが、もっとも角膜実質特異的なケ
ラトカンの発現は失われていた。また発現し
ている細胞外基質も細胞の周囲にとどまっ
ており、全体に拡散して存在するところまで
至っていない。今後、ケラトカンの発現を保
ったまま３次元培養できる系を確立するた
めさらなる研究が必要である。実質細胞の性
質を表すためには上皮からの誘導も重要で
ある可能性を考え、現在、当研究室で既に作
成法が確立している培養上皮シートとの共
培養を行い、検討中であるが、この系ではコ
ラーゲンの溶解が激しく、やはり目的の状態
に至っていない。現在は、架橋剤や UV を用
いた架橋により、コラーゲンゲルの融解を抑
えることができるか検討中である。また、マ
ウス角膜実質内に得られた組織間細胞を直
接注入し、その有用性を確認するための検討
も行っている。さらに、本来の目的とは異な
るが、角膜実質細胞と同じ神経堤細胞由来で
ある角膜内皮細胞を COPS から誘導できそう
であるため、詳細に検討を行っているところ
である。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計６件） 
① Omoto M, Miyashita H, Shimmura S, Higa 
K, Kawakita T, Yoshida S, McGrogan 
M,Shimazaki J, Tsubota K. The use of human 
mesenchymal stem cell-derived feeder 
cells for the cultivation of 
transplantable epithelial sheets. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2009 
May;50(5):2109-15. Epub 2009 Jan 10. 
Peer-reviewed. 
 
② Igarashi T, Shimmura S, Yoshida S, 
Tonogi M, Shinozaki N, Yamane GY. 
Isolation of oral epithelial progenitors 
using collagen IV. Oral Dis. 2008 
Jul;14(5):413-8. Peer-reviewed. 
 
③ Miyashita H, Shimmura S, Higa K, 
Yoshida S, Kawakita T, Shimazaki J, 
Tsubota K. A novel NIH/3T3 duplex feeder 
system to engineer corneal epithelial 
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