
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 3 月 31 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：我々は、角膜上皮幹細胞や口腔粘膜上皮などの粘膜上皮幹細胞を培養

・分化させ、眼表面に移植する再生医療の開発に成功した。培養粘膜上皮では基底細胞にP75

が発現した非角化重層扁平上皮組織が再構築される。しかし眼組織特有のPAX6遺伝子は誘導

されない。細胞ケラチン構成の解析では、皮膚型のK1,K10の発現は誘導されない。またK4、

K3、K13の発現が認められるが、角膜特異的とされるK12の発現は認めず、完全な角膜上皮へ

の分化誘導はおこらない。血管新生、リンパ管新生は移植後早期に誘導される。In vivo conf

ocal microscopyでは高密度の基底細胞構造を含む重層化構築が観察できる。また抗VEGF抗

体の点眼により血管新生が有意に抑制され表現系を制御することができた。  

 

研究成果の概要（英文）：We have successfully generated cultivated corneal epithelial sheet and oral 

mucosal epithelial sheet which are applicable for ocular surface reconstruction. These epithelial sheets 

expressed p75 in the basal region suggesting the high potential for cell proliferation. Ectopically 

survived oral mucosal epithelium on the cornea expressed neither PAX6 gene nor K1 and K10. However, 

these cells expressed K4, K3 and K13, but not K12. The phenotype of surviving transplanted oral 

mucosal epithelium on the cornea was the same as in vivo oral mucosal epithelium, suggesting that 

cultivated oral mucosal epithelium does not transdifferentiate into corneal epithelium. Peripheral 

neovascularization and lymphanogenesis were induced in early post-operative phase. In vivo confocal 

microscopic analysis revealed well-organized stratified epithelium containing the proper cell density of 

basal cells and flattened apical cells. Anti-VEGF treatment could inhibit the progression of vessels and 

control the phenotype of surviving epithelial cells on the ocular surface. 
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１．研究開始当初の背景 

眼表面は角膜と結膜から構成され、両者が

涙液を介して眼球の最前線として視機能と

バリアー機能を担っている。角膜は他の組織

には類を見ない高度の透明性を維持するこ

とにより光を透過し、視機能の一端を担って

いるが、失明原因の一つである瘢痕性角結膜

上皮症では、角膜輪部に存在する角膜上皮幹

細胞が病的炎症により疲弊し、角膜上皮の供

給が滞り、さらに眼表面が瘢痕化に至ること

で透明性を失い、重度の視力障害に陥る。眼

表面再建術を用いた治療法の基本的なコン

セプトは①疲弊した角膜上皮もしくはそれ

を代償する粘膜上皮幹細胞移植による眼表

面上皮組織の再構築と安定化、②角膜による

光学的な視覚機能の回復、③炎症コントロー

ルによる生着上皮の長期維持、眼表面の瘢痕

化および原疾患の再燃の抑制である。これら

の観点から我々は羊膜基質上に上皮幹細胞

を培養・分化させ、上皮シートとして移植す

る再生医療の開発に成功してきた。多くの難

治性疾患に福音をもたらしているものの、さ

らに発展させ治療予後を向上させるには、感

染や乾燥により強い耐性をもった粘膜再建

が重要と考えている。そのために、我々は①

眼表面上皮以外の複数の粘膜上皮の特性を

生かした複合的な眼表面組織構築を再生し、

非特異的な粘膜防御機能を強化すること、②

眼表面に分布するマクロファージのレドッ

クス環境を制御することでの免疫反応の抑

制効果、③移植後の血管・リンパ管新生を制

御する３点に注目し、新しい発想での集学的

な治療方法の開発と展開に期待を寄せてい

る。 

角膜上皮は高度に分化した組織であり、 in 

vitro での組織培養は非常に困難であったが、

我々は世界に先駆けて羊膜基質を応用して

角膜上皮を組織培養することに成功した。さ

らにこの培養角膜上皮シートを用いた移植

法を確立し、その臨床成績を眼科再生医療の

先端知見として国内外に発信してきた。また、

正常な眼表面組織を両眼性に消失した患者

においては培養に必要な自己角膜上皮細胞

を採取することが不能であるため、自家組織

移植として口腔粘膜上皮に着目し、臨床応用

可能な自家培養口腔粘膜上皮移植術として

2002 年より臨床応用を行ってきた。この眼

表面組織に依存しない新しい自家移植法は

治療予後を著しく改善した。我々は、さらな

る臨床応用や治療成績の向上を図るため、異

所性に生着した再生上皮の細胞動態に関し

ての解析をおこなっている。現在までの研究

において得た知見として、眼表面に異所性に

生着した口腔粘膜上皮はオリジナルと異な

る角膜上皮に類似した組織構築を再生する

が、ケラチン発現パターンでは口腔粘膜上皮

の特性を維持し、血管新生作用においても角

膜の無血管組織とは異なる反応が認められ

ている。光学的機能の回復には二期的な角膜

移植を追加することで良好な臨床成績が得

られているが、その理由として我々は本術式

により角膜輪部に新たな自家口腔粘膜上皮

幹細胞群が分布し、上皮供給とアロ抗原に対

する組織バリアーが相乗的に機能的してい

る可能性を推測している。また角膜実質上で

は血管新生が抑制されることにより透明性

が維持されているが、角膜特異的な表面の再

構築と安定化が可能となっている。 

さらなる治療適応の拡大と難治性疾患の克

服には次世代の再生医療の発展が不可欠で



ある。我々の注目する次世代の眼表面再生医

療の開発課題は①涙液分泌機能のさらに低

下している眼表面環境下での眼表面再生と

再生上皮の生着維持、②粘膜上皮バリアー機

能の物理的および免疫的強化、再生眼表面の

炎症および血管・リンパ管新生の制御、④再

生上皮の増殖能の長期的維持と幹細胞特性

の消失抑制である。 

 

２．研究の目的 

本研究では眼表面組織以外の粘膜上皮移植

での眼表面再生の可能性を検討し、眼組織特

異的遺伝子の誘導の可能性やムチン産生な

どよる眼表面保護効果が獲得しえないかを

検討する。瘢痕性角結膜症の眼表面再建後の

炎症反応と血管・リンパ管新生のコントロー

ルの可能性を検討する。抗炎症効果がもたら

された時に移植後に分布する p63,p75など角

膜上皮もしくは口腔粘膜上皮の増殖能を反

映する細胞マーカーの発現細胞の動態を検

討する。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 粘膜上皮培養系の確立と細胞生物学的特

性の解析 

ヒト角膜上皮および口腔粘膜上皮から細胞

成分を抽出し、MMC により不活化した線維

芽細胞をフィーダーとして培養を行う。羊膜

上に培養し、コンフルエントになった時点で

air-lifting により重層化を行う。免疫組織学

的に PAX6遺伝子発現およびケラチンタンパ

クのプロファイルについて検討する。増殖活

性については P63 および P75 の発現につい 

て検討する。 

 

(2) 眼表面上における他臓器粘膜上皮の細胞

特性の検討 

①眼表面上に生着した眼外細胞の生物学的

特性について免疫組織学的に検討する。眼表

面での生着構造は in vivo confocal scanning

を用いて観察し、基底細胞密度およびその形

態を検討する。また神経再生についても角膜

知覚と合わせて検討する。 

②ケラチンプロファイルを検索し、また眼表

面特異的分子であるMUC16, MUC5ACの発

現を検索する。 

(3) 抗炎症作用の血管・リンパ管新生に与え

る影響の検討 

生着組織における血管新生状態を観察しす

る。avastin 分子の制御を検討するため in 

vitro における角膜上皮および口腔粘膜上皮

に対する avastin の細胞抑制作用を検討する。

また移植後の眼表面に点眼を行い血管新生

抑制効果について検討する。 

 
４．研究成果 

角膜輪部から採取した幹細胞を含む上皮よ

り羊膜上に培養した上皮シートには角膜上

皮に特異的な K12,K3 の発現が誘導された。

また基底細胞には増殖活性のマーカーであ

る K15の発現が観察された。約 5%の細胞にト

リチウムサイミジンの取り込みが観察され、

分化した上皮シートでは増殖活性が抑制さ

れていることが確認できた。 

また角膜上皮シートを移植した再建角膜上

を in vivo共焦点レーザー顕微鏡で観察する

と非常に高密度の基底細胞構造を観察でき

さらに表層に向かって wing cell および

apical cell の組織構築の再生が観察できた

（図）。しかし組織構築内には神経再生は観

察されず、眼表面構造が neurotrophic な状

態で再生されていることがわかる。原因とし

ては

基質

であ

る羊

膜が

神経再生に対して物理的なバリアーとして



いる可能性が考えられた。 

また口腔粘膜組織では角膜と異なり K12の発

現は見られない。また増殖活性の強い細胞と

して p75陽性細胞がクリプト構造内に存在し

ており口腔粘膜上皮幹細胞として機能して

いることが推測された。培養上皮シートでは

組織構築が 5層程度と角膜に類似しているも

ののケラチン発現は in vovo 組織と同等であ

ることが確認できた。また上皮シートの基底

細胞には p75陽性細胞が存在し、移植自体で

幹細胞に近い細胞群を移植できていること

が推測でき、長期的な上皮維持に非常に重要

なことである。 

角膜上皮には眼組織特異的なホメオボック

ス遺伝子である PAX6 が発現しており、角膜

上皮幹細胞より作成した上皮シートにも同

様の遺伝子発現が維持されている。また分化

マーカである MUC16 や MUC1 の発現が重層化

に対応して発現するが口腔粘膜上皮シート

にはこれらの遺伝子の誘導は起こらない。ま

た上皮シートを異所的である眼表面上に移

植させても眼組織特異的な PAX6 遺伝子やム

チン遺伝子は誘導されず、組織構造は比較的

角膜に類似するものの細胞特性は大きく異

なり、細胞の transformation は起こらない

ことが確認できた（図）。 

また口腔粘膜上皮による眼表面再生の特徴

として周辺部からの血管新生がある。本来角

膜は無血管組織として維持されているがこ

の機構は口腔粘膜上皮には作用しない。通常

移植後から血管新生が起こり、術後６か月程

度まで血管伸展が観察される。新規にこの血

管新生を制御する方法として抗 VEGF 抗体で

ある Avastinを局所投与する方法を開発した。

Avastin の角膜上皮および口腔粘膜上皮に対

する増殖抑制効果は角膜上皮には作用しな

いものの、in vitro の培養口腔粘膜上皮には

高濃度添加で抑制効果が認められた。（図） 

しかし in vivoの点眼実験では投与２日目よ

り血管新生の抑制が観察され臨床応用の可

能性が示唆された。 

本研究をとおして、再生医療である培養粘膜

上皮移植の上皮特性が解明され、また異所性

に生着した組織の分化誘導および血管新生

を制御することでより眼表面に求められた

機能的な再生を可能とする基礎的な知見が

得られ、今後の発展に寄与するものと期待で

きる。 
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