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研究成果の概要（和文）：本研究において、我々はマウス皮膚上皮細胞の角膜上皮細胞への分化

誘導に関して検討を行った。その結果、マウス皮膚上皮細胞は角膜上皮様細胞に分化可能であ

ることが示された。また、分化誘導には角膜輪部の環境が重要である可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the potential for murine epidermal cells 
transdifferentiation into corneal epithelial-like cells, and demonstrate that murine epidermal cells have 
the potential to transdifferentiate into corneal epithelial-like cells. The results indicate that 
transdifferentiation may require the effect of coculture with corneal epithelial cells, as well as the 
corneal limbal environment. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008年度 2,500,000 750,000 3,250,000 

2009年度 500,000 150,000 650,000 

2010年度 600,000 180,000 780,000 

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 

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：眼発生・再生医学 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、細胞培養技術の飛躍的な進歩とともに、

培養角膜上皮シート移植という手法が開発、臨
床応用されるようになり、かつては難治とされた
眼類天疱瘡、スティーブンス・ジョンソン症候群
などを代表とする原発性角結膜上皮疾患につ
いても、良好な治療成績が報告されていた。こ
の培養角膜上皮シート移植では、状況によって
患者自身の健眼より採取した上皮細胞を用いる 
auto 移植も可能ではあるが、実際には提供眼の 
allo 角膜上皮を利用しているのが現状であり、そ
の術後には免疫抑制剤の投与が必要である。
その一方で両眼が侵された場合には、患者自
身の口腔粘膜上皮を利用した培養口腔粘膜上

皮シートが臨床応用されるようになった。これも
確かに優れた方法ではあるが、透明性の維持、
角膜上皮細胞としての特異性、幹細胞が確実に
含まれているかどうかなどについては現在もまだ
不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
角膜のパーツである角膜上皮移植の最終的

な目標を、自己の幹細胞を含んだ、角膜上皮
（の特徴を持った細胞）を移植することとし、本研
究においては、マウス表皮 SP 細胞を試験管内
で角膜上皮細胞に分化させ移植可能な培養角
膜上皮シートを作製することが目的である。 
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３．研究の方法 
１）マウス角膜上皮細胞培養法の確立 
分離はヒトおよびウサギの角膜上皮細胞の分

離に準じておこなう。マウス角膜を摘出し、
dispase処理（4℃，一晩静置) 後、上皮を剥離し
trypsin 処理（37℃, 10min）にて単一細胞とし、
種々の培地にて 1×104個/cm2，3７℃，5％CO2
の条件で培養を試みる。 

 
２）培養マウス角膜上皮細胞シート作成 
 まず３Ｔ３細胞をフィーダーレーヤーとして培養
し、ＭＭＣにて処理する。ついでカルチャーイン
サート内に EDTA 処理にて上皮を除去した羊膜
上で 7×104個/cm2，3７℃，5％CO2の条件で培
養する。4 日間 CnT-20 培地/CM 培地（1:1）
/1% FBS にて培養後、約１週間 CM 培地/2% 
FBS 培地にて air lift をおこない重層化をはか
る。 

３）GFP発現マウス表皮細胞とマウス角膜上皮細

胞の混合培養による角膜上皮様細胞誘導の試

み 

K12-Cre-ZEG マウスより分離したマウス
表皮細胞を、無血清培地で培養し、野生型マ
ウスより得た角膜上皮細胞と 1:1 で混和して
培養する。その緩和した培養細胞をプラスチ
ック、羊膜上に播種し、Ca を添加した無血
清培地で培養を行った後、GFP の発現を蛍光
顕微鏡で確認する。 
 
４）GFP 発現マウス表皮細胞の角膜上皮様細胞
誘導条件の検討 
 K12-Cre-ZEG マウスより分離したマウス
表皮細胞を、無血清培地で培養し、野生型マ
ウスより得た角膜上皮細胞と混和または単
独にて培養する。その混和した培養細胞を野
生型マウスより摘出した角膜実質上または、
プラスチック、羊膜上に播種し、Ca を添加
した無血清培地で培養を行った後、GFP の発
現を蛍光顕微鏡で確認する。 
 
４．研究成果 
１）マウス角膜上皮細胞培養法の確立 
マウス角膜上皮細胞は通常ヒト角膜上皮細胞培
養に用いられるＳＨＥＭ培地、ＥｐｉＬｉｆｅ培地では
継代培養することはできなかった。そこで我々は
CELLnTEC 社の角膜上皮培養用培地を用いて
マウス角膜上皮細胞の培養を行った。その結果、
CnT-50 培地を用いることで少なくとも１０継代ま
で形態的変化を起こさず培養可能であった。ま
た、３継代目で初代培養の６０倍に上る細胞数を
得ることが可能となった。（図１） この細胞数は
実験を行う上で十分な細胞数である。 
 
２）培養マウス角膜上皮細胞シート作成 
マウス角膜上皮細胞をプラスティックディシュ上
で培養した場合は角膜上皮特異的に発現する

ケラチン１２（Ｋ１２）の発現は認めない。そこで、
我々は、CnT-30 培地を用いて羊膜上でマウス
角膜上皮細胞を培養し、Confluent 後に Ca を添
加することによりマウス角膜上皮細胞を重層化
することに成功した。この重層化させたマウス角
膜上皮細胞はＫ１２を発現することが確認され
（図２）、その後の、皮膚上皮細胞の角膜上皮細
胞への形質転換への実験の道筋が整った。 

 
３）GFP発現マウス表皮細胞とマウス角膜上皮細
胞の混合培養による角膜上皮様細胞誘導の試
み 
我々は、皮膚上皮細胞を角膜上皮細胞に形質
転換させるには角膜上皮細胞との相互間作用
が 重 要 で ある と推 測 して い た 。 そ こ で 、
K12-Cre-ZEG マウスより分離したマウス表
皮細胞と野生型マウス角膜上皮細胞と 1:1 で
混和して培養する。その緩和した培養細胞を
プラスチック、羊膜上に播種し、Ca を添加
した無血清培地で培養を行った。しかしなが
ら、この条件では GFP の発現は認めなかっ
た。 
 
４）GFP 発現マウス表皮細胞の角膜上皮様細
胞誘導条件の検討 
そこで我々は、角膜実質（細胞）との相互作用が
角膜上皮細胞に形質転換するのに重要を考え、
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K12-Cre-ZEG マウス表皮細胞と野生型マウ
ス角膜上皮細胞の混和または単独培養細胞
を野生型マウスより摘出した角膜実質上に
て培養を行った。その結果、ＧＦＰの発現を
確認することができ、マウス皮膚上皮細胞が
角膜上皮様細胞に形質転換したことが証明
された。また、形質転換した細胞は角膜輪部
付近において顕著に認められた。（図３） 
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