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研究成果の概要（和文）：植物由来の多糖類であるアルジネートを用いた角膜凍結保存法の開発

を試み、凍結保存角膜実質フィルムを用いたサル培養角膜内皮シートを作成した。培養角膜内

皮シートの in vitro での機能解析を行った後に、角膜内皮機能不全の動物眼への移植実験を行

い、in vivo での機能、生体適合性および安全性の検討を行った。本研究により、凍結保存角膜

実質フィルムを用いた角膜内皮再生医療の可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We tried to develop a new cryopreservation method for human corneal 

tissue using alginate encapsulation and we studied the feasibility of cultivated corneal endothelial 

cell transplantation using a corneal lamellar graft. We cultivated monkey corneal endothelial cells 

on a frozen preserved human corneal lamellar graft and successfully transplanted this construct into 

animal eyes. Our results suggest the possibility of cultivated corneal endothelial cell transplantation 

using a frozen preserved corneal lamellar graft. 
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１．研究開始当初の背景 
 角膜内皮細胞は角膜の最も内側に存在す
る単層細胞層であり、角膜の透明性維持に重
要な役割を果たしている。霊長類では角膜内
皮細胞の生体内での増殖能が乏しく、角膜ジ
ストロフィや内眼手術などによって角膜内
皮細胞が障害されると水疱性角膜症を生じ
る。近年、ヒトの角膜内皮細胞を生体外で培
養して増殖させることが可能になっており、
培養角膜内皮細胞を用いた再生医療の開発
が期待されている。 

我々はこれまで、羊膜やコラーゲンを用い

た培養角膜内皮シート移植術の開発を行っ
ており、動物への移植実験によりその有用性
を確認してきた。凍結保存角膜は、抗原性が
低く生体への適合性がよいことが知られて
おり、薄切してフィルム状の基質を作成する
ことによって角膜内皮再生医療に用いるこ
とができると考える。しかし臨床的には、角
膜凍結保存角膜を用いた表層角膜移植では、
新鮮角膜を用いた表層角膜移植術に比べて
術後の角膜透明性の回復に時間がかかるこ
とが知られており、コラーゲン線維の配列を
保ち角膜の透明性維持に重要な役割を果た
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すグリコサミノグリカンの変性を生じてい
る可能性が指摘されている。 

近年、植物由来の天然高分子であるアルジ
ネートが幹細胞培養における細胞外基質を
保持する作用を持っていることから、整形外
科領域再生医療における軟骨三次元培養の
基質として注目されている。我々は、アルジ
ネートを用いた角膜凍結保存法を確立し、角
膜内皮再生医療の基質としての有用性を検
討する着想に至った。 

 

２．研究の目的 

社会の高齢化に伴って患者数の増加が問題
となっている角膜内皮機能不全(水疱性角膜
症)に対する再生医学的治療法の確立を目的
として、植物由来の多糖類アルジネートを用
いた培養角膜内皮シート移植術の開発を行
う。 
 
３．研究の方法 

(1) アルジネートを用いた角膜凍結保存法
開発の試み 
凍結保存角膜は、抗原性が低く生体への適合
性がよいことが知られており、角膜再生医療
に用いることができると考える。本研究では、
アルジネートを用いて凍結保存したウサギ
およびヒト角膜組織中のケラタン硫酸プロ
テオグリカン（KSPG）量を ELISA で測定し、
免疫染色を行った。コントロール角膜と比較
することで、アルジネートが凍結保存角膜に
おける正常 KSPGの保持に与える影響を検討
した。また、アルジネートコーティングが角
膜凍結保存時に、角膜上皮、実質、内皮細胞
に与える影響を検討した。 
 
(2) 角膜実質フィルムを用いた培養角膜内
皮シートの作成 
1ヶ月間凍結保存した研究用ヒト角膜組織を
用いて角膜実質フィルムを作成し、カニクイ
ザル培養角膜内皮シートを作成した。人工前
房装置を用いて強角膜片を固定し、LASIK手
術用マイクロケラトームを用いて角膜実質
を層状に切開し、厚さ約 150µm のフィルムを
作成した。カニクイザルの角膜内皮細胞を継
代培養し、角膜実質コラーゲンフィルム上に
播種して 1カ月間培養し、培養角膜内皮細胞
シートを作成した。角膜内皮細胞の密度およ
び形態、角膜内皮細胞の機能に関連するタン
パクである ZO-1、Na+-K+-ATPaseの発現を免
疫染色により評価した。 
 
(3) ウサギ水疱性角膜症モデルを用いた培
養角膜内皮シート移植 
カニクイザルへの培養角膜内皮シート移植

の予備的実験として、ウサギ眼を用いた培養
角膜内皮シート移植を行って生体適合性の
評価を行った。全身麻酔下にて、ウサギ角膜
輪部に作成した約 1mmの切開創より角膜内皮
を周辺部まで機械的に掻爬し、水疱性角膜症
モデルを作製した。次に、角膜輪部に約 4.5mm
の角膜切開創を作製し、直径約 8mmのヒト角
膜実質コラーゲンフィルムをキャリアとす
る培養角膜内皮シートを挿入した。前房内を
空気で置換することで角膜内皮シートをホ
スト角膜実質面に接着させ、角膜切開創を縫
合した。手術 1日後、2日後に前眼部所見お
よび角膜内皮シートの接着状態を確認した。 
 
(4) 霊長類を用いた培養角膜内皮シート移
植 
ヒトと同様に生体内における角膜内皮細胞
の増殖能が乏しい動物であるカニクイザル
を用いて同様の移植実験を行い、ヒト角膜実
質コラーゲンフィルムをキャリアとする培
養角膜内皮シートの長期的な効果を検討し
た。全身麻酔下で、前述の方法で水疱性角膜
症モデルを作成し、デスメ剥離用フックを用
いて角膜中央部に直径約 6mmのデスメ膜剥離
を行い、角膜実質を露出した。続いて、角膜
輪部に約 4.5mmの角膜切開創を作製し、直径
約 8mmのヒト角膜実質コラーゲンフィルムを
キャリアとするカニクイザル培養角膜内皮
シートを挿入した。前房内を空気で置換する
ことで角膜内皮シートをホスト角膜実質面
に接着させ、角膜切開創を縫合した。手術 1、
2、3、7日後に前眼部所見および角膜内皮シ
ートの接着状態を確認した。また、長期にわ
たり前眼部所見の観察を行い、角膜内皮スペ
キュラを用いて生体内における角膜内皮の
観察を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 凍結保存角膜を用いた検討 
ケラタン硫酸の定量実験により、アルジネー
トを用いて保存した群では、アルジネートを
用いない群に比べて、保存角膜組織における
ケラタン硫酸濃度が有意に高い結果が示さ
れた。またウサギおよびヒト角膜のケラタン
硫酸の蛍光免疫染色では、アルジネートを用
いて保存した群の角膜実質で強い染色が観
察され、また角膜実質細胞の細胞密度も高く
保持されていた（図 1）。アルジネートは角膜
実質内のケラタン硫酸および角膜実質細胞
を保持し、角膜実質変性を防ぐ可能性が示唆
された。一方、アルジネートは角膜上皮細胞
および角膜内皮細胞の生存状態には影響を
与えなかった。 
 



 

 

(2) 角膜実質フィルムを用いた培養角膜内
皮シートの作成 
凍結保存した角膜実質コラーゲンフィルム
を用いて作成した培養角膜内皮シートの細
胞密度は約 2000個/mm2であり、正常角膜内皮
細胞に類似した大小不同の少ない均質な多
角形細胞から構成されていた。角膜内皮細胞
の機能に関するタンパクとして、ポンプ機能
に関わる Na+-K+-ATPase、タイトジャンクショ
ンに関わる ZO-1の免疫組織学的検討を行い、
培養角膜内皮シートにおいてもこれらのタ
ンパクを発現していることを確認した（図 2）。
以上のことより、角膜実質コラーゲンフィル
ムを用いた培養角膜内皮シートは、正常の角
膜内皮細胞と類似した細胞生物学的特性を
有しており、生体内へ移植した後にも角膜内
皮細胞としての機能を有することが推測さ
れた。 

 
(3)水疱性角膜症動物モデルを用いた培養角
膜内皮シート移植 
ウサギ眼への移植において、手術後早期に角
膜内皮シートはホスト角膜実質面中央に接
着しており、ホスト-グラフト間の離開、グ
ラフトの移動を認めなかった（図 3A）。移植
24時間後の角膜の透明性は良好で、移植した
培養角膜内皮細胞が生体内で機能している
ことを示唆する所見であった。移植した角膜
内皮シートの生体内での状態を検討するた
めに、移植 48時間後にウサギを安楽死させ、
眼球を摘出して角膜内皮細胞のアリザリン

染色を行った。移植した角膜内皮グラフト上
の培養角膜内皮細胞には移植時の手術操作
による傷害を認めず、生体内でも生存可能で
あることが明らかになった（図 3B）。ホスト
実質とグラフト面の接着は良好で、ヒト角膜
実質コラーゲンフィルムをキャリアとする
培養角膜内皮シートは生体適合性が良好で
あった。 
 

 
(4) 霊長類を用いた培養角膜内皮シート移
植 
手術直後より角膜内皮シートはホスト角膜
実質面中央に接着しており移植 24 時間後の
角膜の透明性は良好で、移植した培養角膜内
皮細胞が生体内で機能していることを示唆
する所見であった。移植後 8ヶ月後において
も角膜内皮シートのホスト角膜への接着が
認められ、ホスト角膜および角膜内皮シート
は透明性を維持した。また、角膜内皮スペキ
ュラにより約 1800 個/mm2 の細胞密度を保っ
た角膜内皮細胞を観察することができた。以
上の実験から、ヒト角膜実質コラーゲンフィ
ルムは生体適合性が高く、長期にわたり透明
性を維持することが可能なキャリアとして
使用することが可能であることが明らかに
なった。また、ヒトに近い霊長類をモデルと
してヒト角膜実質コラーゲンフィルムを基
質とする培養角膜内皮シートの移植により
透明治癒が得られたことは、臨床応用の可能
性を強く示すものであった。 
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図 2 角膜実質フィルムを用いた培養角膜内皮シート
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図 3 凍結保存角膜実質フィルムを基質と
した培養角膜内皮シート移植(ウサギ眼) 

 

図 1 凍結保存角膜実質組織（ウサギ）にお
けるケラタン硫酸プロテオグリカンの発現 
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