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研究成果の概要（和文）：我々は、角膜上皮、実質、内皮細胞よりスフェアー法により老化した

細胞を除去し、non-senescent な組織幹細胞を選択的に採取することに成功した。またスフェ

アー法により採取した角膜上幹細胞を用いた角膜上皮幹細胞シート、実質幹細胞とゼラチンに

より作成した実質幹細胞シート、あるいは角膜内皮幹細胞塊を動物眼に移植することにより、

角膜を透明にする治療に成功した。 
研究成果の概要（英文）：We developed an adult stem cell=precursor cell isolation method 
(the sphere-forming assay) for corneal epithelial, stromal, and endothelial cells, which 
could isolate cells with differences of telomere length, telomerase activity, and 
characteristics reflecting senescence. We demonstrated transplantation of corneal 
epithelial sheet using epithelial precursors, stromal sheet using keratocyte precursors 
combined with gelatin hydrogel, or spheres of endothelial precursors to the cornea is a 
possible treatment strategy for corneal regeneration. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦における提供角膜数は欧米と比較して、
約 20 分の１と圧倒的に不足しており、角膜
不足の解決策として全世界的に人工角膜の
開発に期待がかかっている。角膜の部分的再
生として、培養ヒト角膜上皮シートが我々の
グループを含めて国内外のいくつかの施設
で臨床的に移植されている。再生医療の手法
により全層の再生角膜が供給できれば世界
的なドナー角膜供給不足は解決する。 
 
２．研究の目的 

本研究では、角膜上皮・実質・内皮の各層よ
り得られた幹細胞を用いて作成した各シー
トを組み合わせることにより、ドナー角膜に
匹敵する幹細胞シートを開発することを第
一の目標とし、幹細胞主体の再生角膜を臨床
応用することにより慢性的なドナー角膜不
足を解消することを最終目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）平成２０年度 
角膜各層より、細胞を培養し、また組織幹細
胞を採取する。組織幹細胞から分化した細胞
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を用いて、それぞれの分化度を RT-PCR、免疫
染色、Western Blotting、蛋白解析などの手
法により遺伝子発現を比較する。 
（２）平成２１年度 
①人工実質と角膜実質組織幹細胞により三
次元的に角膜実質を再構築する。 
②角膜上皮より選択的に採取した組織幹細
胞を用いて、上皮幹細胞シートを作成する。 
③角膜内皮より選択的に組織幹細胞を採取
し、移植用の組織幹細胞塊を作成する。 
（３）平成２２年度 
①人工実質と角膜実質組織幹細胞により再
構築した人工角膜実質を動物眼に移植し、そ
の移植効果について評価する。 
②角膜上皮組織幹細胞シートを動物眼に移
植する。 
③角膜内皮組織幹細胞塊を内皮除去モデル
動物眼に移植し、移植後の角膜透明性を指標
にして、移植効果を確認する。 
 
４．研究成果 
我々は、一つのドナー角膜の上皮、実質、内
皮から培養した細胞を用いて数十人—数百人
の治療を可能とする新しい再生治療法を成
功させた。スフェアー法という手法を用いて、
ヒトおよび家兎角膜の上皮、実質、内皮より
組織幹細胞を選択的に採取することに成功
した。また、継代した培養角膜内皮細胞から
も選択的に組織幹細胞を採取することに成
功し、生体内角膜細胞あるいは培養角膜細胞
と比較して、幹細胞および組織幹細胞から分
化した細胞はテロメア長が長く、また老化の
指 標 を 示 す Senescence-associated β
-galactosidaseを発現しない non-senescent
細胞のみが幹細胞スフェアーを構成してい
ることを見出した。角膜上皮、実質、内皮の
組織幹細胞を用いて各層のシートを作成し、
動物眼に移植することにより術後の細胞供
給、細胞の長期生存などの点で優れているこ
とを証明した。ドナー角膜に依存しない角膜
幹細胞移植は、100 年の歴史を持つ角膜移植
治療の概念を塗り替える画期的なもので、そ
の意義は極めて高いと考えられる。 
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