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研究成果の概要（和文）：幹細胞の新しい特性を発見し、極めて安価かつ容易な単離法を開発し、

成人角膜輪部より角膜上皮幹細胞を発見した。更に無血清培養法を確立し再生医療に用いるこ

とができる角膜上皮細胞シートを開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：I discovered the new characteristic of the stem cell and developed 

the extremely cheap easy isolation method to overcome and discovered a corneal epithelial 

stem cell than adult human cornea limbus. Furthermore, I developed the corneal 

epithelium cell sheet which I established the serum-free culture method and could use for 

regenerative medicine. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

再生医療の実現化を目指して活発な研究活
動が内外で行われている。再生医療の実現に
は幹細胞など組織や臓器を形成し得る細胞
資源が必要である。ES 細胞には倫理的な問
題が存在し、組織幹細胞は発見と採取が困難
であり、そのため再生医療実現化が視野に入
っている分野は少ない。 

 

２．研究の目的 

角膜上皮再生医療を実現化するため角膜上
皮幹細胞を発見し特性を解析し無血清培養
法や安全性を検討すること。 

３．研究の方法 

独自に開発した幹細胞の高付着能を利用し
た幹細胞単離法を開発し角膜上皮幹細胞を
単離する。角膜上皮幹細胞を用いて無血清培
養法を確立するほか幹細胞の分化能を評価
する。 
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４．研究成果 
(1)幹細胞の単離法の開発 
幹細胞の新たな特性として高い付着能を見
出した。現在の手法では数千万円の分離機器
と高価な抗体試薬が必要であるが、一個 100
円未満の通常細胞の付着培養が不可能な培
養皿を用いて容易に幹細胞を単離できる。 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. 単離された角膜上皮幹細胞 
 
 
(2)幹細胞の無血清培養法 
幹細胞の特性を詳細に調べるために無血清
培養法の開発が不可欠である。鋭意研究の結
果、現在の培養法には脂溶性栄養素の検討が
成されていなかったため、検討したところレ
チノールの添加と EGFの組み合わせにより容
易に無血清培養が可能であることが判明し
た。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2.無血清培養でコロニーを形成した角膜
上皮幹細胞 
 
(3)角膜上皮幹細胞の分化能の検討 
組織幹細胞には一種類の分化能を持つ前駆
細胞と複数の分化能を持つ体性幹細胞に分
類される。無血清培地中で EGF を用いて細胞
を増殖させると角膜上皮細胞へ分化・増殖す
るが、bFGF の作用のみで角膜上皮幹細胞を培
養すると角膜上皮幹細胞は杯細胞へ分化し、
角膜上皮幹細胞が体性幹細胞であることが
判明した。 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. EGF で角膜上皮細胞へ分化した角膜上
皮幹細胞 
 
 

 
 
 
 

 
図 4.bFGF で杯細胞へ分化した角膜上皮幹細
胞 
 
(4)無血清・無フィーダー角膜上皮細胞シー
トの開発 
幹細胞の無血清培養法や分化法が明らかに
なったため、レチノールと EGF を添加した培
養液で無血清・無フィーダー角膜上皮シート
が作成可能であった。形態的には上皮組織が
形成されており、また角膜上皮細胞へ分化し
ていた。動物実験の結果生着することが確認
できており、臨床応用に向けたデータがほぼ
出そろった。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5.幹細胞由来、角膜上皮シート 
一個の幹細胞からでも 10 万個の細胞からで
も角膜組織を形成できる。形態的に既存の移
植に使われている角膜上皮シートとそん色
ない。角膜上皮細胞マーカーCK3,12 を発現す
る。また動物実験の結果、生着が確認できる。 
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