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研究成果の概要（和文）：角膜上皮幹細胞は角膜周辺の輪部に存在していると考えられているが、はっきりとした幹細
胞の同定には至っていない。そこで、角膜輪部組織から輪部上皮基底細胞周辺の細胞塊（Tiny cells）を分離し、組織
学的ならびに細胞生物学的解析を行った。また、角膜上皮幹細胞とニッシェのメカニズムを解明するため、Tiny cells
の維持培養法について検討し、Tiny cellsから上皮シートの作成を試みた。Tiny cellsにはニッチ様細胞が存在し、１
ヶ月以上培養することに成功した。また、Tiny cells１つから上皮シートを作成することにも成功した。低酸素培養で
はN-cadherinの発現も確認した。

研究成果の概要（英文）：Stem cells have a specialized microenvironment for maintaining self-renewal and 
multipotent capacities. It is believed that a cornea epithelial stem cell niche exists in the limbus. We 
presented that aquaporin 1 positive (AQP1+) cells immediately beneath epithelial basement membrane may be 
mesenchymal niche cells that directly interact with N-cadherin positive (N-cad+) limbal basal epithelial 
cells. To establish a cultivation method the limbal epithelial stem cells niche in vitro, we performed 
spheroidal cultivation of Tiny cells from the human limbus using Matirgel. Keratin (K) 15 and p63 were 
expressed in the spheroid after 1-month cultivation, as well as in epithelial sheets engineered form a 
single spheroid. K15 and p63 were expressed in the edge of spheroids after 1-month cultivation under 
hypoxia. In addition, N-cadherin was expressed in epithelial spheroid under hypoxia.

研究分野： 眼科学

キーワード： 角膜上皮幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
角膜上皮の恒常性を維持するためには、角膜
周辺部(輪部)に存在する角膜上皮幹細胞の機
能を維持することが重要である。角膜上皮幹
細胞に関する研究では Label retaining cells、
p63 、 side-population(SP) 細 胞 や
N-cadherin(N-cad)など様々な報告がなされ
ているが、造血幹細胞や皮膚の幹細胞の様に
はっきりとした幹細胞の同定にまでは至っ
ていない(Lehrer, J Cell Sci 1998; Pellegrini, 
PNAS 2001; DePaiva, Stem cells 2005: 
Hayashi, Stem cells 2006)。角膜上皮の幹細
胞は角膜輪部の POV (Pariside of Vogt)の上
皮基底層に存在すると考えられており、その
基底層には細胞の大きさが小さく、N/C比の
大きい細胞が存在することも報告されてい
る(Chen, Stem cell 2004)。また、実質側に接
する角膜輪部基底細胞の中で細胞内顆粒が
少なく最も小さい細胞(直径約 10um)群が幹
細胞の候補であるとも考えられている
(Romano, IOVS 2003)。角膜上皮細胞は大き
さが様々で，小さい細胞群では幹細胞関連マ
ーカーによって比較的強く染色され、大きい
細胞群では分化マーカーによって強く染色
される。また、輪部上皮には骨髄細胞で最も
正確に造血幹細胞を現すと言われている SP
細胞を含んでいることが報告された
(Watanabe, FASEB Lett 2004)。この SP細
胞は角膜上皮中で最も小さい細胞群である
ことも分かっている。 
一方、幹細胞の周りには幹細胞を維持するた
めの環境（ニッシェ）が備わっており、最近
では脳や骨髄、皮膚などでこのニッシェの研
究が報告されるようになった (Zhang, 
Nature 2003; Tumbar,Science 2004; 
Alvarez-Buylla, Neuron 2004)。このニッシ
ェを携えた幹細胞は自己複製能を保ちなが
ら、細胞を特定の組織へ長期にわたり供給し、
臓器組織の恒常性の維持に機能していると
考えられる。体性幹細胞は様々なストレスに
耐性ではあるが、幹細胞ニッシェの適切な環
境維持が幹細胞の未分化の維持に必須であ
り、外部環境から保護していると考えられる。
近年、我々は角膜上皮の幹細胞／前駆細胞を
維持するようなニッシェの環境因子として、
N-cad、Melanocyte、SPARC や低酸素など
に注目して研究をおこなってきた(Higa, Exp 
Eye Res 2005; Shimmura, Mol Vis 2006; 
Miyashita, IOVS 2007; Higa, IOVS 2009)。
角膜上皮の幹細胞／前駆細胞の維持機構に
上記のような様々な環境因子が複雑に関与
していることが想定される。また、我々はス
ティーブンス・ジョンソン症候群をはじめと
する輪部機能不全をともなった角膜疾患に
対して、角膜再生のために輪部移植や羊膜上
培養角膜上皮移植，培養口腔粘膜上皮移植な
ど、さまざまな治療技術の開発や移植を行っ
てきた (Tsubota, N Engl J Med 1999; 
Shimazaki, Opthalmology 2002; Higa, 
IOVS 2007; Satake Ophthalmology 2011)。

このように再生された患者の角膜では移植
した角膜上皮の幹細胞もしくはニッシェが
正常に機能していることが示唆されるが、そ
のメカニズムについてはよくわかっていな
い。 

２．研究の目的 
角膜上皮の幹細胞-ニッシェのメカニズムを
明らかにするためにはその環境を再現でき
るモデルが必要である。我々は以前から角膜
輪部の POV に存在する小さい細胞（我々は
これを Tiny cellsとする）に注目しその分離
法の開発を行ってきた(図１)。 

図１. ヒト角膜輪部上皮から採取した細胞塊
(Tiny cells) 

この Tiny cellsはその周辺の細胞と一緒に細
胞塊として採取し培養を開始することが可
能であり、通常の培養方法で培養を行うと、
増殖し角膜上皮細胞へ分化していくことが
解っている。そこで、本研究ではヒトドナー
角膜輪部組織から採取した Tiny cellsの組織
学的ならびに細胞生物学的な解析を行うと
ともに、ヒト角膜上皮幹細胞-ニッシェのモデ
ルとして使用し、そのメカニズムの解明を検
討する。 

３．研究の方法 
角膜輪部上皮基底細胞周辺から分離した細
胞塊（Tiny cells）が幹細胞-ニッシェのモデ
ルとして有用であるか解析するため、Tiny 
cells の３次元的な観察も含めて組織学的な
らびに細胞生物学的な解析を行う。また、
Tiny cells の分化または維持培養を行うため、
Tiny cells に影響を与える可能性のある
N-cad、低酸素といった環境因子による影響
についても観察する。さらに、Tiny cells の
長期間培養を行い、角膜上皮細胞への分化誘
導を行うとともに、Tiny cells が培養上皮シ
ートの細胞源として有用であるか確認する
ため、Tiny cells から培養上皮シートの作製
についても検討する。 

４．研究成果 
角膜上皮幹細胞/前駆細胞で発現すると考え
られる N-cad、p63、ケラチン(K)15 なとの



発現について免疫染色を用いて検討した。
N-cad 陽性(+)Tiny cells は K15 陽性、p63
陽性の比較的未分化な細胞であることか分
かった(図 2)。 

図 2. N-cad＋Tiny cellsの未分化マーカーの
発現。 

図 3. N-cad+Tiny cellsの実質Vimentin陽性
細胞。 

図 4. N-cad+ Tiny cellsの基底膜成分の発現。 

また、Tiny cells 中に実質の細胞やメラノサ
イトも含まれている可能性も考えられるた
め、Vimentin、Aquaporin(AQP)1、MART-1、
Melan A 等の抗体を用いて免疫染色を行っ
たところ、N-cad+ Tiny cellsには Vimentin
陽性、AQP1陽性の実質側の細胞も存在して
いた(図 3)。 

さらに、この Tiny cellsは角膜輪部基底膜周
辺の細胞であると考えられることから、角膜
輪部上皮基底膜で発現する、Collagen type 
IV ならびに Laminin についても染色を行っ
た。T iny cellsにおける Collagen Type IV
ならびに Lamininの発現はN-cad+細胞に近
接して発現か認められ(図４)、AQP1+細胞に
接して発現か認められた(図５)。 

図 5. AQP1陽性実質細胞の基底膜成分の発現。 

図 6. N-cad+Tiny cellsの大きさと N/C比。 

図 7. N-cad+ Tiny cellsならびに AQP1+ cellsに
おける基底膜成分の発現。 



次に、輪部基底層に存在する小さい細胞が
Tiny cells であることを確かめるため、上記
で検出した細胞の大きさ(細胞の直径)、N/C 
比についても測定ししたところ、N-cad+細胞
は N-cad-細胞よりも細胞直径か小さく、N/C
比か大きいことか分かった(図 6)。さらに、
N-cad+ 細胞ならびに AQP1+細胞か実際に
基底膜に接している細胞であるかについて
も観察するため、Tiny cellsを single cellsへ
バラバラに処理を行って N-cad もしくは
AQP1 と Collagen Type IV も し く は
Laminin との 2 重染色を行った。N-cad+細
胞ならびに AQP1+細胞には Colla gen Type 
IV もしくは Laminin 陽性細胞か存在してい
ることか確認できた(図７)。 

図 8. 培養条件におけるスフェロイド形成の
比較。 

図 9. スフェロイドにおける角膜輪部フェノ
タイプの発現。 

次に基底膜成分を多く含んだマトリゲル上
において、Tiny cells だけでなくその直下に
存在するニッチェ細胞も回収できるコラゲ
ナーゼ処理では従来のディスパーゼ処理よ
りも均一で球状のスフェロイドを形成する
ことが解ってきた。さらに、通常の EGF 添
加培地に比べて角膜輪部フェノタイプ維持

培地（KGF+Rock Inhibitor）で培養すると
上皮の進展もなく１ヶ月以上シフェロイド
を形成したまま培養できることが解ってきた。一
つの輪部組織からはおおよそ800個以上のス
フィロイドを作成できることが解って来た
(図 8)。 
このスフィロイドの組織を見てみると、角膜
輪部上皮基底層で発現が認められるケラチ
ン１５、p63の発現を維持していることが解
って来た(図 9)。 

図 10. １個のスフェロイドから作成した輪
部フェノタイプを発現する上皮シート。 

図 11. 低酸素培養におけるスフェロイド形
成の比較。 

また、このスフィロイド１個から培養上皮シ
ートの作成を試みたところ、重層化した従来
の上皮シートと同様の培養上皮シートを作
成することができた(図 10)。 
このスフィロイドにおいて低酸素培養を行
なったところ、培養１ヶ月後において、通常
培養よりも小さいスフェロイドを形成する
ことが分かった(図 11)。 
また、低酸素培養において、輪部フェノタイ
プを示す K15 や p63 の発現はスフェロイド
の辺縁部で認められ、さらに角膜輪部基底層
で発現する N-cadherin の発現も認められた  
(図 12)。BrdU 陽性細胞も低酸素培養で多く



観察され、細胞周期の G0/G1期の細胞も多く
観察された(図 13)。 

図 12. 低酸素培養における角膜輪部フェノ
タイプの発現。 

図 13. 低酸素培養におけるBrdUの発現と細
胞周期解析。 

以上のことから、マトリゲルと KGF+Rock 
Inhibitor 添加培地と低酸素条件を組み合わ
せることで、培養一ヶ月後においても
N-cadherin陽性のスフェロイドが認められ 
たことから、Slow cyclingを維持するニッチ
様構造が保たれた優れた培養条件であるこ
とが示唆された。 
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