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研究成果の概要（和文）：重症眼表面疾患は角結膜膜上皮幹細胞が消失し、重度の視力障害と瘢痕形成をきたす
が、再生医療を用いた培養粘膜上皮移植治療により治療成績を向上させてきた。本研究により、再建された眼表
面では口腔粘膜上皮が角結膜上皮には変化せず、細胞特性を維持していること解明した。さらに3T3線維芽細胞
やウシ血清など動物由来物質に依存しない新しい培養法を開発し、他の自家細胞ソースとして鼻腔粘膜上皮を応
用することで杯細胞を含む眼表面再建が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Severe ocular surface disease lost corneal and conjunctival epithelial stem 
cells, resulting in severe visual impairment and scar formation. We have developed cultured mucosal 
epithelial transplantation therapy using regenerative medicine and improved the outcome of 
treatment. In this study, we analyzed the survived epithelium and proved that the oral mucosal 
epithelium does not change to the ocular surface epithelium and maintains original cell 
characteristics. Furthermore, we have developed a new culturing method independent of xeno materials
 and cultivated epithelial sheets using nasal mucosal epithelium as other cell source.　As an 
alternative cell source, we used nasal mucosal epithelium to generate the cultivated sheet 
containing goblet cells for ocular surface reconstruction.

研究分野： 眼科学と再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
眼表面は角膜および結膜の二つの異なる

上皮により構成され、その表面は涙液により
被覆され安定した視機能とバリアー機能を
維持している。この役割を果たすためには、
他の上皮系組織や粘膜組織と異なる、さまざ
まな眼表面特有の細胞特性と組織構築が必
要となる。角膜は透明性を維持した無血管組
織でありと同時に重層扁平上皮による粘膜
バリアーが表層上皮に備わっている。結膜で
は杯細胞からのムチン関連因子の分泌や免
疫学的な防御機構が備わり眼表面を感染な
どの攻撃因子から防御している。 
重症の瘢痕性角結膜疾患である熱・化学外

傷や内因性疾患であるスティーブンス・ジョ
ンソン症候群や眼類天疱瘡は、眼科疾患の中
でも極めて予後が不良であり、慢性期治療に
おいても角膜上皮障害や合併症などが多く、
治療管理が難しい。これらの疾患群の共通点
として、角膜上皮幹細胞が消失し、さらに結
膜上皮幹細胞の減少や結膜下組織の異常増
殖による瘢痕化が病態として存在する。角膜
上皮幹細胞が疲弊すると角膜表面は結膜上
皮で被覆され高度の血管新生と角膜混濁を
生じる。この病態の外科的治療としては、ド
ナーの角膜上皮幹細胞を直接的に組織とし
て移植する角膜輪部移植が行われてきた。し
かし、眼表面環境での免疫反応は全層角膜移
植などに比較して強く、同種移植での角膜上
皮移植は高率に拒絶反応を生じるため長期
にわたり免疫抑制が必要となる。またドライ
アイや慢性炎症の環境下においては遷延性
上皮欠損や角膜潰瘍などの合併症が問題と
なる。その臨床的な課題を克服のためには、
①自家組織を用いた移植再建方法を確立す
る、②高い増殖能や分化細胞を移植する再生
医療を開発する、③細胞移植により機能的に
喪失した眼表面の環境回復を行う、④神経再
生を獲得させるなどの、従来の移植医療では
不可能な成果を再生医療や新しい治療に求
められている。本研究では、1999 年より臨
床応用してきた培養角膜上皮移植、さらに
2001 年より実施してきた培養口腔粘膜上皮
移植の問題点を克服し、さらに重症眼表面疾
患への新しい治療の道筋を切り開くための
基礎研究と臨床応用を目指している。 

 
２．研究の目的 
本研究では難治性眼表面疾患の治療の向

上を目標に、再生医療を応用した新しい培養
粘膜上皮移植の開発と眼表面に異所性に生
着した眼表面以外の粘膜上皮の解析と代用
粘膜による視機能回復と眼表面バリアーの
再建を研究目的とした。 

 
（１）培養口腔粘膜移植治療の問題点の解析。
2001 年より培養口腔粘膜上皮移植を臨床応
用し、眼表面疾患の治療に成果を上げてきた。
一方、培養口腔粘膜上皮は本来の組織と異な
る細胞特性と組織構築が形成されるが、治療

の長期効果においても未解決な問題点や改
良すべき点も多く存在する。本研究では治療
症例の臨床経過および臨床的問題点をレト
ロスペクティブに解析し、臨床効果と問題点
を解析することを目的とした。 
（２）異所性生着上皮の解析。 
口腔粘膜上皮は本来の口腔組織において維
持されている粘膜型の重層扁平上皮である。
また粘膜分泌細胞としての杯細胞への分化
能がないこと、臨床的には角膜上皮と異なり
血管新生を誘導する上皮特性をもつ。本研究
では培養口腔粘膜上皮として異所性に眼表
面に生着した上皮の組織特性について検討
し、今後の再生医療における改良点を模索す
ることを目的とした。 
（３）新規培養方法の確立と改良。 
本研究までに開発してきた培養口腔粘膜上
皮移植は従来の角膜上皮培養方法を基盤と
しており、マウス由来の 3T3 線維芽細胞との
共培養とウシ由来の血清成分を培養方法に
応用してきた。今後のより安全な再生医療に
対しては動物由来成分による培養系の確立
が必須であり、新しい培養方法の確立を目的
とした。 
（４）多種の細胞ソースを用いた培養粘膜上
皮移植の探索。 
培養口腔粘膜上皮には杯細胞への分化機転
がないとされている。重症の瘢痕性眼表面疾
患では結膜上皮の病的変化により結膜幹細
胞が消失し、臨床的には結膜組織の短縮や結
膜下組織の線維化により瞼球癒着を生じる。
杯細胞は眼表面に分泌型ムチンである
MUC5AC を供給し、その他にもトレフォイ
ル因子など眼表面上皮の保護、涙液の安定被
覆、感染防御機構としての役割を果たしして
いる。口腔粘膜上皮以外の杯細胞含有粘膜を
応用することで、疲弊した杯細胞供給と２次
的な臨床効果を期待することができる。本研
究では鼻腔粘膜などの新規粘膜の眼表面再
建への応用の可能性を模索することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）培養口腔粘膜上皮移植の臨床効果に関
する解析 
培養口腔粘膜上皮移植を施行した症例をレ
トロスペクティブに解析し、移植後早期の血
管新生やコンタクトレンズ装用後の視力変
化や上皮変化について生体共焦点顕微鏡な
どを用いて解析した。 
（２）異所性生着培養口腔粘膜上皮の解析 
培養口腔粘膜上皮移植により再建された症
例で、角膜混濁が強度のため２期的に角膜移
植を施行した症例の組織サンプルを用いて
細胞特性について免疫組織学的に解析した。 
（３）再建後角膜の角膜知覚 
培養口腔粘膜上皮移植により再建された眼
表面の角膜知覚再生状態を知覚計であるコ
シボネ角膜知覚計を用いて測定し、神経再生
状態に関して生体共焦点顕微鏡を用いて観



察した。 
（４）ゼノフリーによる新規培養方法の開発 
従来の培養方法に含まれる動物由来因子で
ある3T3線維芽細胞とウシ胎児血清を用いな
い培養方法を開発した。培養液への添加物の
効果を検討し、作成できた培養口腔粘膜上皮
シートの組織的な解析、粘膜上皮や増殖関連
因子の発現検索、さらに増殖能の比較にはコ
ロニー形成能や p75 発現量を比較検討した。
また家兎への移植実験により生着上皮の組
織特性を免疫組織学的手法により解析した。 
（５）鼻腔粘膜上皮を用いた培養上皮シート
作成と杯細胞誘導の検討 
鼻腔粘膜より上皮成分を抽出し、培養と分化
誘導を羊膜上に行い、上皮特性の解析と杯細
胞の誘導の有無を検討した。杯細胞の機能的
な解析には組織学的検討に加え、分泌型ムチ
ンであるMUC5ACの発現能について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）培養口腔粘膜上皮移植の臨床効果 
と血管新生。 
培養口腔粘膜上皮は重篤な合併症なく移

植することが可能であり、スチーブンス・ジ
ョンソン症候群では術後 24 週間までは有意
な視力改善が得られている。血管新生は周辺
部に術後早期より観察され、術後３から６か
月をピークに伸展するが、それ以降は活動性
が低下する。長期的には眼表面炎症の慢性化
や再燃により血管新生の増加やドライアイ
などの眼表面環境により移植上皮の肥厚性
変化が観察される。口腔粘膜上皮移植後には
眼表面での知覚は著しく低下しており、羊膜
基質を超えての神経再生は観察されない。今
後の移植後の組織管理においては、血管新生
の制御および神経再生が課題であり、抗 VGEF
や NGFなどの抗血管新生因子や神経再生因子
の薬物治療の開発が課題である。 
（２）異所性に生着した培養口腔粘膜上皮の
形態と細胞特性。 
異所性に生着した培養口腔粘膜上皮は基

質として同時に移植した羊膜上に生着し、十
分な接着構造が観察されたが、上皮重層化は
症例や部位により１－２層の菲薄化したも
のから８層程度の肥厚や錯角化が観察され
た。特に重症ドライアイ症例では細隙灯顕微
鏡検査においても上皮肥厚および角化傾向
が観察され、輪部支持型コンタクトレンズ装
用に耐えうる上皮強度が再生されていると
考えられた。細胞特性としてはオリジナルの
発現パターンと同様に K13 や K3 の発現が観
察されたが、角膜上皮に特異的な K12 は誘導
されず、また眼表面上皮に必須であるホメオ
ボックス遺伝子である PAX６遺伝子は誘導さ
れず、眼表面上皮への分化転換を示唆する因
子は観察されなかった。 
（３）ゼノフリーによる新規培養法の確立。 
将来的な再生医療では、長期的な細胞安全性
と使用される生体材料等での安全性が求め
られている。無血清・無フィーダー法による

次世代の培養口腔粘膜上皮シート移植術の
開発に成功している。従来の DMEK/F12 を基
盤とした培養液に B27、EGF、KGF、Rock 阻害
剤である Y-27632、EGCG、Hydrocortisone、
Dextran 40などを添加することで羊膜上で無
血清・無フィーダー状態で有効性の高い培養
口腔粘膜上皮シートの作成が可能となった。
従来の方法と同様の角膜組織構築に類似し
た3-5層の重層化した移植上皮シートが作成
された。臨床的に病的眼表面では正常異常に
高い増殖能を求められるが、コロニー形成能
は従来の方法と同程度であり、さらに総細胞
数は有意に高い培養細胞数が可能となった。
組織構造においても生着を左右するデスモ
ゾームを主体とした接着構造が電子顕微鏡
でも観察された。免疫組織学的な検索におい
ても、タイトジャンクション関連蛋白である
ZO1 や接着因子である Desmoplakin の発現が
誘導された。基底膜構成蛋白(collagen 7, 
Laminin 5)や粘膜上皮特性であるケラチン13
や角膜類似ケラチンである K3 などの発現も
維持され上皮シートとして十分な細胞特性
が誘導されていることが示された。またこの
培養系では増殖能の高い細胞とされる
holoclone タイプの含有とさらにマーカー
とされる p75 の発現誘導が観察され、今後さ
らに含有率の高い細胞シート作成への期待
が高まった。家兎モデルでの移植においても
上皮シート特性は移植後１４日でも維持さ
れて生着していることが確認された。さらに
生着後の K12発現や DNAチップによる遺伝子
解析では従来の方法よりより角膜上皮に近
い細胞特性が獲得されており、今後の再生医
療への高い貢献が期待される成果が得られ
ている。 
（４）口腔粘膜上皮以外の新規粘膜上皮の応
用。 
鼻腔粘膜からの培養上皮作成ではKGF添加

により杯細胞への分化誘導が可能となった。
この杯細胞からは結膜上皮杯細胞と同様に
MUC5AC ムチンの発現と分泌が確認でき、代用
結膜としての有効性が期待できた。難治性眼
表面疾患では角膜上皮幹細胞の疲弊や結膜
上皮分化異常が存在し、新しい再生医療によ
る治療として口腔粘膜上皮や鼻腔粘膜上皮
を用いた代用再建治療につながる有意義な
研究結果が得られている。 
（５）本研究の国際的評価と位置づけ。 
培養口腔粘膜上皮移植の概念および技術

開発は日本での研究により確立され国際的
にも注目と評価を得ている。自家組織を再生
医療的に増幅および組織変化させ、病的部位
に異所性に移植する方法は、従来の移植法で
は達成できない治療方法である。特に重症の
眼表面疾患である角膜上皮幹細胞疲弊症や
さらに慢性炎症を背景とする瘢痕性角結膜
疾患への利点は大きく、さらに鼻腔粘膜上皮
などによる杯細胞移植は新しい治療の道筋
を拓くものとして国際的にも注目期待され
ている。 
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