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研究成果の概要（和文）： 

臨床における角膜内皮移植として広まりつつある DSAEK の手法を用いた培養ヒト

角膜内皮細胞移植の長期的な有効性を検討した。培養 DSAEK グラフトは培養中に浮

腫でやや厚みを増したものの実質の層構造は保たれ、培養 HCEC は単層の細胞層を形成する

とともに細胞間接着装置の存在も見られた。術後 1年の段階でコントロールと比較して、

培養 HCEC 群では角膜厚が薄く、透明性が保たれた。これらの結果より、培養 DSAEK グラフ

トは有効な方法であり、臨床応用が可能であると考えられた。 

 マイクロケラトームで厚い角膜フラップを作成しその下の後方角膜実質を採取し培養ヒ

ト角膜内皮を播種する方法においても同様に、有効性、安全性が確認された。 

無血清・無フィーダー培養下において高付着能を有する角膜上皮細胞シートを剥離でき

る新規温度応答性培養皿を開発し評価した。その結果、新規温度応答性培養皿では角膜上

皮シートに含まれる高付着能部位を含めて剥離することが可能であり、一枚の角膜上皮シ

ートとして剥離することが可能であった。今後この新規温度応答性培養皿を角膜内皮シー

ト作成に応用する予定である。 

さらにアスコルビン酸-2 リン酸(Asc-2P)を用いた新たなヒト角膜内皮細胞培養法を検討

した。その結果、アテロコラーゲンを基質とし、Asc-2P と bFGF 存在下で培養することに

より、初代培養は全例で良好な増殖を示し、継代を重ねても高い増殖能と角膜内皮細胞独

特の敷石状の形態を維持した。ZO-1、Na⁺/K⁺-ATPase は、組織角膜内皮と同等の発現レベ

ルと類似の細胞内分布を示した。8-OHdG と MDA は、Asc-2P を添加しない培地では継代毎に

生成が増加したが、Asc-2P 添加培地では生成が抑制された。Asc-2P を用いて培養した培養

ヒト角膜内皮細胞は、高い細胞増殖能と継代安定性を有し、組織角膜内皮細胞と類似の形

態を示した。Asc-2P は細胞内の酸化ストレスを減少させることにより細胞寿命の延長に寄

与している事がわかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Long-term efficacy of transplantation of cultured human corneal endothelial cells (HCEC) with 

Descemet’s stripping automated endothelial keratoplasty (DSAEK) was investigated. DSAEK 

grafts with cultured HCEC had normal stromal lamellar structure and endothelial cell layer with 
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intercellular adhesion structure. The corneas in which cultured HCEC were thinner than those in the 

control group and were transparent at 1 year after the surgery. These results indicated that DSAEK 

using cultured HCEC is effective and clinically feasible. 

The other method of seeding cultured HCEC on the posterior corneal stroma which was obtained 

after a thick corneal flap was made using a microkeratome, was confirmed to be effective and safe. 

A new temperature-responsive culture dish was developed and evaluated. The results indicated 

that the temperature-responsive culture dish can produce a sheet of corneal epithelium containing a 

lot of progenitor cells after culture with non-serum and non-feeder cells. We plan to use this new 

temperature-responsive culture dish to produce a cell sheet of corneal endothelial cells. 

A new culture method of HCEC using bi-phosphate ascorbic acid (Asc-2P) was investigated. The 

results indicated that the primary culture of HCEC was successful in all cases under the culture 

condition with athello-collagen as a carrier and Asc-2P and bGFGF in the media. Even after several 

passage, HCEC showed a high proliferative capacity and a cobble-stone like appearance. The 

expression level and intrecellular distribution pattern of ZO-1 and NA+/K+-ATPase in cultured 

HCEC were similar to those in in vivo HCEC. 8-OHdG and MDA increased in HCEC cultured 

without Asc-2P as passage increased whereas they were suppressed in HCEC cultured with Asc-2P. 

HCEC cultured with Asc-2P showed high proliferative capacity and appearance similar to in vivo 

HCEC. These results suggested that Asc-2P elongated the lifespan of HCEC by reducing 

intracellular oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 

角膜移植の対象となる患者の多くは、角膜

内皮障害あるいは角膜実質混濁などによる

失明患者であるが、角膜内皮あるいは角膜

実質の再生医療は、いまだ実現されていな

い。従って角膜内皮や角膜実質をターゲッ

トとする角膜再生医療を実用化する事は、

臨床的に大変意義が大きい。我々のこれま

での成果により、培養ヒト角膜内皮および

実質細胞を用いた角膜再生医療は、臨床応

用の一歩手前まで来ている。 

 

２．研究の目的 

今回の研究では、これまでの我々の研究成果

を踏まえ、培養ヒト角膜内皮および実質細胞

を用いた、安全で有効な再生医療を実用化す



るための、基盤技術を確立する事を目的とし

ている。すなわち、本研究の第一の目的は、

角膜内皮移植として有用な術式として臨床

で確立されつつあるDescemet’s stripping 

automated endothelial 

keratoplasty(DSAEK)に則った術式を含めた

複数の候補術式を検討する事により、培養ヒ

ト角膜内皮細胞を用いた角膜内皮再生医療

手術法を確立する事である。第二の目的は、

ヒト角膜内皮および実質前駆細胞を用いた

角膜内皮および実質再生法を検討する事で

ある。前駆細胞の使用方法としては、無細胞

化した実質上で前駆細胞を培養して使用す

る方法や実質内へ直接注入する方法などが

考えられる。第三の目的は、より安全性の高

い細胞培養方法として我々が輪部上皮培養

において実現した無血清、無フィーダー細胞

による培養を角膜実質細胞及び内皮細胞の

培養においても可能にする事である 

 
３．研究の方法 

 培養ヒト角膜内皮細胞および実質細胞、

そしてそれらの前駆細胞の最適な使用方法、

手術術式を検討した。ヒト角膜内皮細胞は

実験用に海外より輸入した角膜から入手し

た。角膜内皮細胞をデスメ膜に接着させた

状態で角膜より剥離し、眼科で所有する培

養システムにおいて初期培養、継代培養を

行い冷凍保存した。培養ヒト角膜内皮細胞

の移植方法にはいくつかの候補がある。昨

今、角膜内皮移植として臨床で注目されつ

つある DSAEK に則った術式が角膜内皮再生

医療手術法の最有力候補の一つと考えた。

そこで今回の研究では、まず DSAEK に則っ

た手術術式に培養ヒト角膜内皮細胞を応用

した手術を家兎において行い、その長期的

な有効性と安全性を検討した。培養ヒト角

膜内皮細胞を用いた DSAEK を行なうために

は、まず培養細胞のキャリアーとなる厚さ

約１５０ミクロンの角膜実質片を作成する

必要がある。輸入ヒト角膜から培養用にま

ず内皮細胞を剥ぎ取り、残りの角膜実質を

人工前房装置にセットする。前房圧を上げ

た状態にして輪部に深さ 0.15ｍｍ、長さ７

ｍｍの切開を行う。その深さから角膜の

lamellar 構造に沿って層間剥離刀で層間

剥離を行なっていく。その後、人工前房装

置から角膜実質をはずし、直径８ｍｍのト

レパンで角膜を打ち抜くことで、厚さ１５

０ミクロン、直径８ｍｍの角膜実質片を得

ることができた。作成した角膜実質片をク

リーンベンチに移送し、６穴培養皿に置き、

その上に培養ヒト角膜内皮細胞を高密度に

含む培養液を滴下した後、直ちに培養皿ご

と1000rpmで10分間遠心する事で細胞接着

を促進させた。播種する培養ヒト角膜内皮

細胞は蛍光色素であるＤｉＩで標識した。

このようにヒト培養角膜内皮細胞を播種し

た後に、４週間培養し、細胞間接着、細胞

実質間接着が強固になった状態の移植片を

動物実験で使用した。この方法により作成

したＤＳＡＥＫ移植片上にはヒト角膜内皮

が２５００cell/mm2以上の密度で播種され、

細胞境界領域にはタイトジャンクション関

連蛋白ＺＯ－１が発現していた。このよう

にして作成したＤＳＡＥＫ移植片の in 

vivo における有効性と安全性を検討した。

筋肉注射による全身麻酔下にある白色家兎

に対して、まず硝子体カッターを用いて

core vitrectomy を行なった。家兎の輪部

に前房メインテナーを取り付けた後、逆シ

ンスキーフックで直径８ｍｍの範囲内のデ

スメ膜と内皮細胞を除去する。輪部に４．

５ｍｍ幅の切開を行い、この切開より

Busin glide と島崎氏鑷子を用いて引っ張

り込み法により移植片を前房内に挿入した。 

 前房内に挿入したヒト培養角膜内皮細胞



使用ＤＳＡＥＫ移植片の下に３０ゲージ針

を用いて空気を注入することにより、移植

片を家兎角膜後面に接着させた。術直後、

および術後1ヶ月の間に1週間に1回、拒絶反

応抑制を目的として、ステロイドのデポ剤

を結膜下注射した。培養ヒト角膜内皮細胞

使用ＤＳＡＥＫの後、前眼部顕微鏡による

移植角膜の状態の観察･撮影、超音波パキメ

ーターによる角膜厚の測定、移植片が透明

度を回復してからは、スペキュラーマイク

ロスコープを用いた角膜内皮細胞の形態の

観察、などの項目を経時的に検査した。術

後3か月以降において、強角膜片を取り出し、

角膜内皮面の組織学的な観察、蛍光顕微鏡

によるＤｉＩ標識内皮細胞の残存の程度の

観察などを行った。 

 マイクロケラトームで厚い角膜フラップ

を作成しその下の後方角膜実質を採取し培

養ヒト角膜内皮を播種する方法の 1年以上

にわたる術後の観察を行い、各手術法の有

効性と安全性の検討を行なった。前眼部顕

微鏡による移植角膜の状態の観察･撮影、超

音波パキメーターによる角膜厚の測定、ス

ペキュラーマイクロスコープを用いた角膜

内皮細胞の形態の観察、などの項目を経時

的に検査した。また、術後 1年おきに、強

角膜片を取り出し、角膜内皮面の組織学的

な観察、蛍光顕微鏡によるＤｉＩ標識内皮

および実質細胞の残存の程度の観察などを

行った。 

 無血清・無フィーダー培養下において高

付着能を有する角膜上皮細胞シートを剥離

できる新規温度応答性培養皿を開発し評価

した。ヒト研究輸入角膜により角膜輪部細

胞を採取しコラゲナーゼ添加無血清培地で

組織融解後、酵素処理にて角膜輪部上皮細

胞を分散した。セルシード社製温度応答性

培養皿 UpCell および新開発の新規温度応

答性培養皿に角膜輪部上皮細胞を播種し無

血清培地(DMEM/F12，B27，EGF 20ng/ml，KGF 

20ng/ml)で三週間培養した後、氷上で低温

処理を 5分行い、細胞シートの剥離を試み

評価した。 

 アスコルビン酸-2 リン酸(Asc-2P)を用

いた新たなヒト角膜内皮細胞培養法を検討

し、Asc-2P で培養した角膜内皮細胞の特性

解析及び細胞寿命延長の機序を解析した。

Asc-2P を用いてヒト角膜内皮細胞の至適

培養条件を検討し、継代培養を繰り返すこ

とにより細胞の増殖安定性を評価した。本

法で増幅した細胞をアテロコラーゲンシー

ト上で培養後、ZO-1、Na⁺/K⁺-ATPase の発

現を評価した。Asc-2P(＋) (－)で培養した

細胞を用いて、DNA 酸化損傷指標の 8-OHdG、

脂質過酸化指標のマロンジアルデヒド

(MDA)の発現を評価した。 

 
４．研究成果 

 臨床における角膜内皮移植として広

まりつつある DSAEK の手法を用いた培

養ヒト角膜内皮細胞移植の長期的な有

効性を検討した。結果としては、培養

DSAEK グラフトは培養中に浮腫でやや厚み

を増したものの実質の層構造は保たれ、培

養 HCEC は単層の細胞層を形成するととも

に細胞間接着装置の存在も見られた。術後

1 年の段階でコントロールと比較して、培

養 HCEC 群では角膜厚が薄く、透明性が保た

れた。これらの結果より、培養 DSAEK グラ

フトは有効な方法であり、臨床応用が可能

であると考えられた。培養角膜内皮細胞移

植の免疫学的な検討を行った。C3H マウス

の培養角膜内皮細胞を BALB/c マウスの角

膜実質上に培養して作製したキメラ角膜を

BALB/c マウスに移植したのちに、免疫学な

検討を行ったところ、移植された C3H マウ

ス由来の培養角膜内皮細胞は、ホストに認



識されておらず、そのために拒絶反応がも

全く起きなかった。このことから、アロの

培養角膜内皮細胞の移植が、拒絶反応を起

こす可能性が少ないことが分かった。 

 マイクロケラトームで厚い角膜フラップ

を作成しその下の後方角膜実質を採取し培

養ヒト角膜内皮を播種する方法においても

同様に、有効性、安全性が確認された。 

 無血清・無フィーダー培養下において高

付着能を有する角膜上皮細胞シートを剥離

できる新規温度応答性培養皿を開発し評価

した。その結果、新規温度応答性培養皿で

は角膜上皮シートに含まれる高付着能部位

を含めて剥離することが可能であり、一枚

の角膜上皮シートとして剥離することが可

能であった。 

 さらにアスコルビン酸 -2 リン酸

(Asc-2P)を用いた新たなヒト角膜内皮細胞

培養法を検討した。その結果、アテロコラ

ーゲンを基質とし、Asc-2P と bFGF 存在下

で培養することにより、初代培養は全例で

良好な増殖を示し、継代を重ねても高い増

殖能と角膜内皮細胞独特の敷石状の形態を

維持した。ZO-1、Na⁺/K⁺-ATPase は、組織

角膜内皮と同等の発現レベルと類似の細胞

内分布を示した。8-OHdG と MDA は、Asc-2P

を添加しない培地では継代毎に生成が増加

したが、Asc-2P 添加培地では生成が抑制さ

れた。Asc-2P を用いて培養した培養ヒト角

膜内皮細胞は、高い細胞増殖能と継代安定

性を有し、組織角膜内皮細胞と類似の形態

を示した。Asc-2P は細胞内の酸化ストレス

を減少させることにより細胞寿命の延長に

寄与している事がわかった。 
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