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研究成果の概要（和文）：近年角膜移植は全層角膜移植から DSAEK などのパーツ移植にシフトし

つつあるが、世界的なドナー不足は解決されておらず、ドナー角膜を使用しない培養角膜内皮

細胞移植が期待されている。今回マウスモデルを使用し、培養角膜内皮細胞移植の免疫学的特

徴を検討したところ、拒絶反応が起こらず、免疫反応も検出されなかった。培養角膜内皮細胞

移植は、ドナー不足の問題に加えて拒絶反応の問題も解決する将来有望な方法であると考えら

れた。 

 

 
研究成果の概要（英文）：To resolve severe worldwide shortage of donors, we established 
a mouse model in which cultured allocorneal endothelium was transplanted onto a recipient 
mouse cornea. During the follow-up period, the transplanted cultured allo-corneal 
endothelium did not show any sign of allograft rejection. Realization of the clinical 
application of cultured allo-corneal endothelium transplantation may be a shortcut to 
ideal rejection-free corneal transplantation. 
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１． 研究開始当初の背景 
本邦では年間、約 2、600 眼の角膜移植が行
われているが、移植手術を必要とする患者数
に対して、提供角膜数が圧倒的に不足してお
り、実際に手術を受けるまで平均 2 年間は待

機する必要があった。さらに長期待機後に角
膜移植が施行されても、移植後拒絶反応が発
症すると、再び角膜混濁の状態になることも
稀ではない。術後副腎皮質ステロイドホルモ
ン剤の点眼治療を行っても、角膜移植術後の
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拒絶反応発生率は 10-30％程度とされ、拒絶
反応を抑制することは術後管理上最も重要
なことである。このように、角膜移植におけ
る課題は、(1)ドナー不足の解消と(2)拒絶反
応の抑制の二点に集約されるものと考えら
れる。 
 

培養角膜内皮細胞移植は、動物実験での成功
が報告されており、将来有望な水疱性角膜症
に対する治療法である。本法が臨床応用され
れば、水疱性角膜症に対してドナー角膜を直
接使用する必要がなくなるため、数少ないド
ナー角膜の有効利用が可能となる。さらに過
去の報告では、前房内に置かれた角膜内皮は
免疫学的にも拒絶反応を起こしにくい場所
であるとされ、培養角膜内皮細胞移植は拒絶
反応を防ぐという意味でも有利である可能
性が考えられる。 

角膜移植免疫において、これまでに、数多く
の研究が行われ、その研究成果が報告されて
きた。 
 
しかし、これらは全層角膜移植に関する研究
であり、角膜内皮細胞移植の免疫学的特徴に
関する研究はない。今後は、全層角膜移植よ
りも、角膜パーツ移植が主流になっていくも
のと思われる。 
我々はドナーとして C3H系統の培養角膜内皮
細胞、C3H 系統のマウス、ホストとして 
BALB/c のマウスを用いて、世界で初めてマウ
ス水疱性角膜症眼に対するアロ培養角膜内
皮細胞移植モデルを作成することができた。
さらに、このモデルを用いて、アロ全層角膜
移植の経過と比較したところ、アロ角膜内皮
細胞移植は拒絶反応を起こしにくいことが
わかった（Hayashi T、 et al、 Cornea. Jul; 
27、 699-705、 2008.）。マウスモデルの最
大の利点は、純系マウスでは抗原性が画一化
されているため、免疫学的検討が容易となる
点である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、培養角膜内皮移植術の免疫
学的特性を明らかにし、拒絶反応のない理想
的な角膜移植術を開発し、先にも述べた(1)
ドナー不足の解消と(2)拒絶反応の抑制を解
決することである。さらには、アロ培養角膜
内皮細胞移植免疫学的機序の解明、さらに拒
絶反応の少ない低リスク手術法の開発であ
る。本研究が、現在の移植医療全般にわたる
問題を解決する糸口になることを期待して
いる。 
 
３．研究の方法 
今回水疱性角膜症のマウスモデルを作成し、
培養角膜内皮細胞移植の免疫学的特徴を検
討した。ドナー角膜として、内皮を剥離した

BALB/c角膜に不死化した培養C3Hマウス角膜
内皮細胞を接着させたキメラ再構築角膜(内
皮細胞移植群) と C3H 全層角膜(全層角膜移
植群)を用い、塩化ベンザルコニウムで作製
した BALB/c マウス水疱性角膜症眼への移植
後の免疫反応の経過を比較した。 
以下の項目について検討を行った。 
 
Ⅰ．「アロ培養角膜内皮移植の細胞性免疫反
応の検討」 
(ⅰ)遅延型過敏反応の測定 
 術後 4 週目に全ての群の DTH を測定する。
具体的には、左耳朶に 1×1,000,000 個の C3H
脾細胞を、右耳には PBS を注射し、24 時間後
の耳朶の厚みを測定。陰性対照としては未処
置の BALB/c マウスを、陽性対照としては 1
週間前 1×10,000,000 個の C3H 脾細胞を背中
に皮下注射した BALB/c マウスを用いる。 す
なわち、陰性対照、陽性対照、アロ全層角膜
移植群、アロ角膜内皮細胞移植群の耳朶の厚
みを測定した。耳朶注射の 24 時間後、マイ
クロメーター(ミツトヨ、東京、日本)で耳朶
の厚みを測定する。特異的 DTH は(24 時間後
の左耳朶の厚み－24 時間後の右耳朶の厚み) 
－(0時間後の左耳朶の厚み－0時間後の右耳
朶の厚み)(単位；μm)として求めた。 
 
Ⅱ．「アロ培養角膜内皮移植後の組織学的検
討」 
 移植後４週目に角膜中央部を直径 2mm のト
レパンで打ち抜き、角膜内皮面を 5% Alzarin  
red S で染色後、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡で
観察。移植角膜上の PKH26 で蛍光標識した角
膜内皮細胞の観察を行い、角膜内皮細胞密度
の測定を行う。浸潤細胞の有無を CD4、CD8
の免疫染色で評価した。 
 
Ⅲ.「アロ培養角膜内皮移植後の抗原認識に
関する検討」 
 
(ⅰ)アロ培養角膜内皮移植後における ACAID
の関与の検討」 
 角膜裏面に移植された培養角膜内皮細胞
が ACAID を誘導するか否かにつき、検討を行
った。 
 
(ⅱ)「アロ培養角膜内皮移植における制御性
T 細胞の関与の検討 
 培養角膜内皮移植の生着に制御性 T細胞が
関与するかどうかを検討し、全層角膜移植の
場合との比較を行った。具体的には、
Adoptive transfer 法(Plskova J et al. BMC. 
Ophthalmo.l. 4: 3, 2004.)を用いて検証し
た。 
 
(ⅲ)「アロ培養角膜内皮移植の抗原感作後の
変化の検討」 



 

 

 抗原感作後、アロ培養角膜内皮移植を行い、
生着するかどうかを検討し、生着をもたらす
機序が免疫制御(tolerance)なのか免疫無視
(ignorance)なのかを検証した。 
 
４．研究成果 
我々は，グラフトには C3Hマウスの全層角膜，
C3H の培養角膜内皮細胞，そのコントロール
として，BALB/c の全層角膜，内皮細胞を剥離
した BALB/c 角膜を用いており，ホストとし
ては全て内皮を傷害した BALB/c マウス角膜
を用いるなど全て純系のマウスを用いてい
る.観察期間中，同種同系全層角膜移植群で
は角膜の透明性は維持され，同種同系角膜内
皮障害群では透明性が回復することはなか
った.このことはわれわれのモデルが水疱性
角膜症のモデルとして成立していることを
示している. 
 
 本研究で我々は組織学的評価を行い，内皮
障害による角膜内皮機能不全と免疫学的な
拒絶反応を明確に区別した.アロ全層角膜移
植群で 79%が拒絶反応を起こしたのに対して，
アロ角膜内皮細胞移植群では拒絶反応はみ
られず，遅延型過敏反応も陰性で，組織学的
にも炎症細胞の浸潤が無く，結果として角膜
内皮細胞数も保持されていた.このことから，
内皮細胞のみがアロ抗原となるアロ角膜内
皮細胞移植群は免疫学的には，アロ全層角膜
移植群より優れていることを強く示唆して
いる. 実際に，アロ角膜内皮細胞移植群では
拒絶反応を示唆する細胞浸潤や角膜後面沈
着物，フィブリン沈着，炎症反応などは全く
見られなかった.また，免疫染色では，アロ
角膜内皮細胞移植群は実質浮腫の有無にか
かわらず，CD4 陽性 T 細胞，CD8 陽性Ｔ細胞
は陰性で，拒絶反応発生中に中心的役割を果
たすと考えられる T細胞によるに免疫反応が
起こっていないことが示唆された(非公開デ
ータ).しかしながら，このようなアロ角膜内
皮細胞移植群の免疫反応からの回避がいか
に生ずるのかは不明である.一つの可能性と
して，樹状細胞をはじめとする抗原提示細胞
がデスメ膜を通過できないために抗原提示
細胞は前房を介する以外の経路から，角膜内
皮細胞のアロ抗原を認識することができず，
ホスト T細胞を十分に感作することができな
いことが原因として考えられる．次に，仮に
前房側から内皮細胞のアロ抗原が認識され
たとしても、前房という特殊な環境下では
TGF-βなどの免疫抑制因子、前房関連免疫偏
位 (anterior chamber associated immune 
deviation; ACAID)、Fas-FasL システム、B7H1
の発現などによって炎症が抑制される可能
性もある． 
 
 今回の検討からは培養角膜内皮細胞を用

いた移植が免疫学的に有利であることが示
された。 
結果として内皮細胞移植群では観察期間中、
拒絶反応がみられず、全層角膜移植群より免
疫反応は有意に低下していた。拒絶反応が起
きにくい免疫学的機序として、免疫抑制や免
疫寛容ではなく、免疫無視が考えられた。培
養角膜内皮細胞移植は、移植される抗原量が
少なく、解剖学的にもホストからの認識を回
避しやすい場所にあるため、拒絶反応を減ら
すことができた可能性がある。このように培
養角膜内皮細胞を用いた角膜内皮移植は、ド
ナー不足の問題に加えて拒絶反応の問題も
解決する将来有望な方法であるという新た
な知見を得た。 
 
 内皮細胞移植群では観察期間中、拒絶反応
がみられず、各種実験系においても全層角膜
移植群より免疫反応(遅延型過敏反応、混合
リンパ球培養試験)は有意に低下していた。 
免疫反応が低い理由として、ACAID は術後 4
週においても 8週においても成立しておらず、
局所における抑制はかかっていないと考え
られた。さらに、制御性Ｔ細胞の養子移入の
実験において、養子移入後も生着率は向上せ
ず、トレランスは関与していないと考えられ
た。さらに、C3H 脾臓細胞による抗原感作後、
培養角膜内皮移植術を行ったところ、遅延型
過敏反応は陽性を示しているにも関わらず、
拒絶反応が起こらなかった。術後 4 週でも 8
週でもで、内皮細胞移植群では前房関連免疫
偏位を獲得おらず、トレランスもかかってお
らず、拒絶反応が有意に低い理由として、免
疫抑制ではなく、解剖学的バリアーによる免
疫無視の可能性が考えられた。角膜パーツ移
植では、移植される抗原量が少なく、また、
解剖学的にもホストからの認識を回避しや
すい場所にあるため、拒絶反応を減らすこと
ができたと考えられた。培養角膜内皮細胞を
用いた角膜内皮移植が実現できれば、拒絶反
応の問題もドナー不足の問題も解決できる
であろう。 
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