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研究成果の概要（和文）： 
角膜輪部基底層に発現するN-cadherin(N-cad)の役割を明らかにするため、組織学的解析とin 

vitroにおける前駆細胞の維持への影響について検討した。AQP1陽性細胞(+)は上皮直下の実質

側で観察され、共焦点顕微鏡においてもAQP1+はN-cad+, Keratin(K)15+, p63+の輪部上皮基底

層直下で観察された。電子顕微鏡においては実質細胞と上皮細胞の直接的なインターラクショ

ン像を観察し、N-cad+輪部基底細胞は Ca依存性に AQP1+細胞に接着した。siRNAにより N-cad

の発現を減少させたフィーダーを使ったコロニー形成率は減少し、上皮シート中のK15の発現

を減少させた。 N-cadheriは輪部上皮細胞の前駆細胞のフェノタイプを維持するのに重要であ

ることが考えられた。N-cadは AQP1+の間葉系のニッシェ様細胞と N-cad+輪部上皮前駆細胞の

直接なインターラクションを行なうのに重要であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To demonstrate the role of N-cadherin (N-cad), we observed the limbal basal epithelial 
layer by historological analysis and maintaining the progenitor status of primary human 
limbal epithelial cells in vitro. AQP1 positive cells (AQP1+) were observed as non-epithelial 
cells in the subepithelial stroma. When we made a thorough search of limbal basal cells by 
confocal microscopy, AQP1+ were observed in the proximity of N-cad, K15 and p63 positive 
limbal basal epithelial cells. Electron microscope revealed the stromal cells penetrated the 
epithelial basal membrane and formed calcium-dependent cellular adhesions with N-cad+ 
limbal basal epithelial cells. Furthermore, colonies using N-cadlow 3T3 cells were significantly 
smaller than mock-transfected cells. We then used a duplex-feeder model using two layers of either 
3T3 or N-cadlow 3T3 cells to produce stratified epithelial sheets. Only N-cad+ 3T3 cells produced 
epithelial sheets with basal K15/ suprabasal K12 expression observed in limbal tissue. AQP1+ cells 
immediately beneath the epithelial basement membrane may be mesenchymal niche cells 
that directly interact with N-cad+ limbal basal epithelial progenitor cells. N-cad plays a 
pivotal role in the maintenance of the progenitor phenotype in cultured limbal epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
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、最近に
なって脳や骨髄、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。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。
最近、骨芽細胞のあるポピュレーションが骨
髄における造血幹細胞ニッシェとして調節
に携わっていることが２つのグループによ
って報告された(Calvi, Nature 2003; Zhang, 
Nature 2003)。骨髄腔の骨内膜に存在する造
血幹細胞は紡錘形の N-cadherin陽性の骨芽
細胞と接着しており、この骨芽細胞が、骨髄
幹細胞ニッシェの構成要因の一つであるこ
とがわかってきた。骨髄幹細胞はN-cadherin
同士の接着を介して骨芽細胞に接着してお
り，この N-cadherinの発現は Mycとチロシ
ンキナーゼ IIによって拮抗的に調節される
ことも示されている。このようにN-cadherin
がニッシェにおける造血幹細胞の維持に重
要な働きをしていることが示唆される。 
一方、角膜上皮において、実質側に接する
角膜輪部基底層の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
であると考えられる(Romano, IOVS 2003)。
電子顕微鏡により輪部基底細胞が小さく N/C
比が大きいことも報告されている(Chen, 
Stem cell 2004)。培養した角膜上皮細胞は
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 side-population(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。以上のことか
ら角膜上皮の幹細胞は実質側の基底層の最
も小さい細胞群であることが予想される。 
我々はスティーブンス・ジョンソン症候群
をはじめとする難治性の角膜疾患に対して、
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を行ってきた
(Tsubota, N Engl J Med 1999; Shimazaki, 
Opthalmology 2002; Higa, IOVS 2007)。ま
た、深刻なドナー不足による問題を解消する
べく、角膜上皮再生のための細胞の供給源と
して，角膜上皮幹細胞の分離培養や輪部にお
けるニッシェについても研究を行ってきた

(Higa, Exp Eye Res 2005; Shimmura, Mol Vis 
2006; Miyashita, IOVS 2007)。また、最近
では角膜輪部上皮の N-cadherinの発現につ
いての報告もなされ、輪部における
N-cadherinの重要性が示された(Hayashi, 
Stem cells 2007)。我々においてもこの
N-cadherinが角膜輪部上皮基底層でも発現
していることをすでに確認しており、ケラチ
ン14、15陽性、ケラチン12陰性の角膜輪部
上皮基底層の
細胞で観察さ
れ た 。 こ の
N-cadherinの
発現は実質側
に偏って観察
され(図 1参
照)、これは造血幹細胞とそのニッシェ細胞
である紡錘形の骨芽細胞との接着で見られ
た偏ったN-cadherinの発現と良く似ている。
さらに、in vitroのモデルとしてN-cadherin
が発現している 3T3 feederを用いた角膜輪
部上皮のコロニーでは feederに接する周辺
部の上皮で N-cadherinの発現が認められた

(図2参照)。これらのことから、N-cadherin
は骨髄と同様に角膜輪部上皮においてもニ
ッシェとして重要な役割を果たしている可
能性が十分に考えられる。 

 

２．研究の目的 
そこで我々は角膜輪部上皮の幹細胞の維
持において N-cadherinが機能的に重要であ
ると仮説を立て、N-cadherin陽性輪部上皮細
胞とインターラクションするニッシェ細胞
を明らかにするとともに、N-cadherinの役割
についても明らかにする。N-cadherinを用い
たニッシェ側からの角膜上皮再生を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）N-cadherinの機能阻害はsiRNAを用い
て検討する。N-cadherinのsiRNAを組み込ん
だvectorを作成し、リポフェクション法に
て3T3フィーダーへ導入を行う。導入効率は
vectorに組み込まれたGFPによって確認する
とともに、N-cadherinの発現が抑制されたか
ウエスタンブロットによっても確認する。安
定して導入できた3T3フィーダーを用いてコ
ロニー形成への影響を観察する。コントロー
ルsiRNAを組み込んだものをコントロールと

図 1 



して上皮コロニーの形成能と増殖能を観察
する。また、免疫染色によってケラチン１２、
１４、１５、p63等の発現についても比較検
討する。安定して導入することが難しい場合
は一過性に発現した3T3フィーダーを使用し、
初期のコロニー形成への影響を検討する。 
（２）最近我々は3T3 feederを２層使って
培養するduplex feederを使うことによって、
角膜輪部上皮の表現系を保ったまま、上皮シ
ートを作成する事に成功した(Miyashita, 
Tissue Eng Part A 2008)。この方法で、siRNA
を導入した3T3 feederを使う事で
N-cadherinによる上皮表現系への影響を検
討することが出来る。その比較検討を行うた
め、それぞれ作成した上皮シートを免疫染色
によりケラチン１２、１４、１５等の発現を
確認する。 
（３）N-cadherinを発現したヒト角膜上皮前
駆細胞とそのニッシェとの関係を明らかに
するため、角膜輪部上皮基底膜直下に存在す
る細胞に注目し組織学的な解析を行った。組
織は角膜移植後の輸入角膜輪部組織を凍結
包埋したものを使用した。角膜輪部上皮下の
細胞を染色するため、上皮細胞、メラノサイ
トで発現されないアクアポリン１を用いて
検討した。角膜上皮の基底層に存在する上皮
細胞はN-cadherin、 メラノサイトはMART-1
等の抗体を用いて免疫組織染色を行い、蛍光
顕微鏡、電子顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡
を用いて組織学的解析を行った。 
（４）上皮細胞とその直下に存在する実質の
細胞との関係を出来るだけ壊さないように
コラゲナーゼを使って細胞塊を回収した。そ
の細胞塊の容細を調べるため、輪部上皮基底
層で発現するN-cadherinと実質側の細胞で
発現するAQP1の二重免疫染色を行って、共
焦点レーザー顕微鏡によって１um中におけ
る細胞同士の関係について観察した。 
（５）N-cadherin陽性の角膜上皮基底細胞と
直接細胞間のインターラクションを行って
いることを証明するために、N-cadherin 
blocking抗体、ならびにN-cadherin-FCキメ
ラ抗体を用いて角膜輪部上皮基底細胞とそ
の直下に存在するニッシェ様細胞との接着
試験への影響を観察するとともに、上皮幹細
胞の評価法の一つとしてマイトマイシン処
理した3T3細胞のフィーダー上皮に播種し、
コロニー形成能を観察した。また、フィーダ
ーによる影響を考慮するため、フィーダーフ
リーの無血清培地におけるコロニー形成能
についても観察した。 

 
４．研究成果 
図３のA, Bの様にN-cadherinのsiRNAに
より発現が減少したN-cadherinlowフィーダ
ー上のコロニーはコントロールと比較して
コロニー形成率も面積も共に優位に減少し

た。また、角膜輪部表原型を示すK15の発現
は、N-cadherinlowフィーダーを使用した
Duplex培養上皮シートの基底層で減少して
いた(図４)。このことからK15陽性角膜輪部

上皮細胞の未分化の維持にN-cadherinが関
与していることが示唆された。 
角膜輪部基底層直下には上皮中に観察さ
れないアクアポリン１陽性細胞が観察され、
その細胞は血管内皮を染色するCD31、リンパ
管を染色するPodoplanin、メラノサイトを染
色するMART-1すべて陰性だった(図５)。電



子顕微鏡では基底膜直下の細胞が基底膜を
通過して輪部上皮基底細胞と接している像
が観察された(図６)。さらに、共焦点レーザ

ー顕微鏡において基底膜直下のアクアポリ
ン陽性細胞がN-cadherin陽性の輪部上皮基
底細胞に密接な状態で存在している像が観
察された(図７)。骨髄幹細胞とそのニッシェ

細胞のように、角膜輪部基底膜直下の細胞は、
N-cadherin陽性の角膜輪部上皮基底細胞と
直接細胞間のインターラクションを行って
いる可能性が考えられた。このように、
N-cadherinは重要な働きをしている可能性
が考えられる。 
コラゲナーゼ処理によって回収した細胞

塊ではN-cadherin陽性の輪部上皮基底細胞
に密接した樹状突起をもった約１００um前
後の大きなAQP1陽性細胞が存在していた(図
８)。共焦点レーザー顕微鏡下で、1umスキャ
ンにおいて角膜輪部上皮基底細胞で
N-cadherinを発現している部分に手を伸ば
すかのように共存している像が観察するこ
とができた(図８矢印)。接着試験後の細胞塊
を観察するとN-cadherin陽性細胞とAQP1陽
性細胞との接着率が増加傾向を示していた

(図９)。接着試験後のコロニー形成能におい
て、フィーダーを使用した方ではN-cadherin 
blocking抗体ならびにN-cadherin-FCキメラ
による影響を観察することは出来なかった
が、フィーダーフリーの無血清培地における
コロニー形成では優位にN-cadherin 
blocking抗体ならびにN-cadherin-FCキメラ
による影響を観察することができた(図１
０)。これにより、角膜輪部基底細胞におけ

るN-cadherinの発現はAQP1陽性ニッシェ様
細胞への接着で重要な役割を担っているこ
とが示唆された。 
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