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研究成果の概要（和文）：犬の羊膜を基質として、犬角膜上皮シートの作製に成功した。さらに、基質にアテロコラー
ゲンゲルを用いることにより、犬羊膜基質よりも角膜上皮の未分化性がより維持された角膜上皮シート作製が可能であ
ることを見出した。作製した犬角膜上皮シートを角膜上皮損傷モデルに移植したところ、移植により角膜混濁の縮小が
みられ、病理組織学的には角膜上皮の主要な構成タンパクであるケラチン３や、未分化性の指標となるマーカーである
p63の発現が維持された、正常角膜上皮の再生が認められた。しかし、移植による角膜上皮の過形成を疑う所見が得ら
れ、今後の臨床応用には、より長期的な移植の安全性・有効性を観察する必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Canine corneal epithelial cell sheets were successfully cultivated on canine amnio
tic membrane. Further investigation revealed that more immature corneal epithelial cells were sustained in
 epithelial cell sheets cultivated on atelocollagen substrate. Transplantation to canine corneal injury mo
del was performed and reduction of corneal opacity was observed in transplanted group. Additionally, histo
pathological evaluation revealed that transplanted corneal epithelial cell sheet successfully exhibited K3
 (differentiated corneal epithelial cell marker) and p63 (immature marker of corneal epithelial cells). Ho
wever, hypercellularity of transplanted corneal epithelial cells were observed and more long-term investig
ation on safety and efficacy of transplantation of corneal cell sheet should be needed for clinical applic
ation in the future.       
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【図 1】犬輪部および中央角膜組織における
ABCG2および p63発現 

【図 2】犬の角膜輪部由来および中央角膜
由来上皮の初代培養細胞 

【図 3】犬の角膜輪部由来上皮細胞の
ABCG2発現の変化（左）培養初日（中央）
3日目（右）5日目 

【図 4】継代に伴う細胞面積と p63発現の変化 

１． 研究開始当初の背景 
 犬では重度角膜損傷が多く発生するが、既
存の結膜移植などの外科的治療では角膜の
混濁や色素沈着が残存し、視覚を消失する症
例も少なくない。角膜上皮シート移植は既に
人では臨床応用され、角膜再生医療として良
好な成績が報告されている。犬においても角
膜上皮シートを作製し、移植できれば、犬の
角膜再生医療として臨床応用可能であると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
 まず、犬角膜輪部より角膜上皮細胞を培養
し、犬角膜上皮の幹細胞マーカーおよび分化
マーカーを決定し、角膜再生の指標となるマ
ーカーを検討することを目的とした。その後、
それらのマーカー発現を評価に加え、犬羊膜
を基質として犬角膜上皮シート作製を試み、
正常組織との比較により、シートの品質を評
価することとした。さらに、犬角膜上皮損傷
モデルを作製し、移植の安全性および有効性
を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
 正常犬角膜組織において、ヒトやげっ歯類
で角膜上皮幹・前駆細胞マーカーとして用い
られている ABCG2 および p63発現および角膜
上皮分化マーカーである K3 発現を調べた。
ABCG2 および p63 発現については継代培養し
た角膜上皮細胞における継時的変化を qPCR
にて定量し、増殖や分化との関連を調査した。 
羊膜を基質とした犬角膜上皮シート作製で
は、播種細胞密度や空気暴露等の期間を検討
し、移植に有効とされる幹・前駆細胞マーカ
ー発現の高い細胞シートが作製される条件
を検討した。シート作製条件の最適化を行っ
た後、健常ビーグル犬を用いて角膜上皮損傷
モデルを作製し、移植後 60 日間観察すると
ともに、安楽殺後に病理組織学的評価を行い、
移植の安全性及び有効性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)正常犬角膜組織を用いた免疫組織染色に
おいて、ABCG2 発現は角膜輪部基底層に限局
しており、p63 は角膜全域に発現がみられる
ものの、輪部において強い発現がみられた。
遺伝子発現量の比較からは、輪部における
ABCG2 は中央角膜の 32.8 倍であり、p63 発現
では有意な差はなかったものの、輪部で高い
発現傾向にあった【図 1】。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

(2)輪部由来角膜上皮細胞は小型で増殖能力
が高く、継代可能であった一方、中央角膜由
来上皮細胞は大型で増殖能力が低く、継代不
可能であった。（図 2） 

第 1,5,9,13 継代時の輪部由来上皮細胞にお
いて、ABCG2 発現は免疫染色では同定されず、
遺伝子発現も輪部組織と比較し、極めて低い
発現であった。そこで、初代培養細胞の培養
初期において免疫染色を行ったところ、培養
初日には発現がみられたものの、3 日目には
低下し、5日目にはほぼ消失していた【図3】。 

一方、p63 発現は免疫染色では維持されてい
たが、リアルタイム RT-PCR の解析からは、
継代に伴い次第に発現量が低下し、細胞の肥
大化と相関することが示唆された【図 4】。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



【図 6】移植結果 
（上）肉眼所見：血管浸潤（赤）と角膜混濁（黄）
の変化 
（下）移植後 2か月後の角膜病理組織像（H&E
染色） 
 

【図 5】各シートのH&E染色 
（上）羊膜上犬角膜上皮シート 
（中）コラーゲンゲル上犬角膜上皮シート 
（下）温度応答性培養皿で作製した犬角膜上皮

 

また、継代を行った細胞において、角膜上皮
分化マーカーである K3 の発現も同時に確認
した。以上の事から、輪部には犬角膜上皮幹
細胞あるいは前駆細胞が存在しており、
ABCG2 は高い増殖能力を示す角膜上皮幹・前
駆細胞の初期に発現し、幹細胞マーカーとし
て有用であることが示唆された。また、p63
は増殖能力の高い角膜上皮前駆細胞マーカ
ーとして有用であり、発現量は細胞の増殖能
や分化状態を示唆することから、犬角膜上皮
シートの品質評価に有用なマーカーとなり
得ると考えられた。 
(3)犬羊膜上で輪部由来上皮細胞を培養する
ことで、犬正常角膜に類似した構造を示す角
膜上皮シートの作製が可能であった。さらに、
羊膜以外にも豚由来アテロコラーゲンゲル
を基質としたコラーゲンゲル上角膜上皮シ
ートや温度応答性培養皿を用いたシート作
製も可能であった【図 5】。 

p63 発現量を指標とした評価では、コラーゲ
ンゲル上で作製した場合に最も高い発現量
が維持されていた。 
 さらにシート作製条件において、空気暴露
後、5 日目のシートで最も p63 発現の上昇が
みられることを明らかにした。 
(4)以上の結果から、コラーゲンゲル上で作
製し、5 日間空気暴露した犬角膜上皮シート
を、犬角膜損傷モデルへ移植し、安全性と有
効性を検討したところ、移植により、角膜混
濁面積の縮小がみられ、病理組織学的評価か
らは正常角膜と類似した組織学的再構築を
示した。一方、移植を行わず、自然治癒に至
った損傷角膜では損傷部が正常角膜上皮と
異なり、K3 発現や p63 発現を示さない類円形
細胞で満たされていた【図 6】。 

さらに移植群では、シート移植部直下の実質
においても、実質細胞の増殖が示唆され、上
皮シート移植は実質の修復にも有効である
ことが示唆された。しかし、移植シートにお
いて過増殖による角膜の重層化亢進が認め
られ、今後より長期的な観察を含めて安全性
を検討する必要があると考えられた。 
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