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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまでに研究を行ったコラーゲン・シルクなどの素材を組み合わせることで
、角膜の構造にきわめて類似した構造体構築のための基本技術の研究を行った。電界紡糸技術を用い、上皮基底膜類似
ナノファイバー足場材料の開発、ナノファイバーの透明性を向上し実質再生への活用、高強度デスメ膜構造再生に関す
る基礎的なデーターを得た。ファイバー材料の弱点である光の透過性は、ファイバーサイズをナノのレベルまで細くす
ること、ファイバー空間が細胞ニッチェとなり、再生組織（コラーゲン等）で埋まることで著しい向上が認められた。
上皮、実質細胞とも、繊維足場の構造、硬さ、表面などに影響を受けることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we studied basic technology for an extremely similar structure 
with corneal structure, by using collagen and silk materials which we have studied. Using electrospinning 
method, we developed epithelium basal membrane similar nanofiber scaffolding. And we tried to develop the 
transparency improved nanofiber. And we got fundamental data about high intensity Descemet's membrane 
structure regeneration.
Turning fiber size down to a level of nano, and making the comfortable space between the nanofibers(cell 
Niche), the light scattering had been minimized, then the transparency was improved. Higher order 
structures, surface characters, and hardness of the fibers, were strongly affect to the responses of both 
corneal epithlium and Keratocyte.

研究分野： 生体材料学

キーワード： 角膜再生材料　ナノファイバー高次構造化　生体タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
日本国内では年間 2万人以上の患者が、角

膜移植の対象疾患で移植治療を待っている
が、角膜移植が行われるのは年間 1600 人程
度である。世界的には、角膜の障害による失
明は、少なくとも 10 万人以上は存在すると
推定されている。この現状は、移植用角膜の
不足が主要因であり、失明患者の救済、失明
患者のために費やす社会保障費用削減など
の観点から角膜実質代替材料の開発が強く
望まれている。また、現状でも輸入角膜が約
半数で使用されており、我が国発での代替技
術開発が必要不可欠である。移植用角膜の代
替材料の研究として、透明な高分子系材料を
用いた人工角膜の開発と再生医科学の側面
からの角膜再生の研究がこれまでなされて
きた。人工角膜の開発においては、提案者も
一定の成果を挙げてきたが、長期安定に機能
する材料開発には未だ到っていないのが現
実である（参考文献：1.Materials Science& 
Engineering, C, 24, 729-735(2004) 、 2. 
J.Biomed.Mater.Res.B, Appl. Biomater., 
56-63(2006)）。再生医療からの取り組みでは、
角膜上皮、角膜内皮再生の試みは臨床応用に
まで到達し、大きな成果が得られている(参考
文 献 ： Nishida et.al, NEW ENGLAND 
JOURNAL OF MEDICINE 351 (12): 
1187-1196(2004)。また、カナダのMay Griffith
らのグループにより、リコンビナントのコラ
ーゲンの架橋体に関する Phase 1 臨床デー
タが公表され(P Fagerholm, et.al, Science 
Translational Medicine 2(46), 1-8(2010))、
10 人中 6 人で 2 年後に視力回復が認められ
たという報告がなされ、今まで手付かずであ
った角膜のほぼ９０％を占める実質部分の
再生に関しても積極的な検討が開始されて
いる。しかしながらGriffithらの材料も、強
度が不足しているため実質の一部分置換が
行われただけで全層角膜移植の適応とは成
っていない。我々も、角膜実質部の再生の試
みとして、豚角膜の脱細胞化処理による角膜
代替材料としての検討を行い 1年にわたり透
明で組織反応の軽微な実質材料の開発に成
功している（Hashimoto, et.al, Biomaterials, 
31(14), 3941-3948(2010), Sasaki, et.al, 
Molecular Vision, 15, 2022-2028(2009)）。し
かしながら、我々の研究においても脱細胞化
処理により組織強度が低下し、未だ全層角膜
移植の代替と成り得る材料の提供には至っ
ていない。角膜にはその強度を担うデスメ膜
という構造があり、眼圧に長期さらされても
眼球の変形をおこさない強度をもっている。
十分な強度を有し、全層角膜移植に使用可能
な再生角膜を創成するには、デスメ膜構造を
も再生する技術開発を行なう必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに研究を行った素材及
び新規素材を組み合わせることで、角膜の構
造にきわめて類似した構造体構築のための

基本技術開発に関する研究を行う。具体的に
は、上皮再生：既存シート技術活用及び合
成・天然由来高分子の電界紡糸技術を用いた
上皮基底膜（ボウマン膜）類似ナノファイバ
ー足場材料の開発、実質再生：ナノファイバ
ーからのボトムアップ構築法の研究、デスメ
膜構造再生：ナノファイバースポンジ内への
活性化ケラトサイトの播種及び長期培養に
よるコラーゲン産生の促進と配向制御によ
る高強度組織体構築、を新たに試み、内皮の
基底膜及び眼圧に耐える高強度構造組織の
構築に関する研究を行うことで、全層移植に
耐えうる再生角膜類構造体構築に関する研
究を行う。 
 
３．研究の方法 
全層角膜に対応できるように上皮再生、実質
再生の研究の要素技術を集積化組織化でき
るよう改良を進めるとともに、本研究の基盤
技術であるデスメ膜類似組織再生技術を作
り上げるためのナノ－ミクロ足場材料の開
発を中心に行った。足場材料としての評価を
行う過程でコラーゲン産生、足場構造解析を
行った。 
3-１．角膜上皮基底膜足場材料の構築：エレ
クトロスピニングによるナノファイバー作成
技術等を活用してナノファイバーからなるシ
ート状生成物を作成した。これらの試作材料
に対して角膜上皮の接着増殖などを行い、こ
れを指標に一次選定を行った。コラーゲンを
固定化したPVAナノファイバー、シルクフィブ
ロインナノファイバー、キトサンナノファイ
バー、コラーゲンナノファイバーなどの試作
を行った。続いて、人由来角膜上皮細胞を用
いて作製した不織布上で培養実験を行った。 
3-2． デスメ膜様構造再生のためのナノファ
イバーのミクロ構造制御材料の構築：初期段
階で細胞に局所的に多量のコラーゲンを産生
させた後に、力学的環境下で長期の自己組織
化を行うことで、コラーゲン量がリッチで力
学負荷に耐える組織体の構築を検討するため
の、培養条件などの検討を進めた。とくに3-1
で一次選定した、シルクフィブロインファイ
バーを中心に、角膜実質細胞の培養条件を検
討した。 
3-3．実質再生：合成高分子、コラーゲン・シ
ルク等のナノ短繊維を合成し、これの材料と
角膜実質細胞との培養を行い自己組織化によ
る角膜類似配向構造体の形成の可能性を検討
した。これらと並行して、シルクフィブロイ
ンファイバーの配向性を制御して無配向ファ
イバーシートと配向ファイバーシートに関す
る実質細胞培養比較実験を行った。また、デ
バイスとしての形状制御、透明性の向上に取
り組んだ。 
3-4．動物へのインプラント：角膜組織適合性
を評価するために家兎角膜内に鏡視下インプ
ラントベッドを作製し、短期-長期埋入試験を
行い、その後組織学的な検討を行った。 
 



４．研究成果 
4-1. 角膜上皮基底膜足場材料の構築に関し
ては、絹、コラーゲンなどを原材料としてエ
レクトロスピニングによるナノファイバーが
良好な接着性と増殖性を示した。配向性を持
たせ作製した試料と無配向の試料を比較する
と無配向構造の試料上で角膜上皮の接着、増
殖が良好に起こることが確認された。また、
角膜上皮の接着増殖に関しては、ナノファイ
バーの配向構造のみならず、与えるテンショ
ンにより大きな差が生じることが判明した。
角膜上皮の基底膜として無配向構造のシルク
フィブロインサンプルにテンションをかけた
状態で培養を行う系が推奨された。（図１） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 

 

角膜上皮を単独で播種した場合はナノ繊維の

間隙に上皮の潜り込みが観察され、角膜上皮

のバリア性を考慮すると最適な構造とはなら

なかった。そこで、配向絹フィブロインナノ

ファイバーフィルムの裏側にあらかじめ角膜

実質細胞を播種し、2週間培養を継続し、その

後、上皮の播種を行いその状況を組織学的に

検討を行った結果、ファイバー内への上皮の

落ち込み現象が軽減され、最外層に上皮層の

形成が認められた。免疫染色の手法を用いて

、細胞の状態を検討した結果、角膜上皮は、

増殖の指標であるPCNA（proliferating cell 

nuclear antigen）陽性細胞が多数観察された

のに対して、実質細胞は陰性となり、正常な

角膜上で起こっている鎮静化した実質の上で

角膜上皮がターンオーバーしている状況に類

似した構造組織体の形成が起きていることを

伺わせる所見を得た。また、角膜上皮では基

底膜成分であるコラーゲンタイプ７およびラ

ミニンの産生が確認され（図２）、実質細胞 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

では、ビメンチン陽性、SMA‐α陰性、プロコ

ラーゲン実質細胞とも良好な分化状態をとる

ことが示された。 

4-2．デスメ膜様構造再生のためのナノファイ

バーのミクロ構造制御材料の構築に関しては

、初期的に足場となるナノファイバーに対し

て張力を加えた系と加えない系において家兎

角膜実質細胞を用いて検討を加えた結果、足

場としての硬さが増すようにナノファイバー

不織布に張力を加えた系でより良い細胞接着

、増殖、分化が起こることが示唆される予備

的結果を得た。この結果を踏まえて、配向ナ

ノファイバー不織布に対して人角膜実質細胞

を播種し培養を行い、コラーゲンの産生の有

無に関してPCPE(Procollagen C-proteinase 

enhancer-1)を免疫染色法を用いて染色し、こ

れを指標として評価した。（図３）この結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

配向したシルクナノファイバー不織布内には

実質細胞が生着増殖し、1週間という早期にお

いても活発にコラーゲンを産生する方向で角

膜実質細胞が維持されることが判明した。ま

た、材料強度を増すため製造プロセスを再検

討した結果、液体浴に対して紡糸を行う手法

を取り入れることで、透明性を向上し、かつ

、これまでより強度のあるフィブロインナノ

ファイバー構造体の作製法を考案することが

できた。 

4-3．実質再生に関しては、フィブロイン等の

ナノ繊維化を行い、さらに切断機、ホモジナ

イザーなどを用いた短繊維合成に着手した。

短繊維化には成功しているが、収率などの問

題を解決する必要がある。続いて、全層角膜

類似構造体の構築に向けた準備として、レン

ズ形状を持つサンプルを作製するツールの設

計と作製を行い、プロトタイプの試作を行っ 

た。(図４)レンズの金属製雄型を作製しこれ 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
HE染色:多層上皮化 ラミニン５：基底膜 
図 1 シルクナノファイバー上での人角膜
上皮（7日間培養）     

 

Type 7 collagen

Laminin V

Laminin V

Type 7 collagen

Human corneal epithelial  cell seeded onto HK adhered aligned fibroin nanofiber mat

図２ シルクナノファイバー不織布を担体

とした人角膜上皮-実質細胞の共培養（14
日間培養）     

  
HE染色    PCPE免疫染色 

図３ シルクナノファイバー配向不織布を

担体とした人角膜実質細胞の培養とコラー

ゲン産生能（7日間培養）     

  
図４レンズ状ナノファイバー不織布の試作   



を電界紡糸のプロセス中にコレクター側に設

置し、雄型をアースに接続するとレンズ形状

を写し取ることができた。また、フィブロイ

ンナノファイバーの細線化と配向性を向上さ

せるとともに、ファイバー形状を失わない程

度にナノファイバーの部分的な溶解処理を行

うことで材料の透明性向上が認められた。ま

た、これらの間隙にコラーゲンゲルを充填す

ることで、フィブロインナノファイバーとフ

ァイバーに生ずる屈折率の違いを解消するこ

とで界面における光の乱反射が抑えられ、更

なる透明性の向上が認められた。 
4-4．動物へのインプラントに関しては、短期
中期に関して観察を行い、良好な成績を得た
ので、最終的にフィブロインナノファイバー
に絞って、長期安全性試験のために2羽の家兎
を用いて1年間の埋植試験を行った。埋植した
サンプルは、初期的には可視光の透過性が80
％程度と不透明な材料であったが、1羽におい
ては術後3カ月程度で、もう１羽に関しては3
週間という超早期に埋植したサンプルの確認
が難しいほど透明性が増した。この結果は、
初期に透明性が不十分な繊維材料でも、埋入
部位における繊維材料の再配列や実質細胞か
ら分泌されるコラーゲン等のタンパク生体成
分が繊維間隙に充填されるなどの要件を満た
せば、埋入後に透明化が起こることを示した
。このメカニズムに関しては、一部組織学的
検討を行った結果から傍証を得ているが、更
なる検討が必要である。 
また、より臨床応用に近いモデルとして角膜
上皮欠損モデルを用いてIn vivoにでの上皮化
の検討を行った。（図５）その結果、17日まで 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
には、In vivoにおいても材料上に上皮層が形
成されることが確認された。 
全層角膜移植への対応に関しては、強度的に

いまだに不十分であり、更なる検討が必要で

ある。 
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