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研究成果の概要（和文）：角膜上皮の幹細胞疲弊症とは角膜上皮細胞の幹細胞がなくなった状態で、透明な角膜
上に血管や線維芽細胞が侵入して視力が極端に低下し、通常の角膜移植では治癒させることのできない難治性疾
患である。両眼性の角膜上皮の幹細胞疲弊症に対して口腔粘膜を用いた新しい方法の開発を目的とした検討をお
こなった。家兎の角膜上皮疲弊症モデルに家兎の口腔粘膜を細かくしたものをのせ、コンタクトレンズで固定し
たところ、術後２週目に家兎の角膜の上皮化が得られ安定した状態になった。本法は培養工程などを必要とせず
眼表面を上皮化する方法として臨床応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Corneal limbal stem cell deficiency is a condition in which corneal 
epithelial stem cells have been disappeared   and blood vessels and fibroblasts invaded into the 
transparent cornea, leading to severe reduction of visual acuity. We investigated for the 
development of a new method using oral mucosal epithelium for corneal limbal stem cell deficiency. 
Rabbit corneal limbal epithelium deficiency model was treated with some fragments of rabbit oral 
mucosal epithelium and fixed with a contact lens only. At 2 weeks after the operation, the corneal 
epithelization was obtained. This method is expected to be applied clinically as a method for 
epithelization of the ocular surface without cell culture process.

研究分野：眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
両眼性の角膜上皮の幹細胞疲弊症に対しては、培養口腔粘膜上皮移植術が行われてきた。しかし非常に高額な清
浄度の高い培養設備が必要となるため培養細胞シート作製には多額の費用が必要であり、多くの施設で実施する
ことはできないものであった。今回我々が動物実験で成功した方法は、本人の口腔粘膜を細かく裁断したものを
そのまま移植してコンタクトレンズで固定する非常に簡便なもので、培養設備を必要とせず低いコストで実施が
可能であることが最もすぐれた点であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

角膜輪部には角膜上皮細胞の幹細胞が存在しているがさまざまな原因で角膜輪部上皮幹細胞疲

弊症眼(Limbal stem cell deficiency, LSCD)となる症例がある。片眼性や両眼性のLSCD眼に対

しては、それぞれ本人の輪部上皮や口腔粘膜上皮をもちいる培養自己輪部上皮細胞シート移植

や培養自己口腔粘膜上皮細胞シート移植などの再生医療が行われてきた。我々は自己結膜上皮

を細胞源とする培養自己結膜上皮細胞シート移植をLSCDに対して使用し報告してきた。しかし

ながら平成２７年から再生医療新法が厳格に適用されるようになり、大学での細胞シート作製

にも製薬会社での医薬品製造グレードの高コストの高い清浄度が要求されるようになり、数百

ページにおよぶ詳細なプロトコール、手順書、記録書が必要で、違反した場合は５０万円以下

の罰金刑が課せられるなどハードルが非常に高くなった。 

 このように再生医療を取り巻く環境が大きく変わったなかで、化学外傷などによる片眼性の

角膜輪部機能障害患者に対する新しい術式である単純角膜輪部上皮移植(Simple Limbal 

Epithelial Transplantation, SLET) の 1.5 年 治 療 成 績 (Simple Limbal Epithelial 

Transplantation: Long-Term Clinical Outcomes in 125 Cases of Unilateral Chronic Ocular 

Surface Burns. Basu S, et al. Ophthalmology. 2016;123:1000 -1010.)が報告された。本法

は片眼性の LSCD 眼に対して、健眼の輪部上皮幹細胞を採取し細切したのちに眼表面にフィブリ

ン糊とともに塗布する方法であり、増殖因子などを用いる必要がないため医師法下での実施が

可能となる。我々は倫理委員会の承認を得て両眼性の角膜上皮幹細胞疲弊症眼に対し、培養自己

結膜上皮細胞シート移植実施の実績を生かして、両眼性の症例に対し本人の結膜を移植する単

純結膜上皮移植を開始した。両眼性の角膜上皮幹細胞疲弊症眼に対する結膜上皮移植後眼であ

るが、綺麗な上皮化が得られており本術式が有効であることが明らかとなってきた。しかしなが

ら両眼性の角膜上皮幹細胞疲弊症眼の症例の多くは瞼球癒着を伴っている。培養自己結膜上皮

細胞シート移植での培養経験では、瞼球癒着を伴う結膜の培養はほとんど成功せず、両眼性の角

膜上皮幹細胞疲弊症眼に対しては、代用上皮として実績のある口腔粘膜上皮の使用が望まれる。

しかし角膜上皮幹細胞疲弊症眼に口腔粘膜上皮を用いた単純角膜輪部上皮移植類似の方法での

報告はこれまでなされていない。 

２．研究の目的 

両眼性の LSCD 眼患者に対して、口腔粘膜上皮による培養を行わないより簡便な組織移植による

眼表面再建治療法の開発を目的として、まず家兎での角膜上皮幹細胞疲弊症モデルを作製し、培

養工程を経ない口腔粘膜上皮移植（Simple oral mucosal epithelium transplantation, SOMET）

を行いその有効性を検討することが目的となる。 

３．研究の方法 

家兎の口腔粘膜上皮の採取後、すでに確立した口腔粘膜幹細胞を含む組織に分離し、家兎の角膜

上皮幹細胞疲弊症モデルに移植し本治療法の有効性を検討した。検討にあたっては既報の単純

角膜輪部上皮移植(Basu S, et al. Ophthalmology. 2016)にしたがって羊膜を使用する方法と

羊膜を使用しない方法に分けて羊膜の必要性の有無もあわせて検討した。具体的な方法は以下

の通りである。 

(１)．移植用口腔粘膜の採取と幹細胞組織の分離 

(２)．家兎の角膜上皮幹細胞疲弊症モデルの作製と有効性の検討、 

(３)．術後経過観察と組織学的検討 

A. 術後の臨床評価 

B. 組織学的検討 

４．研究成果 



(1) 口腔粘膜上皮の採取と分離 

採取した口腔粘膜は、粘膜上皮と上皮下組織で構成され、非角化重層扁平上皮が筋組織を被覆

する被覆粘膜 (Lining mucosa) であった。上皮と上皮下組織を分離する 2つの方法を比較した。  

①鑷子を用いた方法 

１つ目の方法は 2本の鑷子を用いて鈍的に組織を粘膜上皮（図 1A）と粘膜下組織（図 1B）の

2層に分離した。図 1B に黒い三角（▲）で示すように、基底層に近い粘膜下組織で、核/細胞質

（N / C）比の高い細胞を認めた。  

②ディスパーゼを用いた方法 

ディスパーゼはペプチド鎖の中性、非極性アミノ酸の N 末端側で切断するプロテアーゼであ

る。組織を 1.2IU のディスパーゼ II で 37℃４40 分間処理後、鑷子で軽く触れるだけで粘膜上

皮（図１C）を粘膜下組織（図 1D）から剥離することができた。この粘膜上皮は、基底層まで全

層を含んでいた。粘膜下組織側には上皮の残存は認めなかった。 

図 1 口腔粘膜上皮の分離法による増殖能力の比較 

 

①  ２本の有鈎鑷子で牽引し鈍的に組織を粘膜上皮（A）と粘膜下組織（B）の 2層に分離する

と、Aは粘膜上皮細胞の上層 5〜6 層、Bは粘膜上皮の下層と粘膜下結合組織となる。Bには

結合組織付近の粘膜上皮基底層に N/C 比の高い基底細胞（▲）が含まれる。Aの粘膜上皮は

３週間培養しても細胞が増殖しない。 

② 1.2IU ディスパーゼで分離した粘膜上皮（C）は乳頭状の基底層を粘膜下結合組織から分離

し、表層粘膜上皮細胞から N/C 比の高い基底細胞（▲）までの上皮全層を含む。Cの粘膜上皮を

培養すると、培養 5日目に上皮組織の周囲に島状のコロニーを形成し（E）、培養３週間目で約５

層の上皮細胞シートを形成する（F）。1.2IU ディスパーゼで分離した粘膜下結合組織には上皮基

底細胞を認めない（D）。 

(2) 家兎の LSCD モデルの作製と有効性の検討  

局所麻酔下で輪部の外周から 5 mm 以内の結膜および結膜下組織を全て切除し、輪部を含む角

膜上皮を 360 度完全に除去したところ、術後 2週間にわたり角膜全体の上皮欠損が維持された。

図 2にウサギ LSCD モデル眼の前眼部写真を示す。角膜上皮欠損の遷延、結膜侵入、角膜血管新

生が持続しており、ウサギ LSCD モデル眼が作製された。以後の眼表面再建術の治療効果の研究

に、本モデルを使用した。なお、術後２週目以降では結膜が角膜内に侵入し上皮欠損の範囲が変

動して評価が困難となるため、本研究での術後追跡期間は２週間に設定した。 

図 2 ウサギ LSCD モデル眼の前眼部写真 



 

作製したウサギ LSCD モデル眼は術後２週目から徐々に角膜血管新生が生じ、術後３週には結膜

上皮の侵入および著名な角膜血管新生が生じる（黒▲）。結膜上皮侵入によって術後３週に一次

的に縮小した角膜上皮欠損領域は術後６週に再度拡大し、安定した上皮化を得ることはない（黄

▲）。 

（３）術後経過 

SOMET 群 4眼のうち 1眼は、SCL が脱落しほとんどの移植片が術後１週間の初回診察時までに

失われていたため、評価から除外した。図 3に両群の代表的な前眼部写真を示した。 

図 3 SOMET 群および対照群の術後前眼部写真 

 

術眼の代表写真を示す。SOMET 群は、術後 1週で移植片の周りに上皮が進展し、術後２週には完

全に上皮化した。対照群は、角膜の周辺部に血管新生を認め、術後 2 週にわたり上皮化が進ま

ず、上皮欠損が遷延した。 

SOMET 群の 3眼すべてにおいて、術後 1週間の診察時に移植片の周囲に上皮が進展して島状の

上皮化領域が形成され、術後 2週間で角膜全体が完全に上皮化された。角膜輪部および角膜に隣

接する結膜はフルオレセインで染色されており、結膜上皮の侵入ではないことが示された（図 3

左）。SOMET 群とは対照的に、対照群の 4 眼は術後 2 週間で血管新生を認めた。リン酸ベタメタ

ゾンナトリウムと硫酸フラジオマイシンを含む軟膏での治療にもかかわらず、結膜の炎症は対

照群で顕著であり広範な瞼球癒着を認めた。対照群では、2週間以内に完全な上皮化は得られな

かった（図 3右）。 

組織学的検討 

正常角膜中央では（図４A）上皮表層で K3 が陽性であり（図４B）、K13（図４C）、p63（図４D）、

および K15（図４E）はすべての層で陰性であった。正常なウサギ角膜輪部および結膜の HE染色

画像を、それぞれ図４Fおよび図４Gに示した。結膜上皮は K3陰性であり（図４H）、K13 は角膜

輪部（図４I）および結膜上皮において陽性であった。角膜輪部の基底層は、細胞核で p63 陽性

（図４J）、細胞質で K15 陽性（図４K）を示した。術後２週間の SOMET 眼は、HE 染色で 3〜5 層

の上皮細胞が示された（図４L）。移植された口腔粘膜上皮は重層扁平上皮構造を残していた（図

４M）。 移植片から進展した上皮は、正常角膜同様上皮表層において K3 陽性であった（図４N）。 

K13 は上皮層で陽性であり（図４O）、正常なウサギ口腔粘膜の所見と一致した（図４）。 移植片



から進展した上皮には p63 および K15 陽性細胞を認めなかったが、移植部位の基底細胞は、p63

（図４P）および K15（図４Q）陽性であった。 対照群の角膜 HE染色では上皮細胞を認めず、露

出した角膜実質に多核球が付着していた（図４R）。 また、対照群は K3（図４S）および K13（図

４T）陰性であった。 

図４ ウサギ眼球摘出標本の免疫組織化学的検討 

 
 

術眼を摘出し、凍結標本を免疫組織化学的に検討した。左の列はウサギ正常角膜の中央部（A-E）

である。HE染色で５〜６層の角膜上皮細胞が示され（A）、上皮層最表面の一層の細胞質で K3が

陽性である（B)。K13（C）、p63（D)、および K15（E）はすべての層で陰性である。中央左の列は

正常角膜輪部と結膜である（F-K）。Fは正常角膜輪部、Gは正常結膜の HE染色を示す。正常結膜

は上皮細胞の間に杯細胞を含む（G）。K３は結膜では陰性（H）、結膜から輪部にかけて上層の細

胞質で K13 が陽性（I）、基底層の細胞核において p63 が陽性（J）、細胞質において K15 が陽性

（K）である。中央右列は SOMET 群の角膜である（L-Q）。SOMET 眼の角膜は HE 染色で中央部は３

〜５層の扁平な上皮細胞層（L）、移植片が接着した部分では口腔粘膜上皮由来の重層扁平上皮と

N/C 比が高い基底細胞層（M）がある。移植片から進展した上皮細胞層は、最表層一層の細胞質

で K3 陽性（N）、表層上皮細胞の細胞質で K13 陽性（O）である。接着した移植片の基底細胞は、

核で p63 陽性（P）、細胞質で K15 陽性（Q）である。対照群の角膜（R-T）は、HE 染色で上皮細

胞を認めず露出した角膜実質に多核球が浸潤する（R）。K3（S）と K13（T）は陰性である。 

以上のように家兎角膜上皮疲弊症モデルにおいて口腔粘膜のディスパーゼ処理により増殖に

必要な細胞を含んでいること、羊膜やフィブリン糊を用いずに移植してソフトコンタクトレン

ズを装用することで移植片は生着すること、免疫組織学的検討から眼表面は、口腔粘膜で覆われ

ていることが示され、本法の有効性が明らかとなった。我々の考案した単純口腔粘膜上皮移植術

は、培養設備を持たない医療施設でも実施可能であり、従来の組織移植よりドナー組織量が少な

く低侵襲であること、更に羊膜や接着剤の入手および移植片縫合の手技習得が不要であること

から、患者および医療施設の両者にとって治療の負担が軽減されるものと考えられた。 
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