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研究成果の概要：４０歳以上のドナーから得た角膜内皮細胞においては、高率に染色体異常が

発生することがわかった。従ってドナーとしては、４０歳以下のできるだけ若いドナーが、望

ましいことが示唆された。カルチャーインサートの底からトリプシンEDTAを作用させることで、

培養角膜内皮細胞シートを作成した。この細胞シートでは、細胞間にNa-K ATPasの発現が見ら

れ、その細胞密度は２０００/mm2を超えていた。この内皮細胞シートの兎への移植実験では、。

術後１週間にわたって、移植角膜の透明性が維持され、内皮をつけなかったコントロール群よ

りも有意に角膜厚が薄く保たれた。もう一つの内皮移植方法として、Descemet's stripping 

endothelial keratoplasy(DSEK)の術式において、培養角膜内皮細胞を応用する方法を検討した

結果では、通常のDSEKの移植片と同等の移植片を培養角膜内皮細胞を用いて作成することが可

能であり、in vivoにもいても短期的には、角膜の透明性を維持することができた。培養角膜

実質細胞およびその前駆細胞を用いた実験では、ゼラチン上において前駆細胞のほうがより多

くの細胞外基質の産生が観察され、兎角膜実質内への移植実験では、前駆細胞を播種したゼラ

チンでは術後1カ月においてより多くの細胞の残存と細胞外基質の産生が観察され、前駆細胞

の角膜実質における再生医療への応用が期待される結果を得ることができた。 
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１．研究開始当初の背景 
培養細胞を用いた再生医療は、角膜の中で

も、最表層にある上皮層をターゲットとし

た手術が、すでに臨床で行われている。こ

れは、角膜化学外傷、スティーブンスジョ

ンソン症候群、眼類天疱瘡などの、角膜上

皮の幹細胞が消失した状態、すなわち角膜

上皮幹細胞疲弊症に対して、培養した輪部

上皮細胞や口腔粘膜上皮細胞のシートを

移植する方法であり、我々の施設を含めて

国内のいくつかの施設で長期の安全性、有

効性が臨床において検討されつつある。こ

れに対して、角膜の内皮細胞あるいは角膜

実質の再生医療は、世界のいずれの国にお

いても、まだ実現されていない。我々のこ

れまでの成果により、培養ヒト角膜内皮お

よび実質細胞を用いた角膜再生医療は、臨

床応用の一歩手前まで来ている状態であ

る。今回の研究では、これまでのわれわれ

の研究成果を踏まえ、培養ヒト角膜内皮お

よび実質細胞を用いた、安全で有効な再生

医療を実用化するための、最終的な詰めを

行なうことを目的としている。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、大きく分けて四つあり、

第一は、培養ヒト角膜内皮細胞の最適な使

用方法、手術術式を検討することである。

全層の角膜を採取する方法、マイクロケラ

トームで厚い角膜フラップを作成しその

下の後方角膜実質を採取する方法、深層角

膜内皮移植術のように層間剥離の後に後

方角膜実質のみを採取する方法、の３つの

術式を検討する。第二は、組織前駆細胞と

通常の培養細胞との角膜再生医療におけ

る有用性を比較することであり、第三は、

培養ヒト角膜内皮および実質細胞の臨床

での使用における安全性を確認すること

である。染色体異常の有無、癌遺伝子の発

現の有無などを培養細胞において検討す

る。第四の目的は、より良好な機能を有す

る再生角膜を作製するための、ヒト角膜内

皮細胞の培養法、播種法を、より洗練する

事である。 
 
３．研究の方法 

 培養ヒト角膜内皮および実質細胞の臨

床での使用における安全性を確認する。ま

ず実験用に輸入したヒト角膜から実体顕

微鏡下で上皮層、内皮層、実質の 3つに分

離し、内皮層と実質をコラゲナーゼ処理し、

角膜内皮および実質細胞を取得する。それ

ぞれ、初代培養から継代培養して行き、3

代目および6代目のサブコンフルエントの

状態にある段階で、分裂期にある細胞の染

色体観察を行い、染色体異常の有無を検討

した。角膜提供者の年齢をできるだけ若い

年齢から 80歳代までの幅広くとり、ドナ

ー年齢の染色体異常への影響を検討した。 

 新しい角膜内皮シートの作成方法とし

て、カルチャーインサートの底からトリプ

シン EDTAを作用させることで、培養角膜

内皮細胞シートを作成した。このシートの

in vitro ,in vivoでの特性を評価した。 

 もう一つの角膜内皮移植方法として、最

近臨床で行われるようになってきた



Descemet’s stripping endothelial 

keratoplasty(DSEK)の術式において、培養

角膜内皮細胞を応用する方法を検討した 

角膜実質細胞の組織前駆細胞と通常の

培養細胞との角膜再生医療における有用

性を比較した。ヒト角膜実質細胞の組織

前駆細胞の単離にはニューロスフェア法

を用いた。すなわち、実験用に輸入した

ヒト角膜から実体顕微鏡下で上皮層と内

皮層を剥離し、実質のみとする。角膜実

質をコラゲナーゼ処理し、角膜実質の単

一細胞を取得した。これら単一細胞を

DMEM/F12 に B27添加物、EGFや bFGFなど

の増殖因子、細胞の凝集を防ぐための

0.8％メチルセルロースなどを添加した

培地に播種し、1週間の浮遊培養を行った。

この方法により未分化な組織前駆細胞を

含んだ球状細胞塊であるスフェアが得ら

れた。蛍光色素であるＤｉＩで標識した

角膜実質細胞のスフェアを多孔性のゼラ

チンに播種し、これを家兎の実質内に挿

入した。術後に細隙灯顕微鏡による観察、

組織学的検討を行った。多孔性ゼラチン

内への実質細胞の侵入の程度や播種した

実質細胞あるいはスフェアの残存の程度

を蛍光顕微鏡で観察した。 

 

４．研究成果 

 培養人角膜内皮細胞の安全性をチェッ

クする一つの方法として、染色体異常の有

無を検討した。その結果、４０歳以上のド

ナーから得た角膜内皮細胞においては、高

率に染色体異常が発生することがわかっ

た。以上のパターンとしては、性染色体の

異常が、最も多かった。従ってドナーとし

ては、４０歳以下のできるだけ若いドナー

が、望ましいことが示唆された。次に培養

角膜内皮細胞の移植方法として、細胞シー

トとして角膜実質に接着させる方法を検

討した。カルチャーインサートの底からト

リプシン EDTAを作用させることで、培養

角膜内皮細胞シートを作成した。この細胞

シートでは、細胞間に Na-K ATPasの発現

が見られ、その細胞密度は２０００/mm2

を超えていた。摘出した兎角膜から内皮細

胞を除去したところにこの内皮細胞シー

トを接着させてから、もとの兎に移植しな

おし術後経過を観察した。術後１週間にわ

たって、移植角膜の透明性が維持され、内

皮をつけなかったコントロール群よりも

有意に角膜厚が薄く保たれた。もう一つの

内皮移植方法として、DSEKの術式において、

培養角膜内皮細胞を応用する方法を検討

した。まず家兎角膜から、マイクロケラト

ームを使用して、厚さ１００－１５０ミク

ロンの角膜実質フラップを作成した。この

フラップを培養皿におき、その上に人角膜

内皮細胞を播種して、DSEK用の移植片を作

成した。DSEKの術式に準じて、培養角膜内

皮細胞をのせた移植片を、家兎角膜内皮面

に移植した。その結果、短期的には、角膜

の透明性を維持することができた。 

 培養角膜実質細胞およびその前駆細胞

を用いた実験では、ゼラチン上において前

駆細胞のほうがより多くの細胞外基質の

産生が観察され、兎角膜実質内への移植実

験では、前駆細胞を播種したゼラチンでは

術後1カ月においてより多くの細胞の残存

と細胞外基質の産生が観察され、前駆細胞

の角膜実質における再生医療への応用が

期待される結果であった。 
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