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研究成果の概要（和文）：角膜疾患に関する、遺伝子・細胞治療、再生医療の研究を行った。遺

伝子・細胞治療では、角膜に lamellar keratotomy を行うことによる、効率の良い遺伝子導入、

細胞移植の方法を開発した。これによって、ムコ多糖症モデルマウスの角膜混濁の治療に成功

した。この方法は、ヒトへの応用が可能である。再生医療では、先天角膜形成異常で Pax6 遺

伝子の新規変異を発見し、機能解析を行った。小児角膜組織から幹細胞を分離し、プロファ

イリングを行った。内皮を継代培養、株化し、機能解析を行って、これらの細胞が角膜固

有の蛋白発現とポンプ機能を有することを確認したこれらの細胞は、内皮移植に有用と思

われる。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated about gene therapy, cellular transplantation, reproducing 
medicine for corneal diseases. By lamellar keratotomy, gene induction and cellular transplantation were 
effectively performed into the cornea. By introducing β-glucronidase gene or transplantation of bone 
marrow stem cell using this method, corneal opacity in the type VII mucopolysaccharidosis model 
mouse was successfully treated. The method may be applied for treatment of human corneal diseases.   
We identified novel Pax6 mutations in a variety of human anterior segment eye anomalies. Pluripotential 
stem cells were isolated from the infantile corneal tissues obtained by enucleation surgery, and cultured 
and profiled by gene tips. The corneal epithelia were continuously-cultivated, or strained by induction of 
immortal genes. In these culture cells, expression of proteins specific for the corneal epithelium was 
identified by immunohistochemistry and RTPCR study. Na-K ATPase dependent pumping function also 
was detected by Ussing chamber technique. These corneal cells may be useful for reproducing human 
cornea and transplantation of corneal epithelia.   
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１．研究開始当初の背景 
 角膜で、先天性や代謝疾患によって混濁が
起これば、角膜移植が行われる。しかし、ド
ナー角膜が不足していることから、遺伝子治
療や細胞治療、再生医療の開発が必要である。 
眼組織に対する遺伝子治療は実験動物で

試みられているが、大部分は網膜であり、角
膜には殆ど行われていない。これは、角膜の
表にボーマン膜、裏にデスメ膜の厚い基底膜
が存在して、遺伝子の導入を阻止するためで
ある。角膜内に細胞を移植した研究はない。 
角膜の再生は、上皮のシート化や口腔粘膜

の移植は臨床応用されつつあるが、実質や内
皮の再生研究は主に動物実験に限られ、ヒト
では僅かである。ことに、ヒトの角膜内皮細
胞は、他動物腫と違って、出生後は殆ど分裂
しないので、培養等の研究は行われていない。
しかし、角膜内皮が障害される疾患は多い。
角膜は免疫応答許容なので、他者からの再生
組織を移植する治療を開発することは、有用
と考えられる。 

２．研究の目的 
本研究では、再生医学と遺伝子・細胞治療

の側面から角膜組織の治療法を開発するこ
とを目的とする。 
再生医学では、間葉系細胞またはES細胞

などを培養・分化させ、角膜を再生する技術
を確立させる。最終的には、自らの細胞から
作製した角膜を移植するという治療法の開
発を目指す。自らの細胞から再生させた角膜
を用いれば、移植後の拒絶反応という副作用
を全く気にすることなく、移植が行うことが
可能となる。 

遺伝子・細胞治療では、角膜組織に起こる
疾患に対処すべく、遺伝子や蛋白を特異的に
発現させ、あるいは適切な細胞を移植するこ
とによって、角膜移植を行わずに角膜組織の
治療法を開発することを目的とする。本研究
により、角膜疾患の治療に大きく貢献できる。 

３．研究の方法 
１） 遺伝子・細胞治療関連 
① 角膜内への安全な遺伝子導入・細胞移
植法の開発 
角膜は表と裏に厚い基底膜があって、遺

伝子導入が困難なので、表層切開を行って、
実質内に直接遺伝子導入、細胞移植を行っ
た。 
② 先天ムコ多糖症の角膜混濁に対する遺
伝子治療 

ヒト β―グルクロニダーゼ遺伝子を CAG
プロモーターの制御下で発現するアデノウ
イルスベクターを作成し、ムコ多糖症（先天
性 β―グルクロニダーゼ欠損症）のモデルマ
ウスである B6/MPSVII マウスに、上記１）
の方法で遺伝子を導入した。その効果を活性

染色法を用いた組織学的方法で検討した。 
③ 先天ムコ多糖症の角膜混濁に対する細胞
治療 

マウス骨髄間葉細胞株の β―グルクロニダ
ーゼ活性測定および染色を行い、ドナー細胞
を選択した。これをムコ多糖症（先天性 β―
グルクロニダーゼ欠損症）モデルマウスの角
膜実質に、上記１）の方法で移植した。角膜
内沈着物に対する治療効果を病理組織的に
検討した。 
２）再生医学関連 
①  角膜先天異常の遺伝子解析  

ヒトの様々な前眼部の先天異常疾患
において、形態形成遺伝子Pax6の変異
の解析を行った。さらに生化学検討、
変異体の動物への  in vivo導入実験を行
った。  
②  小児眼組織から角膜前駆細胞の単離 
倫理委員会の承認のもとに、網膜芽細胞

種等により摘出した小児の眼球から、角膜
の上皮、実質、内皮、および強膜の多分化
能をもつ前駆細胞を単離した。 
③ 角膜と強膜細胞のプロファイリング 

ヒト角膜の性質を明らかにするために、
ヒト強膜細胞およびヒト角膜実質細胞を初
代培養し、細胞表面マーカー、gene chip 
(Affymetrix)を用いたプロファイリングを
行い、発生学的に由来を同じくする角膜と
強膜の違いを検討した。 
④ 角膜内皮の継代培養 
 角膜を輪部より切除し、デスメ膜とともに角

膜内皮を分離した。TypeⅣ collagenでコートし

た30mm培養皿上に培養液（DMEM/F12(GIBCO 
11320), 15%FBS, 20ng/ml bFGF）0.8mlで培養し

た。 
⑤ 角膜内皮の株化 

角膜内皮の初代培養細胞に、レトロウ
イルスベクターを用いて不死化遺伝子 
HPV16 E6E7、hTERT、cdk4、cyclinD1を、
単独あるいは種々の組み合わせで導入して、
不死化し株化した。 
⑥ 継代培養および株化した角膜内皮細胞
の機能解析 

蛍光抗体免疫染色によりZo-1、Na-k 
ATPaseの蛋白発現が、RT-PCR法によりNa-k 
ATP ase、keratin12、vdac3、clcn3、slc4a mRNA
の発現を確認した。内皮のNa-K ATPaseのポ
ンプ機能を検討するために、Ussing chamber
を用いて電位の変化を評価した。 
３）倫理的側面 
 先天奇形症候群の遺伝子解析に関して
（国立成育医療センター研究所、受付番号
39、平成 15 年承認）、ヒト細胞の培養研究
に関して（国立成育医療センター研究所、
受付番号 25、26、27、平成 15 年承認、受
付番号 49、平成 15 年承認、受付番号 55、
平成 15 年 11 月承認、受付番号 88、89、90、



 

 

91 平成 16 年承認、受付番号 55、平成 16
年 11 月承認、受付番号 146、平成 17 年承
認、受付番号 156、平成 17 年承認、受付番
号 197、201、平成 18 年承認、受付番号 237、
238、平成 19 年承認）、既に倫理審査を受
け、承認を受けている。実験動物を用いる
研究については、国立成育医療センター研
究所動物実験指針に準拠して研究を実施
する(承認番号 2003-002,2005-003)。
ムコ多糖症の遺伝子治療は既に承認され
た（承認番号 163、2005 年）。今後の研究
で、動物実験で有効性があり安全性が十分
に確認された場合は、倫理委員会の承認を
得た後に臨床応用を検討する。

４．研究成果

１）遺伝子・細胞治療関連

① 角膜内への安全な遺伝子導入・細胞移

植法の開発

角膜は表と裏に厚い基底膜があって、遺

伝子導入が困難なので、マウス角膜に表層

切開を行って、実質内に直接遺伝子導入、

細胞移植を行った。AxCALacZ を角膜実質

内に投与した場合、投与部位に限局して

LacZ 陽性細胞が認められた。これに対し

て、AxCAｈGUS を投与した角膜では、角

膜全層にわたって GUSB 陽性細胞が認め

られた。GFP 発現骨髄細胞を角膜実質内に

移植した場合、２週間までは、セルトラッ

カーの蛍光顕微鏡下観察で、細胞の生存が

確認された。

   導入方法         LacZ 

② 先天ムコ多糖症の角膜混濁に対する遺

伝子治療

ムコ多糖症マウスの角膜には、細胞内に多

量のグリコアミノグリカンが蓄積する。組織

学的には、細胞内空胞として検出される。ア

デノウイルスを投与したマウスでは、投与一

週間後にはこの細胞内空胞がほぼ完全に消

失することが示された。今回の検討で、遺伝

子治療による角膜病変の治療の有用性が示

された。今後は、さらに長期間の効果やベク

ターの角膜組織への毒性などを検討し、臨床

応用をめざす必要がある。

β-glucronidase  コントロール 導入前   導入後

③ 先天ムコ多糖症の角膜混濁に対する細

胞治療

マウス骨髄間葉細胞株のうち、β―グルク

ロニダーゼ活性測定および染色によって、最

も高値を示した 9-15C 細胞をドナー細胞に

選定した。角膜実質に移植した後、２週間ま

では、セルトラッカーの蛍光顕微鏡下観察で、

少数ながら細胞の生存が確認された。病理組

織的には、角膜内に沈着したムコ多糖変性物

が、移植細胞の周囲で特に消失していた。現

在、遺伝子発現や細胞生存の長期化を図る研

究を進めており、移植細胞は骨髄由来より健

常角膜実質が効率的であることが判明して

いる。一方で、骨髄・子宮内膜・臍帯血由来

の間葉系細胞を単離、培養し、細胞表面マー

カー、gene chip(Affymetrix)を用いプロファイ

リングによって細胞の有する性格を詳細に

検討し、上記の移植に適する細胞を選定した。

β-glucronidase     移植前    移植後

２）再生医学関連

① 角膜先天異常の遺伝子解析

先天角膜混濁を伴うさまざまな前眼部形

成不全54例中9例（家族性1家系、孤発例8例）

で以下のPAX6変異がみつかった。Ex5；
A509→C （アミノ酸置換E31A）、insG888 
（frameshift）、3'intron 10塩基挿入、Ex5a；
T20→A （V7D）、Ex11； 5'C-7intron→T、
Ex12；T1504→C（S363L）、Ex13；A1682→G
（Q422R）。V7Dは３例の異なる家系にみら

れた。これらに遺伝子型と表現型に相関はな

かった。また、他施設で発見された前眼部先

天異常のPax6変異R26Gをin vivo 
electroporationで鶏胚に導入したところ、角

膜と水晶体の分離異常を伴う前眼部形成不

全が形成された。

R26G変異導入        コントロール

                    
                                     
                   

                     
               

② 小児眼組織から角膜前駆細胞の単離

片眼の網膜芽細胞腫に罹患し、患眼

の摘出に至った眼球を、インフォーム

ドコンセントを得て研究試料とした。

眼球の角膜上皮、実質、内皮を顕微鏡

下で単離し培養した。いずれも単離・



 

 

骨髄

肝細胞（P1）
子宮内膜組織

滑膜細胞（P0）

関節液細胞（P0）

筋細胞（P0）

骨細胞（P0）

脂肪細胞（P0）

臍帯

臍帯細胞

羊膜上皮細胞（P4）

軟骨細胞（耳介） （P1）
強膜由来細胞（P1）

真皮細胞（P2）

皮質骨細胞（P3）

骨膜細胞（P1）

培養できたが、ことに内皮細胞は分裂

、再生は不可能と考えられていたので

、以下４）のように単離・継代培養に

成功したのは大きな成果である。  
角膜内皮前駆細胞の単離  

 
 
 
 
 
 

③ 角膜と強膜細胞のプロファイリング 
ヒト角膜の性質を明らかにするために、

ヒト強膜細胞およびヒト角膜実質細胞を

初代培養し、細胞表面マーカー、gene 
chip(Affymetrix)を用いたプロファイリン

グを行い、発生学的に由来を同じくする角

膜と強膜の違いを検討した。強膜細胞に強

く発現していた遺伝子は、cartilage paired 
class homeoprotein 1、eyes absent homolog 2、
glypican 4、prostaglandin E receptor 1、
secreted frizzled-related protein 2、
Microfibril-associated glycoprotein-2、elastin、
collagen, typeVIII, XI, XV などであり、角

膜実質細胞に強く発現していた遺伝子は、

neuritin 1、chemokine ligand 2, 3, 5、
interleukin 8、annexin A10 などであった。

これらのデータを角膜実質の再生に役立

てる。 
GeneChipによる全遺伝子の階層型クラスター解析 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

④ 角膜内皮の継代培養 
摘出眼から、角膜を輪部より切除し、デス

メ膜とともに角膜内皮を分離した。Type Ⅳ 
collagenでコートした30mm培養皿上に培養

液（DMEM/F12(GIBCO 11320), 15%FBS, 
20ng/ml bFGF）0.8mlで培養した。培養3日目

には内皮細胞がデスメ膜より増殖し始め、7
日目に継代し培養を継続した。P4にて、その

遺伝子発現、蛋白発現、機能を解析した。

RT-PCRにおいては、角膜内皮細胞に発現す

る、Na-k ATPase, SLC4A4, CLCN3, VDAC3
の発現を認めた。DNA microarrayにおいて細

胞膜能動的輸送、細胞骨格、細胞内小器官、

細胞周期、細胞増殖等に関して遺伝子発現プ

ロファイルを作成した。蛋白発現は、細胞が

密になり、さらに角膜内皮の形態である多角

形になったday40に免疫染色を行った。Tight 
junctionを染色するZo-1は、多角形の細胞間

に一致して染色された。Na-k ATPaseは細胞

全体が染色され陽性あった。内皮機能の分析

はUssing chamberを用いた。簡潔には、小孔

のある直径12mmのポリエステル膜をTypeⅣ 
collagenでコートし、その膜上で内皮細胞を

シート状に培養した後、Na-K ATPaseの能動

輸送によって生じる電流を測定する。結果、

平均183mAの電流が測定され、培養細胞は、

内皮細胞としての蛋白、遺伝子発現のみなら

ず、ポンプ機能を十分に保持していることが

確認された。 
継代培養によって作成した角膜シート 

 
 
 
 
 
 

⑤ 角膜内皮の株化 
摘出眼球の角膜内皮を顕微鏡下で単

離し培養した。初代培養細胞にレトロウ

イルスベクターを用いて不死化遺伝子 
HPV16 E6E7、hTERT、cdk4、cyclinD1 を、

単独あるいは種々の組み合わせで導入し、全

10 種類の遺伝子導入細胞をクローンニング

した。全 10 種類(#1～#10)の遺伝子導入細胞

における導入遺伝子の発現を、Western blot
法で解析した。各遺伝子の蛋白発現は下記の

如くであった。#1 cdk4/cyclinD1、#2 
cdk4/cyclinD1/ hTERT、#3 cdk4 #4 cdk4/ 
hTERT、#5 cdk4/cyclinD1、#6 cdk4/cyclinD1、
#7 cdk4/cyclinD1/ hTERT、#8 HPV16 E6E7、
#9 HPV16 E6E7/ hTERT、#10 hTERT。このう

ち、#4、#5、#6 は、世代を経ても分裂速度

に変化がなく不死化した。全 10 種類の遺伝

子導入細胞で、蛍光抗体免疫染色によりZo-1、
Na-k ATPase の蛋白発現が、RT-PCR 法により

Na-k ATP ase、keratin12、vdac3、clcn3、slc4a 
mRNA の発現が確認された。遺伝子導入細

胞のポンプ機能は Ussing chamber を用いて

評価した。ウアバイン 0.1mM を添加し、電

位差を確認した。平均電位差は、2.0mV であ

った。以上の特徴から、樹立した細胞株

は角膜内皮の特性を備えていることが

確認できた。 
角膜株の Zo-1 染色    Usshing による電流 
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