
大阪大学・大学院医学系研究科・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2018

生体適合性架橋剤を用いた水疱性角膜症治療法の開発

Development of a new treatment for bullous keratopathy using a biocompatible 
crosslinking agent

７０５８２４０１研究者番号：

相馬　剛至（Soma, Takeshi）

研究期間：

１８Ｋ０９４０７

年 月 日現在  ５   ５ ２６

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：水疱性角膜症に対する生体適合性架橋剤PEG-POG点眼の効果について家兎モデルを用
いて検討した。白色家兎の水晶体を超音波乳化吸引したのちに、角膜内皮を物理的に掻破し、水疱性角膜症モデ
ルを作製した。続いて、PEG-POG群には5wt%のPEG-POG10を、コントロール群には生理食塩水を5分毎に12回点眼
し、各群で細隙灯顕微鏡を用いた前眼部写真撮影、パキメーターによる中心角膜厚測定および組織学的検討（HE
染色）を行った。結果、PEG-POG群ではコントロール群と比較して、中心角膜厚の低下を認め、当該架橋剤の水
疱性角膜症に対する有効性を確認した。

研究成果の概要（英文）：The effect of PEG-POG eye drops, a biocompatible cross-linking agent, on 
bullous keratopathy was investigated in a rabbit model. After ultrasonic phacoemulsification and 
aspiration of the lens of white rabbits, the corneal endothelium was physically scraped to create a 
bullous keratopathy model. The PEG-POG group was then treated with 5 wt% PEG-POG10 and the control 
group with saline every 5 minutes for 12 doses, and each group underwent anterior segment 
photography using a slit-lamp microscope, central corneal thickness measurement using a pachymeter, 
and histological examination (HE staining). The results showed a decrease in central corneal 
thickness in the PEG-POG group compared to the control group, confirming the efficacy of the 
cross-linking agent in bullous keratopathy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
水疱性角膜症に対する唯一の治療法は角膜移植であるが、課題としてドナー不足が挙げられる。また、角膜移植
を初めとする臓器移植では他家の組織を移植するため、免疫学的な拒絶反応を避けることはできない。加えて、
拒絶反応の発症を抑制するために長期間の眼局所および全身的な免疫抑制であり、緑内障や感染症、腎機能障害
など合併症のリスクが非常に高い。本治療法の開発によって、水疱性角膜症の進行予防が可能になれば、角膜移
植を要する患者の減少に寄与できると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
角膜は体表面側より上皮層、実質層、内皮層の 3 層から構成される。このうち内皮層は角膜の最
も内側に位置する一層の細胞層で、角膜実質の含水量を調節するポンプ機能を有している。角膜
内皮細胞は生体内での増殖能に乏しいため、疾患や外傷により角膜内皮層が障害されると、角膜
実質が浮腫をきたす水疱性角膜症に陥り、視機能が著しく低下する。 
このような水疱性角膜症に対する唯一の治療法は角膜移植であるが、課題としてドナー不足、拒
絶反応がある。共同研究者である Matsuzaki らは生体適合性ポリエチレングリコール（PEG）
の末端にコラーゲンモデルペプチド（(Pro-Hyp-Gly)10: (POG)10）を結合した生体適合性架橋
剤 PEG-POG10 を開発した。本架橋剤はコラーゲン分子と選択的に三重らせんを形成すること
を特徴とする。すなわち、本架橋剤とコラーゲンを材料として角膜実質の主成分であるコラーゲ
ンマトリクスの形成が期待できる。既に本架橋剤をアテロコラーゲン溶液に添加することによ
り、コラーゲンが瞬時にゲル化する予備的な知見を見出している（M. Matsusaki et al, Adv. 
Mater. , 2011）。加えて、フェムト秒セカンドレーザーで切開した家兎角膜実質内に生体適合性
架橋剤とコラーゲンモデルペプチドの混和物を注入すると人工角膜実質層が形成されることを
見出した。生体適合性架橋剤 PEG-POG10 は角膜実質のコラーゲンに架橋を形成させることに
より、角膜実質浮腫の進行を予防する効果が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では新規に開発された生体適合性ポリエチレングリコールの末端にコラーゲンモデルペ
プチドを結合した架橋剤を用いて角膜実質のコラーゲンを架橋し水疱性角膜症の進行予防に対
する効果について検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）家兎水疱性角膜症モデルに生体適合性架橋剤 PEG-POG10 を投与するにあたり、PEG-POG10
の濃度についての最適化を行った。実験には蛍光ラベルした生体適合性架橋剤を用い上皮剥離
を行った水疱性角膜症モデルに対し点眼を行い、蛍光顕微鏡を用いて実質内への浸透度を評価
した。加えて、投与方法（一日あたりの投与回数ならびに投与日数）についても同様に至適条件
の探索を行った。水疱性角膜症モデルの手術手技については、申請者は臨床において角膜移植の
豊富な経験があり（T Soma , et al. Cornea, 2017）、加えて、家兎やサルを用いた動物実験に
も精通しており、すでに水疱性角膜症モデルの作製にも成功しており、技術・手技は確立してい
る。 
 
（２）生体適合性架橋剤点眼後の水疱性角膜症モデルにおいて、経時的に細隙灯顕微鏡
検査による角膜透明性の評価、光干渉断層計による角膜厚の評価、眼圧測定を行い、治
療効果を判定した。経過観察の後に、架橋剤投与眼を組織学的検討に供した。光学的顕
微鏡、電子顕微鏡および免疫組織学的手法を用いて観察し、点眼後の創傷治癒反応、免
疫反応、角膜実質細胞の挙動について評価した。 
 
４．研究成果 
（１）家兎における水疱性角膜症モデルの作製については既報に従って、次の方法で行った。す
なわち、白色家兎の水晶体を超音波乳化吸引したのちに、前房内に手術用粘弾性物質を注入し、
角膜内皮全面をシリコンチューブで物理的に掻破した。家兎の角膜内皮細胞は生体内で増殖す
るため、前房内にトレパンブルーを注入して残存す
る内皮細胞を可視化することで、角膜裏面の内皮細
胞が観察できなくなるまで掻破を行った。処置後、
細隙灯顕微鏡および前眼部光干渉断層計にて角膜
全体が浮腫状（水疱性角膜症）であることを確認し
た。つづいて家兎水疱性角膜症モデルに生体適合性
架橋剤 PEG-POG10 を点眼にて投与するにあたり、角
膜上皮剥離の有無の必要性について検討した。実験
には Alexa488 でラベルした 10wt%の PEG-POG10 を
用い、上皮剥離ありおよび剥離なしの個体に対し、
5分毎に 60分間点眼した。結果、上皮剥離を行った
個体では実質深層にまで PEG-POG が浸透していた
が、上皮剥離を行わなかった個体では実質内への
PEG-POG の浸透はわずかであった（図１）。コントロ
ールの正常角膜では全く PEGPOG の浸透はみられな
かった。以上より、角膜上皮剥離を行った上で点眼を行うプロトコールとした。続いて、PEG-POG

図 1 架橋剤の角膜実質内への浸透 

（角膜上皮剥離あり、なし） 



の濃度による実質内浸透度の違いについて検討し
た。1、0.5、0.1wt%の PEG-POG を角膜上皮を剥離し
た水疱性角膜症モデルに 5 分毎に 60 分間点眼を行
った。その結果、0.1wt%ではほとんど検出されず、
0.5、1wt%と高度になるに従い、浸透度は高くなった。 
（２）上記の条件をもって、家兎水疱性角膜症モデ
ルを作製し、PEG-POG 群には 5wt%の PEG-POG10 を、
コントロール群には生理食塩水を5分毎に1時間（12
回）点眼した。12 時間おきに合計 6 シリーズを施行
した。各群で細隙灯顕微鏡を用いた前眼部写真撮影、
パキメーターによる中心角膜厚測定および組織学的
検討（HE染色）を行った。。結果、PEG-POG 群ではコ
ントロール群と比較して、中心角膜厚の低下を認め
た（表 1）。以上から PEG-POG 点眼は水疱性角膜症に
対し、一定の効果を有すると考えられた。 

表 1 架橋剤の角膜実質内への浸透 

（角膜上皮剥離あり、なし） 
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