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研究成果の概要（和文）：米国アイバンクより提供され、移植に使用した角膜の内皮細胞を調べ

ると、死細胞が 5%程度存在していた。角膜移植後の内皮細胞数減少の一因として、保存中の

死細胞増加が考えられた。また、ウサギ角膜を移植時と同様の角膜保存液を用いて 4℃の状態

で保存すると、角膜内皮細胞に存在する原始繊毛が消失したが、37℃で培養することにより再

出現した。原始繊毛の存在は細胞の viability と何らかの関係があると考えられた。 

研究成果の概要（英文）：We examined corneal endothelia of donor eyes which were provided 

by the U.S. Eye-bank and were used for corneal transplantation, and we found that about 

5% of dead cells were present in the endothelial cells. It was considered that the increase of 

dead cells during storage might cause decrease of the number of the endothelial cells after 

corneal transplantation. In addition, when the rabbit cornea was stored at 4 ℃ in the 

corneal storage media, primary cilia in the corneal endothelial cells were disappeared, and 

they were reappeared after recovery culture at 37 ℃. The presence of primary cilia was 

thought to have some kind of relationship to viability of corneal endothelium. 
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１．研究開始当初の背景 

米国および日本においては、献眼された角
膜は角膜保存液（Optisol-GSⓇ）中に低温で
数日保存されたのち角膜移植に使用されて
いる。角膜移植後には一定量の角膜内皮細胞
の減少が認められることが知られている。 

角膜の透明性維持に重要な役割を果たし
ている角膜内皮細胞には、腎臓の尿細管上皮
細胞や原始結節の細胞と同様に原始繊毛が

存在することが報告されているが、その機能
は未だ明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

我々は、角膜移植時のドナー角膜組織を用
いた組織学的研究を行い、保存液中で一定期
間低温保存されたドナー角膜組織の角膜内
皮細胞の中に、viability が低下した細胞が存
在していることに気付いた。そこで本研究で
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は、米国より提供を受けたドナー角膜組織を
用いて、viability の低下した内皮細胞の出現
率および、角膜内皮細胞の viability と形態学
的、組織学的異常の関係について検討を行う。
また、角膜保存液で保存された角膜の内皮細
胞に存在する原始繊毛の変化を組織学的に
検討し、原始繊毛の存在意義を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) Optisol-GSⓇ中に保存され、角膜移植に
使用した中央部以外の周辺部角膜の内皮に
ついて、viabilityを調べるために Propidium 
Iodide (PI), Hoechst 33342, Calcein-AM を
用いた 3 重染色を実施した。撮影した写真よ
り、全細胞数と PI 陽性細胞数より死細胞率
を算出した。 
 
(2) (1)のサンプルについて、PIで核が染色
される細胞の組織学特徴を詳細に検討する
ため、アポトーシス細胞を染色するアネキシ
ン V（緑色）、間葉系細胞の細胞骨格を構成す
る中間径フィラメントであるビメンチンと
特異的に反応する抗ビメンチン抗体（黄色）
で染色した。 
 
(3) (1)のサンプルより透過電顕用エポンブ
ロックを作製し、厚切り切片をトルイジンブ
ルー染色した。 
 
(4) (1)のサンプルを 37℃で培養した場合の
PI 陽性の細胞を共焦点レーザー顕微鏡で三
次元観察した。また、経時的変化をタイムラ
プス観察した。 
 
(5) 日本白色種家兎の角膜 を 4%パラフォル
ムアルデヒドで固定し、原始繊毛に結合する
抗アセチル化αチューブリン抗体で緑色、ア
クチン線維を認識するローダミン-ファロイ
ジンを赤色、核を DAPIで青色に染色し、共
焦点レーザー顕微鏡で三次元観察した。 
 
(6) 日本白色家兎の新鮮角膜を Optisol-GSⓇ

中で 4℃保存した際に、角膜内皮細胞の原始
繊毛がどのように変化するかを、抗アセチル
化αチューブリン抗体（緑色）および DAPI
（青色）で染色し観察した。また、Optisol-GS
Ⓡ中での保存後に 37℃の培養液を用いて回復
培養したサンプルについても同様に検査し
た。 
 
(7) (6)のサンプルを 2.5%グルタールアルデ
ヒドで固定し、角膜内皮細胞表面の状態を走
査型電子顕微鏡で観察した。 
  
(8) SV40 large T antigen と hTERT のプラ 
スミドをレンチウイルスで感染させて作製
した不死化ウサギ角膜内皮細胞を Optisol 

-GSⓇ中で保存した際の変化について観察し
た。 
 
４．研究成果 
(1) Optisol-GSⓇ中に保存され、角膜移植に
使用した中心部以外の周辺部角膜の内皮中
に Calcein-AM 陽性の生細胞の中に、PI 陽性
の核を有する viabilityの低下した細胞が認
められた。 

検査した 28 例で、総内皮細胞のうち、平均
4.9%の細胞核が PI で赤く染色された。これ
らの細胞は細胞質が Calcein-AM陰性であり、
死細胞の状態であることが分かった。 

 

 
(2) PIで核が染色される細胞は、アネキシン
に陽性であったことから、アポトーシスを起
こしていると考えられた。また、それらの細
胞は抗ビメンチン抗体に陰性であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 



(3) 電顕用エポンブロックより作製した厚
切り切片のトルイジンブルー染色では、細胞
質が淡染した細胞が認められた。 

 
以上より、核が PI 陽性を示した細胞は細

胞骨格等の細胞成分が乏しいアポトーシス
の状態であることが分かった。 
 
(4) 培養細胞の共焦点レーザー顕微鏡観察
において、死細胞は培養前には生細胞と同一
平面上に認められたが、培養１日後では生細
胞より浮き上がった位置に観察された。 

 
さらにタイムラプス観察では、PI 陽性の死
細胞の核が生細胞によって押しのけられる
ように移動し、脱落する様子が観察された。
生体においても、内皮の死細胞は同様な脱落
様式を示すと考えられた。 

 
(5) ウサギ角膜内皮の原始繊毛に結合する
抗アセチル化αチューブリン抗体で緑色、ア
クチン線維を認識するローダミンファロイ
ジンを赤色、核を DAPI で青色に染色し、共
焦点レーザー顕微鏡下で立体観察を行った
ところ、角膜内皮細胞表面から伸びる原始繊

毛が観察された。 

(6)摘出直後の日本白色家兎角膜では、抗ア
セチル化αチューブリン抗体陽性の原始繊
毛を有する細胞が約 20％の内皮細胞に認め
られた。保存 7日後では抗体に陽性を示す原
始繊毛は観察されなかった。しかし 7日間保
存した組織を 37℃で 2 日培養したところ、原
始繊毛を有する内皮細胞が再び観察された。 

 

 
 

 
 
 

(7)(6)のサンプルの一部を走査型電子顕微
鏡で観察したところ、摘出直後には角膜内皮
細胞表面に突出した 1本の原始繊毛が認めら
れ、4℃保存による原始繊毛の消失と保存後
の培養による原始繊毛の再出現が観察され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(8) SV40 large T antigen と hTERT のプラ 
スミドをレンチウイルスで感染させた不死
化ウサギ角膜内皮細胞を培養し、保存液中に
4℃で保存したところ、5時間で原始繊毛の減
少が観察され、保存 1日で原始繊毛の消失が
観察された。 

 
 
 

 
 

 
 
 

ウサギ角膜内皮の原始繊毛は、角膜保存液中
低温で保存すると消失するが、回復性がある
変化と考えられた。 
 
 本研究において、角膜保存液で保存された
ドナー角膜中には viabilityの低下した細胞
が約 5％含まれていることが判明し、角膜移
植後の内皮細胞密度の低下に関連する可能
性があると考えられた。また、ウサギ角膜内
皮に存在する原始繊毛は角膜保存液中に低
温で保存すると消失し、37℃で培養すると再
出現することから、ヒトの角膜移植後には生
体内でドナー由来の内皮細胞にも原始繊毛
が発現し内皮機能の回復と関連しているも
のと考えられた。また、角膜内皮細胞におけ
る原始繊毛の存在は細胞の viabilityと何ら
かの関係があることが判明した。 
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