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研究成果の概要（和文）： 

眼表面原発性の腫瘍の入手が困難であった。そのため細胞株の検索を行ったが、細胞株も無い。

そのため将来コントロールデータとなる正常角膜上皮幹細胞のデータを蓄積するべき種々の検

討を行った。 

角膜上皮に増殖効果が報告されている増殖因子を検討したところ、EGFの他に、腫瘍増殖因子α

(TGFα)、肝細胞増殖因子(HGF)、ケラチノサイト増殖因子(KGF)が角膜上皮の増殖に効果が位著

しいことが判明した。特にEGF, KGF, TGFαにおいては三週間の培養で角膜上皮組織の作製まで

可能であった。これらの増殖因子のうち、EGFのみの添加で角膜上皮様組織を作製した場合、角

膜輪部上皮に発現が認められる未分化マーカー候補、サイトケラチン15(CK15)などの発現が見ら

れないことが判明した。 

増殖した角膜上皮形態はEGfではやや扁平化しているが、KGF添加のみで作製した角膜上皮様組織

は基底細胞が円柱状である。そこで未分化マーカーCK15の検討を行ったところ、KGFのみを添加

した培養液で作製した角膜上皮様細胞シートは、角膜輪部に発現している未分化マーカーCK15

の発現が見られるようになった。他の未分化マーカー候補も検討したところ、EGF添加が培養し

た幹細胞由来角膜上皮シートでは、一切発現が見られず、KGFの添加によってp63, p75NTR,N-Cad

をはじめ、様々な未分化マーカーの発現が見られた。これらの結果より、上皮幹細胞の未分化性

の維持や発揮にKGFが強く関与していることが考えられる。またこれらのマーカー発現の事実よ

り、無血清・無フィーダー培養条件でKGFの添加により、角膜上皮細胞シートではなく、より移

植に適した角膜輪部上皮細胞シートが作製可能となった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

It was difficult to obtain the cancer which broke out on the surface of eyes. Therefore 
I searched the cell line, but there is not the cell line derived from the surface of eyes. 
Therefore I performed various kinds of examination that should have accumulated 
data of the normal corneal epithelial stem cell which would become Control Data in the 
future. I examined the growth factor which an increase effect was reported in to a 
corneal epithelium. The increase of the corneal epithelium understood (TGF α), (HGF), 
(KGF) other than EGF that an effect was high. When I used EGF, KGF, TGFα, the 
manufacture of the corneal epithelium tissue was possible when it for three weeks. 
When I make a corneal epithelium-like organization using EGF, there were not 
undifferentiated candidate marker, cytokeratin 15(CK15) expressed to a cornea limbus 
epithelium. The corneal epithelium form that multiplied becomes flatness a little in 
EGF, but, in the corneal epithelium-like organization which manufactured it only by 
KGF addition, a basal cell is columnar. Therefore expression of undifferentiated 
marker CK15 which developed in cornea limbus came to be seen in the corneal 
epithelium-like cell sheet which I made in the culture fluid which added only KGF 
when I examined undifferentiated marker CK15. The other undifferentiated marker 
candidates examined, too. As for the corneal epithelium sheet derived from a stem cell 
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cultured using EGF, expression is not seen in them at all. The expression of various 
undifferentiated markers was seen by addition of KGF including p63, p75NTR,N-Cad. 
KGF strongly participating in property maintenance of the epithelium stem cell than 
these results is thought about. Again than a fact of these marker expression, It is 
thought that I could make a cornea limbus epithelium cell sheet by addition of KGF 
and am suitable for transplant more. 
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１．研究開始当初の背景 

再生医療実現化のための研究において本研
究者は成人角膜上皮幹細胞を発見・単離する
ことに成功した。角膜上皮幹細胞は一個の細
胞から角膜上皮組織を形成するほどの組織
形成能や旺盛な増殖能を持っている。この角
膜上皮幹細胞を比較的短期間の培養の後、病
理診断医による細胞診を実施したところ、ク
ラスⅢの癌疑陽性であった。正常な上皮系幹
細胞が現在まで簡便な単離法が不明であっ
たために癌と幹細胞との関わりは一切不明
である。 

２．研究の目的 

本研究では幹細胞と癌細胞との類 

似性を明らかにし、癌治療や再生医療実施の
際の安全性について議論するための有益な
知見を得ることを目的とする。 

３．研究の方法 

平成２２年度に、正常ヒト角膜より、角膜上
皮・結膜上皮幹細胞を単離し、同様の方法で
既に樹立された扁平上皮癌由来細胞株を用
いて比較検討を行なう。細胞株から癌幹細胞
様コロニーが採取できるか検討する。これら
の試料を用いて細胞診など形態的な特徴の
ほか、発現蛋白質、増殖速度などについて比
較・検討を進める。また正常角膜・結膜幹細
胞の増殖因子による応答も比較し、分化能を
含めて詳細を解析する。希少な角膜・結膜由
来の扁平上皮癌が得られた場合には、株化細
胞の樹立を試み、詳細を比較する。細胞診に
は経験豊富な病理診断医の協力が必要であ
り、組織科学研究所と協力する。癌組織の採
取には癌研究会の協力を得る。 
４．研究成果 
眼表面原発性の腫瘍の入手が困難であった。 
癌検討のため正常角膜上皮幹細胞の形態写
真を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一例結膜由来腫瘍が手に入り、幹細胞様コロ
ニーの単離と培養に成功し、ヌードマウスに
移植したが、後日この腫瘍は良性と判明し、
ヌードマウスでの造腫瘍性も確認できなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
咽頭癌も試してみたが、コロニーの採取は可
能であるが、組織が違いすぎて眼表面由来ほ
どには育たないことが判明した。咽頭癌由来
幹細胞コロニーで研究を継続するには咽頭
由来上皮の生育培地増殖因子のコンビネー
ションを策定しなければならないと判明。尚
癌由来コロニーは中心部に写真のような真
珠様隆起物が出現する。 
 



眼表面由来の細胞株の検索を行ったが、細胞
株も無い。そのため将来コントロールデータ
となる正常角膜上皮幹細胞のデータを蓄積
するべき種々の検討を行った。 
 
角膜上皮に増殖効果が報告されている増殖
因子を検討したところ、EGF の他に、腫瘍増
殖因子α(TGFα)、肝細胞増殖因子(HGF)、ケ
ラチノサイト増殖因子(KGF)が角膜上皮の増
殖に効果が位著しいことが判明した。特に
EGF, KGF, TGFαにおいては三週間の培養で
角膜上皮組織の作製まで可能であった。これ
らの増殖因子のうち、EGF のみの添加で角膜
上皮様組織を作製した場合、角膜輪部上皮に
発現が認められる未分化マーカー候補、サイ
トケラチン 15(CK15)などの発現が見られな
いことが判明した。 
 
増殖した角膜上皮形態は EGF ではやや扁平化
しているが、KGF 添加のみで作製した角膜上
皮様組織は基底細胞が円柱状である。そこで
未分化マーカーCK15 の検討を行ったところ、
KGF のみを添加した培養液で作製した角膜上
皮様細胞シートは、角膜輪部に発現している
未分化マーカーCK15 の発現が見られるよう
になった。他の未分化マーカー候補も検討し
たところ、EGF 添加が培養した幹細胞由来角
膜上皮シートでは、一切発現が見られず、KGF
の添加によって p63, p75NTR,N-Cad をはじめ、
様々な未分化マーカーの発現が見られた。こ
れらの結果より、Control データの蓄積は大
幅に進捗した。今後、癌由来コロニーの癌幹
細胞証明と比較試験を予定する。 
 
尚、研究の副産物として、上皮幹細胞の未分
化性の維持や発揮に KGFが強く関与している
ことが考えられることが判明した。更にこれ
らのマーカー発現の事実より、無血清・無フ
ィーダー培養条件で KGF の添加により、角膜
上皮細胞シートではなく、より移植に適した
角膜輪部上皮細胞シートが作製可能となっ
た。 
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