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研究成果の概要（和文）：培養ヒト角膜上皮細胞シート移植は、治療が禁忌とされた幹細胞疲弊症眼に対する眼表面再
建を可能とする再生医療であるが、細胞シートの作製に異種のフィーダー細胞としてマウス3T3線維芽細胞との共培養
やウシ血清を用いることが必須であった。基礎培地にB-27とKGF (keratinocyte growth factor)添加し、未分化培養ヒ
ト角膜輪部上皮細胞シートを作製できた。現在本培養を用いた臨床研究を実施中である。

研究成果の概要（英文）：Cultured human corneal epithelial sheet transplantation enable us to treat 
corneal stem cell deficiency, but this culture technique required bovine serum and mouse 3T3 feeder cells 
for successful culture. We established culture technique of human corneal limbal sheet with basal medium, 
B-27 supplement and KGF and are performing clinical study with this undifferentiated culture sheet.

研究分野：眼科学

キーワード： 幹細胞疲弊症　無血清　無フィーダー

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
培養ヒト角膜上皮細胞シート移植は、治療
が禁忌とされた幹細胞疲弊症眼に対する眼
表面再建を可能とする再生医療であるが、
細胞シートの作製に異種のフィーダー細胞
としてマウス 3T3線維芽細胞との共培養や
ウシ血清を用いることが必須であった。こ
れに対し、我々は無血清、無フィーダーに
よる新しい培養法を考案し報告した。しか
し我々が開発した培養法では、細胞の未分
化性維持という点では未だ不十分であった。
細胞の未分化性が不十分ということは、移
植した細胞シートが新たな細胞を産生して
眼表面で長期に渡り生存できないことを意
味するため、更なる改良が必要となり、長
期に渡って幹細胞性を維持可能な細胞の培
養法を開発する必要が生まれた。 
 
２．研究の目的 
 
この新しい無血清、無フィーダー培養法を
更に改良し、細胞の未分化性維持の可能な
培養法に改良し、従来の未知成分による感
染リスクおよび施設間で同一の細胞シート
の作製が困難という問題点を解決すること
を目的とした研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
アメリカアイバンクから供給される研究用
ヒト角膜から輪部組織を採取し、基礎培地
に B-27添加剤を使用することを基本とし、
さまざまな増殖因子を用いた培養を行った。
検討した増殖因子は、過去の報告から増殖
能を高めかつ未分化細胞の性質が維持でき
る可能性のあるものを選別し、検討した。 
 
細胞の調整および増殖能の検討 
輪部上皮シートをコラゲナーゼおよびトリ
プシン処理し細胞を分離し、ＷＳＴ−１アッ
セイ法にて細胞の増殖能を検討した。 
 
細胞シートの作製と各種マーカーでの検討 
２４ウエルの培養皿に細胞を播種し、約３
週間にわたり重層化培養を行った。重層化
した細胞シートは、半割しホルマリンに固
定し形態学的な検討を行った。残りの半分
は OCTコンパウンドで凍結し、クライオス
タットにて薄切し約１０マイクロメーター
の切片を作製し、各種マーカーで免疫染色
を行った。コントロールとしては、正常人
輪部上皮を動揺にホルマリン固定、凍結保
存標本を作製し培養された細胞シートをヒ
ト角膜輪部組織と比較した。 
 
４．研究成果 
検討した多くの増殖因子の中で十分な増殖
能を示した増殖因子は、HGF (hepatocyte 
growth factor), EGF (epidermal growth factor), 

KGF (keratinocyte growth factor)であった。
HGFは良好な増殖能を示したものの、細胞
シートしての形態に問題があったため除外
した。EGF, KGF に関しては未分化マーカ
ーの発現検討を行い、結果として KGFを使
用することでフィーダー細胞を用いる培養
法と同等の細胞シートを作製できるとの結
論に至った。 
 以下に B-27と KGFで培養した角膜上皮
細胞シートの HE 染色、およびサイトケラ
チンなどの免疫組織化学的検討の組織像を
示す。 
 
 
B27＋KGF で培養した角膜上皮シート 

 
HE染色で5−6層に重層化した培養角膜輪部上
皮細胞シートが作製された。基底層の細胞は
円形、円柱状の形態で表層の細胞は翼状の横
長な形態が観察された。これらの特徴は、ヒ
ト輪部上皮細胞組織と形態学的に類似の構
造であった。 

サイトケラチン３での免疫染色 

 

角膜の分化細胞マーカーとして代表的なマ

ーカーは、サイトケラチン３であるので、抗

サイトケラチン３抗体により B27＋KGF で培

養して作製した細胞シートの免疫染色を試

みた。輪部組織では、基底層の細胞はサイト

ケラチン３陰性で上層の細胞のみがサイト

ケラチン３陽性となる。B27＋KGF で培養して

作製した細胞シートも輪部組織と同様に表

層の細胞は分化マーカーのサイトケラチン

３陽性であり、その染色パターンがヒト角膜



輪部組織と類似していた。 

サイトケラチン 12 での免疫染色 

 

サイトケラチン１２も角膜の分化細胞マー

カーとして知られているので、抗サイトケラ

チン１２抗体により B27＋KGF で培養して作

製した細胞シートの免疫染色を行った。輪部

組織では、基底層の細胞はサイトケラチン１

２陰性で上層の細胞のみがサイトケラチン

１２陽性となる。B27＋KGF で培養して作製し

た細胞シートも輪部組織と同様に表層の細

胞は分化マーカーのサイトケラチン１２陽

性であり、その染色パターンがヒト角膜輪部

組織と類似していた。 

 

N-cadherin での免疫染色 

 

ヒト角膜輪部組織には N-cadherin という蛋

白が基底細胞層に存在し、nich としての役割

を果たしている可能性が示唆されている。本

マーカーの役割は必ずしも明らかになって

はいないが、ヒト輪部基底細胞のマーカーで

あるので、培養ヒト角膜輪部上皮細胞シート

における発現を検討した。結果として図にし

めすように角膜周辺部の基底細胞マーカー

の N-cadherin 陽性細胞が培養ヒト角膜輪部

上皮細胞シートの基底部にも認められた。 

サイトケラチン１５の免疫染色 

 

ヒト角膜輪部組織は角膜上皮の幹細胞が存
在する場所として知られている。これまで角
膜上皮の幹細胞特異的マーカーの同定はな
されていないが、幹細胞マーカーの可能性の
ある蛋白としてサイトケラチン１５が指摘
されてきた。そこで抗サイトケラチン１５抗
体を用いた免疫染色を行った。B27+KGF の組
み合わせの細胞シートでのみ上図に示すよ
うな細胞シートの基底部のサイトケラチン
１５陽性所見をえることができた。 
未分化マーカーと考えられるサイトケラチ
ン１５陽性細胞が基底部に認められた。 
 
 
以上のようにKGFを添加して得られた上皮細
胞シートはヒト角膜輪部上皮と極めて類似
構造をしていることが免疫組織化学的に示
された。 
 
以上の結果を踏まえて現在臨床研究を実施
中である。 
症例はアルカリ外傷眼で術前の前眼部写真
を示す。 

 

アルカリ性の薬品により角膜は混濁し、角膜
輪部組織は高度に障害されている。ただし反
対眼の輪部上皮は正常であった。そこで新し
く開発した無血清・無フィーダー培養法で作



製した羊膜上培養自己輪部上皮細胞シート
を移植と角膜実質の混濁に対し、角膜移植を
同時に行った。 
 
術後（１年５ヶ月）の前眼部写真 

 

角膜輪部組織は移植された培養自己輪部上
皮シートにより修復され、角膜中央部に移植
された角膜も透明性を維持している。 
視力は矯正で０．６を得ている。 
まだ症例数は十分ではないが臨床症例でも
その有効性が証明された。今後は症例数を増
やしてさらにその有効性、安全性についての
検討を行って行く予定である。 
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