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研究成果の概要（和文）：ドナーヒト眼球と白色家兎眼球の結膜上皮細胞よりスフェアー法という方法により、組織幹
細胞/前駆細胞を採取した。免疫染色ならびにRT-PCRにより、スフェアーを形成する細胞は通常の細胞と比較してBrDU
の取り込みが高く、神経未分化マーカーであるNestinが強く発現しており、またメチル化率が低かった。結膜上皮シー
トを、結膜と角膜上皮を除去した後に移植したところ、術後1か月の間、結膜炎症は見られず、角膜は透明性を維持し
た。これらの結果により移植したシートが角膜上皮再生あるいは結膜上皮再生に利用可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed an adult precursor/stem cell isolation method (the sphere-forming 
assay) for conjunctival epithelial cells from donor eye and rabbit eye. We demonstrated conjunctival 
precursor/stem cells possessed the higher proliferative capacity as indicated by BrDU staining and the 
immature state as indicated by nestin staining compared with cultured differentiated epithelial cells. We 
cultured conjunctival precursor/stem cells on the amniotic membrane and demonstrated that cultured 
conjuncdtival epithelium formed three to four layers on amniotic membrane. After transplantation of 
reconstructed conjunctival sheet on the rabbit conjunctiva and cornea with corneal epithelial opacity, 
there was no inflammation in the conjunctiva and cornea maintained corneal clarity. These results suggest 
that transplantation of reconstructed conjunctival epithelial sheet using cultured precursor/stem cells 
is a possible treatment strategy for treating total limbal stem cell deficiency.
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１．研究開始当初の背景 
角膜上皮障害のある患者においては、その代
替として自己培養結膜上皮を用いた移植を
行っているが、移植後には細胞が徐々に疲弊
するため、あらたな細胞を供給する必要があ
る。 
２．研究の目的 
本研究では、結膜組織幹細胞とエピジェネテ
ィクス変化の関係に焦点をしぼり、DNA、ヒ
ストン、クロマチンのメチル化を起こした特
定部位のメチレイションを抑制することに
より、質の良い組織幹細胞を採取し、結膜上
皮再生あるいは角膜上皮の再生に利用する
ことを目的としている。 
３．研究の方法 
結膜組織幹細胞の採取ならびに幹細胞の遺
伝子発現を調べる。また分化した細胞と幹細
胞のメチル化の差を調べる。組織幹細胞を用
いて、結膜上皮シートを作成する。再生した
結膜上皮シートの動物眼への移植研究を行
う。 
４．研究成果 
ドナーヒト眼球ならびに白色家兎眼球より
角膜上皮と結膜上皮を採取し、培養すること
により培養細胞を保存凍結した。角膜上皮と
結膜上皮ではムチンの産生など、その働きが
ことなるが、両者とも通常の上皮細胞用培養
液で培養ならびに凍結が可能であることを
証明した。更に組織幹細胞あるいは通常の培
養細胞を用いて結膜上皮細胞を air lifting
法により羊膜上で培養し、重層化した細胞シ
ートを作成した。この再生結膜上皮シートを、
角膜上皮と結膜上皮を除去した白色家兎の
眼表面に移植した。結膜上皮再生シートを広
げて 10-0 ナイロン糸にて縫合し移植を行っ
た。術後1か月の間、角膜は透明性を維持し、
結膜にも炎症は見られなかった。これらの結
果により移植した結膜細胞が移植後の細胞
供給源となり、角膜細胞に依存しない、角膜
上皮再生あるいは結膜上皮再生に利用可能
であることが示唆された。 
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