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研究成果の概要（和文）：培養口腔粘膜上皮細胞シート移植後に角膜移植を施行した４例の患者において、摘出
角膜組織を対象として、培養移植後の角膜上皮や実質の組織について解析を行った。
移植後1年以上経過しても基底部には幹細胞を含み、シート移植前の培養細胞の性質を維持していることが示唆
された。また１例において、角膜上皮特異的ケラチン12が陽性であり、角膜上で周辺環境による影響を受けて角
膜上皮化成したと考えられた。３例においてはMUC16陽性であることから、角膜上皮様に変化していることが確
認された。

研究成果の概要（英文）：Corneal epithelium and stroma was evaluated for 4 patients who underwent 
keratoplasty following cultivated oral mucosal epithelial cell sheet transplantation.
Stem cells were maintained in the basal layer more than one year after transplantation. In one case,
 keratin 12 specific for corneal epithelium was positive. It was suggested that cultivated oral 
mucosal cells obtained corneal phenotype in consequence of surrounding environment. Also, MUC16 
specific for ocular surface was positive in three cases.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 眼発生・再生医学

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

培養口腔粘膜上皮細胞シート移植は角膜上

皮幹細胞疲弊症に対する新規治療法であり、

良好な治療成績を収めていることから、従来

の標準治療である角膜移植に代わる新規治

療法として期待されている。(Nishida K et al. 

NEJM 2004, Nakamura T et al. Br J 

Ophthalmol 2004)具体的には患者自身の口腔

粘膜上皮組織を採取し、培養上皮細胞シート

を作製して患者の角膜に移植する。この治療

法により、これまで極めて長期予後が不良で

あった角膜上皮幹細胞疲弊症の治療成績が

飛躍的に向上した。本治療法は厚生労働省の

認める先進医療として承認されており、今後

治験を通じて細胞シートを医療機器として

薬事法の承認を得ることを目指している。ま

た申請者は培養口腔粘膜上皮細胞シート等

の再生医療製品の輸送技術開発を行い(Oie Y 

et al. Tissue Eng PartC Methods. 2014)、

この輸送技術を用いて、多施設共同臨床研究

を開始している。 

現在までのところ移植した培養細胞の長期

的な動態については不明な部分が多い。培養

口腔粘膜上皮を用いた類似技術の角膜再生

治療後の角膜移植症例の組織解析について

は、いくつかの既報により、培養口腔粘膜細

胞の残存が示唆されている(Nakamura T et al. 

Ophthalmology 2007, Chen HC et al. Invest 

Ophthalmol Cis Sci 2009)。しかしながら、

我々が行っている3T3J2細胞や温度応答性培

養皿を用いた方法で作製した培養口腔粘膜

上皮細胞シート移植後の患者角膜を詳細に

解析した報告はない。 

 
２．研究の目的 

現在行っている培養口腔粘膜上皮細胞シ

ート移植の臨床プロトコールでは、角膜上皮

幹細胞疲弊症患者に対して、まず培養上皮細

胞シートを用いた眼表面再建を行い、術後 1

年経過後に角膜実質や角膜内皮に残存した

混濁を認める症例においては角膜移植を追

加する予定としている。そこで本研究におい

ては、培養上皮細胞シート移植後の角膜移植

施行症例において摘出角膜組織を対象とし

て、培養移植後の角膜上皮や実質の組織変化

について詳細な検討を行う。 

培養口腔粘膜上皮細胞シート移植後には

著明な視力改善を得ることが出来る症例と

視力改善の不十分な例があることが知られ

ている。本研究においては培養口腔粘膜上皮

細胞の移植後経過における幹細胞の残存、上

皮細胞の phenotype、上皮細胞形態、角膜上

への結膜上皮侵入、結膜や角膜実質内炎症な

どを明らかにする予定であり、これらの要素

うちどれが培養上皮細胞シート移植後の上

皮再建の程度や視力回復程度などの術後成

績に深く関連しているかが証明されると期

待される。 

 

３．研究の方法 

培養口腔粘膜上皮細胞シート移植後の角膜

移植症例において、摘出角膜に対して以下の

項目を解析することで、上皮細胞や実質の動

態について評価する。 

 

1)幹細胞機能 

培養上皮細胞シート移植後に長期にわた

って上皮細胞が維持されるためには、上皮細

胞が常に脱落を続けながら turn over してい

ることから、新たな上皮細胞を生み出し続け

る幹細胞の維持が極めて重要であると考え

られる。そこで摘出した角膜組織上に幹細胞

が残存しているかどうかを調べるために、免

疫染色によって幹細胞マーカーであるp63の

発現について解析を行う。 

2)上皮細胞の phenotype 

 角膜上皮は K3 や K12 を発現するのに対し

て、結膜上皮は K4、K13、MUC5AC を発現して

いることが知られており、これらマーカーの

発現について免疫染色を行う。 

3)上皮細胞の形態 



 正常の角膜上皮は基底側から、基底細胞、

翼細胞、表層細胞と異なる形態を持つ細胞が

存在する。基底細胞は小型で N/C 比の高い未

分化な細胞であり、表層細胞は大型で扁平な

形態である。そこで摘出角膜組織を HE 染色

および電子顕微鏡(SEMや TEM)で細胞形態（大

きさ、N/C 比、細胞内器官）を解析する。 

4)バリア機能 

 角膜上皮の重要な機能としてバリア機能

が挙げられる。角膜上のバリア機能マーカー

として眼表面特異的ムチンであるMUC16やタ

イトジャンクション関連タンパクである

ZO-1 の発現について免疫染色で解析を行う。 

 
４．研究成果 

培養口腔粘膜上皮細胞シート移植後の４例

の患者において全層もしくは表層角膜移植

を施行し、摘出角膜組織を対象として、培養

移植後の角膜上皮や実質の組織変化につい

て、HE 染色及び免疫染色に加えて電子顕微鏡

（TEM）で検討を行った。 

HE 染色ではいずれの症例においても上皮層

は重層化しており、基底部には小型の細胞を

認めた。重層度合いにはばらつきがあり、３

例において２層～４層程度であったが、１例

においては１０層以上の重層化が見られて

おり、口腔粘膜組織に類似していた。細胞形

態は基底細胞が表層細胞よりも小さく、傾向

を認めた。 

免疫染色では、４例全例においてp63, K3/76, 

K4, K13 陽性細胞を認めた。さらに MUC16 が

３例で、ZO-1, K12 が１例で陽性であった。

K15,p75 は全例でも陰性であった。 

電子顕微鏡を用いた評価では上皮細胞は正

常の携帯をしており、lamina densa や lamina 

lucida が確認された。タイトジャンクション

やアドへランスジャンクション、デスモソー

ムも確認された。 

これらの結果から、培養口腔粘膜上皮細胞は

角膜上に移植後も基底部にはp63陽性の幹細

胞を含み、K3/76 および K4,K13 陽性であるこ

とから、培養口腔粘膜上皮細胞は眼表面に移

植されて１年以上経過しても、シート移植前

のphenotypeを維持していることが示唆され

た。また１例において、角膜上皮特異的ケラ

チンである K12 が陽性であり、角膜上で角膜

上皮化成したと考えられた。３例においては

MUC16 陽性であることから、角膜上皮様に変

化していることが確認された。 
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之、西田幸二 自家培養口腔粘膜上皮細

胞シート移植と他家角膜輪部移植の長

期成績の比較 第 69 回日本臨床眼科学

会 2015 年 10 月 24 日 愛知県 口演 

21. 大家義則. 治療用ソフトコンタクトレ

ンズの付着菌についての検討. 第 58 回

日本コンタクトレンズ学会総会 2015

年 7 月 11 日 大阪府 日本コンタクト

レンズ学会学術奨励賞受賞講演 

22. Yoshinori Oie. Regenerative medicine 

for the cornea –present and future. 

APAO2015 2015 年 4 月 2 日. 広州.中国 

口演 
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