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要 約

再生医療の技術を応用して，培養した角膜の細胞や人

工実質を使い臨床応用可能な再構築角膜を作製できれ

ば，角膜不足の解消，角膜移植の定時手術化，バンク化

した角膜の細胞の使用などが可能となる．本研究では角

膜の透明性維持に重要である角膜内皮細胞に焦点を当

て，培養した角膜内皮細胞を用いて角膜を再構築するこ

とが可能であるかを検討した．

今回，我々は仔ウシ角膜内皮細胞の産生する細胞外基

質でコーティングした培養皿と basic fibroblast growth
 

factorや胎児ウシ血清を含む培地を用いて初代培養す

ることにより，ヒト角膜内皮細胞(human corneal endo-

thelial cell, HCEC)の培養を安定して行うことに成功

した．この培養HCECを用いて以下の検討を行った．

培養HCECへのドナー年齢の影響をみたところ，継

代培養されたHCECではドナー年齢が高いほど大型老

化細胞が多く出現した．加齢に伴う生体内でのHCEC

の老化の原因を明らかにするために，HCECのテロメ

ア長の測定をサザンブロットで行ったところ，生体内の

HCECは 代でも kbと長いテロメア長を有してお

り，継代培養していくと徐々にテロメア長が短縮した

が，年齢の違いによるテロメア長の差はみられなかっ

た．この結果から，加齢に伴う角膜内皮細胞の老化にテ

ロメア長の短縮は関係ないことがわかった．さらに，

HCECの老化の原因としての advanced glycation end
 

products(AGE)の役割について検討した．前房水の

AGE化蛋白が角膜内皮細胞に発現しているAGE受容

体を介して内皮細胞中に取り込まれ，アポトーシスの誘

導や活性酸素種の産生により，角膜内皮細胞傷害に働い

ていることがわかり，AGEがHCECの老化の一因と

なっている可能性が示唆された．プリオン感染の危険性

のあるウシ材料からの脱却を目指して，ウシ血清の代わ

りに成人血清を用いてHCECの培養を行った．成人血

清を用いてHCECの効率的な初代および継代培養が可

能であった．

培養HCECとヒト角膜実質から角膜を再構築した．

HCECの浮遊液を実質上に播種後，細胞接着を促進す

るために角膜片を遠心したところ，内皮細胞密度を ,

cells/mmまで高めることができた．この再構築角膜の

内皮細胞のポンプ機能をウッシング・チャンバーで検討

したところ，観察された電位差は正常角膜 mVに
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対して，再構築角膜で mVと，再構築角膜は正常

角膜内皮の のポンプ機能を有することが確認され

た．再構築角膜を白色家兎へ移植したところ，角膜の透

明性が か月間維持された．蛍光色素でラベルした培養

HCECを用いた再構築角膜を家兎へ移植したところ，

蛍光ラベルされたHCECが術 か月後も移植片上に保

たれており，実質上に播種したHCECが，術後の移植

片の透明性維持に働いていることがわかった．

培養HCECのキャリアーとして，人工実質とブタ角

膜実質の可能性を検討した．アルカリ可溶化コラーゲン

を用いて作製した人工実質は，透明性・生体適合性・細

胞接着性が良好であった．ブタ角膜では異種糖鎖抗原

-galエピトープの発現が少なく，カニクイサルの角膜

層間にブタ角膜実質を移植したところ，超急性拒絶反応

は起こさず細胞性拒絶反応を起こした．ブタ角膜実質と

培養HCECを用いて作製した再構築角膜は平均で ,

cells/mmの細胞密度を持ち，ウッシング・チャンバー

を用いた解析では，正常ブタ角膜内皮の 程度のポ

ンプ機能を示した．

新しい角膜内皮細胞移植法として，自己未分化細胞の

応用と，培養HCECの前房内投与法の可能性について

検討した．ラット前房内へ投与されたラット骨髄中の単

核球が Descemet膜上に接着して角膜内皮様に変化し，

自己の未分化な細胞が角膜内皮様に変化できる可能性が

示唆された．培養中に鉄を貪食させた培養家兎角膜内皮

細胞を，内皮傷害された家兎の前房内に投与した後，磁

石で Descemet膜への接着を図る角膜内皮細胞移植法

が有効であるか検討したところ，鉄貪食角膜内皮細胞を

投与した群では対照群と比較して早期に角膜浮腫が消退

し，術後 週間にわたって眼圧上昇はみられず，培養角

膜内皮細胞の前房内投与が有効であることがわかった．

角膜内皮細胞移植の方法を臨床応用可能にするために

何をなしていくべきか，という観点から今後の課題を考

えると，◯正常角膜に匹敵するあるいはそれを超える

機能・性状を有する再構築角膜を作製するためには，倫

理的問題をクリアーした上で胎児などから採取し ～

代のごく少ない継代をした角膜内皮細胞を用いたり，播

種した内皮細胞の密度や機能をさらに高める方法を開発

したりするなど，角膜内皮細胞培養法や細胞播種法にお

いて，さらなる改良を加えていく必要がある．◯供給

源に限りのあるヒト角膜実質に代わる再構築角膜の実質

としては，ブタ角膜実質が有望である．レトロウイルス

感染を予防するため無細胞化したブタ角膜実質の有効性

について今後検討していく予定である．◯自己未分化

細胞の応用に関しては，角膜内皮細胞特異的マーカーの

検索，体性幹細胞の角膜内皮への分化誘導に必要な因子

の検討などを課題としてさらなる探求を進めたいと考え

ている．◯培養角膜内皮細胞の前房内投与は動物実験

により長期的な安全性が確認できれば，有効な方法にな

り得る．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：角膜内皮細胞，細胞培養，細胞老化，人工

角膜実質，ブタ角膜実質
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Abstract
 

Though conventional corneal transplantation has
 

achieved great success,it still has several drawbacks
 

including limited availability of donor corneas, re-

current allograft rejection, and subsequent graft
 

failure in certain cases. Reconstructing clinically
 

usable corneas by applying the technology of regen-

erative medicine can offer a solution to these prob-

lems, as well as making corneal transplantation a
 

non-emergency surgery and enabling the usage of
 

banked corneal cells. In the present study, we fo-

cused on corneal endothelium that is critical for
 

corneal transparency and investigated the recon-

struction of cornea utilizing cultured human corneal
 

endothelial cells(HCECs).

We succeeded in steadily culturing HCECs by
 

using culture dishes pre-coated with extracellular

 

matrix produced by calf corneal endothelial cells and
 

culture media that contained basic fibroblast growth
 

factor and fetal bovine serum. We performed the
 

following analysis utilizing these cultured HCECs.

The older the donor was, the more frequently
 

large senescent cells appeared in the passaged
 

HCECs.The telomeres of HCECs were measured as
 

terminal restriction fragments(TRF)by Southern
 

blotting.HCECs, from donors in their sev-

enties had a long TRFs of over kilobases.Passag-

ing shortened the TRFs but there was no difference
 

in TRFs among donors of various ages.These results
 

indicated that shortening of telomere length is not
 

related to senescence of HCECs. We investigated
 

the role of advanced glycation end products(AGEs)

in the senescence of in vivo HCECs. The results
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緒 言

日本における角膜移植の待機患者数は，日本眼球銀行

協会の資料によると，平成13年度末で5,498名と報告

されている．ただし，これは待機リストに登録されてい

る人数であり，実際に視力回復に角膜移植が必要な患者

数はこの数倍以上いると考えられている．これに対し

て，平成12年度の1年間に移植された角膜数は，国内

ドナーによるものが1,523眼，海外ドナーによるものが

1,127眼であった ．単純に計算すると，待機患者が手

術を受けるのに約2年間待たなければならないというこ

とになる．こうした提供角膜数の慢性的な不足状態を解

角膜内皮細胞移植・天野

indicated that AGE-protein in the aqueous humor is
 

endocytosed into HCECs via AGE receptors expres-

sed on the surface of HCECs and damages HCECs by
 

producing reactive oxygen species and inducing
 

apoptosis, suggesting that AGEs, at least partly,

cause the senescence of HECEs. HCECs were cul-

tured using adult human serum instead of bovine
 

serum to get rid of bovine material that can be
 

infected with prions. Primary and passage culture
 

of HCECs was possible using adult human serum.

We reconstructed the cornea using cultured HC-

ECs and human corneal stroma. The corneal stro-

ma, on which the cell suspension of HCECs was
 

poured, was mildly centrifuged to enhance the
 

HCECs attachment to the stroma.The cell density
 

of HCECs on the reconstructed cornea reached ,

cells/mm .The pump function of the reconstructed
 

cornea was measured with an Ussing chamber.The
 

potential difference in the reconstructed cornea and
 

normal cornea was mV and mV, respec-

tively；indicating that the pump function of the
 

reconstructed cornea is of that of the normal
 

cornea.The reconstructed cornea was transplanted
 

to a rabbit eye and stayed transparent for months
 

after the operation. Fluorescein labeled cultured
 

HCECs remained on the graft month after the
 

transplantation,indicating that transplanted HCE-

Cs contributed to the transparency of the graft.

The possibility of using artificial stroma or por-

cine corneal stroma as a carrier of cultured HCECs
 

was investigated. The artificial stroma made of
 

alkaline-treated collagen could not be sutured but
 

showed good transparency, biocompatibility, and
 

cell-attachability.Porcine corneal stroma, express-

ing little xeno-sugar antigenα-gal epitope,induced
 

no super acute rejection but mild cellular rejection
 

when transplanted in the cornea of animals possess-

ing natural antibody to α-gal epitope. The cornea
 

reconstructed with porcine corneal stroma and
 

HCECs had an average cell density of /mm and
 

had approximately of the pump function of a
 

normal cornea.

As new technologies in corneal transplantation,

the application of self immature cells and the direct

 

delivery of cultured HCECs into the anterior cham-

ber were investigated.Part of rat mononuclear cells
 

that were obtained from the bone marrow and
 

injected into the rat anterior chamber transformed
 

into corneal endothelium-like cells,suggesting that
 

self immature cells can transform into corneal en-

dothelial cells. Cultured rabbit corneal endothelial
 

cells that endocytosed iron were injected into the
 

anterior chamber of rabbits whose corneal endothe-

lium was cryo-injured, and were pulled to Desce-

met’s membrane by putting a magnet on the eyelid.

In these rabbits, corneal edema decreased more
 

quickly than in the control group and no intraocular
 

pressure rise was observed during weeks after the
 

aperation, suggesting that the direct delivery of
 

cultured HCECs into the anterior chamber can be
 

an alternative method of choice.

The following obstacles should be addressed to
 

make the transplantation of cultured corneal en-

dothelial cells clinically applicable.◯ To reconstruct
 

a cornea that is the same as or superior to the
 

normal cornea,more innovation is necessary in the
 

method of culturing and seeding HCECs.We should
 

consider utilizing HCECs obtained from fetuses
 

after clearing ethical issues.Moreover,we need to
 

develop a method to enhance the cell density and the
 

cell functions.◯ Porcine corneal stroma is promis-

ing as a carrier of HCECs instead of human corneal
 

stroma,which is in very limited supply.The useful-

ness of porcine corneal stroma acellularized to pre-

vent retrovirus infection should be evaluated.◯ To
 

make the self immature cells applicable to corneal
 

transplantation, we should elucidate the corneal
 

endothelial cell specific markers and the factors
 

that are necessary to induce self immature cells to
 

become corneal endothelial cells.◯ The direct deliv-

ery of cultured HCECs into the anterior chamber
 

can be an alternative method of choice when its
 

long-term safety is confirmed. (J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Corneal endothelial cell, Cell culture,

Cell senescence,Artificial stroma,Por-

cine stroma
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決するには，一般啓蒙活動を通してアイバンク登録者数

を増加させていくことが最良の方法であるが，アイバン

ク関係者らの熱心な活動にもかかわらず，国内での提供

角膜数が伸び悩んでいるというのが現状である．

提供角膜数の慢性的な不足状態を解決するために，人

工角膜を人工高分子化合物から作製する試みは以前から

報告 されている．Poly(methyl methacrylate)，poly

(tetrafluoroethylene)，silicon，poly(vinylpyrroli-

done)，poly(2-hydroxyethylmethacrylate)を始めとし

て多数の材質が試された．いずれも，動物眼に移植され

ると短期的には透明性が維持されるものの，数か月後か

ら1年後には，人工角膜とドナー組織の間に上皮が侵入

し，脱落してしまうことが多く，また感染を起こす例も

多い ．こうした結果から，人工高分子化合物から作製

した人工角膜で臨床応用可能なものは，未だ報告されて

いない．

こうした現状の中で，細胞や成長因子のような生理活

性物質を人工材料に組み込み，特定の組織を再生させる

ことを目的とする再生医療が近年大きな注目を集めてい

る．再生医療の技術を応用して，培養した角膜の細胞や

人工実質を使い臨床応用可能な再構築角膜を作製できれ

ば，角膜不足の解消，角膜移植の定時手術化，バンク化

した角膜の細胞の使用などが可能となる．

角膜を再構築する際の構成因子の候補としては，もと

もと角膜の構成因子である角膜上皮細胞，角膜実質細

胞，細胞外基質，末梢神経，角膜内皮細胞などが考えら

れる．これらの中で，角膜上皮は移植を受けるホストの

上皮幹細胞が健全であれば再生されること，神経は通常

の角膜移植と同様にホストの末梢神経の再生が期待でき

ることから，本研究では角膜の透明性維持に重要である

角膜内皮細胞に焦点を当て，培養した角膜内皮細胞を用

いて角膜を再構築することが可能であるかを検討した．

培養ヒト角膜内皮細胞の性状

1．ヒト角膜内皮細胞の培養

ヒト角膜内皮細胞(human corneal endothelial cell,

HCEC)の培養は困難とされてきたものの，これまでに

いくつかのグループからその報告がある．Joyceら の

グループでは，fibroblast growth factor，epidermal
 

growth factor，nerve growth factorと 8％ fetal bo-

vine serum(FBS)を含む培地を使用し，培養皿のコーテ

ィグはせずにHCECの培養を行っている．Engelmann

ら のグループでは，ゼラチンでコーティングした培養

皿と10％FBSを含む培地を用いてHCECの培養を行

っている．いずれの報告でも，継代5～6代目を超える

と大型細胞が多数出現し，それ以上の培養は困難で，継

代3～5代目までの細胞を使用して実験を行っている．

今回，我々はGospodarowiczらの方法 を基に，仔

ウシ角膜内皮細胞の産生する細胞外基質(extracellular

 

matrix, ECM)でコーティングした培養皿と，basic fi-

broblast growth factor(bFGF)や15％FBSを含む培地

を用いて初代および継代培養することにより，HCEC

の培養を安定して行うことに成功した(図1)．

まず，HCECの培養に用いる培養皿を仔ウシ角膜内

皮細胞が産生するECM でコーティングするために，仔

ウシ角膜内皮細胞の培養を行った．仔ウシ角膜からDe-

scemet膜についた状態の角膜内皮細胞を剥離し，60

mm培養皿に入れ，Dulbecco’s modified Eagle’s medi-

um low glucose(シグマ社)に10％FBS，5％ウシ血

清，bFGF 2ng/ml，L-glutamine 30mg/l，fungizone

2.5mg/l，doxycycline2.5mg/l，2％ dextranを加え

た培地で培養した．0.05％ trypsinと 0.53％ ethylene-

diaminetetraacetic acid(EDTA)を加えて細胞を剥離

し，細胞浮遊液を35mm培養皿には1ml，60mm培養

皿には3mlを加えた．約1週間後に，コンフルエント

になったことを位相差顕微鏡で確認した後，0.14％水

酸化アンモニウム処理を5分間行うことで細胞を融解さ

せ，リン酸緩衝液(PBS)(－)で3回洗浄した．この培

養皿を使用するまで清潔下で2週間以上4℃冷蔵保存し

た．このように，仔ウシ角膜内皮細胞が産生するECM

でコーティングした後に冷凍保存した培養皿を以下の

HCECの培養で使用した．

アメリカのロッキーマウンテンライオンズアイバンク

から輸入した角膜を全層角膜移植に使用した後，残った

周辺部角膜から内皮細胞の付着したDescemet膜を剥が

し，仔ウシ角膜内皮細胞が産生したECM でコーティン

グした35mm培養皿に内皮面を下にして載せた．Dul-

becco’s modified Eagle’s medium low glucoseに 15％

FBS，bFGF 2ng/ml，L-glutamine 30mg/l，fungizo-

ne2.5mg/l，doxycycline2.5mg/l，2％ dextranを加

えた培地を用いた．3日間静置し，それ以降1日おきに

培地の交換を行った．10～20日後にトリプシン処理し

て継代し，それ以降1：16の継代を行った．

仔ウシ角膜内皮細胞の産生したECM でコーティング

した培養皿を用いたHCECの初代培養では，Descemet

 

1 の ．

D-MEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium
 

FBS：fetal bovine serum
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膜上のHCECが徐々に増殖伸展した．その後の継代培

養では，継代後約7日で35mm培養皿がほぼコンフル

エントの状態となった．

今回我々が行ったHCECの培養法の特徴は，仔ウシ

角膜内皮細胞の産生するECM でコーティングした培養

皿を用いたことである．この方法を用いることで，HC-

ECの初代培養時に細胞の接着が良好となり，初代培養

とそれ以降の継代培養を安定して行うことが可能となっ

た．これまでの他のブループからの報告では，HCEC

の培養が可能であっても，継代5代目までに老化大型細

胞の出現が多くなり，それ以上の継代は難しかった ．

今回の方法では継代5代目を超える場合でも，大型細胞

の出現率はドナーが70代であっても30％以下であり，

それ以降の継代も十分可能であった．ただし，この方法

では仔ウシ角膜内皮細胞が残存して，HCECの培養に

混ざってしまうことが懸念される ．そこで，0.14％

水酸化アンモニウム処理の後，PBS(－)で3回よく洗

浄して細胞成分を残さないようにした．また，使用する

まで2週間以上冷蔵保存をすることにより，培養皿上に

残ったウシ細胞も生存することがないようにした．今

後，仔ウシ角膜内皮細胞の産生するECM の詳細な分析

により，こうしたECM をウシ由来でない材料を使用し

て作製することを検討していく予定である．

2．培養HCECへのドナー年齢の影響

上記の方法で継代培養したHCECを用いて，下記の

検討を行った．まず，細胞を提供するドナー年齢の影響

について検討した．2～75歳までの各年齢層にわたる7

人のドナーからの角膜内皮細胞を上記の同一条件で培養

していき，継代4代目の細胞がコンフルエントの状態に

なった時の細胞を位相差顕微鏡下で写真撮影した．写真

上に透明なプラスチックシートを置き，細胞の輪郭を

シートになぞった．各ドナーにつき別の場所を撮影した

3枚の写真を用い，サンプリングした細胞の数は1,254

～2,333個であった．トレースした細胞のイメージを細

胞解析装置(セルアナラシスシステム，甲南社)で解析

し，各ドナーでの細胞面積のパラメータを計算した．

各ドナーから得た細胞を継代4代目まで培養した細胞

がコンフルエントの状態になった時の状態の代表例を図

2に示す．ドナー年齢が高いほど大型細胞が多くみられ

ることがわかる．細胞面積のヒストグラムを採ると，若

いドナーでは細胞面積が100～1,600μmの範囲に強い

ピークがあり，細胞面積が均一であることを示した(図

3A)．ドナー年齢が高い場合も，細胞面積の大部分は

同じ範囲にあったが，大型細胞の出現頻度が増加してい

た．2,000μm以上の大きな細胞の出現率はドナー年齢

が高いほど大きくなった(図3A～C)．ドナー年齢と継

代4代目の平均細胞面積の関係をみると，統計学的に有

意な正の相関関係がみられた(図4，Pearson相関係数，

r＝0.935，p＝0.0007)．

我々の方法を用いてあらゆる年齢層のドナーから角膜

内皮細胞の継代培養を行うことが可能であった．培養さ

れた細胞の形態は，生体内の角膜内皮細胞と同様に，年

齢が上がるほど平均細胞面積が増加した．2,000μm以

上の細胞の出現率をみると，年齢と統計学的に有意な正

の相関関係がみられた．これは，各年齢層のドナーから

培養したHCECをトリプシン処理した後の細胞直径は

ドナー年齢が高いほど大きくなることを述べた以前の報

告 と一致する結果であった．

図 2 各年齢層のドナーから得たHCECを継代 代目まで培養しコンフルエントの状態になった時の細胞

形態．

A：4歳，B：44歳，C：75歳．文献9より改変引用．
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今回は細胞面積拡大の指標として2,000μmを選んだ

が，実際に培養中のHCECがどこまで拡大すると老化

した細胞といえるのかはわからない．ただ，これまでの

経験から比較的年齢の高いドナーからのHCECは長期

培養をしていると，若いドナーからのHCECよりも生

存期間が短く，8～10代も継代をすると大部分の細胞が

大型細胞になってしまい，継代培養ができない状態とな

る．これに対して，若いドナーからのHCECは継代10

～15代まで行っても細胞の大きさの均一性や倍加時間

はほぼ一定に保たれる．こうした観察や，生体内でH-

CECの平均細胞面積が2,000μmを超えると，角膜内

皮全体の機能が破錠し，水疱性角膜症の状態へと進行し

ていくことなどから，HCECの機能や分裂能をその面

積から推定する際の指標として2,000μmを用いたこと

は，妥当であったと考えた．

今回の結果から，HCECは人間の加齢とともに老化

しており，再構築角膜作製の際はドナー年齢の若い角膜

から内皮細胞を得た方がより小さな細胞面積をもった細

胞群を得られることがわかった．生体内のHCECの平

均細胞面積がある値以上に拡大すると，内皮全体のポン

プ機能やバリア機能などが失われ，水疱性角膜症に陥る

ことを考えると，培養されたHCECにおいても細胞面

積が小さい方がより高い機能を有していることが強く示

唆される．したがって，できるだけ若いドナーから得た

HCECを使用した方が，より高い角膜内皮機能を持つ

再構築角膜を作製できる．倫理的な問題をクリアーした

上で，胎児から得たHCECの使用を検討したい．

3．HCEC老化の機序

それでは，こうした生体内での角膜内皮細胞老化の機

序は何であろうか．細胞や個体の老化はサイエンスの最

近のホットなトピックスの一つであるが，細胞老化の機

序としては，DNA末端にありDNAの安定と複製に寄

与するテロメアが短縮すること ，紫外線や活性酸

素種などによる細胞障害が蓄積すること などが考えら

れている．今回はHCECの老化の機序として，テロメ

ア長短縮とadvanced glycation end products（AGE）

の形成について検討した．

１)テロメア長の測定

ヒト角膜内皮細胞のテロメア長について検討した．実

際にはテロメア反復配列と制限酵素サイトまでの長さを

含めた terminal restriction fragmentsを測定した．対

象は各年齢層のアイバンクアイの角膜から直接採取した

HCEC，4代あるいは8代目まで継代培養したHCEC，

対照として末梢血中の白血球とした．各サンプルからゲ

ノムDNAを抽出し，制限酵素HinfⅠで処理した後，

電気泳動してサザンブロッティングした．プローブの塩

基配列はテロメア反復配列(5’-TTAGGG-3’)に対する相

補的配列(5-CCCTAA-3’)を4回反復した配列とした．

図 3 各年齢層のドナーから得たHCECを継代 代目まで培養しコンフルエントの状態になった時の細胞

面積の分布．

A：4歳，B：44歳，C：75歳．ドナー年齢が高いほど黒く塗った2,000μm以上の大きな細胞の出現率

が高くなった．文献9より改変引用．

図 4 ドナー年齢と継代 代目の平均細胞面積の関係．

統計学的に有意な正の相関関係が認められた(ピアソン

相関係数，r＝0.935，p＝0.0007)．文献9より改変引

用．
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各細胞間，各染色体間によりテロメア長にばらつきがあ

るため，サザンブロットではスメア状になったが，シグ

ナルの最強点を持って各サンプルのテロメア長とした．

生体内から直接採取したHCECは，70歳のドナーで12.0

kilobase(kb)，72歳のドナーで12.1kbと 70代でも長

いテロメア長を有していた．4代継代後のテロメア長

は，2，4，20，39，44，68，75歳のドナーでそれぞれ

11.5，10.4，9.8，10.4，10.6，9.2，9.8kbであり，8

代継代後のテロメア長は，4，75歳のドナーでそれぞれ

8.9，8.4kbであった．このように，継代培養していく

と徐々にテロメア長が短縮したが，年齢の違いによるテ

ロメア長の差はみられなかった．対照として測定した白

血球では年齢が高いほどテロメア長の短縮がみられた．

この結果から，HCECは生体内で分裂しないことから

予想されることであるが，加齢に伴うHCECの老化に

テロメア長の短縮は関係ないことがわかった．

Eganら は各年齢層から得たヒトHCECのテロメア

長が年齢に関係なく12kbと長く保たれており，ヒト

HCECが生体内で分裂能を持たない原因はテロメアが

短縮しているためではないと報告している．今回の結果

は，彼らの結果と一致するものであった．さらに，我々

はヒトHCECを継代培養した時にそのテロメア長が短

縮することを確認した．これはドナー年齢に関係なく，

HCECの継代数に限りがあることを示す結果であった．

２)AGEの役割の検討

加齢とともに蓄積する細胞障害の原因としては，紫外

線，活性酸素種などがよく知られているが，もう一つの

要因として知られるAGEに注目し，角膜内皮細胞老化

の原因としての役割について検討した．

蛋白のアミノ基はグルコースなどの還元糖のアルデヒ

ド基と反応し，アマドリ化合物を形成する ．血糖値管

理の指標として用いられているヘモグロビンA は，血

中ヘモグロビンのN末端アミノ酸が前期反応の糖化を

受けたものである ．前期反応アマドリ化合物がさらに

脱水，酸化，縮合，環状化などの反応を経由して，蛍

光・褐色変化・分子架橋形成を特徴とするAGEを生じ

る(図5) ．AGEの代表的な構造としては，ペントシ

ジン ，ピラリン ，カルボキシメチルリジン(Nε-car-

boxymethyl lysine, CML) などがある(図6)．生体内

蛋白におけるAGE形成は加齢とともに進行するが，糖

尿病患者では高血糖に伴い，その進行が加速されてい

る．これまで，生体内の蛋白で形成されたAGEが，白

内障 や加齢黄斑変性 などの加齢性疾患，糖尿病

網膜症 ・腎症 などの糖尿病合併症の発症や進展

に寄与していることが示されている．

生体内のヒト角膜内皮細胞におけるAGEの形成をC-

MLに対するモノクローナル抗体6D12 を用いた免疫

染色で検討した．対象は，いずれも東京大学医学部附属

病院における剖検例の角膜であった．結果は，胎児角膜

図 5 Advanced glycation end products(AGE)の形

成過程．

図 6 AGEの代表的な構造．
図 7 胎児(A)および成人(B)の角膜内皮でのAGEの

形成．

胎児角膜ではAGEはみられず，成人ではAGEの形

成が強くみられた(矢印)．オリジナル倍率(A，B)×

100．
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ではAGEはみられず，成人では検討した6眼のいずれ

においてもAGEの形成がみられた(図7)．

角膜内皮におけるAGE形成の機序を探るために，A-

GE受容体である galectin-3および receptor for AGE

(RAGE)の角膜内皮における発現を検討した ．まず，

galectin-3およびRAGEに対する抗体を以前の報告

の方法により作製した．ヒト galectin-3をコードする

DNAを pETベクターのEcoRIサイトに挿入し，大腸

菌にトランスフォームした．大腸菌溶解液からガラクト

ース結合Sepharose4Bカラムを用いて32kDaの蛋白

として galectin-3を抽出した ．このヒト・リコンビナ

ント galectin-3を1.0mg含む50％フロイント完全ア

ジュバントを兎の皮下20か所に注入し，さらにヒト・リ

コンビナント galectin-3を0.5mg含む50％フロイン

ト不完全アジュバントの注射を5回，ブースターとして

行った．最後の注射から10日後に血清を採り，アフィ

ニティー・クロマトグラフィで IgGを抽出した．Galec-

tin-3蛋白は種差が余りなく，今回作製した抗ヒトgalec-

tin-3抗体はヒト，マウス，ラット，ウシの galectin-3

と反応することをwestern blottingで確認した．

次に，RAGEに対する特異的な抗体の作製を行った．

キーホール・リンペット・ヘモサイアニンに結合させた

ヒトRAGEペプチド断片(SEEPEAGESSTGGP)0.5mg

を含む50％フロイント完全アジュバントをウサギの皮

下20か所に注入し，さらに3回の注射をブースターと

して行った．抗 galectin-3抗体と同様に IgGを精製し

た．使用したペプチド断片部分のアミノ酸配列はヒト：

EEPEAGESSTGGP，ウシ：EEPEAAESSTGGPであ

り，相同性が90％以上であることから，本抗体はウシ

RAGEと反応することが十分考えられた．

今回作製した抗 galectin-3ポリクローナル抗体と抗

RAGEポリクローナル抗体を使用してウシ角膜におけ

るAGEの受容体の発現を免疫染色で検討したところ，

角膜内皮細胞に強い陽性反応がみられた(図8A，C)．

次にメッセンジャーRNAレベルでの両受容体の角膜

内皮細胞での発現を reverse transcription-polymerase
 

chain reaction(RT-PCR)で検討した．新鮮ウシ角膜内

皮細胞からトータルRNAを抽出しSuperscriptⅡ(Gi-

bco BRL社)を用いてcDNAを作製した．ジーンバン

クに登録されているヒト galectin-3のシークエンスを元

に，センスプライマーは5’-CCTATC CTGGGGCCTA-

TCC-3’(ヒト galectin-3の171-189番目のヌクレオチド

に対応)，アンチセンスプライマーは5’-GAAGCGTGG-

GTTAAAGTGGAAGGC-3’(ヒト galectin-3の519-542

番目のヌクレオチドに対応)とした．RAGEに対するプ

ライマーは，以前に報告 されているウシRAGEのシ

ークエンスを元に，センスプライマーは5’-AAGTCCT-

GTCTCCCCAGGGAG-3’(194-214番目のヌクレオチド

に対応)，アンチセンスプライマーは5’-TCAAGGCCC-

TCCTGTGCTGCT-3’(1240-1260番目のヌクレオチド

に対応)とした．これらのプライマーを用いて，94℃60

秒，58℃60秒，72℃60秒を30サイクルのPCRで cD-

NAを増幅した．PCR産物はTAベクターを用いてサ

ブクローンし，シークエンサー(モデル310，Applied
 

Biosystems社)を用いてシークエンスを決定した．

Galectin-3に対するPCRでは240bpと 330bpの 2

本のバンドがみられ，予測された長さ370bpよりも短

かった(図8B)．短いPCR産物が形成された原因は，

galectin-3に対するセンスプライマーがPGAYの繰り

返し配列に対するものであったためと考えられた．各

PCR産物のシークエンスは同じ3′側配列を持ち，5′側

配列は異なっていた．最も長いPCR産物はヒト galec-

tin-3の226～542番のヌクレオチドと対応していた．R-

AGEに対するPCRでは予測された長さのバンドがみ

られ，PCR産物のシークエンスはウシRAGEと一致し

た(図8D)．このように，AGEの受容体である galec-

tin-3およびRAGEの発現が蛋白レベルでもメッセンジ

ャーRNAレベルでも角膜内皮細胞にみられた．

次に，AGE化蛋白が実際に角膜内皮細胞に取り込ま

れるかどうかを in vitroの系で確認した．HCECと同

様の方法で培養したウシ角膜内皮細胞の培養液中に

AGE化したウシ血清アルブミン(bovine serum albu-

min，BSA)または対照としてAGE化していないBSA

を加え，24時間後に抗CML抗体(6D12)を用いた免疫

染色でAGEの局在を調べたところ，対照ではAGE化

蛋白がみられないのに対して，AGE-BSAでは角膜内皮

細胞質にAGE化蛋白の取り込みがみられた(図9)．

さらに，こうして角膜内皮細胞中に蓄積されたAGE

化蛋白の角膜内皮細胞への影響をみるために，ウシ角膜

内皮細胞の培養液中にAGE化BSA(0～10,000μg/ml)

を加え，培養角膜内皮細胞におけるアポトーシスの発生

をApopTag in situ apoptosis detection kit(Intergen

社)を用いた terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated nick end labeling法で解析した．すると，

AGEの濃度があがると図10に示すような濃縮した核，

クロマチンの断片化，細胞体積の減少といった特徴を有

するアポトーシスを誘導された細胞がみられるように

なった．培養液中のAGE濃度依存性に培養角膜内皮細

胞のアポトーシス発生数が増加した(図11)．さらに，

ウシ角膜内皮細胞培養液中にAGE化BSA(0～10,000

μg/ml)を加えた時に産生される活性酸素種の濃度をニ

トロブルーテトラゾリウムの還元量で測定した ．そ

の結果，AGE化BSAの濃度依存性に活性酸素種の産

生量が増加することがわかった(図12)．

前房水中にはAGE化蛋白が存在することが報告

されている．今回の実験でアポトーシスの誘導や活性酸

素種の産生を惹き起こしたAGE化蛋白の濃度は前房水

中のAGE化蛋白濃度よりも高い濃度であった．ヒト角
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図 8 ウシ角膜内皮における galectin-(A，B)と receptor for AGE(C，D)の発現．

免疫染色(A，C)および reverse trascription-polymerase chain reaction(RT-PCR)(B，D)で galectin-

3と receptor for AGEの発現がみられた．

M：marker．オリジナル倍率(A，C)×100．文献34より改変引用．

図 9 培養ウシ角膜内皮細胞の培養液中にAGE化したまたは対照としてAGE化していないウシ血清アル

ブミン(bovine serum albumin,BSA)を加え 時間後のAGEの局在．

対照(B)ではAGE化蛋白がみられないのに対してAGE-BSAでは角膜内皮細胞質にAGE化蛋白の取り

込みがみられた(A)．文献34より改変引用．
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膜内皮細胞は一生おきかわっていくことがないため，そ

の細胞内に蓄積されるAGE化蛋白の量は前房内の濃度

よりも高くなっていることが予測され，また，AGEの

細胞内での作用も長期間働くことが考えられる．したが

って，AGE化蛋白によるアポトーシスの誘導や活性酸

素種の産生といった反応が生体内のHCECで発生して

いる可能性が考えられる．

AGEの受容体として，これまで galectin-3 ，RAG-

E ，80K-H ，OST-48 ，macrophage scavenger
 

receptors が報告されている．これらの受容体と結合

したAGE化蛋白は細胞内のシグナル伝達経路を活性化

させる．特に重要であるのは活性酸素種の産生と抗酸化

機構の低下 から酸化ストレスを増加させる系であ

る ．活性酸素種の産生は，角膜内皮細胞のポンプ機能

の低下や核・細胞質内器官の傷害を惹き起こすことが知

られている ．また，酸化ストレスの増加は蛋白の酸

化から細胞内のAGE形成を加速させたり，RAGEなど

のAGE受容体の発現亢進からAGEの取り込みを進行

させることで，さらにAGE化蛋白の細胞内での蓄積の

悪循環を惹き起こす ．また，酸化ストレスの増加

は，NF-πBの発現亢進からインターロイキン-1(IL-1)

や腫瘍壊死因子(TNF)といったサイトカインの発現を

促進する ．こうした機序を介してAGEが血管内皮

細胞 ，肺上皮細胞 ，ニューロン などのアポトーシ

スを惹起することが報告されている．今回の結果から

は，前房水のAGE化蛋白が角膜内皮細胞に発現してい

るAGE受容体を通して内皮細胞中に取り込まれ，アポ

トーシスの誘導や活性酸素種の産生を通して，角膜内皮

細胞傷害に働いていることが示唆された．

4．成人血清によるヒト角膜内皮細胞の培養

ウシ由来の材料の使用は，ウシ海綿状脳症の発生して

いない産地のウシ由来のものを使用すればプリオンフ

リーの状態であると考えられるが，再構築角膜の臨床応

用を考えた時，ウシ由来の材料を他のもので代替できる

のであればその方が好ましい．こうした目的に向けての

第一歩として，通常細胞培養に使用されるFBSではな

く，これまでに報告のない成人血清を用いての角膜内皮

細胞の培養が可能かどうかを検討した．

成人から空腹時に採取した静脈血を，2,000rpmで

20分間遠心分離し血清を採り，56℃30分間で補体の非

働化をし，孔径0.22mmのミリポアフィルタで濾過滅

菌したものを培養に使用した．HCECの初代培養時か

ら継続して培養した場合と，継代3代目で凍結保存した

後に継代培養をした場合で，15％FBSと15％成人血

清をそれぞれ使用した場合の細胞形態，増殖速度を比較

図 10 AGE化ウシ血清アルブミン(BSA)によりアポ

トーシスを誘導された培養ウシ角膜内皮細胞(矢印)．

濃縮した核，クロマチンの断片化，細胞体積の減少と

いった特徴を有した．文献34より改変引用．

図 11 AGE化 BSAの培養液中濃度とアポトーシス発

生率．

培養液中のAGE化BSA濃度依存性に培養角膜内皮

細胞のアポトーシス発生数が増加した． ：一元配置

分散分析およびScheffe多重比較，p＜0.05．文献34

より改変引用．

図 12 AGE化 BSAの培養液中濃度と産生活性酸素

種濃度．

培養液中のAGE化BSA濃度依存性に培養角膜内

皮細胞の活性酸素種産生量が増加した． ：一元配

置分散分析およびScheffe多重比較，p＜0.05．文

献34より改変引用．
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した．

初代培養時，FBSと成人血清の間で，ヒト角膜内皮

細胞の形態に差はみられなかった．さらに，3代目まで

継代した場合も両者間で細胞形態に差はみられなかっ

た．継代3代目の増殖曲線を比較してもFBSと成人血

清の間に差はみられなかった(図13)．

継代3代目で凍結保存した後に継代培養をした場合

も，FBSと成人血清の間で，ヒト角膜内皮細胞の形態

に差はみられず，増殖曲線を比較してもFBSと成人血

清の間に差はみられなかった(図14)．

こうした結果から，FBSの代わりに成人血清を使用

してヒト角膜内皮細胞の培養が可能であることがわかっ

た．FBSは細胞増殖を促進する因子が成人血清よりも

多く含まれており，細胞培養には有利である．しかし

HCECの場合，初代培養時にウシ角膜内皮細胞が作る

ECM でコーティングした培養皿を使用すれば，成人血

清に含まれる程度の増殖因子でも十分に初代および継代

培養が可能であることがわかった．

我々の方法では初代培養時には，培養皿をウシ細胞が

産生するECM でコーティングしておかなければ細胞の

接着が悪いために初代培養が困難となり，ウシ材料から

完全に脱却できたわけではない．しかし，成人血清によ

るヒト角膜内皮細胞の継代培養が可能であることがわか

り，培養ヒト角膜内皮細胞の臨床応用へ一歩近づいた．

今後，仔ウシ内皮細胞の代わりに他の動物から得られる

角膜内皮細胞を使用することで，ウシ海綿状脳症の感染

の危険をなくしたり，さらに各種ECM を組み合わせて

コーティングした培養皿を使用したりすることにより，

より安全性の高いHCEC培養法を確立していく必要が

ある．

5．小 括

培養ヒト角膜内皮細胞の性状の項を小括すると，①

ヒト角膜内皮細胞の培養系を確立し，安定した初代・継

代培養に成功した．②継代培養されたヒト角膜内皮細

胞ではドナー年齢が高いほど大型老化細胞が多く出現し

た．③ヒト角膜内皮細胞の老化にテロメアの短縮は関

係なく，AGEが一因となっている可能性が示唆された．

④成人血清でヒト角膜内皮細胞の効率的な培養が可能

であることがわかった．

培養ヒト角膜内皮細胞を用いた

再構築角膜の評価

培養した角膜内皮細胞を用いて再構築角膜を作製する

試みはこれまでにも報告されている．初期には，培養し

た家兎やウシの角膜内皮細胞を家兎・ネコ角膜実質

，ゼラチン膜 ，ウシのDescemet膜 ，ハイドロジ

ェルレンズ などの上に播種したものが作製され，動物

への移植が行われた．家兎やウシなどの角膜内皮細胞は

ヒト角膜内皮細胞と異なり生体内でも増殖能が高く，そ

の培養法や移植への利用法はHCECとは大きく異なる．

次いで，SV-40large T antigenなどの transfectionに

より不死化させた角膜内皮細胞を用いた再構築角膜が報

告 された．不死化した細胞を用いると，培養や移植

自体は容易になるが，癌化した細胞を生体に戻すことは

臨床の場面では考えづらく，臨床応用には向かない方法

である．さらに，角膜内皮細胞だけでなく，上皮・実質

細胞を含めた3種の細胞を培養し，コラーゲンゲルなど

に付着させて，角膜全体の再構築を行った報告

もある．角膜全体を再構築するという最終的な目標に向

けての大きな前進を示した報告であるが，角膜内皮細胞

密度がどれくらい得られているのか不明であり，またコ

ラーゲンゲルのみで実質を作製した場合，非常にもろく

て通糸すら困難であると考えられる．培養したHCEC

とヒト角膜実質を用いた再構築角膜も報告 され

ている．臨床応用を目指して再構築角膜を作製する場

合，播種したHCECの細胞密度をどのように高めるか

が問題となる．単純にヒト角膜実質上にHCECを撒い

ただけでは得られる細胞密度は500cells/mm程度であ

る．生体内での細胞密度3000cells/mmに近づけるた

めの工夫として，細胞浮遊液の投与を何回にも分けて行

う方法 ，細胞播種後に遠心することで細胞接着を促進

する方法などが報告 されいる．今回，我々はEngel-

図 13 FBS(□)と成人血清(●)でのHCEC継代 代

目の増殖曲線の比較．

FBSと成人血清の間に差はみられなかった．

図 14 FBS(□)と成人血清(●)での凍結保存後HCEC

継代 代目の増殖曲線の比較．

FBSと成人血清の間に差はみられなかった．
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mannらの方法 を参考にして，細胞播種後に遠心す

ることで細胞接着を促進する方法を用いた．

臨床応用可能な再構築角膜の作製を目指す時，作製し

た再構築角膜の機能の評価，内皮細胞密度を高めるため

の細胞播種法など，検討すべき課題がまだ多く残されて

いる．そこで，我々の方法で継代培養したHCECを用

いて，正常角膜に近い角膜内皮の形態・細胞密度・機能

を有する再構築角膜の作製が可能かどうか検討を加え

た．

1．再構築角膜作製法

アメリカのロッキーマウンテンライオンズアイバンク

から輸入した新鮮ヒト角膜の内皮面に滅菌蒸留水500μl

を滴下して1分間静置することで角膜内皮細胞を傷害し

た後，滅菌綿棒で内皮面をDescemet膜にできるだけ傷

害を与えないように軽く擦過することにより角膜内皮を

剥離した．この角膜を24ウェル培養皿のウェル内に

Descemet膜を上に向けて置き，40代のドナーから継代

培養した5代目の培養ヒト角膜内皮細胞を2ml中に50

万個含む溶液を露出したDescemet膜上に滴下した．培

養皿に蓋をして，細胞の接着を促進するために培養皿ご

と1,000rpmで10分間遠心した．その後，24～72時間

培養液中に静置した．24時間以上静置する場合は1日1

回の培地交換を行った．

2．再構築角膜の組織学的検討

再構築角膜の組織をみたところ，細胞の播種後3時間

では，細胞は角膜実質面に接着しているものの，細胞質

が盛り上がっていた(図15A)．細胞播種後24時間で

は，再構築角膜上の角膜内皮細胞は，一層の細胞層が隙

間なく配列し，細胞質は正常角膜同様に平坦になってい

た(図15B)．

再構築角膜上のHCECの細胞密度を計測するために

0.3％トリパンブルーおよび0.2％アリザリンレッドS

をそれぞれ1分間反応させた後に ，角膜内皮面の細胞

輪郭をパーソナルコンピュータ上の画像として取り込

み，細胞密度を計算した．その結果，角膜内皮細胞密度

は1mm に2,380±264(平均値±標準偏差)個(n＝4)あ

った(図15C)．正常角膜内皮細胞密度には及ばないも

のの，その80％程度の細胞密度を得ることができた．

次いで，再構築角膜上の角膜内皮細胞の性状を共焦点

顕微鏡を用いて検討した．この実験では角膜実質として

マウス角膜実質を用いた．内皮細胞を剥離したBALB/

cマウス角膜実質上に培養ヒト角膜内皮細胞を播種した

後，遠心し，48～72時間培養した後，閉鎖斑関連蛋白

ZO-1に対する抗体やpropidium iodide(PI)と反応後，

共焦点顕微鏡で観察した．PIは DNAの二重らせん構

造に結合して赤色蛍光が増強される核酸染色色素である

が，一般に生きた細胞の細胞膜を透過できないため，そ

の染色性により細胞のviabilityがわかる．まず，再構

築角膜をアセトンで固定した後にPIと反応させた場

合，すべての内皮細胞の核が染色され，細胞密度が平均

で約2,700/mmであることがわかった(図16A)．再構

築角膜を固定せずにそのままPIと反応させ観察したと

ころ，PIを透過させる比較的viabilityの低い細胞が1

mm当たり平均で253個あり，こうした細胞が全体の

約9％あることがわかった(図16B)．再構築角膜をア

セトンで固定した後，閉鎖斑関連蛋白であるZO-1に対

する抗体と反応させたところ，細胞間の境界が明瞭に染

図 15 ヒト角膜実質にHCEC播種後 時間(A)および

時間(B，C)後の状態．

播種後3時間では細胞は角膜実質面に接着しているも

のの細胞質が盛り上がっていた(A)．播種後24時間

では一層の細胞層が隙間なく配列し細胞質は平坦に

なっていた(B)．細胞密度は平均2380±264/mmで

あった(C)．A，Bのバーは50μm
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色され，閉鎖斑がすでに形成されていることがわかった

(図16C)．

今回用いたHCECの培養液中には血清や growth fac-

torが含まれ，これらの刺激によってHCECの遺伝子

発現は大きく変化していることが予想される．共焦点顕

微鏡を用いた検討では，細胞間の接着構造である閉鎖斑

の形成に関しては正常の角膜内皮と同様の性状を示し

た．角膜実質に播種した後に，無血清あるいは低血清の

状態で一定期間静置したHCECの遺伝子発現が生体内

の角膜内皮細胞と同じような状態に戻っているかどうか

など，今後，培養HCECの遺伝子発現に関しては，マ

イクロアレイなどを用いた包括的な遺伝子発現の変化の

検討が望まれる．

3．再構築角膜のポンプ機能の解析

次に，再構築角膜のポンプ機能について検討した．前

述した方法でヒト角膜実質と培養HCECから作製した

再構築角膜を，ウッシング・チャンバーの間に挟み，

ショートサーキットカレントアンプリファー(モデルC-

EZ-9100，日本光電社)を用いて，再構築角膜の作り出

す電位差とそれを打ち消すために必要な短絡電流を測定

した(図17)．また，Na -K ATPase阻害剤であるウワ

バイン投与後の電位差，短絡電流も測定した．

ヒト角膜実質に培養ヒト角膜内皮細胞を播種したもの

を対象とし，陽性対照として上皮のみを除去し内皮がつ

いた正常ヒト角膜，陰性対照として上皮および内皮を除

去したヒト角膜実質を用いて測定した．結果としては，

正常内皮の付いたヒト角膜では電位差は上皮側をプラス

として0.40±0.14(平均値±標準偏差)mV(n＝4)であ

り，これまでの報告とほぼ一致する値であった ．

再構築角膜では，電位差は0.30±0.07mV(n＝4)で，

正常角膜の75％の値であり，上皮と内皮を除去したヒ

ト角膜実質では電位差は4眼とも0mVであった．いず

れも測定開始10分後にNa -K ATPaseの阻害剤であ

るウアバインを0.1mM/lになるようにチャンバー内に

加えると電位差は0mVとなった．

短絡電流は再構築角膜で5.1±3.8(平均値±標準偏

差)μA/cmと，正常角膜での9.3±0.85μA/cmの約

55％の値であった．測定開始10分後にウアバインを加

えると短絡電流は0μAとなった．経内皮電気抵抗は再

構築角膜で58.8Ω・cmであり，正常角膜での43.0Ω・

cmよりも大きな値であった．

これまでの報告では，培養したHCECを用いて再構

図 16 再構築角膜上角膜内皮細胞の共焦点顕微鏡によ

る観察．

再構築角膜をアセトン固定後にPIと反応させた場

合，すべての内皮細胞の核が染色され，細胞密度が平

均で約2,700/mmであった(A)．再構築角膜を固定

せずにPIと反応させ観察したところ，PIを透過させ

る比較的viabilityの低い細胞が全体の約9％あった

(B)．閉鎖斑関連蛋白ZO-1が細胞間境界に明瞭に染

色され閉鎖斑がすでに形成されていた(C)．

図 17 再構築角膜のポンプ機能測定法．

再構築角膜(C)をゴム(B)およびウッシング・チャンバー

(A)の間に挟みショートサーキットカレントアンプリ

ファーを用いて再構築角膜の作り出す電位差とそれを打

ち消すために必要な短絡電流を測定した．
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築角膜を作製し，動物眼に移植してその有効性を検討し

たものはあるが，再構築角膜の機能を ex vivoで検討し

た報告はほとんどない．動物眼に移植する in vivoでの

検討は，臨床応用前に不可欠である．しかし，レシピエ

ントの動物種によっては内皮細胞に増殖能があり，移植

後のレシピエント内皮の影響は無視できないため，in
 

vivoの検討のみでは再構築角膜の機能の評価として十

分とはいえない．今回の実験では，ex vivoにおける再

構築角膜の機能の評価として，角膜内皮の代表的な機能

であるポンプ機能をウッシング・チャンバーで測定され

る電位差として評価した．その結果，培養HCECを用

いて作製した再構築角膜が正常角膜には及ばないもの

の，その75％程度のポンプ機能を有していることがわ

かった．そして，電位差がNa -K ATPaseの阻害剤で

あるウアバインでブロックされたことから，再構築角膜

ポンプ機能が生体内の内皮と同様にNa -K ATPaseに

依存するものであることがわかった．再構築角膜のポン

プ機能が正常角膜に及ばなかった原因としては，細胞密

度が低かったことと，培養HCEC一つ一つの機能が低

下していることが考えられる．再構築角膜は2,000cells/

mm以上の細胞密度を有していた．臨床的にはこれだ

けの細胞密度があれば角膜内皮機能が問題になることは

ない．したがって，細胞密度は大きな要因ではないのか

も知れない．ただし，細胞密度が2,000cells/mmある

といっても，アリザリンレッド染色した内皮面を観察す

ると，所々にアリザリンレッドがべったりと染まる無細

胞の領域があることがわかった．こうした領域を作らな

いように細胞播種法をさらに改良する必要がある．ま

た，培養HCEC一つ一つの機能が低下していることも

ポンプ機能低下の大きな原因であると考えられる．共焦

点顕微鏡を用いた検討で，PIを透過させる比較的via-

bilityの低い細胞が全体の約9％あることが示された．

こうしたviabilityの低い細胞をできるだけ作らないよ

うに培養法を改良することや，viabilityの低い細胞を

図 19 再構築角膜の家兎眼への移植後の角膜厚の経過．

術後1週以降，再構築角膜移植群(▲)では対照群(○)よ

りも有意に小さな角膜厚を示した(unpaired t-test， ：

p＜0.05)．

図 18 再構築角膜の家兎眼への移植後の経過．

再構築角膜移植群では術後6か月の観察期間中角膜の透明性が保たれた(A：1か月，B：6か月)．内皮細

胞の播種を行わなかった家兎角膜を移植した対照群では移植片の浮腫が強かったが(C：1か月)，術後3か

月を過ぎるころから徐々に浮腫が軽減した(D：6か月)．
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除去する方法を考案する必要がある．また，ドナー年齢

をできるだけ若くし，さらに継代数を減らすことで，

viabilityの低い細胞の出現数を減らすことができるか

も知れない．

Ex vivoでの再構築角膜の機能評価で，正常角膜に及

ばないものの，その75％のポンプ機能を持つことが確

認できたので，次に培養ヒト角膜内皮細胞を用いた再構

築角膜の in vivoでの有効性を検討した．

4．再構築角膜の家兎への移植

動物を用いる実験ではAssociation for Research in
 

Vision and Ophthalmologyの眼科および視覚研究にお

ける動物使用に関する宣言を遵守した．ニュージーラン

ド白色家兎の新鮮角膜の内皮面に蒸留水を滴下して1分

間静置することで内皮細胞に傷害を加えた後，内皮細胞

を滅菌した綿棒を用いて剥離した．この角膜を24ウェ

ル培養皿のウェル内にDescemet膜を上に向けて置き，

40代のドナーから継代培養した5代目の培養ヒト角膜

内皮細胞を2ml中に50万個含む溶液を露出したDes-

cemet膜上に滴下し後，培養皿に蓋をして，細胞の接

着を促進するために培養皿ごと1,000rpmで10分間遠

心した．その後，24時間培養液中に静置した．レシピ

エントとなるニュージーランド白色家兎の角膜を6mm

のヘスバーグバロントレパン(カティーナプロダクツ社)

で切開した後，フィブリン析出を抑制するためヘパリン

溶液1,000unit/mlを虹彩面上に滴下し，さらに移植片

内皮面を保護するために1％ヒアルロン酸ナトリウム

を虹彩面上に滴下した．6.5mmバロンパンチ(カティ

ーナプロダクツ社)で切開した再構築角膜を10-0ナイロ

ン糸で8針単結紮し，さらに10-0ナイロン糸で24針の

連続縫合を行った後，単結紮糸をすべて抜糸した．手術

終了時にデキサメサゾン60μgを含む新しいdrug deliv-

ery systemであるシューロデックス を前房内に入れ

た．対照として角膜内皮を剥離した後，培養内皮細胞の

播種を行わない家兎角膜を移植した．両群とも術後1か

月の時点で連続縫合糸の抜糸を行った．前眼部の観察・

撮影，超音波パキメータによる角膜中央部の厚さ測定を

術後6か月まで行った．術後1か月と6か月の時点で角

膜を摘出し，組織学的検討を行った．
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図 20 再構築角膜移植後の組織所見．

再構築角膜移植群1か月目ではわずかに角膜の浮腫がみられるものの角膜内皮は一層に配列し(A)，ほぼ正

常の内皮と同様の形態を示した(C)．術後6か月目においても再構築角膜を裏打ちする角膜内皮細胞の形態

は正常角膜内皮細胞と同様であった(B，D)．オリジナル倍率(A，B)×40，(C，D)×8,000．



再構築角膜移植群では術後6か月の観察期間中角膜の

透明性が保たれた(図18A，B)．一方，内皮細胞の播

種を行わなかった家兎角膜を移植した対照群では移植片

の浮腫が強かったが(図18C)，術後3か月を過ぎるこ

ろから徐々に浮腫が軽減した(図18D)．再構築角膜移

植群では術後1～2か月に角膜厚の増加をみたが，術後

6か月目にはほぼ正常角膜の値に戻った(図19)．対照群

では術後2か月間著明な角膜厚の増加がみられ，3か月

を過ぎてはじめて角膜厚が減少した(図19)．術後のい

ずれの時点においても再構築角膜移植群の角膜厚が有意

に小さい値を示した．

再構築角膜移植群の術後の移植片を組織学的に検討し

たところ，1か月目ではわずかに角膜の浮腫がみられる

ものの，角膜内皮は一層に配列し，ほぼ正常の内皮と同

様の形態を示した(図20)．術後6か月目においても再

構築角膜を裏打ちする角膜内皮細胞の形態は正常角膜内

皮細胞と同様であった(図20)．

家兎では生体内でも角膜内皮細胞が分裂・増殖するこ

とが知られている ．今回の実験においても，周辺部

に残っている家兎角膜内皮細胞が分裂増殖して移植片に

侵入し，角膜透明性の維持に寄与した可能性が考えられ

る．そこで，Cell Tracker CM-DiI(Molecular Probes

社)という蛍光色素でラベリングした培養ヒト角膜内皮

細胞を用いて再構築角膜を作製し，家兎へ移植後，経時

的に移植片を摘出し，培養ヒト角膜内皮細胞が移植後ど

れくらい残っているかを検討した．まず，継代4～5代

目のHCECを培養皿からトリプシナイズした後，DiI

溶液を加えて37℃，10％COで5分間 incubation，on
 

ice 15分間，遠心後廃液し，さらにペレットをPBSで

懸濁して遠心することを2回繰り返した．こうしてDiI

ラベルしたHCECを用いて，上述したのと同じ方法で

再構築角膜を作製し，家兎眼への移植に使用した．術後

1か月目に摘出した角膜をフラットマウントの状態で蛍

光顕微鏡下で観察したところ，再構築角膜移植部分の内

皮面はDiIラベルされた細胞で覆われていた(図21A)．

凍結切片による観察でも内皮側がDiIラベルした細胞で

覆われていた(図21B)．検討した5つの角膜すべてで，

同様に術後1か月の段階で移植片の内皮面はDiIでラベ

ルした細胞で覆われていた．以上の in vivoでの結果か

ら，培養したHCECが生体内で機能して，角膜の透明

性維持に働いていることが確認された．

DiIの蛍光は光に当たることで減弱していき，本モデ

ルでは約1か月間しか維持されないため，移植後長期の

観察はできなかった．しかし，移植された培養ヒト角膜

内皮細胞が1か月の時点で移植片の内皮面全面を覆って

いたことから，1か月以降も移植片の透明性の維持は培

養ヒト角膜内皮細胞によってなされていると推測され
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図 22 人工実質の家兎眼への移植法．

直径3mmの人工実質( )を実質ポケット内へ挿入

(A)．または中央直径4mmの範囲を表層切除し，その

周囲にポケットを作製しそこへ直径5mmの円形人工実

質( )をはめ込んだ(B)．

図 21 DiIラベルしたHCECを使用した再構築角膜移

植後 か月目．

再構築角膜移植部分(白矢じりで囲む部分)の内皮面は

DiIラベルされた細胞で覆われ(A)，凍結切片による

観察でも内皮側がDiIラベルした細胞で覆われていた

(B)．
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た．本モデルにおいてHCECの移植片上での長期にわ

たる生存を確かめるためには，ヒトとウサギの種差を利

用して，移植片上の細胞の染色体数やAlu配列を検討

する方法がある．あるいはGFPマウスの角膜内皮細胞

を培養しマウスモデルで検討する方法がある．いずれも

今後の検討に値する．

本モデルでの移植片はゼノグラフトである内皮細胞と

アログラフトである上皮細胞＋実質から構成されてい

た．いずれに対しても拒絶反応が発生する可能性があっ

たが，術後の観察期間中に明らかな拒絶反応の所見はな

かった．術直後に前房内に投与したシューロデックスに

よる強力な消炎作用が有効であった．ただし，マイルド

な拒絶反応が移植片上の培養HCECの脱落を慢性的に

惹き起こしている可能性は否定できず，前述したような

方法でHCECの移植片上での長期にわたる生存を確か

めることが今後必要である．

5．小 括

以上，培養ヒト角膜内皮細胞を用いた再構築角膜の評

価の項を小括すると，①内皮細胞を剥がしたヒト角膜

のDescemet膜上に培養ヒト角膜内皮細胞を撒き，2,500

cells/mmの細胞密度を実現した．②この再構築角膜の

内皮細胞のポンプ機能をウッシング・チャンバーで検討

したところ，正常角膜の75％のポンプ機能を有するこ

とが確認された．③白色家兎へ再構築角膜を移植した

ところ，術後，培養ヒト角膜内皮細胞が移植片上に保た

れ角膜の透明性が維持された．

人工実質，ブタ角膜実質の応用

角膜を再構築する際の実質としてはヒト角膜実質が最

適であろう．ヒト角膜実質を使用した再構築角膜が臨床

応用可能となれば，内皮密度が足りないため移植に使用

できなかった角膜を有効利用することができるようにな

る．しかし，その供給数には限りがある．そこで，再構

築角膜作製時の角膜実質の他の候補として人工実質とブ

タ角膜実質について検討した．

1．人工実質の検討

人工的な実質は動物の真皮層から可溶化したコラーゲ

ンを用いて作製した．アルカリ可溶化したコラーゲンで

図 23 人工実質移植後の家兎角膜．

実質ポケット内挿入後1か月間，人工実質周囲の炎症はみられず作製した人工実質の生体適合性は良好で

あった(A：4日，B：1か月)．実質はめ込み後，4日以内に角膜上皮の被覆は完了し(C)，1か月間人工実

質上の上皮が維持され上皮の接着性が良好であることがわかった(D)．
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は，コラーゲン分子が分散した状態で存在し，中性でも

線維形成せず透明な状態を保つ ．このアルカリ可溶

化コラーゲンを紫外線架橋，成型することにより透明で

抗原性の少ないコラーゲンシートを作製することができ

る．こうして作製した人工実質を家兎角膜へ移植して，

生体適合性や細胞接着性を検討した．

滅菌された厚さ100μmのコラーゲンシートから，生

検用トレパン(カイメディカル社)で直径3mmのコラ

ーゲンシートを切り出し，ニュージーランド白色家兎角

膜実質に作製したポケット内へ挿入した(図22A)．も

う一つの方法として，白色家兎角膜中央直径4mmの

範囲を表層切除してその周囲にポケットを作製し，そこ

へ上と同様の方法で作製した直径5mmの円形コラー

ゲンシートをはめ込んだ(図22B)．

実質ポケット内への挿入後1か月間，人工実質の透明

性は保たれ，人工実質周囲の炎症はみられず，作製した

人工実質の生体適合性は良好であった(図23A，B)．

角膜中央部への人工実質はめ込み後，4日以内に角膜上

皮の被覆は完了し，観察した1か月間，人工実質上の上

皮が維持され，上皮の接着性が良好であることがわかっ

た(図23C，D)．

組織学的検討では，いずれの術式においても，術後1

か月の段階で，移植した人工実質内の周囲に炎症細胞の

侵入はほとんどなかった(図24)．ただし，いずれの術

式においても，術後1か月目の組織所見で，挿入した人

工実質上の角膜上皮細胞は正常の5～6層の層構造を示

さず，かなり菲薄化していた(図24)．角膜上皮細胞が

前房水から栄養されていることを考えると，今回使用し

図 26 哺乳類の進化とα-galエピトープとの関係．

旧世界高等霊長類ではα-1,3ガラクトース転移酵素

(GT)が不活化し，α-galエピトープを発現しなくなっ

た．文献80，81より引用．

図 25 人工実質上にHCEC播種後の組織．

HCECは人工実質上に一層の細胞層を形成した(矢印)．

図 24 人工実質移植 か月後の家兎角膜組織．

実質ポケット内挿入(A)，実質はめ込み(B)のいずれの

術式でも人工実質(矢印)周囲への炎症細胞の侵入はほと

んどなかったが，人工実質上の角膜上皮細胞は正常の

5～6層の層構造を示さずかなり菲薄化していた．オリ

ジナル倍率(A)×100，(B)×200．
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たコラーゲンシートの物質透過性が正常角膜よりも低か

ったために上皮の菲薄化が発生した可能性が考えられ

た．

次に，人工実質上に仔ウシ角膜内皮細胞を培養して

ECM を形成させた後に培養ヒト角膜内皮細胞を播種し

たところ，内皮細胞は人工実質上に一層の細胞層を形成

し(図25)，人工実質と培養角膜内皮により再構築角膜

を作製できることがわかった．

こうした結果から，アルカリ可溶化コラーゲンから作

製した人工実質は，透明性，生体適合性，細胞接着性が

良好であり，再構築角膜を作製する際の角膜実質の候補

として有望であると考えられる．ただし，今回使用した

アルカリ可溶化コラーゲンは分子構造上もろく縫合する

ことが難しいため，使用法が限られる．透明でかつ縫合

可能，さらに上皮細胞を栄養するために必要な物質の透

過性が良好，という条件を満たす人工実質を作製するこ

とは，現在の技術では困難な点が多く，今後の技術革新

が待たれるところである．

2．ブタ角膜の検討

再構築角膜の実質の候補として，ブタ角膜実質の応用

の可能性について検討した．まず，動物の中でもなぜブ

タに注目したかというと，食肉として大量に飼育・消費

されているので経済的・倫理的問題が少ないこと，適度

の角膜サイズを持つこと，心臓や肝臓など他の臓器移植

での研究が進んでいることなどの理由がある．ただし，

ブタ臓器をヒトに移植する異種移植では，超急性拒絶反

応という大きな関門がある．これは移植片に含まれる細

胞，特に血管内皮細胞に発現している異種糖鎖抗原α-

galエピトープにヒトの自然抗体antiα-galが結合し，

補体活性化から細胞傷害作用が生じるものである ．

心臓や肝臓などの臓器では超急性拒絶反応が移植後数分

以内に発生し，移植臓器不全となる．α-galエピトープ

はα-1,3ガラクトース転移酵素により合成される糖鎖

末端構造で新世界サルより下等な動物で発現している．

旧世界サル以上の高等な動物ではα-1,3ガラクトース

転移酵素が不活化しているためにα-galエピトープは存

在せず，逆にこれに対する自然抗体を有している

．これは動物の進化の過程で，約2,000万年前，旧世

界(アフリカおよびユーラシア大陸)の高等霊長類がガラ

クトース鎖を発現する微生物による致死的な感染を受

け，その際ガラクトースの発現が低くantiα-gal抗体を

作ることができた霊長類だけが生き延びたためと考えら

れている(図26) ．このため，ブタからヒトへの移

植のように，α-galエピトープを発現している動物から

発現していない動物への異種移植では超急性拒絶反応が

発生する．

再構築角膜の実質として，ブタ角膜実質を応用する可

能性について検討するために，まずブタ角膜でのα-gal

図 27 ブタ前眼部におけるα-galエピトープの発現．

輪部(Aの 部分)から結膜側(Aの 部分より左側)ではα-galエピトープの強い発現がみられた(A)．角膜

では前方実質内の少数の実質細胞(Cの矢印)に陽性反応をみるのみで，ほとんどα-galエピトープの発現

がみられなかった(B)．強拡大の観察では，輪部および結膜上皮の細胞間と結膜下の血管内皮にα-galエピ

トープの発現が強くみられた(D)．オリジナル倍率(A，B)×40，(C，D)×100．
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エピトープの発現について検討した．α-galエピトープ

に特異的に結合することが知られる Griffonia simplicifo-

lia 1 isolectin B をビオチン化したもの(ベクター

・ラボラトリーズ社)をブタ角膜の凍結切片と反応させ

た後，streptavidinと結合したhorseradish peroxidase

と反応させ，最後に3,3’-diaminobenzidine tetrahydro-

chlorideで発色させた．角膜では前方実質内の少数の実

質細胞に陽性反応がみられるのみで，ほとんどα-galエ

ピトープの発現がみられなかった(図27)．一方，輪部

から結膜・強膜ではα-galエピトープの強い発現がみら

れた．強拡大の観察では，角膜上皮にα-galエピトープ

の発現がないのに対して，輪部および結膜上皮では細胞

間にα-galエピトープの発現がみられた(図27)．また，

結膜下組織では血管内皮に強い発現がみられた(図27)．

ブタ眼におけるα-galエピトープの発現の局在は興味

深い．角膜内では，前方実質にいるケラトサイトの一部

にα-galエピトープの発現がみられた．α-galエピトー

プの発現を示すケラトサイトと示さないケラトサイトと

でどのような点が異なるのか明らかではないが，ケラト

サイトの中にもサブポピュレーションがあるのかも知れ

ない．角膜上皮ではα-galエピトープの発現は全くなか

ったが，輪部および結膜上皮では細胞間に強いα-galエ

ピトープの発現があった．また，結膜下組織内の血管内

皮と強膜内のECM にもα-galエピトープの強い発現が

あった．α-galエピトープの発現は血管内皮細胞で強い

ことが知られているが，線維芽細胞，上皮細胞，平滑筋

細胞など他の細胞においても発現があることが報告

されている．今回の結果は，これらの報告と一致するも

のであった．また，角膜においてα-galエピトープの発

現がない原因は明らかではないが，無血管であることが

その一因となっていると推測された．

ではα-galエピトープをほとんど発現していないブタ

角膜実質を，α-galエピトープに対する自然抗体を有す

る動物に移植するとどうなるのであろうか．旧世界サル

に属しα-galエピトープに対する自然抗体を有するカニ

クイサルの角膜層間にブタ角膜実質を移植する実験を行

った．動物実験用に改変したマイクロケラトーム(MK-

2000，ニデック社)を用いて新鮮ブタ角膜の中央の同一

部位を切除することで，ブタ角膜実質から成る円形角膜

片が一つのブタ角膜の異なる層から4～5個作製可能で

あった．超音波パキメータ(SP-2000，トーメー社)でブ

タ残余角膜厚を測定し，作製されたブタ角膜片の厚さを

計算した．作製された角膜片は直径約5mm，厚さ約

150μmであった．こうして作製したブタ角膜片のう

ち，角膜中間層から作製されたものを一つ，1～1.5歳

のメスのカニクイサルの右眼角膜実質に作ったポケット

内に挿入し，10-0ナイロン糸で切開部を縫合した．術

直後にオフロキサシン眼軟膏を塗布し，それ以降，投薬

図 28 ブタ角膜実質移植後のカニクイサル角膜所見．

術後1か月まで6眼すべてで移植片の透明性が維持されていた(代表例3眼をA-Cに示す)．6か月まで観

察した3眼のうち2眼で移植片部に混濁が発生した(D，E)．残り1眼では6か月間移植片部の透明性が維

持された(F)．
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は行わなかった．手術は6眼に行い，3眼は術後1か月

まで，3眼は術後6か月まで観察した．術後6か月まで

観察した3眼では術後1か月目に角膜縫合糸を抜糸し

た．最終観察時にケタミン25mg/kgとキシラジン10

mg/kgの筋肉内注射後にペントバルビタールを静脈内

に多量に注入してサクリファイスし強角膜を摘出し組織

学的検討を行った．

術後1か月まで6眼すべてで移植片の透明性が維持さ

れていた(図28A～C)．6か月まで観察した3眼では，

術後2～3か月の間に1眼，移植片部分にそれまでにな

かった混濁が発生し始めた(図28E)．さらに，術後5

か月と6か月の間に他の1眼で，移植片混濁が発生した

(図28D)．移植片混濁が発生した2眼では角膜内皮面

に細胞性の沈着物の形成がみられた(図28D，E)．残り

の1眼では観察した6か月間，移植片部の透明性が維持

された(図28F)．

組織学的検討では，術後1か月目のサル角膜実質内に

コラーゲン線維の方向の違いや染色性から区別されるブ

タ実質が矢じりで囲まれる部分に残っていることがわか

った(図29A)．術後1か月の3眼では，サル角膜，ブ

タ角膜実質ともに炎症性細胞の侵入はほとんどみられな

かった(図29A)．移植片混濁が発生していた眼の術後

6か月の時点では，ブタ角膜実質は矢じりで囲まれる部

分に残っていることがわかった(図29B)．内皮面に炎

症性細胞の接着が多くみられ(図29B)，サル角膜周辺

部実質への炎症性細胞の浸潤がみられた(図29C)．

ブタ角膜実質の移植を受けたサル眼での免疫反応を免

疫染色で解析した．術後1か月目および6か月目に摘出

したサル角膜の凍結切片を作製し，ヒトCD4，CD8，

CD20(BD Pharmingen社)およびCD56，マクロファー

ジ(DakoA/S社)に対するモノクローナル抗体と反応さ

せ，ヒストファインSAB-POキット(ニチレイ)を用い

たストレプトアビジン-ビオチン-ペルオキシダーゼ法を

行い，3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochlorideで発

色させた．術後1か月の3眼ではマクロファージの移植

片への浸潤がみられたが，Tリンパ球，Bリンパ球，

ナチュラルキラー細胞などはみられなかった(図30)．

術後6か月で移植片混濁のあった2眼では，移植したブ

タ角膜実質の中や周囲にCD8 のTリンパ球が多くみ

られ，またマクロファージもわずかにみられた(図31)．

角膜内皮面の沈着物は，CD4 のTリンパ球やマクロ

ファージを含むことがわかった(図32)．

異種移植片に対する細胞性拒絶反応はTリンパ球や

ナチュラル・キラー細胞によって引き起こされることが

報告 されている．今回の組織および免疫染色の結

果から，移植片混濁のみられた2眼ではCD8 あるいは

CD4 のTリンパ球が移植片内や周囲に浸潤しているこ

とが示され，細胞性拒絶反応が発生していたと考えられ

た．

次に，ブタ角膜実質を使った再構築角膜について検討

した．作製法はヒト角膜実質を使用した場合と同じで，

新鮮ブタ角膜から角膜内皮を剥離し，培養ヒト角膜内皮

細胞を播種し，遠心して細胞接着を促進させた．ブタ角

膜実質を使った再構築角膜の内皮細胞密度は平均で1

mm当たり1721±594個(n＝6)であった(図33)．こう

して作製した再構築角膜のポンプ機能をヒト角膜実質の

時と同様にウッシング・チャンバーを使用して測定し

た．上皮のみを機械的に剥離した新鮮ブタ角膜を陽性対

照に，上皮と内皮ともに機械的に剥離したブタ角膜実質

図 29 ブタ角膜実質移植後のカニクイサル角膜組織所

見．

A：術後1か月目のサル角膜実質内にブタ実質が残っ

ている(矢じりで囲まれる部分)．炎症性細胞の侵入は

ほとんどみられなかった．B：角膜混濁が発生した2

眼の術後6か月の時点ではブタ角膜実質(矢じりで囲

まれる部分)があり，内皮面に炎症性細胞の接着が多

くみられた(矢印)．C：サル角膜周辺部実質への炎症

性性細胞の浸潤がみられた(矢印)．オリジナル倍率

(A-C)×40．
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を陰性対照とした．いずれも4眼の測定を行った．測定

された電位差は，ブタ角膜実質を使った再構築角膜で

0.35±0.12mV，陽性対照で0.58±0.18mV，陰性対

照で0mVであった．いずれの場合も，測定開始10分

後にNa -K ATPaseの阻害剤であるウアバインを0.1

mM/lになるようにチャンバー内に加えると電位差は0

となった．短絡電流は，ブタ角膜実質を使った再構築角

膜で5.2±1.2μA/cm，陽性対照で11.4±2.5μA/cm，

陰性対照で0μA/cmであった．いずれの場合も，測定

開始10分後にNa -K ATPaseの阻害剤であるウアバ

インを0.1mM/lになるようにチャンバー内に加えると

短絡電流は0μAとなった．これらの結果から，ブタ角

膜実質を使った再構築角膜では，正常ブタ角膜の60％

程度のポンプ機能を有することがわかった．また，これ

らの電位差，短絡電流ともウアバインの投与によりほぼ

0になったことから，Na -K ATPaseの働きによるも

のであることがわかった．経内皮電気抵抗は再構築角膜

で67.3Ω・ cmと，正常ブタ角膜の50.9Ω・cmよりわ

図 31 ブタ角膜実質移植 か月後のカニクイサル角膜の免疫染色所見．

A：CD4，B：CD8，C：CD20，D：CD56，E：マクロファージ，F：陰性対照．CD8 のTリンパ球およ

びマクロファージの移植片への浸潤がみられた(矢印)．オリジナル倍率(A～F)×200．

図 30 ブタ角膜実質移植 か月後のカニクイサル角膜の免疫染色所見．

A：CD4，B：CD8，C：CD20，D：CD56，E：マクロファージ，F：陰性対照．マクロファージの移植片

への浸潤がみられた(矢印)．オリジナル倍率(A～F)×200．
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ずかに大きな値であった．

以上の結果から，ブタ角膜実質はα-galエピトープに

対する自然抗体を有する動物に移植された時，他の臓器

と異なり，超急性拒絶反応を起こすことはないことがわ

かった．これは移植されたブタ角膜実質に血管がなく，

α-galエピトープがほとんど発現していないためと考え

られた．ただし術後6か月まで観察した3眼のうち，2

眼においては移植片混濁，Tリンパ球やマクロファー

ジの浸潤がみられ，細胞性拒絶反応が発生していた．こ

の細胞性拒絶反応は，ステロイドなどの免疫抑制性の薬

剤を使用していない状態で術後数か月以上経ってから発

生していること，アログラフに対する拒絶反応と同様の

細胞成分が関与していることなどから，臨床で使用され

る程度の量のステロイドの使用で発生を予防できる可能

性が高いと推測された．

最近，α-galエピトープを作り出す酵素であるα-1,3

ガラクトース転移酵素をノックアウトしたブタが作製さ

れた ．ブタ組織のヒトへの移植を考えた時，α-galエ

ピトープは最初の大きな関門であることがわかっていた

ため，これを持たないノックアウトブタが作られたわけ

である．角膜においてはα-galエピトープがほとんど発

現していないため，角膜移植にはこうしたブタは必要な

いかも知れないが，術後数か月経ってから起きてきた細

胞性拒絶反応の原因がわずかに発現しているα-galエピ

トープが原因となっている可能性は否定できない．そう

した点を明らかにするために，α-galエピトープを持た

ないブタから得た角膜を移植する実験は検討に値する．

今回の実験の結果から，ブタ角膜実質は臨床応用を目

指した再構築角膜の角膜実質の材料として有望な候補で

あるといえる．ただし，ブタ組織を使用する際には感染

症に十分な注意が必要である．ヒトへの移植に使用する

ようなブタは厳重な衛生管理がされるから，細菌，寄生

虫，原虫などの感染症はあまり心配いらないであろう．

また，ブタでは今のところプリオン病はみつかっていな

い．一番問題になるのはブタ染色体に内在するレトロウ

イルスの感染である．これまでの報告 では，ブタ

の皮膚や膵臓ランゲルハンス氏島細胞の移植を受けたこ

とがあるか，肝不全や腎不全の治療のための体外環流時

にブタ細胞と自分の血液が接触したことのある患者の白

血球を用いPCRで検討した結果，ブタ内因性レトロウ

イルスの感染は1例もみなかったと述べられており，レ

トロウイルスの感染に関してもあまり心配いらないのか

も知れない．ただし，この結果もブタ組織移植時のレト

ロウイルスの感染を完全に否定するものではない．ブタ

組織をヒトに使用するのは奇異と思われるかも知れない

が，化学処理したブタの心臓弁はすでに，重症心臓弁障

害の患者の治療にこれまでアメリカを中心に7万人以上

の症例に使用されている ．化学処理したブタ心臓

弁は細胞成分がないため，レトロウイルス感染の危険性

はないわけである．ブタ角膜実質を再構築角膜の角膜実

質として使用する場合，細胞成分は必ずしも必要ではな

いので，レトロウイルスの感染の可能性をなくすために

無細胞化したブタ角膜実質を使用して作製した再構築角

膜の可能性について今後検討していく予定である．

図 33 ブタ角膜実質上に播種したHCEC．

内皮細胞密度は1,721±594/mmであった．

図 32 ブタ角膜実質移植 か月後のカニクイサル角膜

内皮沈着物の免疫染色所見．

A：CD4，B：マクロファージ．CD4 Tリンパ球お

よびマクロファージが内皮沈着物に含まれていた(矢

印)．オリジナル倍率(A，B)×200．
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3．小 括

人工実質・ブタ実質の応用の項を小括すると，①アル

カリ可溶化コラーゲンを用いて作製した人工実質は，透

明性・生体適合性・細胞接着性が良好であった．②ブタ

角膜では異種糖鎖抗原α-galエピトープの発現が少な

く，カニクイサルの角膜層間にブタ角膜実質を移植した

ところ，超急性拒絶反応は起こさないものの，術後数か

月を経て細胞性拒絶反応を起こした．③ブタ角膜実質

と培養HCECを用いて作製した再構築角膜は平均で

1,721cells/mmの細胞密度を持ち，ウッシングチャン

バーを用いた解析では，正常ブタ角膜内皮の60％程度

のポンプ機能を示した．

新しい角膜内皮細胞移植法の模索

ここまで検討してきた培養HCECを用いた角膜移植

は，他人由来のHCECを培養しそれを何らかのキャリ

アーに乗せて移植することを前提としていた．ここで

は，新しい角膜内皮細胞移植法として，自己細胞を使用

する移植法と角膜内皮細胞を直接前房内へ注入する方法

の可能性について検討した．

1．自己未分化細胞移植の可能性

ここまではいずれも他人の角膜内皮細胞を培養して使

用することを前提とした実験であった．アロの細胞であ

る以上は拒絶反応の可能性がある．そこで，自分の細胞

を再構築角膜に使用する可能性について検討した．自己

の細胞を使う場合，供給源としては自己の角膜内皮細胞

または自己の未分化な細胞を角膜内皮細胞へ分化させる

方法が考えられるが，ここでは自己の未分化な細胞を使

用する方法について検討した．未分化な細胞としては，

骨髄間質にいる間葉系幹細胞を考えた．間葉系幹細胞は

骨，筋肉，脂肪組織といった中胚葉系の組織に分化して

いく幹細胞であるが ，可塑性を有しており，神経系の

細胞に分化する可能性もあると考えられている ．

角膜内皮細胞がneural crest由来の細胞であることか

ら ，間葉系幹細胞が角膜内皮細胞へも分化する可能

性がある．

ラット骨髄細胞はオスルイスラット(4～6週齢)の大

腿骨，脛骨から分離した．麻酔下で下肢の筋肉をはく離

し，大腿骨，脛骨を取り出し，その両骨端を切断した．

18ゲージシリンジを用いて5mM のEDTAを加えた

Dulbecco phosphate buffered salineで骨髄内をフラッ

シュし，骨髄細胞を回収し，骨髄中の単核細胞をHis-

topaque 1083(Sigma社)を用いて分離した．得られた

骨髄単核細胞は蛍光色素DiIでラベルし，遊離色素の除

去のため十分洗浄した．液体窒素に数秒浸堰させた金属

プローブを麻酔下でオスルイスラット(8週齢)の角膜上

に5秒接着することにより，角膜内皮の脱落を誘導し

た．その後，前房内にラベルされた骨髄細胞をマイクロ

シリンジを用いて注入した(1×10/10μl)．骨髄細胞を

注入したラットの角膜内皮面をフラットマウントと凍結

切片で観察した．骨髄細胞注入2週間後に角膜を摘出

し，4％パラフォルムアルデヒドで10分間固定した．

角膜内皮細胞のマーカーとしてneuron specific enolase

(NSE) の発現を凍結切片における蛍光免疫組織化学

で観察した．固定した角膜は凍結包埋し，約8mmの

切片を作製した．切片は良く乾燥させたのち，5％ヒツ

ジ血清を室温で1時間添加した(ブロッキング)．ブロッ

キングの終了後，ウサギポリクローナル抗NSE抗体

(Chemicon社，2μg/ml)を4℃，12時間反応させた．

PBSで洗浄後，FITC-conjugated anti-rabbit IgG(Ve-

ctor社，100倍希釈)を二次抗体として用いた．サンプ

ルは蛍光顕微鏡(Leica Microsystems社)で観察した．

図 34 DiIラベルした骨髄単核細胞をラット前房内注入後 週目の内皮面．

NSEに染まる細胞が角膜内皮面にみられ(Aの矢印)，またDiI陽性の細胞も同様に内皮面にみられ(Bの矢

印)，両者に陽性の細胞も所々観察された(Cの矢印)．
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結果としては，角膜内皮のマーカーとして染色した

NSEに染まる細胞が角膜内皮面にみられ，またDiI陽

性の細胞も同様に内皮面にみられ，両者に陽性の細胞も

所々観察された(図34)．プレリミナリーな結果ではあ

るが，自己の未分化な細胞が角膜内皮様に変化できる可

能性を示唆する結果であった．

自己の細胞を角膜移植にできれば，角膜移植後拒絶反

応の問題がなくなる．術後長期間にわたり使用されてい

るストロイド剤の点眼や全身投与も，術後のごく短期間

に術後炎症をおさえるために最小限使用するだけでよく

なる．ステロイド使用に伴う緑内障や易感染性といった

問題がなくなり，角膜移植の成績の飛躍的な向上が予想

される．角膜移植に利用できる自己の細胞としては，ま

ず自己の角膜内皮細胞が考えられる．水疱性角膜症の角

膜においても角膜内皮は残存しており，この内皮細胞を

集めて，ex vivoで増殖させ数を増やして，元に戻すと

いう方法が考えられる．細胞の回収法や移植法など技術

的な問題の解決が必要であるが，検討に値する方法であ

る．もう一つの細胞ソースは，自己の体内にある未分化

な細胞である．血球や表皮，腸管上皮など次々と置き換

わっていく細胞には，その鋳型ともいうべき未分化な幹

細胞があることが知られていた ．近年，脳や網膜

といった組織を構成し置き換わらないと考えられてきた

細胞にも幹細胞のあることがわかってきた ．成人

の体内にあるこうした未分化な細胞はある程度の可塑性

をもっていることが指摘されており，今回検討した骨髄

中の間葉系幹細胞をneural crest由来の角膜内皮細胞に

分化させることも可能であると考えられる．今後，角膜

内皮細胞に分化したことを確認するための角膜内皮細胞

特異的なマーカーを特定し，未分化な細胞を角膜内皮細

胞に誘導するために必要な因子を明らかにしていくこと

図 36 鉄貪食 DiIラベルHCEC前房内投与 週後の

家兎角膜内皮面．

DiIラベルされたHCECがフラットマウントでの角

膜後面からの観察でも(A)，切片による観察でも(B)，

多数みられた．

図 35 鉄貪食HCEC前房内投与 週後の家兎角膜．

Iron群(C)ではクライオ群(A)や non-iron群(B)と比較

して角膜浮腫が早期に改善された．
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が課題である．

2．HCEC前房内注入による移植の可能性

次に，角膜内皮細胞の新しいdelivery法について検

討した．ここまで，角膜内皮細胞を何らかのキャリアー

に接着させてから移植に使用する方法について検討して

きた．水疱性角膜症のように角膜内皮のみが障害されて

いる場合，障害されている内皮細胞だけを移植できない

かと考えた．いわゆる細胞移植の考えを角膜内皮に当て

はめてみようというわけである．骨髄細胞を前房内投与

した実験からもわかるように前房内に内皮細胞を注入す

るだけではDescemet膜への細胞接着の効率が低いと考

え，鉄を貪食させた内皮細胞を前房内に投与し磁石によ

りDescemet膜に接着させる方法について検討した．

家兎角膜内皮細胞をHCECと同様の方法で継代培養

した．継代3代目の家兎培養角膜内皮細胞の培養液中に

spherical iron powderを 5μM/lになるように加え，培

養角膜内皮細胞に鉄を貪食させた．内皮細胞がconflu-

entとなった時点で，以下の in vivoの実験に使用した．

In vivoの実験として家兎角膜のクライオ傷害モデルを

使用した．液体窒素で先端を冷却した金属を家兎角膜に

9か所に各10秒間接触させ，これを2回繰り返して行

い角膜内皮細胞を脱落させた．前房洗浄により脱落した

角膜内皮細胞を除去した後，鉄を貪食させた家兎培養角

膜内皮細胞を30ゲージハミルトンシリンジで前房内に

投与した．術後，ネオジウム磁石(10Φ，5mm，Kenis

社)を眼瞼上に24時間テープで固定して磁場により培養

角膜内皮細胞のDescemet膜への接着を図った．以上の

操作を加えたものを iron群とし，クライオ傷害後前房

洗浄のみした群をクライオ群，クライオ傷害後，通常の

家兎培養角膜内皮細胞を前房内投与した群をnon-iron

群とし，各4眼行った．術後8週目まで前眼部観察，超

音波パキメータによる角膜厚測定，pneumatic applana-

tion tonometer(Model 30 classic，Mentor社)による

眼圧測定を行った．

術後4週目の時点では，iron群では他の2群と比較

して角膜浮腫が早期に改善された(図35)．Iron群，ク

ライオ群，non-iron群それぞれにおける角膜厚は，術

後2週目で547±156μm，1140±84.6μm，1133±53.7

μm，術後4週目で508±101μm，999±155μm，1034

±96.7μm，術後8週目で432±42.1μm，995±197μm，

1081±77.7μmと，術後2週目以降 iron群で他の2群

より有意に角膜厚が小さくなった(p＜0.05，一元配置

分散分析およびScheffe多重比較)．いずれの群も，経

過観察した8週の間，眼圧の上昇はみられなかった．

前房内投与した内皮細胞の行方をみるために，鉄を貪

食させた家兎内皮細胞をさらにDiIラベルして，クライ

オ傷害モデルの家兎前房内に投与した．術後4週間目，

iron群の角膜内皮面においてDiIラベルされた細胞が，

フラットマウントでの角膜後面からの観察でも，切片に

よる観察でも多数みられたのに対して(図36)，non-

iron群や negative control群ではDiIラベルされた細

胞はわずかにみられるのみであった．Iron群でも，投

与したすべての細胞がDescemet膜に接着できたわけで

はなく，術後2日目，切片で観察したところ，隅角部に

DiIラベルられた細胞がみられた(図37A)．隅角部から

眼外に排泄されたと考え，肝臓と脾臓を観察したとこ

ろ，肝臓にはDiIラベル細胞はみられなかったが，脾臓

には多数のDiIラベル細胞がみられた(図37B)．

以上の結果から，鉄を貪食させた培養角膜内皮細胞を

前房内に投与し磁石により内皮面に接着させる方法は，

有効な培養角膜内皮細胞の投与方法であることがわかっ

た．臨床応用する場面を考えると，水疱性角膜症のよう

な角膜内皮だけが障害されている症例にこの内皮投与法

を応用できれば，現在行われている角膜移植術に伴う術

中・術後合併症の多くが解決されることになる．また，

自己の細胞を応用する方法とこの方法を組み合わせれば

拒絶反応のないより安全な方法となり得る．ただし，こ

の方法には，解明すべき問題点がある．1つ目は，Des-

cemet膜に接着できなかった細胞による合併症である．

前房内投与したHCECが隅角部を閉塞することになれ

図 37 鉄貪食 DiIラベルHCEC前房内投与後の細胞

の行方．

隅角部(Aの矢印)と脾臓(B)にDiIラベルされた細胞

がみられた．
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ば緑内障となるし，虹彩面上に接着した細胞が irido-

corneal endothelial症候群でみられるような虹彩の変

化を引き起こす可能性もある．今回の実験では細胞投与

後8週目まで観察し，眼圧の上昇はみられなかったが，

より長期の観察が必要である．2つ目の問題点は，鉄漏

出によるジデローシス発生の可能性である．鉄を貪食さ

せた細胞を眼内に投与する方法であるため，細胞内の鉄

が漏出して，網膜などの眼内の組織に傷害を与える可能

性は否定できない．この点に関しても，細胞投与後長期

にわたっての眼組織の組織学的観察，網膜電図(ERG)

などでの機能的な解析が必要である．動物実験での長期

的な検討でこうした問題点がないことを確認した時に始

めて臨床応用への道が開ける．

3．小 括

新しい角膜内皮細胞移植法の模索の項を小括すると，

①ラット前房内へ投与されたラット骨髄中の単核球が

Descemet膜上に接着して角膜内皮様に変化し，自己の

未分化な細胞が角膜内皮様に変化できる可能性が示唆さ

れた．②鉄を貪食させた培養角膜内皮細胞を前房内に

投与した後，磁石でDescemet膜に接着させる内皮細胞

の細胞移植が有効である可能性が示された．

お わ り に

培養HCECを用いた角膜移植を臨床応用可能にする

ために今後何をなしていくべきか，という観点から今後

の課題を考えると，①本研究により正常角膜の50～

70％の機能を持つ再構築角膜を培養ヒト角膜内皮細胞

を用いて作製することが可能であることがわかった．た

だし，現在の全層角膜移植術がかなりの成功を収めてい

る以上，再構築角膜を臨床応用するためには正常角膜に

匹敵するあるいはそれを超える機能・性状を有する再構

築角膜を作製することが必要である．それを実現してい

くためには，倫理的問題をクリアーした上で胎児などか

ら採取し2～3代のごく少ない継代をした角膜内皮細胞

を用いたり，播種した内皮細胞の密度をさらに高める方

法を開発したりするなど，角膜内皮細胞培養法や細胞播

種法において，さらなる改良を加えていく必要がある．

②供給源に限りのあるヒト角膜実質に代わる再構築角

膜の実質としては，ブタ角膜実質が有望と考えられた．

レトロウイルス感染を予防するため無細胞化したブタ角

膜実質の有効性について今後検討していく予定である．

③自己未分化細胞の応用に関しては，角膜内皮細胞特

異的マーカーの特定，未分化細胞の角膜内皮への分化誘

導に必要な因子の検討などを課題としてさらなる探求を

進めたいと考えている．④培養角膜内皮細胞の前房内

投与は，動物実験により長期的な安全性が確認できれ

ば，有効な方法になり得ると考えられた．

稿を終えるに当たり，宿題報告の機会を与えていただきま

した日本眼科学会評議員各位，日本眼科学会会員各位，なら

びに第106回日本眼科学会総会長の玉井 信教授(東北大

学)，座長の労をお取りいただいた本田孔士教授(京都大学)

に心より深謝申し上げます．
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Comment：北野 周作

大変興味深く拝読し，感銘を覚えた．

培養した角膜の細胞や，人工実質，ブタ角膜実質などを用いて，臨床応用可能な再構築角膜を作

ることは，もはや夢物語ではなくなったのである．

私の留学時代(1963-1965)，ボストンのMEEで，ボスのC.H. Dohlmanがプラスチックの人工

角膜の臨床応用で悪戦苦斗していたのが思い起こされる．

本論文は特に角膜内皮細胞を中心に，培養した角膜内皮細胞を用いて角膜の再構築が可能かを研

究したものである．仔ウシ角膜内皮細胞の産生する細胞外基質(ECM)を用いたのが，安定してヒ

ト角膜内皮細胞(HCEC)を培養できたkey pointと思われる．

ここを起点に，再構築角膜の作製が試みられ，内皮細胞密度が2,000/mm 以上，そしてウアバ

インによる抑制で確認された内皮のポムプ機能が正常の75％に達することなどが明らかにされ，

再構築角膜の機能が ex vivoで確かめられ，次の in vivoでの有効性の検討へと研究が進められて

いる．

家兎における再構築角膜移植群では，術後6か月の観察期間中透明性が保たれ，培養したHC-

ECが生体内で機能した結果とのことであるが，どの程度長期にHECEが生存し，機能している

のか今後の検討を是非続けていただきたい．

再構築角膜の実質の候補として，ブタ角膜実質が検討されている．超急性拒絶反応は起さず，許

容量のステロイドで抑制可能な程度の細胞性拒絶反応がみられている．これに対しては，α-galエ

ピトープを持たないブタ，あるいは無細胞化したブタ角膜実質の使用が今後考えられている．

手近な材料として，臨床応用が最も早く期待されるものである．

角膜移植の患者は，そのquality of life(QOL)を考えると一刻も早く視力を回復させてあげた

い．感染，免疫などの課題の早期解決が望まれる．

最後に残された問題が自己未分化細胞移植であり，骨髄単核細胞が角膜内皮様に変化できる可能

性が示唆されている．

特に水疱性角膜症の症例では，HCEC前房内注入による移植が可能となれば，大きな福音とな

るであろう．


