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要 約

幹細胞を用いた再生医学的手法による ocular surface

の外科的再生は次世代の治療法である．この治療方法を

両眼性の重症眼表面疾患に適用することを考え，同種

(アロ)角膜上皮細胞および自家(オート)口腔粘膜上皮を

羊膜上に培養して上皮シートを作製し，移植する方法を

検討した．このため，まず第 に，従来のアロ角膜上皮

移植成績を要約して有効率を明らかにした．さらに，

keyhole limpet hemocyanin抗体(KLH)を用いた Th

から Th へのシフトによる免疫反応抑制方法が有効で

あることを示した．第 に，羊膜をキャリアーとしたア

ロ培養角膜上皮 stem cell移植術を詳細に検討した． T-

線維芽細胞との共培養，細胞分化誘導のための air-

lift法，ヒト角膜上皮 stem cellの羊膜上での培養によ

り細胞シートを作製した．この培養角膜上皮細胞シート

は角膜上皮特異的ケラチン と ，tight junction関

連蛋白，そしてテロメラーゼ活性を示した．アロ培養角

膜上皮シートは， への移植で生着し，急性期の

Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡，角膜腐食など

に劇的に奏効した．しかし一部では拒絶反応，日和見感

染症のような術後合併症を生じた．第 に，オート培養

口腔粘膜上皮移植法の確立を目指して，羊膜上で家兎培

養口腔粘膜上皮シートを作製し，移植実験を行った．培

養口腔粘膜上皮シートは角膜上皮細胞層に類似した組織

像を示し，角膜特異的ケラチン を発現した．家兎の自

家移植では，移植上皮シートは眼表面に生着し，角膜透

明性が回復した．培養口腔粘膜上皮シートは角膜上皮層

の代用となる可能性が示された．第 に，同様の手法を

用いて，羊膜上に移植可能なヒト培養角膜内皮細胞シー

トを作製し，これを家兎に異種移植し，短期生着状況を

検討した．角膜内皮細胞密度は , cells/mm 以上で

移植でき，移植後もポンプ機能が働いていることを示し

た．最後に，ヒト角膜上皮 stem cellを示す幹細胞マー

カーを探索する目的で，レーザーマイクロキャプチャー

法と独自開発した遺伝子発現解析技術(iAFLP)を用い

て，角膜上皮 stem cellが存在するとされる角膜輪部基

底細胞から，幾つかの幹細胞マーカー候補を同定した．

(日眼会誌 ： ― ， )
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緒 言

角膜疾患の中で治療に難渋するものは重症眼表面疾患

である．Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡，薬剤性

偽眼類天疱瘡，さらには角膜腐食などがこの範疇の疾患

としてとらえられている．これらの疾患への根本的な外

科的治療は，瘢痕期まで待つというのが国際的にも広く

認められた現在の考え方である．我々は自己結膜上皮移

植に始まり ，アロ角膜上皮移植 ，羊膜移植 へ

と発展した眼表面再建術(ocular surface reconstruc-

tion)が主として瘢痕期の病態を治療する方法であるこ

とから，急性期の病態にアプローチできる新しい外科的

治療方法を模索してきた．その一つが培養角膜上皮など

の粘膜上皮でシートを作製し，急性期の大きな角結膜上

皮欠損を被覆し，角膜実質を含めた創傷治癒過程を改善

しようという発想である．方法には様々なものが考えら

れる．角膜上皮細胞だけでシートを作製する ，角

膜上皮細胞を合成高分子，コラーゲン，フィブリンなど

の基質上で培養してシートを作製する ，羊膜のよ

うな生体素材を基質として角膜上皮細胞シートを作製す

る ，などである．その中で，我々は羊膜を基質と

するアプローチで培養上皮シート作製を研究してきた．

一方で，角膜上皮細胞移植を考えた場合，角膜上皮ステ

ムセルの特異的マーカーを発見することは，培養角膜上

皮細胞の質的向上には必須のことである．このような考

え方から，過去数年にわたって我々が研究してきたいく
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tunistic infection. Third,to establish the transplan-

tation of the autologous cultivated oral mucoasal
 

epithelial sheet, we performed animal experiments
 

using rabbits. oral muscosal epithelial sheet
 

showed histology similar to that of  corneal
 

epithelial sheet. It expressed positive keratin as
 

well. Since the autologous transplantation of this
 

sheet survived on the ocular surface with the recov-

ery of corneal transparency,a cultivated oral muco-

sal epithelium may become a substitute for corneal
 

epithelium. Fourth,we created a cultivated human
 

corneal endothelial cell sheet on amniotic membrane
 

using a similar technique, and transplanted it to a
 

rabbit eye as a xenograft.The transplanted corneal
 

endothelial cell density was over , cells/mm ,

and it was actively functioning even after the trans-

plantation. Lastly, to explore cell markers for cor-

neal epithelial stem cells,we established a technique
 

using laser micro-capture,and introduced amplified
 

fragment length polymorphism(AFLP),identifying
 

several candidate molecules as stem cell markers.

(J Jpn Ophthalmol Soc ： ― , )

Key words：Ocular surface, Corneal epithelium,

Oral mucosal epithelium, Corneal en-

dothelium, Tissue engineering, Stem
 

cell,Amniotic membrane.

Ocular surface reconstruction by tissue engineer-

ing using somatic stem cells is a second-generation
 

modality.In order to treat bilaterally affected, se-

vere ocular surface disorders, we investigated the
 

transplantation of two types of cultivated mucosal
 

epithelia: allogenic corneal epithelial stem cells,and
 

autologous oral mucosal epithelial cells. For this,

first,we summarized the clinical results of allogenic
 

keratoepithelioplasty and limbal transplantation.In
 

addition, we showed that the immunological shift
 

from Th to Th by using keyhole limpet hemocya-

nin was effective in suppressing the incidence of
 

immunological rejection. Second, we investigated
 

the transplantation of cultivated human corneal
 

epithelial stem cells onto amniotic membrane. The
 

cultivated sheet was created by co-culture with T

fibroblasts,using the air-lift method,in cultivating
 

the corneal epithelial stem cell on the amniotic
 

membrane.These cultivated cells demonstrated posi-

tive keratin and specific to  corneal
 

epithelium, tight junction related proteins, and
 

telomerase activity. The transplanted allogenic
 

human corneal epithelial sheet survived on the cor-

neal surface in all cases,and was quite effective for
 

achieving ocular surface stability in the acute phase
 

of Stevens-Johnson syndrome, ocular cicatricial
 

pemphigoid, or chemical injury. However, a few
 

cases developed immunological rejection or oppor-
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つかの研究成果をここに要約して記述する．基礎的研究

が臨床的な広がりを見せつつあるという意味では興味深

い成果もあるが，基礎的研究としては不明な点が多く，

今後のさらなる研究成果が待たれるところである．

Ocular surface再建のためのアロ角膜

上皮移植術

1．臨床における角膜上皮移植術

１)角膜上皮移植術の開発の経緯

1977年，Thoftら によって提唱された，角膜上皮

と結膜上皮を一体としてとらえようとするocular sur-

faceという概念は，眼表面疾患のとらえ方と治療の考

え方に大きな変革をもたらした．この考え方の中から，

角膜上皮ステムセルの存在 や，その臨床的な指標とし

てのpalisades of Vogtの存在 が注目されるようにな

り，従来の角膜移植術では対応し得なかった幹細胞疲弊

症と総称される疾患群が治療の対象として取りあげられ

るようになった ．このような背景のもとに，allograft

(アロ)角膜上皮移植術が開発され ，術後長期の経過

観察のプロセスから，その適応と限界が明らかにされる

とともに，近年の新しい角膜上皮移植法へと進歩を遂げ

てきた．当然のことながら，片眼性の例にはautograft

の角膜輪部移植も行われてきた ．

角膜上皮ステムセルの存在は，角膜上皮に特異的なケ

ラチン3，12陰性の細胞群が輪部基底細胞に存在するこ

と ，この細胞がBrdUのパルスラベルで初めて染まる

slow cycling cellであること ，輪部上皮細胞が旺盛な

outgrowthで証明される高い増殖能を持ち ，増殖因子

によく反応し ，角膜上皮に障害が生じると活発に増殖

すること ，輪部に眼表面の腫瘍が生じやすいことなど

から想定されてきた ．この細胞は自己複製能，多分化

能をもった，組織特異的ステムセルと考えられており，

ステムセルの疲弊した状態では，角膜上を補うべき角膜

上皮細胞が不足し，結膜上皮が角膜上に侵入して，結膜

上皮とその上皮下線維組織によって置換された状態にな

ると考えられている．こうした角膜上皮ステムセルが消

失する角結膜上皮疾患としては，先天欠損の無虹彩症，

急性喪失の化学腐食，Stevens-Johnsom症候群，慢性

疲弊の眼類天疱瘡などを挙げることができる ．

幹細胞疲弊症に対するアロ角膜上皮移植術には，tra-

nsient amplifying cell(TA cell)を角膜表層実質ととも

に移植する角膜上皮形成術(keratoepithelioplasty) お

よび，角膜上皮幹細胞を含む輪部組織を移植する輪部移

植(limbal transplantation) がある．これらの上皮移

植術を考える場合には，対象となる眼表面疾患のocu-

lar surfaceの涙液層，結膜上皮層の観察，特に上皮の

異常分化(角化)と上皮下線維組織増殖の程度の評価が重

要である．その一つの方法として，impression cytol-

ogyを用いた結膜杯細胞頻度を指標とした結膜上皮の分

化を評価する方法が簡便でかつ有用である．原発性の幹

細胞疲弊症では，結膜上皮に分化異常が証明され，細胞

の核細胞質比は減少して扁平上皮化生を生じ，結膜杯細

胞は観察されず，病的な角化の像を示すからである ．

結膜上皮の分化の過程には，細胞周囲の外部環境が大

きくかかわっていることが知られている．例えば，角膜

実質内に移植された結膜上皮は，角膜上皮に特異的とさ

れるケラチン3を発現し得るが，塩基性線維芽細胞増殖

因子(FGF2)で角膜新生血管を生じさせておくと，移植

された結膜上皮は，角膜上皮様に分化転換されないとい

う．さらに，病的角化の背景には，transglutaminase1

(TG-1)の発現が強く関与していることも証明されてお

り ，Stevens-Johnson症候群ではTG-1が強く発現し，

上皮基底細胞におけるKi67の発現と増殖能が亢進して

いる ．さらに，臨床的には炎症反応のみられないSte-

vens-Johnson症候群の瘢痕期結膜にも炎症性サイトカ

インの発現が証明されている ．すなわち，Stevens-

Johnson症候群を始めとする原発性の角結膜上皮疾患に

対するアロ角膜上皮移植が困難な背景には，持続する炎

症が上皮角化，線維性増殖を誘導して，上皮移植の長期

成績を低下させる要因となっていることが明らかになっ

てきた．このために，羊膜移植 や0.04％マイトマイ

シンCの術中塗布が用いられるようになってきたが，

その作用機序としては結膜下線維芽細胞の増殖抑制と浸

潤炎症細胞の活性抑制効果の両者が関与していると推測

される．さらに，近年，培養角膜上皮シート移植による

速やかな上皮化が，術後早期の消炎に劇的に奏功するこ

とがわかってきた ．

２)角膜上皮移植術の成績

角膜上皮移植術の対象疾患は，その目的により大きく

2つに分類される．1つは健常な角膜上皮の供給による

視力改善およびocular surfaceの安定を目的とするも

ので，この対象となる疾患群は，Stevens-Johnson症候

群(SJS)，眼類天疱瘡(OCP)，化学・熱による角膜腐食

(角膜腐食)などの瘢痕性角結膜疾患と，膠様滴状角膜ジ

ストロフィ(GDLD)，Salzmann角膜変性(SCD)などの

上皮変性疾患である．いま1つは原疾患の治療を目的と

して行うもので，蚕食性角膜潰瘍を代表とする周辺部角

膜潰瘍(周辺部潰瘍)，角結膜上皮腫瘍(腫瘍)，再発翼状

片などである．我々の施設においても，1992年4月か

ら上述のような疾患に対して角膜上皮移植術を行ってき

た．その中で，術後2年以上にわたって経過観察を詳細

に行うことのできた79例85眼の成績を検討した．対象

となった症例は男性52例57眼，女性27例28眼であ

り，手術時平均年齢は53±18(平均値±標準偏差)歳(20

～80歳)，術後平均観察期間は4年1か月±2年(平均

値±標準偏差)(2～8年10か月)であった．対象疾患は，

健常な角膜上皮の供給による視力改善および上皮安定を

目的としたものが42例47眼であり，その内訳は，SJS
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8例8眼，OCP 3例3眼，角膜腐食14例18眼，原因不

明の特発性角結膜上皮症(OSD)7例7眼，GDLD 6例6

眼，SCD 4例5眼であった．一方，原疾患の治療を目

的とした疾患群は37例38眼で，周辺部潰瘍11例12

眼，腫瘍7例7眼，再発翼状片19例19眼であった．視

力改善および上皮安定性獲得目的で手術を行った症例

のうち，術後2年の時点で2段階以上の視力改善および

上皮安定の得られた症例は39眼(83％)であり，SJS・

OCPで82％，角膜腐食で78％，OSDで71％であっ

た．GDLDと SCDでは，全例で視力の改善および上皮

安定が得られた．

これら症例の術前と術後2年の矯正視力を図1に示

す．術前より矯正視力が低下した症例は角膜腐食の4眼

のみであり，これらのうち2眼は木下分類のグレード

4，他の2眼は急性期症例であった．術前より視力低下

した時点，あるいは角膜への高度な結膜侵入を生じた時

点を 不成功」と定義したKaplan-Meier生存曲線を図

2に示す．GDLDと SCDでは術後5年を経過しても成

功率100％を維持しており，SJS・OCPと角膜腐食でも

70％以上，OSDで60％以上の成功率を得ていた．一

方，原疾患の治療を目的とした症例では，原疾患の再発

抑制率は術後2年の時点で92％(35/38眼)であり，周辺

部潰瘍で100％，腫瘍で86％，再発翼状片で89％であ

った．原疾患の再発した時点を 不成功」と定義した

Kaplan-Meier生存曲線を図3に示す．周辺部潰瘍では

100％，再発翼状片では約90％の成功率が得られてい

た．以上から，ドナー角膜から lenticuleを作製して行

うアロ角膜上皮移植術は，術後長期にわたり視力改善，

上皮安定，原疾患の再発抑制において有効であると考え

られた．

３)ドナー角膜上皮の運命

角膜上皮移植術では，viabilityの高い角膜上皮細胞

を如何に供給できるかにかかっている．理論的には，ア

ロ角膜上皮細胞は増殖能が継続する限り再生上皮細胞を

供給することになるが，実際には拒絶反応や増殖能の低

下，さらには再生上皮の中央向きの動き によりホスト

結膜上皮細胞に徐々に置換されていくことが知られてい

る ．我々の行ってきた角膜上皮移植術では，いったん

生着した角膜上皮の運命は3つのパターンをとることに

なる．①ドナー角膜上皮が生着する，②ホスト結膜上

皮に置換され，その上皮は角膜上皮化生し，透明性の高

い上皮として維持される，③炎症の再燃，感染症，拒

絶反応などで血管侵入を伴った結膜上皮に置換される

(図4)．しかし，どの程度の期間を経てこの変化が進行

しているのかは不明な点も多い．我々は角膜上の表層上

皮を面状に採取できる impression cytologyと fluorese-

nce in situ hybridizatiom(FISH)法を組み合わせるこ

とにより，角膜上皮移植後のドナー細胞生着状態を検討

した．対象としてドナーとホストで性別の異なる症例を

選択し，上皮細胞の性染色体を判別することによりドナ

ー由来かホスト由来かを検討した．FISH法ではX染

色体はローダミンで赤蛍光色に，Y染色体はフルオレ

セインで緑蛍光色にラベルした ．二次元的な表層上皮

細胞は，XX染色体あるいはXY染色体の細胞群のみで

構成されるパターン，両者の細胞がモザイク状に存在す

図 1 角膜上皮移植術の術前術後矯正視力．

◇：Stevens-Jonson症候群(SJS)，△：眼類天疱瘡

(OCP)，□：角膜腐食，×：GD，○：Salzmann

角膜変性(SCD)，＋：特発性角結膜上皮症(OSD)

図 2 視力改善を目的とした角膜上皮移植術の

術後成績．

図 3 原疾患の治療を目的とした角膜上皮移植術の

術後成績．
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るパターンのいずれかであった(図5)．角膜上は，移植

初期にはドナー角膜上皮のみで被覆されていたが，その

後ドナー，ホスト上皮がモザイク形成を見せながら最終

的にはホスト上皮のみに置換された．今回の検討では，

角膜上皮形成術を施行した症例でも術後5年以上でド

ナー角膜上皮の生着がみられることがあり，ドナー周辺

部角膜を用いた上皮移植でも長期間にわたり上皮細胞増

殖能を保持する例があることが判明した(図6)．臨床的

には，移植されたドナー角膜上皮あるいは角膜上皮化生

したホスト結膜上皮により被覆されている状態であれ

ば，視力回復が得られた手術成功例であると考えられ

た．

2．実験的アロ角膜上皮移植における免疫反応抑制法

アロ角膜上皮移植，特に輪部移植では，拒絶反応を回

避することがステムセルを温存する唯一の方法であり，

手術の成否を決定する．そこで，アロ輪部移植における

拒絶反応は，主にT-helper1型(以下，Th1)の反応，

すなわち，遅延型過敏反応によって生じるため ，これ

に相対するT-helper2型(以下，Th2)の反応を強力に

誘導し，Th1反応を抑制させ，拒絶反応を抑制できる

か否かをマウスの系を用いて検討した．今回は，この目

的のために，Th2反応を誘導するkeyhole limpet he-

mocyanin抗原(以下，KLH) の有効性を検討した．

誘導方法は，ホストであるBALB/cマウス(H-2)の

腹腔内に不完全フロインドアジュバンドと混合したKL-

H(50μg)を投与し，28日後に完全フロインドアジュバ

ンド(以下，CFA)と混合したKLH 50μgを頸部皮下に

再度免疫した．対照群はCFAのみで免疫した．再免疫

と同時に，B10. D2マウス(H-2)をドナーに用いた角

膜輪部移植を行った．移植方法は，全角膜上皮および輪

部とその周辺結膜上皮を完全に擦過除去したBALB/c

マウス角膜輪部に，角膜内皮を除去して角膜輪部をらせ

ん状に切除したドナー輪部移植片を11-0ナイロン糸5

針で端端縫合した(図7)．術後から毎日，スリットラン

プを用いて角膜混濁を5段階で評価し(score：0＝透明

角膜，1＝軽度角膜上皮浮腫，虹彩血管明瞭透見，2＝び

まん性角膜混濁，虹彩血管不明瞭透見，3＝角膜混濁，

虹彩血管不透見，4＝前房不透見)，score2以上を拒絶

反応陽性とした．同時に，角膜上皮再生を0.5％メチ

レンブルー染色で観察した．さらに，角膜侵入血管を各

象現毎に評価し(score：0＝侵入血管なし，1＝移植片を

越さない血管侵入，2＝角膜中心までの距離1/2に達し

ない血管侵入，3＝角膜中心に達しない血管侵入，4＝角

膜中心部に達した血管侵入)，比較検討した．

その結果，対照群(n＝18)では移植3日後から角膜混

濁が出現し，移植10日後にはすべて拒絶された．一方，

Th2反応誘導群(n＝15)では透明生着率が有意に上昇し

た(拒絶率40％，p＜0.001)(図8)．角膜血管侵入は移

植7日後の実験群で有意に抑制されており(p＜0.01)，

観察終了時まで抑制されていた(p＜0.01)(図9)．移植

後の組織所見においては，対照群で角膜実質内に多数の

浸潤細胞と血管侵入をみたのに対して，Th2反応誘導

群では浸潤細胞はほとんどみられず，角膜実質内に血管

侵入もみられなかった．

図 4 アロ角膜上皮移植後の眼表面の推移．

アロ角膜上皮移植術後の眼表面は3つのパターンの運命をたどる．

図 5 FISH法による移植細胞の同定．

ドナーとホストの性不一致例の impression cytologyで

X染色体を特異的に認識するプローブ(オンジ色)とY

染色体を特異的に認識するプローブ(黄緑)を使用して

FISH法でホスト上皮細胞とドナー上皮細胞の存在を調

べた．FISH：fluorescence in situ hybridization
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角膜輪部移植は全層角膜移植とは異なり，ドナーの抗

原提示細胞を含む移植であること，血管，リンパ管，抗

原提示細胞の豊富な角膜輪部に移植を施行することによ

り，抗原提示されやすく，高率に拒絶反応が生じる．こ

のため，マウスモデルにおける輪部移植の検討では，心

臓移植などとほぼ同時期に拒絶され，その拒絶日数は移

植後約10日であった．このように，免疫寛容が存在し

ない角膜輪部移植においては拒絶反応を抑制するため

に，ステロイドや免疫抑制薬の投与が必須であると同時

に，その副作用が問題視されている．そこで，Th2反

応の誘導によるTh1/Th2バランスの操作を行い，Th

1反応を抑制する検討を行ったところ，アロ角膜輪部移

植においても有用であり，拒絶反応を抑制でき得ること

が明らかとなった．奏効機序としては，強いTh2反応

時に産生される大量のインターロイキン(IL)-10が大き

く関係していることが想像される．IL-10は抗炎症作用

を有しており ，Th1型炎症性サイトカインの産生

を抑制し，抗原提示細胞表面のclassⅡ(MHC)発現を

減弱させて抗原提示を抑制する作用を有している

．この作用が拒絶反応抑制や血管侵入抑制に関与して

いる可能性が推測された．このような方法は，アロ角膜

上皮移植の拒絶反応のようなTh1型反応の抑制方法と

して，今後大いに期待されるものである．

羊膜をキャリアーとした培養細胞シート

移植法

1．培養角膜上皮ステムセル移植

１)我々の培養角膜上皮シート作製法の変遷

培養角膜上皮シートの作製法にはいくつかの方法が報

告されているが，我々は羊膜を基質として，またキャリ

アーシートとして使用する方法を試みた．何故なら，

1980年代から試みられてきた培養上皮シート作製の研

究で，in vivoへ培養上皮細胞を移植生着できたことを

直接的に証明した報告は我々の知る限り存在せず，この

研究の初期段階では羊膜という 未知の天然基質の魅

力」 ，例えばⅣ型，Ⅴ型コラーゲンの豊富な基質で

図 6 FISH法による眼表面上皮細胞の推移の解析．

眼表面の上皮細胞は術後早期にはドナー上皮のみで構成

されるが，やがてホスト上皮とのモザイクとなり，最終

的にはホスト上皮に置換される．驚くべきことに，角膜

上皮形成術(KEP)の1例(矢印)で術後5年という長期

においてもドナー上皮がほぼ完全に残存している症例が

あった．

図 7 マウス輪部移植実験の概略．

ドナー輪部をらせん状に切除 lenticule(1×10mm)を作

製．ホスト上皮を輪部外側まで擦過除去し，輪部にド

ナーlenticuleを 11-0ナイロン糸で5針端端縫合．

図 8 上皮移植術後の生着率の比較．

対照群(■，n＝18)は，移植3日後から角膜混濁が出現

し，移植10日前後にすべて拒絶された．それに対し

keyhole limpet hemocyanin(KLH)投与群(●，n＝15)

では有意に透明生着率が上昇した(拒絶率40％， ：p＜

0.001)．

図 9 上皮移植術後の血管侵入の推移．

移植7日後において，対照群(●)とKLH投与群(■)に

は有意な差が存在し(p＜0.01)，観察終了時まで抑制さ

れていた(p＜0.01)．
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ある，からスタートしようと考えたのである．

(1)羊膜の採取と保存

羊膜の採取と保存の方法は，京都府立医科大学倫理委

員会において1998年1月に承認された方法に従った ．

具体的には，全身合併症のない帝王切開予定の妊婦で，

3か月以内の血清検査で感染症(B型，C型肝炎，梅毒，

ヒト免疫不全ウイルスなど)が陰性である人を対象とし，

羊膜の採取ならびに臨床使用について文書による同意を

得た上で帝王切開時に羊膜を採取した．産科分娩室で帝

王切開時に取り出された胎盤から無菌的に羊膜を採取し

洗浄した後，抗生物質を添加した50％グリセロール/

Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM)中で

－80℃の冷凍庫に保存した．

(2)角膜上皮ステムセル培養の基質としての羊膜の検

討(上皮あり，上皮なし羊膜の比較)

羊膜上皮ありと，上皮なしの羊膜を基質として用いて

家兎の角膜上皮細胞を培養し，角膜上皮の伸展面積と，

組織学的構造を比較した．羊膜上皮なしの羊膜は，凍結

保存した羊膜を0.02％EDTA中に浸し，37℃で2時間

インキュベートした後，羊膜上皮を機械的に掻爬したも

のを用いた．

全身麻酔下で5匹の家兎の角膜中央部および輪部か

ら，直径3mm，厚さ100μmの角膜片を採取し，角膜

片各一個を羊膜上に置き，マイトマイシンCで処理し

た3T3fibroblastとともに28日間培養した．培養液

は，DMEM とHamF-12培養液を1：1で混合したも

のに，ウシ胎仔血清，インスリン，コレラトキシン，上

皮細胞増殖因子(EGF)および抗生物質を添加したもの

を用いた．培養開始5，7，14日後に培養角膜上皮を羊

膜ごとエタノールで固定した後ヘマトキシリンで染色

し，写真撮影後，コンピュータに画像を取り込み，NI-

H imageを用いて上皮細胞伸展面積を測定した．さら

に，培養開始7，21，28日後に，培養角膜上皮の組織学

的構造を走査および透過電子顕微鏡を用いて観察した．

培養上皮の伸展面積を比較した結果を図10に示した．

角膜中央上皮の伸展面積は，上皮あり羊膜の上では

1.82±2.62(平均値±標準偏差)mm，上皮なし羊膜の

上では131.83±28.31mm，輪部上皮の伸展面積は，

上皮あり羊膜の上では4.58±4.56mm，上皮なし羊膜

の上では505.39±134.20mmであった．角膜中央部上

皮および輪部上皮は，上皮ありの羊膜に比べて，上皮な

しの羊膜の上では有意に速い速度で伸展した．

走査電子顕微鏡による観察では，上皮ありおよび上皮

なしの羊膜の上に，時間経過とともに角膜輪部上皮が伸

展していく様子がみられ，細胞間に密な接着が形成され

る様子が観察された(図11)．また，上皮あり羊膜の上

では，羊膜上皮の微絨毛の上に被さるように角膜上皮が

伸展していく様子が観察された．光学顕微鏡および透過

電子顕微鏡による観察では，上皮あり羊膜の上には4層

程度の角膜上皮が重層化しており，基底部には羊膜上皮

と思われる細胞内顆粒を含む細胞がみられ，その上に位

置する培養角膜上皮細胞との間にデスモゾーム構造がみ

られた(図12)．上皮なし羊膜の上には，4～6層に重層

化した角膜上皮がみられ，円柱形の基底細胞から，扁平

な翼細胞様の表層細胞へと形態的に分化した細胞層を形

成していた(図13)．角膜上皮細胞間にはデスモゾーム

が基底細胞と羊膜基質の間には部分的に基底膜が形成さ

れていた．

これらの結果から，羊膜上皮を除去した上皮なしの羊

膜は，角膜上皮細胞の基質として適しており，上皮なし

の羊膜を基質として用いることにより，in vivoの角膜

上皮に類似した，形態的に分化し重層化した上皮細胞層

を再現することが可能であることが判明した ．

(3)家兎を用いた自家培養角膜上皮ステムセル移植

以下の動物実験は，すべてARVO statement for
 

Animal Research in Ophthalmic and Vision Research

および京都府立医科大学動物実験委員会において承認さ

れた方法に従って行った．

全身麻酔下で，7匹の家兎の片眼に輪部から5mm外

側まで含めた深さ約100μmの角膜表層切除を行い，外

傷眼を作製した．外傷を作製した家兎のうち，4匹の正

常眼から2mm四方の小角膜輪部片を採取し，羊膜上

皮を除去した羊膜の上で3週間培養した．培養方法は，

Rheinwaldら が報告している皮膚培養の方法を応用

して3T3fibroblast cellとの共培養，培養上皮の表面を

空気に触れさせるair-lifting などの手法を用いた．外

傷を作製して1か月後に，すべて結膜上皮で覆われた家

兎眼に対して，再び輪部から5mm外側まで含めた表

層角膜切除を行い，角膜輪部上皮を培養していた4眼で

は直径7mmの自家培養角膜上皮を羊膜ごと移植した．

残りの3眼では，対照として直径7mmの上皮を除去

した羊膜のみを移植した．術後はソフトコンタクトレン

図 10 上皮あり(■)と上皮なし( )の羊膜の上で培養

した家兎角膜上皮の伸展面積の比較．(文献51より転

載)
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ズを装着させ，移植2，5日後にコンタクトレンズを外

してフルオレセイン染色を用いて眼表面を観察した．

培養角膜上皮移植眼および対照眼の前眼部写真を図

14に示した．移植2日後に，培養角膜上皮を移植した

眼では移植片の上は上皮で覆われており，フルオレセイ

ンには染色されず，さらに移植片から外側に向けて上皮

の伸展がみられた．この時点では上皮の周りはリング状

の上皮欠損部で囲まれており，この中央の上皮が移植さ

れた培養角膜上皮であることは明瞭であった．培養角膜

上皮を移植した眼では，術後5日には角膜上はほぼ上皮

に被覆されていた．一方，対照として羊膜のみを移植し

た眼では，5日を経ても羊膜上は全上皮欠損の状態で

あった (図14)．

以上の結果から，家兎眼において自家培養角膜上皮移

植を行い，培養角膜上皮シートが眼表面に生着すること

が確認された．培養角膜上皮シートを用いれば，眼表面

の異常組織を手術時に剥離した後に生ずる上皮欠損部を

即座に被覆することができるため，術後創傷治癒が迅速

であり，これまでの角膜上皮移植術では避けられなかっ

た術後早期の炎症再燃と遷延性上皮欠損の可能性を抑制

することができると考えられ，重症眼表面疾患に対する

有効な治療法になると考えられた．

(4)Cell-suspension法によるヒト角膜上皮ステムセ

ル培養法の開発

本研究には，米国Northwest Lion Eye Bankから提

供されたヒト角膜を用いた．Cell-suspension法には，

Gipsonらの方法 を応用して角膜輪部組織を1.2IUの

ディスパーゼに浸して37℃で1時間インキュベートし

た後，培養液中に回収した輪部上皮細胞を用いた ．

ディスパーゼ処理によって輪部上皮を回収した後の角膜

組織を電子顕微鏡で観察した結果，ステムセルを含むと

考えられる輪部の上皮細胞はすべて回収されていること

が確認された．これらのステムセルを含むと考えられる

細胞を，約3×10cell/mlの濃度の細胞浮遊液として，

上皮なしの羊膜を敷いた3枚のカルチャーインサート

(2.7cm径)に培養した．Explant法は，2mm四方で

厚さ100μmの角膜輪部組織を，カルチャーインサート

1枚当たり3片静置させて培養した．3T3fibroblastと

図 11 走査電子顕微鏡で観察した培養家兎角膜輪部上皮．

上皮あり羊膜の上で，7日間(A)，21日間(B)，28日間(C)培養した角膜輪部上皮と，上皮なし羊膜の上で

7日間(D)，21日間(E)，28日間(F)培養した角膜輪部上皮，上皮あり羊膜の上では，角膜輪部上皮は羊膜

上皮の微絨毛の上を覆うように伸展していくのがみられた(A)．(文献51より転載)
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図 12 上皮あり羊膜の上で 日間培養した家兎角膜輪部上皮．

A：約4層に重層化した上皮がみられた．B：基底部には細胞内顆粒を含む羊膜上皮と考えられる細胞がみ

られた．輪部上皮は羊膜上皮の上に重層していた．角膜上皮細胞と羊膜上皮細胞の間(C)，および角膜上皮

細胞間(D)にはデスモゾームがみられた．(文献51より転載)

図 13 上皮なし羊膜の上で 日間培養した家兎角膜輪部上皮．

A：約4～6層に重層化した上皮がみられた．B：基底部の細胞は円柱形で，表層へ行くほど扁平な形態を

示した．C：羊膜との接着は良好であるが，完全な基底膜は形成されていなかった．D：角膜上皮細胞間に

は多数のデスモゾームがみられた．(文献51より転載)
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の共培養やair-lifting，細胞培養液などは前述した方法

を用いた．28日後に固定した培養角膜上皮細胞を，光

学顕微鏡，走査および透過電子顕微鏡で観察した．さら

に，透過電子顕微鏡で観察した画像をもとに，隣接する

上皮細胞間の細胞間距離およびデスモゾームの数(3μm

当たり)を計測した．また，無固定で凍結切片を作製し，

角膜上皮に特異的なケラチン3およびケラチン12の免

疫染色を行った．

光学顕微鏡による観察では，cell-suspension法およ

びexplant法で作製した培養角膜上皮はいずれも5～6

層に重層化し，基底部の円柱状の細胞から表層の扁平な

細胞へと形態的に分化した上皮層を形成していた．走査

電子顕微鏡による観察では，いずれの培養角膜上皮シー

トにも密に連続した多角形の上皮細胞層が形成されてい

た．上皮細胞の直径は約50～60μmで，表面は多数の

微絨毛で覆われており，in vivoの角膜上皮細胞に類似

した形態を示した．透過電子顕微鏡による観察では，ど

ちらの培養角膜上皮も5～6層に重層化しており，上皮

細胞間にはデスモゾームが，基底部の上皮細胞と羊膜基

質の間にはヘミデスモゾームが形成されていたが(図

15)，explant法で培養した上皮では隣接する基底細胞

間の細胞間隙がcell-suspension法で培養した上皮に比

べて有意に大きく，また隣接する基底細胞間に形成され

たデスモゾームの数が有意に少なかった(p＜0.001)(図

16)．Cell-suspension法と explant法で作製した上皮は

どちらもケラチン3，ケラチン12を発現していたが，

cell-suspension法で作製した上皮では，これらのケラ

チンの発現がより表層細胞に限局していた (図17)．

これらの結果から，cell-suspension法によって，形

態学的により in vivoの角膜上皮に近い上皮細胞シート

を作製できる可能性が推測された．現在のところ，ステ

ムセルを直接同定することは困難であるが，cell-sus-

pension法で培養した角膜上皮シートには理論的にステ

ムセルが数多く含まれている可能性があり，培養角膜上

皮による眼表面再建術には，cell-suspension法で作製

した培養角膜上皮シートがより適していると考えられ

た．

２)羊膜上のヒト培養角膜上皮シートの性状解析

ヒト培養角膜上皮ステムセルシートについて，細胞分

化と増殖をいくつかの方法で検討した．その1つは，

air-lifting法により表層角膜上皮細胞が強固なtight junc-

tion形成を行い，in vivoへの移植をより確実にできる

と我々は考えているが，その実証を行った．もう1つ

は，このシートは角膜上皮ステムセルを含んでいるはず

であるが，その実証としてテロメレース測定を試みた．

さらに，DNAチップを用いて，培養角膜上皮シートと

正常角膜上皮の遺伝子発現の差異を検討した．

(1)Air-lifting法による羊膜上培養ヒト角膜上皮細胞

の分化促進

羊膜上でヒト角膜上皮ステムセルを3週間培養液中で

培養した後，さらに1週間，培養液中で培養したもの

(air-liftingなし)と，培養液量を減じて最表層細胞を空

気に接触させたもの(air-liftingあり)とを比較検討し

た．比較は，horseradish peroxidase(HRP)の透過

性 ，走査電子顕微鏡像，tight junction関連蛋白 の

発現パターン，その半定量polymerase chain reaction

(PCR)などについてであった．

方法としては，まず培養角膜上皮細胞の形態とHRP

の透過性を透過電子顕微鏡で観察した．リン酸緩衝液

(PBS)中に100mg/ml濃度で溶解したHRP 200μlを

培養細胞層の頂端側に滴下し，45分後に2.5％ glutal-

aldehydeで 12時間固定した．過剰なHRPを洗浄後，

0.02％ diaminobenzidine(DAB)と反応させた．1％ os-

mium tetroxideで 90分間後固定した後アルコール系列

で脱水し，polybed812(Polysciences inc.,Warrington,

PA)中に包埋した．50～70nmの超薄切片を作製し透過

電子顕微鏡で観察した．さらに，HRPの透過性実験用

に用意したサンプルをアルコール系列での脱水後hex-

amethyldilisane中に10分間浸潤し乾燥させ，走査電

子顕微鏡で観察した．次に，tight junction関連蛋白の

図 14 家兎における自家培養角膜上皮移植．

A：外傷作製1か月後の家兎眼．眼表面は結膜上皮で覆われてい

た．B：羊膜のみを移植した対照眼では，5日後の移植片上はすべ

て上皮欠損であった．C：結膜上皮を切除後，直径7mmの培養角

膜上皮を移植した．2日後には移植片は生着し，移植片の外側へも

上皮が伸展していた．周囲は360°の上皮欠損で囲まれているため，

中央の上皮は移植した培養角膜上皮であることがわかる．D：5日

後には角膜上ほぼ移植上皮で覆われた．(文献49より転載，一部改

変)
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局在について免疫組織化学間接蛍光抗体法で検討した．

7μmの凍結切片を作製し，7％ paraformaldehydeで

10分間固定を行い，1％ bovine serum albumin(BSA)

で非特異的な反応をブロックした後に，各々の蛋白質に

特異的な一次抗体を反応させた．使用した抗体はウサギ

抗ZO-1抗体とウサギ抗claudin-1抗体(Zymed Labora-

tories,South San Francisco,CA)，ヤギ抗occludin抗

体(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)であ

る．さらに，FITCで蛍光標識した二次抗体と反応させ

た．核をpropidium iodide(PI)(Vector Laboratories,

Burlingame, CA)で染色した後に多焦点顕微鏡(Fluo-

view, Olympus)で観察した．第3に，immunoblotting

を行った．培養細胞シートを機械的に培養フィルタから

剥離し，100mM EDTAと4％ sodium dodecyl sulfate

(SDS)で蛋白質を抽出した．Micro BCA protein assay
 

kit(Pierce, Rockford, IL)で蛋白量を定量し，一定量

の蛋白をポリアクリルマイドゲル上に泳動した．泳動

された蛋白をニトロセルロース膜に移動させた後に，抗

occludin 抗体と抗 claudin-1抗体，さらに対照のため

に抗actin抗体と反応させた後に，ECL(Amersham，

図 15 Explant法と cell-suspension法により作製したヒト培養角膜輪部上皮シートの透過電子顕微鏡に

よる観察．

Explant法で培養した上皮(A，B，C)と，cell-suspension法で培養した上皮(D，E，F)はどちらも in
 

vivoの角膜上皮に類似した重層化した上皮層を形成していた．上皮下には基底膜が形成されており(→)，

基底細胞と羊膜の間はヘミデスモゾームによる接着がみられた(B，E)．Explant法と cell-suspension法

を比較すると，explant法の上皮では基底細胞間に間隙がみられ，デスモゾームによる接着も少なかった

(A，C)．一方，cell-suspension法の上皮では，細胞間隙が狭く，デスモゾームも多くみられた(D，

F)．(文献54より転載)
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Arlington Heights, IL)溶液を用いて発光させて，X-

ray film(Hyperfilm, Amersham)上に現像した．シグ

ナルは Image Master VDT-CLでコンピュータに取り

込んだ後に，Master Total Lab ver1.00(Amersham)

で解析した．初期の蛋白質の誤差を是正するために

occludinおよび claudin-1と actinの比で比較し，t-test

で検定を行った．最後に，ocludinと claudin-1につい

て半定量的 reverse transcription(RT)-PCRを行った．

培養細胞シートを機械的に培養フィルタから剥離し，

Trizol reagent(GIBCO BRL)で total RNAを抽出し

た．Ocludinと claudin-1，および内部対照としてG3

PDHの各々に特異的なプライマーを用いてRT-PCR

を行った．あらかじめ予備実験を行い，反応生成物がリ

ニア範囲のサイクル数を各々の遺伝子に対して設定し

た．用いたプライマーは，

G3PDH；

ACCACAGTCCATGCCATCAC(sense)，

TCCACCACCCTGTTGCTGTA(antisense)，

occludin；

TATGAGACAGACTACACAACTGGCGGCGA-

GTCC(sense)，

ATCATAGTCTCCAACCATCTTCTTGATGT-

G(antisense)，

claudin-1；

TCAGCACTGCCCTGCCCCAGT(sense)，

TGGTGTTGGGTAAGAGGTTGT(antisense)

である．2％アガロースゲルに泳動し，シグナルをデン

シトメータ(4200E scanner, PDI, NY)で取り込んだ後

に解析ソフト(Quantity One,PDI,NY)で解析した．初

期のRNA量の誤差を是正するためにoccludinおよび

claudin-1とG3PDHの比で比較した．

その結果，どちらのグループにおいても，4，5層の

重層上皮を形成していた．Air-lifting(＋)の培養群では

隣接する最表層細胞は強く密着しており，HRP/DAB

の反応生成物は最表層細胞の膜外側に集積しており，細

胞間にはみなかった(図18)．Air-lifting(－)では細胞間

隙が大きく，HRPは細胞間隙を通過した．走査電子顕

微鏡での観察でもair-lifting(＋)は air-lifting(－)に比

較して細胞間距離が狭く，強固に咬み合っていた(図

19)．Air-lifting(＋)の培養群においては，ZO-1と oc-

cludinは最表層細胞の隣接する細胞間の頭頂部に局在

し，in vivo角膜上皮における分布に類似していた．

Air-lifting(－)の培養群では最表層細胞の細胞質内に

ZO-1と occludin抗体による染色をみたが，細胞間頭頂

部の局在はみなかった．抗claudin-1抗体により，Air-

lifting(－)では最表層細胞の頂端壁と側底壁の両方がび

まん性に染色されたが，air-lifting(＋)では側底壁の方

が頂端壁よりも強く染色された．すなわち，air-lifting

により tight junction関連蛋白質はより tight junction

の部位に局在し，in vivo正常角膜上皮に近い分布と

なった(図20)．一方，occludinと claudin-lの培養細胞

シート中の発現量は蛋白質レベルでもmRNAレベルに

おいても，air-liftingの有無で差はみられなかった．

Tight junctionは上皮細胞や内皮細胞の頂端部に存在

し隣り合った細胞同士を強く接着させる構造で，膜貫通

蛋白質であるoccludinや claudinおよび ZO-1などの裏

打ち蛋白によって構成されている ．細胞同士をた

だ密着させるだけでなく，様々な分子やイオンを選択的

に透過させていることも明らかとなっている ．角膜上

皮の最表層細胞間にも tight junctionが存在し，外界と

のバリア形成に重要な役割を担っている．我々の目的と

する培養角膜上皮移植では，術後初期の培養細胞の脱落

を防止して，より良い術後経過を得るためには，強固な

細胞間接着を持つ培養上皮シートが必要とされる．皮膚

移植に用いる皮膚細胞培養のために開発されたair-lift-

ing法は細胞分化を誘導すると考えられており ，

我々は羊膜上角膜上皮細胞培養にこのair-lifting法の応

用を試みた．Air-lifting法は，tight junction関連蛋白

質を junctionの部位に集合させるようになり，トレー

サー物質の透過性を最表層細胞間で阻止した．これらの

ことから，air-liftingによって表層細胞は分化し，成熟

した tight junctionを構成するようになり，培養上皮シ

ートのバリア機能は向上すると考えられた．以上から，

air-lifting法は臨床に用いる培養角膜上皮シート作製に

有効であると考えられた．

(2)培養角膜上皮の細胞増殖活性

S期細胞頻度ならびにテロメレースの観点から検討し

た．特に，テロメレースは，血液，皮膚，腸管上皮など

のように生涯にわたり再生を繰り返す組織特異的ステム

セルの存在を推測するマーカーとなるとされており ，

図 16 Explant法と cell-suspension法によるヒト培

養角膜輪部上皮の比較．

A：基底細胞の細胞間隙の比較．B：細胞間に形成さ

れたデスモゾームの数の比較(細胞境界3μm当た

り)．(文献54より転載)
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角膜輪部に陽性であれば，角膜上皮ステムセルの存在を

強く推測することになる．さらに，テロメレースが培養

角膜上皮シートにも陽性であれば長期間の増殖能力を推

測させることになる．

ⅰ)S期細胞頻度

Air-liftingが重層化した最表層上皮の接着構造の構築

に重要なことは先の実験で証明したが，残る移植シート

に要求される特性として細胞増殖能が高く保持されてい

るかどうかが問題となる．そこで，我々はexplantおよ

び cell suspensionの両方法で作製された移植用角膜上

皮シートのS期細胞数を比較検討した．方法は，air-lift-

ingにより分化誘導された上皮シートのBrdUの取り込

み量で比較した．Explant法で作製したシート5サンプ

ルとcell suspension法で作製したシート3サンプルを

比較検討した．図21に示すように，explant法では100

個の基底細胞に対して5.0％，cell suspension法では

4.9％に S期細胞がみられ，両者のS期細胞数頻度に

有意差はなかった．BrdU陽性細胞の分布は基底細胞が

主体であったが，1～2層上方の細胞にもみられた．こ

の増殖活性データからも我々の作製している培養角膜上

皮シートは，増殖活性を保ちつつ分化誘導された状態に

あることがわかる．

ⅱ)テロメレース活性

羊膜上培養角膜上皮細胞のテロメレース活性をex-

図 17 Explant法と cell-suspension法によって作製した培養角膜輪部上皮におけるK ，K の発現．

A：explant法培養上皮におけるK3の発現．B：explant法培養上皮におけるK12の発現．C：K3陰

性対照．D：cell-suspension法による培養上皮におけるK3の発現．E：cell-suspension法による培養上

皮におけるK12の発現．F：K12陰性対照．(文献54より転載)
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plant法，cell suspension法のそれぞれについて検討し

た．比較対照として，海外ドナー角膜から採取した正常

角膜中央部上皮と角膜輪部上皮，さらに不死化角膜上皮

細胞のテロメレース活性を測定した．方法としては，テ

ロメレース測定に広く用いられているKimら が開発

したPCRを利用したテロメレース活性測定法Telome-

ric Repeat Amplification Protocol(TRAP)アッセイ

に，微弱なテロメレース活性しか有しないと考えられる

サンプルからの測定が可能となるよう，PCR阻害物質

の除去やDNAシークエンサーの利用などの改良を加え

た方法 を用いた．まず，各サンプルに lysisバッファ

を加え細胞抽出液を作製し，吸光度を測定し蛋白量を

400ng/μlに調整した．ビオチン標識したTSプライマ

ーと細胞抽出液を30℃で30分静置(この間に細胞抽出

液に含まれたテロメレースがビオチン標識したTSプラ

イマーを伸長する)後，ストレプトアビジン(Dynadead-

sR M-280Streptavidine, DYNAL.A.S.,Oslo，ノルウ

エイ)を用いて6塩基のテロメア配列が付加されたビオ

チン標識TSプライマーを精製し，それを鋳型として

PCR反応(Gene AmpR PCR System 9700, Applied
 

Biosystems, Foster City, CA)を行った．6塩基のラ

ダー配列が増幅されたPCR産物をDNAシークエンサ

図 18 HRP処置後の培養角膜上皮の透過電子顕微鏡写真．

Air-liftingを行ったもの(A)ではHRPは頂端側に集積していて細胞間は侵入していない．Air-liftingを

行っていないもの(B)では，HRPは細胞間隙に浸入している．HRP：horseradish peroxidase．バーは

500nm

図 19 培養角膜上皮の走査電子顕微鏡写真

Air-liftingを行ったもの(A)は air-liftingを行っていないもの(B)に比較して，微縅毛の密度が高く，細胞

間の噛み合わせが密である．バーは2μm
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ー(ABI PRISMR 3100 Genetic Analyzer, Applied
 

Biosystems,Foster City,CA)で電気泳動後，解析ソフ

ト(Gene ScanR Software,Applied Biosystems,Foster
 

City, CA)で解析した．テロメレース活性は6塩基ごと

のピークとして検出され，さらにガウス最小二乗法を用

いてカーブフィッティングを行い，その面積を算出する

ことによりテロメレース活性の定量を試みた．

その結果，角膜輪部上皮細胞には，不死化角膜上皮細

胞の20％に相当する強いテロメレース活性をみたが，

角膜中央部上皮細胞にはほとんどみなかった．さらに，

羊膜上培養角膜上皮細胞シートではexplant法と cell
 

suspension法のいずれの方法で作製した培養細胞から

も同程度の明らかなテロメレース活性をみた(図22)．

このことは，我々の作製している羊膜上培養角膜上皮

シートがテロメレース活性を有する細胞，すなわちステ

ムセルを有していることを示しており，培養角膜上皮移

植術では移植後の長期間にわたり培養角膜上皮シートか

ら角膜上皮細胞が供給されると考えられた．

(3)羊膜上培養角膜上皮の遺伝子発現解析

同一眼から採取した周辺部角膜上皮，中央部角膜上皮

(以下，周辺部，中央部)，そして周辺部角膜上皮をcell
 

suspension法と explant法 で羊膜上で4週間培養し，

角膜上皮が5～6層に重層化した後採取した培養角膜上

皮細胞(以下，explant,cell suspension)の遺伝子発現を

比較解析した．周辺部，中央部，explant, cell suspen-

sion，各々から上皮細胞を採取した後，total RNAを

抽出し，ビオチンでラベルしたcDNAプローブ(ex-

plant，周辺部，中央部)とフルオレセインでラベルした

cDNAプローブ(cell suspension)を作製した．cDNA

マイクロアレイ法(パーキンエルマー社製MICROMA-

X)で2,400個の既知遺伝子に関し，explantと cell sus-

pension，周辺部とcell suspension，中央部とcell sus-

pensionの組み合わせで1枚のスライドに競合的にハイ

ブリダイゼーションさせた後洗浄し，フルオレセインを

Cyanine3(cy3，緑色)，ビオチンをCyanine5(cy5，

赤色)で蛍光発色させた．共焦点レーザースキャナー(バ

ーテック)で蛍光強度を読み取り(図23)，Microassay
 

Suite2.7.1で解析した．cy3と cy5の蛍光色素キャリ

ブレーション補正をした後，G3PDHを内部標準とし，

発現比を比較検討した．

この結果は，以下のとおりであった．Explantと cell
 

suspensionの比較では，比較可能な382個の遺伝子発

現がみられ，238遺伝子(62％)で発現比が2倍以内で

あった．周辺部とcell suspensionの比較では，164個

の遺伝子発現がみられ，100遺伝子(61％)で発現比が2

倍以内であった．中央部とcell suspensionの比較では，

536個の遺伝子発現がみられ，266遺伝子(50％)で発現

比が2倍以内であった．発現比が5倍以上であったの

は，explantと cell suspensionでは，osteopontin, ser-

ine protease,Kruppel-related DNA-binding proteinの

3個であった．一方，周辺部とcell suspensionでは23

個，中央部とcell suspensionでは58個であり，apoli-

poprotein J,alpha enolase,keratinⅡ,transketoraseな

どの遺伝子は in vivoで発現が高く，vitronectin recep-

ZO-1  Occludin  Claudin-1

 

Air-lifting ＋

Air-lifting －

図 20 Tight junction関連蛋白質の間接免疫蛍光染色．

Air-liftingを行った培養角膜上皮ではZO-1(A)と occludin(B)が細胞間の頭頂部，すなわち tight junction

の位置に局在している(矢印)．Air-liftingを行っていないものではZO-1(D)と occludin(E)は細胞質内にシ

グナルがみられる．Claudin-1の染色はair-liftingを行っていないものでは，細胞の頂端壁も側底壁もびま

ん性に染まっている(F)が，air-liftingを行ったものでは最表層細胞の側底壁が頂端壁より強く染まる傾向

がある(C)．バーは20μm
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tor alpha subunit,vimentin,cyclin A1などの遺伝子は

in vitroで発現が高かった．周辺部とcell suspension，

中央部とcell suspensionの比較の両方で100倍以上の

発現比を示したのは，apolipoprotein Jのみであった．

また，クラスター解析により，explantと cell  suspen-

sion，周辺部と中央部の遺伝子発現がより近位であった

(図24)．このことから，cell suspension法と explant

法による羊膜上培養角膜上皮の遺伝子発現には高い相同

性がみられ，両者が培養角膜上皮シートとして類似した

性質を有することが推測された．

３)臨床試験

臨床試験を施行するに当たり，羊膜移植については

1998年大学倫理委員会の承認を得ており， allograft

の培養角膜上皮移植術」の実施に当たっては1999年に

追加承認を得た．この承認に基づいて羊膜処理，細胞培

養を行い，全症例において，十分なインフォームド・コ

ンセントのもとに文書同意を取得し，手術を施行した．

羊膜上培養角膜上皮シートを用いて培養角膜上皮移植を

行った症例は23例25眼であり，急性期に上皮修復目的

で手術を施行した症例が7例9眼，慢性期(瘢痕期)に視

力回復目的で手術を行ったものが16例16眼であった

(表1)．Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡，角膜腐

食例であった．今回まとめた手術例の手術実施期間は

1999年7月～2001年12月までで，術後の経過観察期間

は急性期症例が23.9±3.8(平均値±標準誤差)か月，慢

性期症例が19.2±3.6か月であった．移植眼すべて

(100％)において，移植後48時間後に移植したほぼすべ

ての培養上皮が角膜表面に生着していることを，フルオ

レセインを用いた生体染色法によって確認した(図25)．

典型的な手術方法は，以下のとおりである(図26)．

まず，輪部から約3mm外方で全周性に結膜を切開し，

角膜表面および角膜周囲を覆う瘢痕性結膜組織を除去す

る．結膜下結合組織を可能な限り切除した後，結膜下に

0.04％マイトマイシンC(MMC)に浸したスポンジを5

分間作用させ，300ml以上の生理食塩水で眼表面を十

分に洗浄する．角膜実質混濁がある場合にはドナー角膜

上皮を擦過除去した表層角膜移植を併用する．次に，培

養角膜上皮シートをカルチャーインサートから切り出

し，患者角膜上でインサートの底面素材であるpolycar-

bonateを羊膜下から剥離して引き出し，羊膜上培養角

膜上皮シート単体にする．これを角膜輪部付近に10-0

ナイロン糸で縫着する．羊膜と角膜実質間の血液貯留を

防ぐためにドレナージ用小切開をシート周辺部の4か所

に置き，治療用ソフトコンタクトレンズを装着して手術

を終了する．コンタクトレンズは定期的に交換しながら

連続装用を継続的に行った．術後の投薬としては，局所

ではオフロキサシン，0.1％デキサメサゾンの点眼に加

えて，自家調整の0.05％シクロスポリン点眼(4回/日)

を行い，全身的にはベタメサゾン内服(1～2mg/日)を

術後1か月以上，シクロスポロン内服(2～3mg/kg/日)

を術後3か月以上投与した．Stevens-Johnson症候群と

眼類天疱瘡では，さらにシクロフォスファミド内服を追

加した．

図 21 Explant法および cell suspension法で作製した上皮シートでの S期細胞の割合．

100個の基底細胞の領域にそれぞれ5.0％と4.9％のBrdU陽性細胞があった．両方法に差はなく，細胞増

殖活性がある程度抑制された上皮シートが作製されていることがわかる．矢印はBrdU陽性細胞．

図 22 テロメレース活性の定量．

輪部上皮のテロメレース活性は不死化角膜上皮の約

20％であった．羊膜上培養角膜上皮のテロメレース活

性では，explant法と cell suspension法は同程度で

あった．縦軸は相対活性を示す．
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培養角膜上皮ステムセル移植の基本コンセプトは，従

来外科的治療の対象となり得なかった急性期の重症眼表

面疾患への新しい外科的アプローチを開発するというも

のである ．何故なら，Stevens-Johnson症候群，重

症角膜化学外傷では急性期に全角膜上皮欠損とともに著

しい炎症が生じ，しばしば遷延性上皮欠損の状態とな

る．強い炎症を伴う遷延性上皮欠損は，角膜融解から角

膜穿孔，あるいは角膜感染症といった重篤な状態に至り

やすく，臨床的には非常に危険である．しかし，従来の

角膜上皮移植である角膜上皮形成術や輪部移植では，角

膜全体の上皮化を得るまで術後1～2週間待たねばなら

ず，これら急性期の遷延性上皮欠損に角膜上皮移植を施

行しても，上皮化が得られない，移植片が生着しにく

い，拒絶反応が生じやすいといった問題があった．この

ため，これらの疾患の急性期は上皮移植術の適応外とさ

れてきたからである．しかし，保存治療のみでは結膜上

皮が結合組織を伴って侵入し，瞼球癒着も進行し，視力

予後は著しく不良となる．そこで，このような急性炎症

を伴った遷延性上皮欠損眼，すなわち有効な治療のな

かった病態に対して，培養角膜上皮シート移植を行った

わけである ．当然，急性期に効果があれば，慢性期に

図 23 DNAマイクロアレイのアレイビュー．

A：Explantと cell suspension，B：周辺部とcell sus
 

pension，C：中央部とcell suspension．Explant，周辺

部，中央部は赤色に発色，cell suspensionは緑色に発

色させてある．黄色は発現量がほぼ等しい遺伝子であ

る．

-

図 24 および 角膜上皮細胞の遺伝子

発現のクラスター解析．

赤は発現量が多い遺伝子，緑は発現量が少ない遺伝

子，黒はその中間を示す．in vitroの群，in vivoの

群がそれぞれ近い遺伝子発現パターンを示した．
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表 1

急性期 7例9眼

Stevens-Johnson症候群 3例5眼

化学外傷 3例3眼

眼類天疱瘡 1例1眼

慢性期 16例16眼

Stevens-Johnson症候群 9例9眼

化学外傷 3例3眼

眼類天疱瘡 4例4眼



も適応が拡大することになる．実際の症例を提示する．

症例：7歳男児．1999年3月に熱発と全身の紅斑で

Stevens-Johnson症候群を発症した．全身状態が改善す

るも，眼所見は改善せず6月18日当科に紹介された．

初診時，両眼の角膜に遷延性上皮欠損があり，保存治療

を行ったが上皮は伸展せず，上皮欠損部の角膜融解が生

じ始めた．両眼の結膜囊からメチシリン耐性黄色ブドウ

球菌(MRSA)を検出したため，1％アルベカシン点眼

により菌の陰性化を行い，同年9月3日に両眼の培養角

膜上皮移植術を施行した．術後，上皮の状態は安定して

おり，次第に上皮と角膜実質が透明化した(図27)．現

在の矯正視力は，右眼0.05，左眼0.04であり，拡大読

書器などを使用して元気に学校生活を送っている．この

症例に培養角膜上皮を行わなかった場合には，角膜穿孔

から失明するか，あるいは強い瞼球癒着を伴って角膜は

厚い結膜組織で被覆され，著しい視力障害を残した可能

性が高いと考えられる．化学外傷急性期，急性増悪した

眼類天疱瘡に対しても同様の手術を行い，危険回避のみ

ならず視力的にも良好な結果を得ている(図28,29)．

急性期症例に手術を行うに当たって予想された利点と

しては，培養上皮のついたシートを移植するため，術後

の角膜上皮化を待たなくてよいことがあった．上述した

ように，移植48時間後に培養上皮は角膜全面を被覆し

て生着しており，上皮はしばしば羊膜を越えて結膜側に

outgrowthしていた．予想外の利点としては，培養角

膜上皮移植後に極めて速やかに眼表面が消炎したことで

854 日眼会誌 106巻 12号

図 25 培養角膜上皮移植術後 時間での眼表面の状態．

移植された羊膜上の培養上皮細胞は瞬目のストレスに耐え，眼表面にしっかりと生着している．

図 26 培養角膜上皮移植術の概要．

急性期，慢性期の角膜上を覆う瘢痕，肉芽組織とともに結膜上の異常粘膜組織を除去し，結膜下組織の増殖

を抑える目的でマイトマイシンC(MMC)処理を行う．この上に羊膜上に培養した角膜上皮細胞を移植す

る．



ある．またさらに長期経過では，瞼球癒着，睫毛乱生，

実質混濁といった瘢痕性変化が従来の保存治療による経

過に比べて格段に少なかった．培養角膜上皮移植が急性

期の眼表面の炎症を沈静化させること，通常であれば，

これらの眼に生じたと考えられる瘢痕性変化を最小限に

抑制することは，従来の角膜上皮移植術では期待できな

かった大きな効果である．

慢性期症例に対しては，視力回復目的で手術を行っ

た．Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡に対する角膜

上皮移植は，早期に結膜再侵入を来し予後不良であるた

め，一般的には禁忌とされてきた．しかし近年，羊膜移

植の併用や免疫抑制薬の開発により，これらの疾患や重

症化学外傷に対して眼表面再建術がなされるようになっ

てきた．慢性期にあるこれら重症疾患に対して培養角膜

上皮移植を行ったところ，術後の上皮は安定しており，

視機能の回復という面で一定の効果をあげることができ

た．化学外傷による瘢痕性変化に対して培養角膜上皮移

植を行った症例(41歳，男性)を図30に示す．術前矯正

視力0.02に対して，術後2年10か月の現在の視力は

0.5，眼表面の透明性は良好で安定しており，満足でき

る結果となっている．このような慢性期症例に対して

は，培養角膜上皮移植と従来の角膜上皮移植のいずれに

より適応があるかは，今後の長期予後を解析する必要が

あると思われた．

両眼に遷延性上皮欠損を生じた急性期のStevens-Joh-

nson症候群の症例において，長期予後を比較するため，

右眼に培養角膜上皮移植を，左眼に輪部移植を行った．

移植後短期の所見は左右眼ともに良好で，角膜表層の透

明性は良好であった．しかし，術後2年の時点で右眼に

瘢痕性変化をみないのに対して，左眼には実質混濁が出

現しており，術後3年の現在も実質混濁が増強しつつあ

る(図31)．この症例において手術前後に経時的に涙液

を採取し，涙液に含まれる IL-8の濃度を測定した．IL-

8は好中球の走化因子であり，急性炎症にさまざまに関

与することが知られており，正常人の基礎分泌性涙液に

は731.4±116.2(平均値±標準誤差)pg/ml，反射性涙

液には276.1±47.5pg/mlの IL-8が存在することが報

告 されている．患者の術前涙液には極めて高濃度の

IL-8が検出され，培養上皮移植後は速やかに，輪部移

植後は緩除に涙液中 IL-8濃度が低下した(図32)．本症

例の両眼の比較から，培養角膜上皮は，上皮再生に時間

を要する輪部移植や角膜上皮形成術に比べて，消炎と瘢

痕抑制効果が高いと推測され，涙液中の IL-8濃度の早

期の正常化も関係していると想像された．

矯正視力の推移を図33に示す．急性期例は視力回復

が主目的ではなく，受傷時には視力が良好なことがある

が，9眼中6眼(67％)で視力は改善，3眼でやや悪化し

た．その中で白内障進行による悪化が1例あった．慢性

期症例では，16眼中12眼(75％)で視力は改善，3眼で

不変，1眼で悪化しており，眼類天疱瘡や角化の強い

Stevens-Johnson症候群の症例で視力改善が悪い傾向が

あった．術後合併症としては，明らかな拒絶反応が4眼

(21％)にみられた．術後に一過性に小さな上皮欠損を生

ずることがあるが，ほとんどは短期で修復され，遷延性

上皮欠損は急性期症例で1眼，慢性期症例で1眼であ

り，島崎ら の報告に比べて少なかった．角膜感染症は
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図 27 歳男児，Stevens-Johnson症候群の急性期に対する培養角膜上皮移植術．

術前(A，B)には両眼に著明な炎症と遷延性上皮欠損がみられた．術後2年4か月(C，D)には眼表面は良好

に再建され，消炎された状態にある．A，C：右眼，B，D：左眼．



3眼に生じ，1眼は連続装用していたソフトコンタクト

レンズからMRSAを検出 ，もう1眼は重症アトピー

性皮膚炎患者であり，眼瞼からMRSEを検出した．ま

たMRSAあるいはMRSEの保菌が3眼にみられた．

拒絶反応による再混濁などにより，5眼(26％)に6回培

養角膜上皮シートの再移植(25例とは別の手術)を行っ

た．白内障の進行が5眼にみられ，再移植時に白内障の

同時手術を行ったものが2眼，白内障手術を単独で行っ

たものが3眼であった．いずれも角膜の透明性は良好で

あり，超音波水晶体乳化吸引術と眼内レンズ挿入を施行

した．一過性の眼圧上昇を生じた症例が2眼，緑内障手

術(線維柱体切開術)を施行した症例が1眼であった．再

移植時の所見として，結膜上皮侵入により混濁した上皮

は羊膜と一塊となって角膜実質面から容易に剥離でき

た．羊膜下の角膜実質はほぼ透明であり，培養角膜上皮

シートが実質の瘢痕性変化を抑制していると考えられ
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図 28 化学外傷の急性期の培養角膜上皮移植術．

術前(A)には遷延性上皮欠損がみられたが，術後6か月(B)には眼表面は良好に再建され，消炎されてい

る．

図 29 眼類天疱瘡の急性増悪例に対する培養角膜上皮移植．

偽翼状片術後より増悪し，著明な炎症，遷延性上皮欠損，瞼球癒着，肉芽組織の増生がみられた(A)．術後

8か月には(B)，眼表面に良好に再建され，消炎されている．

図 30 化学外傷の慢性期に対する培養角膜上皮移植術．

術前(A)にみられた角膜上の瘢痕組織を除去し培養角膜上皮細胞を移植した．術後2年8か月の時点(B)で

再発はみられず，眼表面は良好に再建されている．



た．再移植が容易であることも培養上皮移植の大きな利

点であると考えられた ．

2．培養口腔粘膜上皮移植術

角膜腐食，Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡など

の重症眼表面疾患では，角膜上皮ステムセルは消失，結

膜上皮は重篤な細胞障害を示す両眼性のものが多く，こ

れまで，これらの治療法の多くはアロ角膜上皮移植であ

り，拒絶反応が術後成績に大きく影響を与えているのが

現状である．そこで，自己粘膜上皮を用いた移植法の開

発を念頭に，羊膜上で家兎の培養口腔粘膜上皮シートを

作製し，作製した口腔粘膜上皮シートを家兎の眼表面に

自家移植し，その有用性について検討した．

１)家兎口腔粘膜上皮細胞の回収

以下の動物実験は，すべてARVO statement for Ani-

mal Research in Ophthalmic and Vision Researchおよ

び，京都府立医科大学動物実験委員会において承認され

た方法に従って行った．6週齢の日本白色家兎から口腔

粘膜を滅菌済み器具で無菌的に採取した．採取した口腔

粘膜をペニシリン，ストレプトマイシン，ゲンタシンを

含有するPBSで30分室温で2回浸漬した．組織をデ

ィスパーゼを含有するPBSに浸漬し，その後0.05％

トリプシン―EDTA溶液に浸漬して細胞を分離した．

酵素活性を10％ウシ胎仔血清(FBS)を含有するDM-

EM に浸漬させることにより停止させ，セルフィルタで

余分な組織を除去し，口腔粘膜上皮細胞を単離した．
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図 31 急性期 Stevens-Johnson症候群(両眼)に対する培養角膜上皮移植および輪部移植の比較．

培養角膜上皮移植(C，E)の方が輪部移植(D，F)に比べ術後2年での角膜瘢痕が少ない．A，B：術前．

C，D：術後2か月．E，F：術後2年．

図 32 涙液中 IL- の推移．

培養角膜上皮移植を行った右眼では輪部移植に比べ術後

早期から有意に涙液中 IL-8が低下している．

右眼：培養角膜上皮移植

左眼：輪部移植



２)口腔粘膜上皮シート

作製方法：口腔粘膜上皮シートの作製は，培養角膜上

皮シートと同様な方法で行った．すなわち，MMC処理

をしたNIH-3T3細胞と羊膜上皮を掻爬した羊膜基質を

準備して，その上に口腔粘膜上皮細胞を共培養した．培

養器具としては6穴のカルチャーディッシュと，それに

付随するカルチャーインサートを用いた．カルチャー

ディッシュ上に1×10個/cmの細胞密度のNIH-3T3

細胞懸濁液を播種し，細胞を培養した．カルチャーイン

サート上に掻爬した上皮側を上にして羊膜基質を静置し

て貼り付け，室温で乾燥させた．その後，羊膜を貼り付

けたカルチャーインサート上に1×10個/cmの細胞密

度の口腔粘膜上皮細胞を含む細胞懸濁液を播種した．以

上の操作後，カルチャーディッシュとカルチャーインサ

ートを組み合わせ，同じ培地中に培養した．培地には，

我々がこれまでに確立してきた培養角膜上皮シートを作

製するのに用いてきた上皮系細胞の生育に必要な培地を

使用した．すなわち，DMEM/F12混合培地に，10％

FBS，インシュリン(5mg/ml)，コレラトキシン(0.1

nM)，ペニシリン―ストレプトマイシン(50IU)，ヒト

リコンビナントEGF(10ng/ml)を添加したものを使用

した．上記の培地中で2週間培養した．その後，air-

lifting法を用いて1週間培養し，細胞分化を誘導した．

Air-lifting法とは，培地の液面を粘膜シート面までに

し，粘膜上皮の表面を空気中に暴露する方法である ．

作製した培養口腔粘膜上皮シートの特徴は，組織学的，

免疫組織学的，電子顕微鏡的に検討した．免疫組織学的

検討では，細胞骨格蛋白である各種のケラチン，すなわ

ち，角膜特異的なケラチン3と12，粘膜特異的なケラ

チン4と13，表皮特異的なケラチン1と10の局在を検

索した．電子顕微鏡的観察では，走査および透過電子顕

微鏡を用いて作製した粘膜上皮シートの特性を評価し

た．

結果：羊膜上で培養された家兎口腔粘膜上皮細胞は，約

10日間でコンフルエントになり，約20日間で，角膜上

皮に類似した5～6層に重層化した上皮層を形成した(図

日眼会誌 106巻 12号

A  B

図 33 急性期症例と慢性期症例の術後視力．

急性期の症例(A)は視力改善が目的ではないが，9眼中6眼で視力改善をみた．慢性期の症例(B)では16眼

中12眼で視力改善をみた．術後視力は両群ともに最終観察時のデータを使用した．
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図 34 羊膜上での培養口腔粘膜上皮．

家兎口腔粘膜上皮を羊膜上で培養後10日の位相差顕微鏡像(A)．羊膜上に口腔粘膜上皮が生着しコンフレ

ントになっている．培養3週間後のHE染色組織像(B)．羊膜上に5～6層の重層化した培養口腔粘膜上皮

が観察され，その最表層は角化していない．(文献71より転載，一部改変)



34)．上皮層の基底側には円柱形をした基底細胞類似の

細胞群が存在した．最表層の細胞は扁平型を呈していた

が核を有しており，皮膚とは異なり培養粘膜シートは組

織学的に角化していなかった．走査電子顕微鏡および透

過電子顕微鏡で観察した結果，口腔粘膜上皮シートは細

胞間の境界が明瞭で，4～5層によく分化，重層化した

上皮の形態を示し，正常の角膜上皮細胞と類似した組織

像を示していた．その最表層には無数の微絨毛が存在

し，細胞間には多数のデスモゾームによる細胞接着がみ

られた．また，基底細胞と羊膜間にはヘミデスモゾーム

による接着構造がみられた(図35)．

Air-lifting後の培養口腔粘膜上皮シートのケラチンに
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図 35 透過電子顕微鏡による培養口腔粘膜上皮シート像．

羊膜上培養口腔粘膜上皮の透過電子電顕像．基底細胞は羊膜基質とhemi-desmosomeで接着している

(A)．細胞間には無数のdesmosomeが確認される(B)．表層細胞間には tight junctionを形成し(C)，その

表層には glycocalyxに類似の構造がみられる(D)．(文献71より転載，一部改変)

角化型 粘膜分化型 角膜特異型

図 36 羊膜上培養口腔上皮シートのケラチン発現パターン．

角化型のケラチンK1/10はともに免疫染色性を示さなかった(A，B)．粘膜分化型のケラチンK4/13に対

しては中間層から表層にかけて免疫染色性を示した(C，D)．角膜特異的なK3は免疫染色性を示したが，

K12は示さなかった(E，F)．Green：各抗体，Red：核染色．(文献71より転載，一部改変)



対する免疫組織学的検討では，粘膜特異的ケラチンであ

るケラチン4と13は陽性，表皮角化型ケラチンである

ケラチン1と10は陰性であり，組織所見と一致した．

さらに，角膜上皮特異ケラチンとされているケラチン3

も陽性を示したが，ケラチン12は陰性であった(図36)．

以上のことから，培養口腔粘膜上皮シートの組織学的性

質としては，細胞骨格の側面からでは，表皮のように角

化の方向へ分化しているのではなく，非角化型の粘膜上

皮としての性質を保持しながら，角膜特異的なケラチン

の一部(ケラチン3)も同時に保持していることがわかっ

た．なお，in vivoの口腔粘膜上皮細胞はケラチン3の

存在を示したため，口腔粘膜上皮は極めてユニークな粘

膜上皮細胞と考えられた．

３)家兎口腔粘膜上皮移植モデル

口腔粘膜を採取した，同じ白色家兎に対して，輪部よ

り5mm外側から角膜および結膜上皮をすべて機械的

に擦過除去し，残存上皮がないことを生体染色で確認し

た．この操作により角膜上皮幹細胞を含む上皮細胞が存

在しなくなるため，人為的な眼表面幹細胞疲弊症を作製

したことになる．4週後，この家兎の眼表面は血管侵入

を伴った結膜上皮に覆われ，眼表面疾患と類似の病態を

示した．

この眼に対して，眼表面を被覆している結膜組織を除

去した後，前述の羊膜上培養口腔粘膜上皮シートを輪部

よりやや内側で10-0ナイロン糸で縫合して移植した．

移植後，治療用ソフトコンタクトレンズを縫着した．術

後，抗生物質およびステロイド眼軟膏を1日2回塗布し

た．移植後2，10日に，眼表面を詳細に観察した．

その結果，眼表面は，移植直後から培養角膜上皮シー

ト移植と同様な透明性を示した．移植48時間後には，

フルオレセイン染色で眼表面に欠損なく，生着している

ことを確認した．移植片の周囲には，全周にわたりフル

オレセインの染色性がみられたため，生着している上皮
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図 37 家兎培養口腔粘膜シート移植の前眼部像．

術前には周囲より瘢痕組織を伴う結膜侵入のため眼表面は透明性を失っている(A)．移植48時間後では，

移植された粘膜上皮シートはフルオレセイン染色で眼表面に生着している(B)．移植された粘膜シートは術

後10日でも眼表面に生着して透明性を維持しており(C)，フルオレセイン染色により48時間後と比較して

粘膜シートより外側へ伸展していることが観察される(D)．(文献71より転載，一部改変)

図 38 培養口腔粘膜上皮移植後 日の組織像．

羊膜上培養口腔粘膜上皮シートは眼表面に生着してお

り，シート下に実質浮腫や細胞浸潤などはみられな

い．矢印は羊膜を示す．(文献71より転載，一部改

変)



は結膜上皮からの再生ではないことが確認された．移植

10日後にも，移植された粘膜上皮シートは眼表面に生

着しており，しかも48時間後と比較して粘膜シートよ

り外側へ上皮細胞が伸展していることがフルオレセイン

染色により観察された(図37)．組織像では，移植シー

トは羊膜とともに眼表面で生着しており，上皮下の細胞

浸潤や実質浮腫などはみられなかった(図38)．以上の

ことから，羊膜上で培養した口腔粘膜上皮シートは眼表

面に生着，伸展し，角膜の透明性を維持することが確認

された ．

４)考察と今後

重症眼表面疾患は，その大部分が両眼性の疾患であ

り，自己の角膜上皮ステムセルを用いた眼表面再建術は

事実上不可能である．このような疾患に対しては，これ

までアロ角膜上皮移植が試みられてきたが，自己の眼表

面以外の部位からの粘膜上皮，ことに口腔粘膜上皮を用

いた眼表面再建術はこれまでなかった治療概念であり，

新しい外科的手術方法である．今回，我々が作製した家

兎の羊膜上培養口腔粘膜上皮シートは，その組織学的観

点からみて，角膜上皮に類似の分化，重層化した非角化

粘膜上皮の性質を示すシートであることがわかった．ま

た，培養口腔粘膜シートは眼表面という生体で極めて特

殊な環境においても生着，生存し，角膜上皮の代用とな

り得る可能性が推測された．現在，ヒト口腔粘膜上皮

シート作製には種々の培養操作過程の改変により成功し

ており，急性期アルカリ腐食眼への臨床試用において

も，上皮修復に成功している．このように，本術式はヒ

トヘの臨床応用段階に入っており，眼表面における適合

性を観察中である．

3．培養角膜内皮細胞移植

羊膜をキャリアーとして培養角膜上皮シートや培養口

腔粘膜上皮シートを作製することが可能となったため，

この方法をさらに発展させて羊膜キャリアーの上にヒト

角膜内皮細胞シートを作製し移植することを試みた．

米国アイバンクから入手したヒト角膜を使用し，角膜

内皮をDescemet膜ごと角膜実質から剥離した後，ディ

スパーゼ処理で角膜内皮細胞浮遊液を作製し，IV型コ

ラーゲンでコートしたカルチャーディッシュで培養を
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図 39 培養角膜内皮細胞シートの走査電子顕

微鏡写真．

羊膜上の角膜内皮細胞は扁平かつ多角形で

連続する角膜内皮層を形成している．

図 40 培養角膜内皮細胞シートの透過電子

顕微鏡写真．

単層で連続する角膜内皮がみられる．

図 41 培養角膜内皮細胞シート移植後 日目の前眼部．

培養角膜内皮細胞シート移植後(A)の角膜は透明性が高いが，対照(B)では著明な角膜浮腫がみられる．



行った．培養は今までの報告の方法を一部改変して行っ

た ．正常角膜と同様の高い角膜内皮細胞密度を羊

膜上で得るため，継代した培養ヒト角膜内皮細胞(47

歳，P5培養HCEC)を用い，12穴プレート内のカル

チャーインサートを羊膜上皮を剥離した羊膜でコート

(面積100mm)し，その上に1.2×10個/m1×0.5ml

(6.0×10 cells/mm)の細胞浮遊液を播種した後，37℃

5％COインキュベーター中で2週間培養した．作製さ

れた培養角膜内皮細胞シートの組織を検討後，生体内で

の機能を検討するために，白色家兎に移植を行った．移

植方法は，家兎の角膜を直径7mmのトレパンでトレ

パネーション後，角膜ボタンの角膜内皮をDescemet膜

ごと剥離除去し，その実質上に直径6.25mmの培養角

膜内皮細胞シートを羊膜面が実質と接するように静置し

て接着させ，この角膜ボタンを10-0ナイロン糸で縫合

して戻した．対照として上皮を剥離した羊膜のみを移植

し，術後1週間，前眼部所見の観察を行った．

羊膜上への培養角膜内皮細胞の高密度播種により，

3,000個/mmを超える細胞密度の培養角膜内皮細胞シ

ートが得られた．走査電子顕微鏡では，羊膜上の角膜内

皮細胞は扁平かつ多角形な角膜内皮層を形成していた

(図39)．透過電子顕微鏡では単層で連続する角膜内皮

細胞がみられ，隣接する細胞同士は互いに折り重なって
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図 42 Laser Micro-Dissection装置(ライカ社製 AS LMD)の概要．

窒素ガスレーザー(337.1nm)によって直接目的部分を切除する．切り抜かれた部分は重力で落下し，下に

置かれたチューブに収まるようになっている．

図 43 iAFLP法の概略．

iAFLP(introduced amplified fragment  lenghth
 

polymorphism)ではサンプル由来のcDNAに特異的な

長さの異なるpolymorphic adaptorを付加し，混合し

てPCRで増幅する．PCR産物は3塩基毎，6本のピー

クとなり，それぞれのピークの高さが相対遺伝子発現量

を示す．(文献78より転載)

図 44 眼表面上皮細胞の遺伝子発現によるクラスター

解析結果．

角膜上皮の中間層，表層，輪部上皮の中間層，表層の

4種類の細胞腫は類似した発現をしている．結膜上皮

の基底層，中間層，表層の3種の細胞は類似した遺伝

子発現をしている．角膜上皮基底層と輪部上皮基底層

の細胞はこれらのグループとは違い特異な発現パター

ンを示した．



おり，その細胞間の結合面積を最大にするように強く結

合していた．羊膜には角膜内皮細胞の作り出す細胞外器

質がみられた(図40)．生体内に移植した実験では，対

照群では著明な角膜浮腫がみられたが，培養角膜内皮細

胞シートを移植した群では角膜浮腫はみられず，角膜の

透明性が保たれていた(図41)．

このように，羊膜上皮を剥離した羊膜上に培養角膜内

皮細胞を高密度で播種することにより，正常角膜に近い

細胞密度と形態を示すヒト培養角膜内皮細胞シートを作

製することができた．このシートを生体内に移植するこ

とにより，移植した角膜内皮細胞は少なくとも移植後1

週間は機能していることが推測された．今後，培養角膜

内皮細胞シートの機能，移植の長期予後，移植手術手技

についてのより詳しい検討が必要であるが，角膜内皮障
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図 45 ケラチン 発現における免疫染色と iAFLP法との比較．

ケラチン4は角膜上皮(A)，輪部上皮(B)で表層優位の発現を示した．結膜上皮(C)では全層に発現をがみ

られた．免疫染色(A，B，C)と iAFLPのデータ(D)は高い相関を示した．

図 46 ケラチン 発現における免疫染色と iAFLP法との比較．

ケラチン12は角膜上皮(A)で全層に，輪部上皮(B)で中間層優位に発現をみたが，結膜上皮ではほとんど

発現していなかった．免疫染色(A，B，C)と iAFLPのデータ(D)は高い相関を示した．



害による水疱性角膜症に対する培養角膜内皮細胞移植の

可能性が今回の実験で推定された．

角膜上皮ステムセルの特徴―遺伝子

発現による角膜幹細胞の特徴づけ―

角膜上皮ステムセルは角膜と結膜の境界部の輪部基底

細胞に存在すると考えられており，良質な培養角膜上皮

シートを作製するためには培養開始時のステムセル含有

量を高めることが重要と考えられる．このステムセルの

分子生物学的特徴を知ることは，今後ステムセルからの

角膜再生を試みるうえでも非常に有用と考えられる．こ

れまでに我々が解析した角膜上皮の発現プロファイル

は，in vivo角膜中央部上皮のデータであり，かつ絶対

発現解析であるので厳密な議論をするにはさらに詳細な

解析が必要となる．現在のところ，複数種の細胞から構

成される組織から必要とする細胞を選択的に採取するに

はレーザーマイクロキャプチャー装置 (図42)で組織

切片をモニターしながら採取するしか方法がない．しか

し，ここから得られる細胞は非常に少ないもので，この

まま遺伝子発現解析に投入しても，解析法の感度にはる

かに及ばないため思うような結果は得られない．すなわ

ち，増幅の過程が必須となる．我々は相対遺伝子発現解

析の方法として iAFLP法 を採用した．理由は，①ま

だ全遺伝子を網羅したDNAチップがないこと，②眼

表面の上皮細胞で重要な遺伝子を集めたDNAチップが

ないこと，③これまでに測定した絶対遺伝子発現の

データや配列データを利用するにはチップよりも iAFL-

P法の方がプロトコールとして適していたこと，であ

る．この方法に適した増幅法がなかったため，増幅法の

開発から研究をスタートさせた．

iAFLP法は原理に競合的PCRを採用している(図

43)．個々のサンプル由来RNAを pUC19ベースのベ

クタープライマーを使い二本鎖cDNAとして，MboⅠ

制限酵素で消化する．これにサンプル毎に異なるアダプ

ター(6種類ある)をライゲーションし，6種類のサンプ

ルを混ぜ合わせた後に蛍光修飾したアダプター特異的な

プライマーと遺伝子特異的なプライマーでPCRを行

い，得られた産物を蛍光シーケンサーでフラグメント解

析を行う．典型的な電気泳動結果では6本のピークが3

塩基ごとに並ぶことになり，各々のピークの高さが各々

のサンプルでの特定の遺伝子発現相対量を示すこととな

る．遺伝子特異的なプライマーはmRNAの polyA部

位と最も3’側のGATC配列(MboⅠ認識配列)の間で作

製する．この間の配列を我々は gene signature(GS)と

呼んでおり，絶対遺伝子発現解析で得られるのもこの配

列である ．GSにはまだGenbankに登録のない遺伝

子も数多く存在しており，登録がなくてもプライマーが

作製できるのが大きな利点である．また，プライマーの

作製した位置によって電気泳動で得られる6本のピーク

の位置があらかじめ予測でき，DNAチップで危惧され

るクロスハイブリの問題はこのサイズによるバリデー

ションで解決できる．

数多くの最適化の実験を行い，この方法に適したサン

プルの増幅法を確立し，結果として1ngという微量の

RNAから正確な遺伝子発現解析が行えることを確認し

た．この方法を用いて，まず我々は眼表面における3種

類の上皮細胞，すなわち結膜上皮，角膜上皮，輪部上皮

の基底層，中間層，表層での遺伝子発現を比較してみ

た．結果を二次元クラスター解析し，サンプル間の類似

性について調べたところ，サンプル方向のクラスターは

結膜上皮の3層は類似しており，角膜と輪部の表層，中

間層の4サンプルは類似していることが判明した．さら

に，角膜上皮基底層はこの4サンプルに若干類似してお

り，輪部基底層は角膜よりもむしろ結膜上皮に類似して

いた(図44)．実験のバリデーション結果は，ケラチン4

とケラチン12に関して，今回の結果と免疫染色とを比

較することで行った．結果は，ケラチン4については図
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図 47 角膜中央部(A)，角膜輪部における integrinα の発現．

Integrin α 6は角膜中央(A)，輪部(B)の両方の基底層で発現していたが(矢印)，その発現強度は角膜中央

部に向かうにつれて減弱していた．



45，ケラチン12については図46に示すごとく免疫染色

と今回の結果の間に高い相関がみられた．以上のことか

ら，今回の実験結果は極めて信頼の置けるものであると

考えられた．

角膜上皮ステムセルが存在すると考えられている輪部

基底層では，インテグリンα6，腫瘍壊死因子(TNF)

レセプター2，BAD，ケラチン18，THBS3などが特

異的に発現していた．この中で皮膚表皮細胞のステムセ

ルマーカーの可能性が推測されているインテグリン

α6 に対して免疫染色を行ったところ，輪部基底のみ

ならず，結膜，角膜基底細胞でも染色され，残念ながら

輪部基底層に特異的なものではないことが判明した．し

かし，その発現強度は輪部基底層でも強く，中央部角膜

で弱く染色され(図47)，インテグリンα6は輪部基底

層で特異的に発現したインテグリンα6の遺残である

可能性が想定された．

今回対象とした遺伝子は，角膜上皮細胞で比較的発現

が多く，かつ角膜上皮細胞に特異的なものである．この

中から輪部基底層に特異的な遺伝子を探すという方法に

は少なからず無理があるのかもしれない．輪部基底層の

細胞での絶対遺伝子発現解析を行い，この中で発現量が

比較的多く，なおかつ特異的な遺伝子を探すことが必須

なようである．このためにはレーザーマイクロキャプチ

ャー法で採取した微量サンプルから発現プロファイルを

歪めることなく増幅して，絶対発現解析を行う必要があ

る．現在，この方法については方法論的な検討を行って

いる．

稿を終えるに当たり，宿題報告の機会を与えて下さいまし

た日本眼科学会評議員各位，本研究をご支援いただいた京都

府立医科大学眼科学教室ならびに明交会各位，そして本研究

に至るまでお導き下さいました眞鍋禮三大阪大学名誉教授に

心から感謝申し上げます．

また，京都府立医科大学産婦人科学教室の本庄英雄教授に

は羊膜採取について，歯科の金村成智部長には口腔粘膜採取

についてご協力を賜りました．深謝申し上げます．
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Comment：眞鍋 禮三

著者らはThoftらによって提唱された角膜上皮と結膜上皮を一体のものとしてとらえるocular
 

surfaceという概念をさらに発展させ，これまで不治の疾患として放置されてきたStevens-Johnson’s
 

syndrome，ocular pemphigoid，Mooren’s ulcer，severe chemical burns，stem-cell deficiency

などを眼表面疾患という新しい疾患群としてとらえることにより，その病態生理を細胞生物学や分

子生物学を駆使して解明すると共に，最近急速に進歩した再生医療技術を取り入れて治癒可能な疾

患群に変えていった課程を詳しく報告している．すなわち，chemical burnのように片眼性のもの

に対しては，病的上皮を完全に除去した角膜に健眼からの結膜を自家移植するだけで，拒絶反応は

起こらず，炎症性サイトカインも発現しないので，血管新生や線維性増殖は起こらず，移植された

結膜上皮は速やかに角膜上皮様に分化転換し，透明治癒させることができるようになったのであ

る．

しかし，大部分の眼表面疾患は両眼性のため，移植上皮を他眼から得ることはできず，アロ角膜

上皮を移植するしかないので，高率に拒絶反応が起こり，炎症性サイトカインが発現して新生血管

や線維性増殖が誘発され，移植されたアロ角膜上皮は血管を伴ったホストの結膜上皮に置き代わ

り，透明治癒させることはできなかったのである．ただし，ドナー角膜上皮を表層実質とともにレ

ンチクルとして移植する 角膜上皮形成術」では，レンチクルを構成する表層実質が血管新生や線

維性増殖を阻止することがわかり，移植されたアロ角膜上皮が血管を伴ったホスト結膜上皮に置換

されるのを防いで，透明治癒することが明らかになったのである．著者らは 角膜上皮形成術」の

適応症として，両眼性の severe chemical burnsとMooren’s ulcerをあげ，多くの成功例を報告し

ている．

しかし，残りの眼表面疾患群(Stevens-Johnson’s syndrome，ocular pemphigoid，stem-cell
 

deficiencyなど)はそれ自身が炎症性サイトカインを発現して血管新生や線維性増殖などを誘発す

るので，角膜上皮形成術を行っても，移植されたアロ角膜上皮は高率に拒絶され，失敗に終わるこ

とがしばしばであった．そこで著者らは，最近著しく進歩した再生医療の技術を取り入れて，角膜

上皮形成術で用いたレンチクルを構成する実質片の代わりに羊膜を用い，アロ角膜上皮細胞の代わ

りにアロ角膜 stem-cellを用いることを案出して，上皮を剥がした羊膜上にアロ角膜上皮 stem-

cellを cell-suspension法で播種培養したところ，培養した角膜上皮は5～6層に重層化し，基底部

の円柱状細胞から表層の偏平な細胞へと分化し，生体と同様の角膜上皮層を形成させることに成功

したのである．

このように羊膜をキャリヤーとして培養した角膜上皮シートはレンチクルに比べて遥かに大きい

ので，病的上皮を除去した角膜実質を完全に覆うことができるため，消炎効果が大きく，炎症性サ

イトカインの発現を抑え，安定した角膜表面を形成することができたのである．臨床試験でも，不

治として諦めていたStevens-Johnson’s syndromeの67％に視力改善が得られている．

しかし，培養した stem-cellはあくまでもアロ角膜上皮であることから，拒絶反応を完全に避け

ることは不可能であるとして，最近では100％の成功率を目指して，自己口腔粘膜上皮細胞を羊膜

上で培養し，口腔粘膜上皮シートを作製した上で移植する方法を開発している．著者らは，これは

autograftであるので，拒絶反応は起こらず，炎症性サイトカインも発現しないので，口腔粘膜上

皮は速やかに角膜上皮様に分化転換し，両眼性の難治性眼表面疾患に透明な眼表面を確実に再生す

ることが可能になったと述べている．

私は，これまで著者らが 眼表面の再建」をライフワークとして粘り強く研究してきた結果を何

度も聞かされてきたが，聞く度に新しい成果を報告してくれたことに対して感謝すると共に，今回

の成果に対しては最大の賛辞を贈りたいと思っている．


