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要 約

再生医療は，有効な治療法のない難治性疾患に対し

て，幹細胞や前駆細胞を用いて治療する新しい概念の医

療である．眼科領域では，我が国の複数の施設において

重症の幹細胞疲弊症に対する培養粘膜上皮シート移植術

が既に臨床応用されている．これはドナーあるいは自己

の角膜上皮幹細胞や，患者自身の口腔粘膜上皮細胞を少

量採取し培養することによって作製した培養粘膜上皮

シートを用いて眼表面を再建する角膜上皮の再生医療で

あり，これまで有効な治療法がないとされていた Stev-

ens-Johnson症候群や重症化学外傷，眼類天疱瘡など

の難治性疾患に対して外科的治療の可能性をもたらし

た．さらに角膜内皮疾患に対しても， でヒト

角膜内皮細胞を増殖させることが可能になり，培養角膜

内皮細胞やその前駆細胞を用いた角膜内皮再生医療の研

究が進められている．ここでは我が国における角膜再生

医療研究の現状と，将来の展望について述べる．(日眼会

誌 ： ― ， )
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ト移植，上皮，内皮
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Abstract
 

Recently, regenerative medicine focusing on tis-

sue-engineering techniques has been developed and
 

established as a new clinical field. In Japan, two
 

types of cultivated mucosal epithelial transplanta-

tion have been clinically applied to ocular surface
 

reconstruction of severe stem cell deficiencies；one
 

is allogeneic/autologous cultivated corneal epithelial
 

transplantation and the other is autologous culti-

vated oral mucosal epithelial transplantation.These
 

new techniques enabled us to treat severe stem cell
 

deficiencies by covering the whole damaged ocular
 

surface with cultivated mucosal epithelial sheets.In
 

the field of corneal endothelial research, recon-

struction of damaged corneal endothelium utilizing
 

cultivated human corneal endothelial cells or their
 

precursors has been developed and its usefulness
 

confirmed in animal models.This review will provide
 

an overview of recent results, as well as an insight
 

into the future of research on corneal regenerative
 

medicine in Japan.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

再生医療は疾病や外傷などによって失われた生体の機

能を，幹細胞や前駆細胞などの増殖能をもった細胞や，

それらを培養した組織を用いて治療する新しい概念の医

療である．眼科領域における再生医療は他の医学領域と

比較しても進歩しており，我が国では角膜，網膜，およ

び視神経疾患(緑内障)などに対して臨床応用を目指した

高いレベルの研究が行われている．特に角膜上皮の再生

医療は，日本の複数の施設において既に臨床応用が始

まっており，世界をリードする最先端の研究が行われて

いる．また角膜内皮疾患に対しても，生体内で増殖しな

いとされるヒト角膜内皮細胞を in vitroで培養する技術

が既に確立されており，近い将来，日本において世界に

先駆けて角膜内皮再生医療の臨床応用が実現されること

が期待される．本稿では我が国における角膜再生医療研

究の現状と，将来の展望について述べる．

角膜移植と再生医療

角膜は感染症や外傷，ジストロフィ，自己免疫疾患な

どさまざまな原因によって混濁や変形を生じ，視機能に

重篤な障害を与える．これらの疾患に対しては全層角膜

移植が広く行われており，円錐角膜や角膜白斑などの疾

患には非常に良好な成績が得られることが知られてい

る．その一方で，角膜疾患の中には角膜上皮の幹細胞が

障害される幹細胞疲弊症と呼ばれる疾患群があり，それ

らに対しては幹細胞を移植しない全層角膜移植の効果は

一時的であり，角膜上皮幹細胞を何らかの方法で移植す

ることが必要である．また近年増加している水疱性角膜

症は，他の疾患と比較して全層角膜移植後の拒絶反応や

移植片不全の発症率が高く，予後が不良であることが問

題となっている．さらに日本では常に提供角膜が不足し

ており，角膜移植を必要とする患者は長期にわたる待機

期間を強いられているのが現状である．このような医学

的および社会的背景のもと，再生医療的アプローチを用

いた新しい角膜疾患の治療法の開発が行われるように

なった．

角膜上皮の再生

1．角膜上皮幹細胞と幹細胞疲弊症

眼表面は角膜上皮と結膜上皮という2種類の異なる上

皮細胞群から構成されており，角膜上が透明な角膜上皮

で覆われることは良好な視力を得るうえで重要である．

角膜上皮の幹細胞は，角膜と結膜の境界に位置する輪部

に存在すると考えられており，臨床的にはpalisades of
 

Vogtと呼ばれる皺状構造として認められる ．重症

日眼会誌 111巻 7号

図 1 培養粘膜上皮シートを用いた幹細胞疲弊症の治療．

羊膜や温度応答性培養皿などの基質を用いて角膜上皮幹細胞，あるいは口腔粘膜上皮細胞を培養し，幹細胞

疲弊症眼の眼表面を再建する．
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図 2 羊膜を基質として用いたアロ培養角膜上皮シート移植．

A：化学外傷の瘢痕期．palisades of Vogtが全周にわたって消失し，血管を伴った結膜上皮で覆われてい

た．B：培養角膜上皮シート移植48時間後には，眼表面に上皮シートが生着し，上皮欠損を認めなかった．

C：移植後6年．拒絶反応を認めず眼表面は透明なアロ角膜上皮で被覆されている．D：移植後6年のフル

オレセイン染色．(A，Bは文献15よりAmerican Academy of Ophthalmologyの許可を得て転載)

図 3 羊膜を基質として用いた培養口腔粘膜上皮シート．

A：培養口腔粘膜上皮シートのヘマトキシリン・エオジン(HE)染色写真．正常ヒト角膜上皮(B)に類似した

重層化したシートを形成している．C：培養口腔粘膜上皮シートの透明性は良好である．D：培養口腔粘膜

上皮シートはケラチン3を発現している．scale bar＝100μm．(文献21より転載)
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の化学外傷や熱傷，Stevens-Johnson症候群や眼類天疱

瘡などの難治性眼表面疾患では，広範に角膜輪部の幹細

胞が障害されることがあり，その場合角膜上は瘢痕性混

濁を伴った結膜組織で被覆されて，重症の視力障害を生

じる．このような疾患を幹細胞疲弊症と呼び，化学外傷

やStevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡の他，薬剤毒

性などによる偽眼類天疱瘡，先天性に角膜上皮幹細胞が

欠損する先天無虹彩症，輪部原発の上皮性悪性腫瘍など

が含まれる．これらの幹細胞疲弊症に対する治療法とし

て，1980年代以降，ドナーあるいは患者自身の角膜上

皮幹細胞を含む組織片を移植する，角膜上皮形成術 や

輪部移植術 が開発され，広い意味での角膜上皮再生

医療が開始された．しかしこれらの組織移植では，移植

後の眼表面において移植片から上皮細胞が伸展すること

が必要であり，強い眼表面炎症を伴う重症眼表面疾患で

は上皮修復が遅れることがしばしば認められた．

そこで新しい世代の角膜上皮再生医療として注目され

ているのが，生体外へ取り出した角膜上皮幹細胞を用い

て角膜上皮のシートを作製して移植をする培養角膜上皮

移植術である．さらに最近では，拒絶反応のない患者自

身の口腔粘膜組織を培養してシートを作製し，角膜上皮

の再建に用いる培養口腔粘膜上皮移植も臨床応用される

ようになり，患者自身の細胞を用いた本来の意味での再

生医療が可能になっている(図1)．

2．培養角膜上皮移植術

培養角膜上皮移植術は角膜輪部に存在する幹細胞を少

量採取し，培養を行って in vivoの角膜上皮に類似した

シートを作製し，それを用いて幹細胞疲弊症を生じた眼

表面を再建する方法である．このコンセプトの治療は，

1997年にイタリアのPellegriniらによってはじめて患

者に試みられたものであるが ，その数年後には日本に

おいても羊膜を基質として用いることにより角膜輪部の

幹細胞を培養したシートを作製する方法が確立された

．羊膜は胎盤由来の組織であり，その基底膜は角膜

や結膜の基底膜に非常に類似していることが報告されて

おり ，羊膜を角膜上皮幹細胞培養の基質として用い

ることによって in vivoの角膜上皮に非常に類似した，

重層化して形態的に分化した角膜上皮シートが作製でき

ることが明らかとなった ．これらの培養角膜上皮細

胞は，角膜上皮に特異的な細胞骨格蛋白質であるケラチ

ン3やケラチン12を発現しており，また培養の後半に

細胞シートの表面を空気に触れさせるair-lifting法を用

いることにより，最表層上皮にはタイトジャンクション

を形成する ．

図 4 瘢痕期の重症 Stevens-Johnson症候群に対する自己培養口腔粘膜上皮移植．

A，B：術前には輪部上皮がすべて消失し，眼表面は結膜組織で被覆されていた．C，D：移植後の眼表面は

培養口腔粘膜上皮シートが生着し，瘢痕性変化を認めない．(文献21より転載)
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羊膜を基質として用いたアロ培養角膜上皮シート移植

は，日本では1999年から臨床応用されており，全層角

膜移植や輪部移植などの適応のない重症の化学外傷，

Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡などに対して行わ

れている (図2)．その結果，急性期の化学外傷や

Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡の急性増悪に対

し，遷延性上皮欠損を角膜上皮シートで被覆することで

速やかな消炎と上皮化が得られ，長期の瘢痕性変化の進

図 5 培養粘膜上皮シートの組織学的構造．

A：正常ヒト角膜上皮．B：輪部上皮から作製した培養上皮細胞シート．C：正常ヒト口腔粘膜上皮．

D：口腔粘膜上皮から作製した培養上皮細胞シート．Scale bar＝100μm.(文献23を一部改変)

図 6 温度応答性培養皿を用いた自家培養上皮細胞シート移植．

眼類天疱瘡患者に対する自家培養上皮細胞シート移植(口腔粘膜を細胞源)の術前(A：視力0.01)と術後14

か月(B：視力0.7)．(文献23を一部改変)
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行を予防する有用な治療法であることが明らかになっ

た ．一方，瘢痕期の症例に対しても，アロ培養角膜

上皮シート移植を行うことにより外科的治療が可能に

なったが，長期的に安定した眼表面を維持するうえでは

拒絶反応や遷延性上皮欠損，薬剤耐性菌による角膜感染

症などの問題を解決する必要があることが分かった

．培養角膜上皮シート移植には，羊膜を基質としたも

の以外に，温度応答性培養皿を用いて培養した角膜上皮

細胞を基質なしの上皮シートとして移植する方法が開発

され，既に臨床応用が行われている ．また，片眼性の

幹細胞疲弊症に対しては，自己の健常眼の輪部組織を用

いたオート培養角膜上皮シート移植が可能になり，非常

に良好な治療成績が得られている ．

3．培養口腔粘膜移植術

その後，両眼性の重症眼表面疾患に対して，拒絶反応

の生じない自己の細胞を用いた角膜再生医療の重要性が

認識され，患者自身の口腔粘膜上皮細胞を培養して作製

した角膜上皮様シートを用いて眼表面を再建する術式が

開発された．生体内における口腔粘膜は数十層の厚い上

皮細胞層から成るが，口腔粘膜から上皮成分のみを選別

して培養することによって，角膜上皮に類似した4～5

層の厚みの角膜上皮様シートを形成する ．ヒトの培養

口腔粘膜シートはケラチン12を発現していないものの，

ケラチン3を発現しており，角膜上皮に類似した性質を

もつと考えられる(図3)．このように作製した培養口腔

粘膜シートを用いたオート培養口腔粘膜移植術は，

Stevens-Johnson症候群や化学外傷，眼類天疱瘡などの

重症眼表面疾患の眼表面再建に有用であり，拒絶反応を

生じないため長期にわたり非常に良好な治療成績が得ら

れる．口腔粘膜上皮シート移植には，羊膜を基質として

用いたものと (図4)，基質を用いない温度応答性培

養皿を用いて作製するもの (図5，6)と大きく分けて

二つの方法がある．いずれの方法を用いても良好な治療

成績が報告されており，拒絶反応が問題となる難治性眼

図 7 培養角膜内皮細胞シート．

A：マクロ像．B：組織像(HE染色)．scale bar＝20μm．C：走査型電子顕微鏡像．D：透過型電子顕微鏡

像．scale bar＝1.0μm．(文献36，37を一部改変)
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表面疾患の治療法として非常に有効である．また角膜実

質混濁を伴った幹細胞疲弊症において，アロ角膜上皮移

植と全層角膜移植の併用は拒絶反応の出現率が高く予後

が不良であったが，オート培養口腔粘膜移植と全層角膜

移植を二期的に行うことにより，良好な視力回復が得ら

れることが報告されており，良好な長期経過が期待され

る術式である ．

4．安全面への配慮

一般的にヒト細胞の培養には培養液に動物血清を加え

る必要があるが，培養角膜上皮シート，培養口腔粘膜シ

ートの作製にもウシ胎仔血清が用いられてきた．しかし，

最近では角膜再生医療の長期的な安全性を担保するため

に，動物由来の成分を用いない患者自身の血清を用いた

培養法が確立され，ウシ胎仔血清を用いた場合と遜色な

い粘膜上皮シートを作製することが可能になった ．

また角膜上皮の再生医療の材料として使用されている羊

膜に関しても，凍結乾燥，滅菌操作を行ったものが開発

されており，近い将来に培養粘膜上皮シートの基質とし

てもより安全な材料を使用できるようになると期待され

る ．

角膜内皮の再生医療

1．培養角膜内皮シート移植の開発

社会の高齢化に伴い，我が国における水疱性角膜症患

者は増加傾向にある．水疱性角膜症に対しては全層角膜

移植が行われているが，他の角膜疾患に比べて拒絶反応

や移植片不全の発症率が高く，治療法として完成された

ものとはいい難い．近年パーツ移植という概念から，角

膜内皮細胞のみを移植する内皮移植が試みられている

が，手技の複雑さとドナー角膜が全層角膜移植と同様に

必要であることから，まだ一般的に普及した術式とはい

えない ．

水疱性角膜症は，本来角膜内皮細胞の異常によって生

じる疾患であるため，初期の段階で健常な角膜内皮細胞

を移植すればより良好な治療成績が得られる可能性があ

る．そこで再生医療的な観点から，角膜内皮細胞あるい

はその前駆細胞を生体外で増殖させ，患者へ移植する培

養角膜内皮移植の開発が注目されている．これまでにウ

シ角膜内皮細胞の基質やその代用としてのⅣ型コラーゲ

ンを用いたヒト角膜内皮細胞培養が報告されており

図 8 家兎眼への培養角膜内皮シート移植．

A，C：非移植群．B，D：移植群，scale bar＝100μm．(文献37を一部改変)
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，さらに羊膜やコラーゲンシートなどのキャリアを用

いて移植する方法や ，温度応答性培養皿を用いて培

養した角膜内皮細胞シートをキャリアなしで移植する試

み が家兎を用いた動物実験で報告されている(図7，

8)．これらの移植実験では，生体外で培養して作製した

ヒト角膜内皮細胞のシートが，移植後の家兎眼において

機能し角膜を透明に保つことが示された．また最近で

は，生体内で角膜内皮細胞が増殖する家兎と異なり，ヒ

トと同様に角膜内皮の増殖能が非常に低いとされるサル

を用いて，培養角膜内皮シート移植の長期の安全性と有

用性を示す試みも行われている．

2．スフェア法による角膜内皮前駆細胞移植の開発

前述の培養角膜内皮シート移植は機能的に分化した角

膜内皮細胞を移植する方法であったのに対し，この方法

はスフェア法を用いて角膜内皮の前駆細胞を採取し ，

前房内に注入してDescemet膜上で角膜内皮細胞へと分

化させるコンセプトの治療法である．成人のヒト角膜内

皮細胞から採取したスフェアは，培養によって角膜内皮

細胞様の細胞に分化することが確認されている (図

9，10)．また家兎の水疱性角膜症モデル眼に対して角膜

図 9 ヒト角膜内皮細胞(HCEC)からのスフェア．

A：単一細胞に播種したHCEC．B：形成されたスフェアはDiI陽性か陰性．C：形成されたスフェア．

D：スフェアはBrdU陽性．E：二次スフェアも形成可能．scale bar＝100μm(A，B，C，E)，200

μm(Dのみ)．(文献39よりAssociation for Research in Vision and Ophthalmologyの許可を得て転

載)
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内皮前駆細胞の前房内注入による治療法の試みがなされ

ており ，将来的な臨床応用が期待されている．

角膜実質の再生，人工角膜の開発

角膜実質の代替組織として，細胞成分を含まない合成

ポリマーを用いた人工角膜の開発が試みられているが ，

生体適合性の問題から感染や脱落などの問題があり，再

生医療の分野においてよりも薬剤開発における角膜モデ

ルとしての応用が期待されている．生体適合性を高めた

臨床応用可能な人工角膜としては，患者の歯根部を利用

した人工角膜移植法が開発され，日本においても臨床応

用されている．また合成ポリマーを天然ポリマーや羊膜

と組み合わせることにより足場として用いる試みが行わ

れている ．透明性の保持や力学的強度，血管や神

経再生など解決するべき問題点があるが，今後の発展が

期待される分野である．

日本における角膜再生医療の展望

長い歴史をもつ角膜移植治療は，従来の全層角膜移植

から障害されている部分のみを移植するパーツ移植を目

指した治療法へと選択の幅が広がりつつあり，さらに近

年の再生医学・再生医療の進歩に伴って組織幹細胞を用

いた細胞移植治療へと進化している．今後の角膜再生医

療の課題としては，培養角膜上皮移植や培養口腔粘膜移

植における幹細胞の同定や培養環境の整備(ニッチの維

持など)，品質管理された環境での移植材料の作製や動

物由来成分を用いない細胞培養法の確立など，機能面で

のさらなる向上と安全性の確保が必要である．また，

2006年9月1日以降に行われる再生医療の臨床研究に

関しては，厚生労働省の ヒト幹細胞を用いる臨床研究

に関する指針」が適応されることになった．現状では既

に開始されている臨床研究に関しては継続的に行うこと

ができるようであるが，内容的にはGMPに準拠した方

法にグレードアップして，より安全性に配慮して行って

いく必要がある．また最終的には，臨床研究の成果を産

業化へ結び付けることを目指している企業もあるようで

ある．この分野において，日本は世界的にみても先進的

な研究を行っている国の一つであり，日本から継続的に

最新の成果を発信できることを願っている．

本論文は，2006年に専門別研究会として発足した眼科再

生医療研究会の活動の一環として，世話人らが作成した総説

論文である．眼科再生医療研究会の活動に対する日本眼科学

会の支援に深謝いたします．
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