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はじめに
　正常の眼表面（Ocular surface）は角膜上皮と結膜上皮と

いう独自の分化をとげた表面外胚葉由来の粘膜から構成

されており，涙液とともに眼表面の恒常性を維持してい

る．角膜の組織構造は表層から，角膜上皮層，角膜実質

層，角膜内皮層の3層の細胞層に分けることができ，その

最表層にあたる角膜上皮は厚さ約50μmの非角化重層扁

平上皮で，外界の刺激から眼球を物理的，生物学的に保護

する重要な役割を果たしている．角膜上皮幹細胞は，細胞

生物学的，分子生物学的研究の進歩により，角膜周辺部に

位置する角膜輪部の基底層に存在するとされている（図

1A）1, 2）．角膜輪部 , すなわち角膜上皮幹細胞が喪失した

場合，生体反応性に周辺の結膜上皮が炎症，血管新生など

を伴って眼表面を覆い著しい視力障害をきたす（図1B）．

このように，角膜上皮幹細胞の異常をきたす疾患は “難

治性眼表面疾患”と呼ばれ，その病態の解明，治療法の開

発についてさまざまな研究がなされてきた．

眼表面再建術の開発
　これまで，難治性眼表面疾患に対する外科的治療とし

ては，ドナーの組織を用いた角膜上皮移植術（角膜上皮形

成術，角膜輪部移植術）3, 4）や培養角膜上皮移植術5-8）が

行われてきた．しかし，角膜移植に必要なドナーには数的

制限があり，またアロ移植のために術後多量の免疫抑制

剤を長期にわたり使用する必要がある．患者自身のQual-

ity of life や術後の拒絶反応，感染症について考慮した場

合，さらなる移植法の開発が必須となる．難治性眼表面疾

患の多くは両眼性であるため，自己の角膜上皮を利用す

ることはできず，拒絶反応の危険性のないオート移植の

開発を検討した場合，その細胞ソースの選択が鍵となる．

我々は，眼表面以外の粘膜上皮を用いた手術法の開発を

目的とし，再生医療学的見地も踏まえ，自己の培養口腔粘
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膜上皮を用いた眼表面再建の可能性について検討した．

羊膜を用いた培養口腔粘膜上皮シートの
開発
　生体組織をin vitroで再生させるためには，細胞が分化

増殖しやすい細胞外の環境，すなわち細胞の足場（細胞外

マトリックス，キャリアー）の整備が必要である．特に，

難治性眼表面疾患では，その上皮の再建のみならず，細胞

外マトリックスを含めた基質の正常化が必須であると考

えられる．生体材料の羊膜は，子宮内で胎児と胎盤を包ん

でいる無血管の薄い膜であり，厚い基底膜を持ち，瘢痕，

炎症抑制効果，新生血管抑制効果，創傷治癒促進効果な

ど，さまざまな効果が報告されている9-13）．我々は，この

羊膜を基質に用いた培養口腔粘膜上皮シートの開発に着

手した（図2）．

　まず我々の研究チームは，家兎を用いた動物実験を行

い，上皮を掻爬した羊膜が口腔粘膜上皮の培養の基質と

して適しているかを検討した．使用した羊膜は，3ヵ月以

内の感染症検査（HBV，HCV，HIV，梅毒）陰性の妊婦よ

り，口頭および文書でのインフォームドコンセントの後，

手術室で帝王切開時に無菌的に採取したものを使用した．

白色家兎の口腔粘膜を2mm2採取し，trypsin/EDTAなどに

より口腔粘膜細胞浮遊液を作成し，羊膜上で約3週間培養

した．また，培養過程では3T3 線維芽細胞とインサート

をはさんでの共培養，上皮細胞に分化誘導を施すair-lift-

ing法を併用した（図2）14）．培地は原則として，角膜上皮

培養に使用されているSHEM（supplemented hormone epi-

thelial medium）を改変して使用した．その結果，羊膜上

で培養した口腔粘膜上皮細胞は，羊膜基質に接着，生育

し，1週間でコンフルエントになった．また，培養後2～

3週間で口腔粘膜上皮細胞は5～6層に重層化し，正常角

膜上皮の基底細胞，翼細胞，表層細胞に相当する形態を保

持していることがわかった（図3A，B）．走査型，透過型

電子顕微鏡を用いた形態学的検討では，培養口腔粘膜上

皮シートは上皮細胞間の接着に関与するデスモゾームや

ヘミデスモゾームを形成していることもわかった．また，

その表層には粘膜上皮の性質を示す無数の微絨毛が存在

し，最表層の細胞間は，タイトジャンクションによりバリ

アー機能が保持されていることがわかった（図3C，D）．

上皮系の細胞骨格蛋白のケラチンに対する免疫染色性で

は，皮膚表皮に発現する角化型ケラチン1/10は発現して

おらず，粘膜分化型のケラチン4/13の発現は認められた．

また，角膜型ケラチン3/12のうち，ケラチン3の染色性

は認められた15）．正常の口腔粘膜上皮はケラチン3の発現

が認められ，生体内でも極めてユニークな粘膜といえ，

我々が作成した培養口腔粘膜上皮シートは，非角化粘膜

としての性質を持ちながら，細胞骨格の側面からは，角膜

の性質を一部持つシートであることがわかった．

自己培養口腔粘膜上皮シートによる
眼表面再建術
　作成した培養口腔粘膜上皮シートの生物学的特徴を考

察後，家兎眼表面に培養口腔粘膜上皮シートを用いて自

家移植を行った．家兎眼表面は表層角膜切除により，眼表

面疾患モデルを作成した（図4A）．移植直後の時点で，眼

表面は従来使用してきた培養角膜上皮シートと類似の透

明性を示していた．移植後48時間において，粘膜上皮シー

トは透明性を維持しており，フルオレセイン染色にて眼

表面に欠損なく残存していることを確認した（図4B）．移

植片の周囲は全周にわたりフルオレセインの染色性が認

められたため，残存している上皮は周囲の結膜上皮のコ

ンタミネーションではないことが確認された．移植後10

日において，培養口腔粘膜上皮シートは眼表面に残存し，

かつ48時間後と比較して粘膜上皮シートより外側へ伸展

していることが観察された（図4C，D）．また，この時点

での角膜全層の組織学的考察では，培養口腔粘膜上皮

シートは眼表面で生着しており，実質内の浮腫や細胞浸

潤なども認められず，眼表面での生体適合性は良好であ

ることがわかった15）．ケラチンに対する免疫組織化学的

考察では，in vitroでの発現と同様に，ケラチン4/13，3に

対する免疫染色性を示していた．また，移植後，家兎は動

きのある物体を目で追うことが確認され，視機能も改善

していることが明らかとなった．

　以上のことより，今回我々が作成した培養口腔粘膜上

皮シートは，その組織学的，細胞生物学的観点からみて，

角膜上皮に類似の分化，重層化した非角化粘膜上皮の性

質を持つことがわかった．また，羊膜上で培養した口腔粘

膜上皮シートは短期成績ではあるが，眼表面という生体

内で極めて特殊な環境においても生着，生存し，術後の透

明性を維持するにあたって，角膜上皮の代用となりえる

可能性が示唆された15）．

眼表面再生の今後の展望
　以上のような一連の基礎的実験データを踏まえ，我々

の施設では2002年より，大學倫理委員会および研究審査

委員会のガイドラインに従って十分なインフォームドコ

ンセントを行った上で，本学歯科および産婦人科の協力

を得て，難治性眼表面疾患に対する自家培養口腔粘膜上

皮移植術を開始した16-17）．現在，移植後1年以上の症例を

注意深く観察しているが，上皮修復といった観点からは，
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図3
A：家兎正常角膜上皮の組織像（HE染色）
B：家兎培養口腔粘膜上皮シートの組織像（HE染色）．*羊膜基質
C：家兎培養口腔粘膜上皮シートの走査型電顕像．無数の微絨毛が観
察される．
D：家兎培養口腔粘膜上皮シートの透過型電顕像．矢印はタイトジャ
ンクションを示す．

図4 家兎培養口腔粘膜上皮移植術
A：術前の家兎眼表面．眼表面は血管新生を伴った結膜で覆
われている．
B：自己培養口腔粘膜上皮移植術後48時間の眼表面（フルオ
レセイン染色像）．
C：自己培養口腔粘膜上皮移植術後10日の眼表面．
D：自己培養口腔粘膜上皮移植術後10日の眼表面（フルオレ
セイン染色像）．

 

図2 自己培養口腔粘膜上皮
シート移植術の動物実
験モデル

白色家兎より口腔粘膜を採取し
た後，羊膜を基質として培養口
腔粘膜上皮シートを作製．同家
兎の角膜表面に自己移植して眼
表面を再建した．

図1
A：正常眼表面．
B：難治性眼表面疾患（化学外傷眼）．眼表面は周辺
からの炎症，血管新生を伴った結膜により覆われ
ている．
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本手術法は成功をおさめている．また同時に，長期にわた

る培養上皮の寿命や血管新生等の問題も含め，現在本術

式の適応が明らかになりつつある．いずれにしても，難治

性眼表面疾患に対する眼表面再建術はこれまで，その大

部分がドナー組織を用いたアロ移植であったため，拒絶

反応との戦いが我々角膜専門医にとっては最大の懸案事

項であった．そうした状況の中，本手術法は自己粘膜を用

いたオート移植の可能性に一石を投じたことは間違いな

いと確信する．今後，培養上皮シートの幹細胞研究の観点

を踏まえた質的向上や，新しい基質を用いた上皮シート

の開発など，現在プロジェクトは進行中である．
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