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(57)【要約】
【課題】　眼内の角膜内皮細胞の欠損部治療において、
角膜移植をすることなく、角膜内皮細胞の疾病・欠損部
を修復することを、安全且つ効果的に行うための材料お
よびそれを用いた角膜内皮細胞欠損治療法を提供する。
【課題を解決するための手段】水溶性ラジカル重合性有
機モノマーの重合体（Ａ）と層状剥離した粘土鉱物（Ｂ
）により形成された三次元網目構造と水からなる有機・
無機複合ゲルであって、（Ｂ）／（Ａ）の質量比が０．
１～２．５、光透過率が８０％以上である、透明性、柔
軟性、弾力性、安全性、滅菌性および角膜内皮細胞に対
する安定性を有する角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィル
ム。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
水溶性ラジカル重合性有機モノマーの重合体（Ａ）と層状剥離した粘土鉱物（Ｂ）により
形成された三次元網目構造と水（Ｃ）からなる有機・無機複合ゲルであって、（Ｂ）／（
Ａ）の質量比が０．１～２．５、（Ｃ）／｛（Ａ）＋（Ｂ）｝の質量比が０．１～１０、
光透過率が８０％以上である角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項２】
前記三次元網目構造に加えて、水溶性のラジカル重合性有機モノマーに対して０．０００
１～０．００５モル比の有機架橋剤を用いて形成された三次元化学架橋を併せ持つ請求項
１記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項３】
前記水溶性のラジカル重合性有機モノマーがアミド基またはエステル基のどちらか一つま
たは両方を有し、且つ、前記粘土鉱物が水膨潤性のスメクタイト類である請求項１又は２
に記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項４】
前記水溶性のラジカル重合性有機モノマーの重合体（Ａ）がポリ（Ｎ，Ｎ－ジメチルアク
リルアミド）、ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミド）、ポリ（２－メトキシエチルア
クリレート）又はこれらを含む共重合体であり、前記粘土鉱物が水膨潤性合成ヘクトライ
トである請求項３に記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項５】
厚みが２０～３００マイクロメーター、１０ｋPa以上の引っ張り弾性率、１００ｋPa以上
の引っ張り破断強度、１００～１５００％の破断伸びを有する請求項１～４のいずれか一
つに記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項６】
ゲルフィルムが対象となる角膜の６０～９０％の大きさを有し、且つ、少なくとも１個以
上の貫通穴を有する請求項５に記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項７】
ゲルフィルムの生理食塩水（３７℃）中での３６時間浸漬後の直径および厚みの形状変化
が、浸漬前のゲル形状に対する比で、いずれも１．５～０．７である請求項１～６のいず
れか一つに記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【請求項８】
ゲルフィルムの表面で、前駆細胞を含む角膜内皮細胞が保持または培養可能であり、且つ
、保持または培養後の細胞がリン酸バッファーによる洗浄によりゲル表面から剥離可能で
ある請求項１～７のいずれか一つに記載の角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、眼内疾病の医療分野で用いるゲルフィルムおよびそれを用いた角膜内皮細胞
の定着方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　高分子ゲルは水溶性有機高分子の三次元架橋物が水または有機溶媒を含んで膨潤したソ
フトマテリアルであり、高吸水性、振動吸収性、圧力分散性、選択的吸着性、物質透過性
、薬物放出制御性、光透過制御性、アクチュエータ特性、生体適合性など、多くの機能性
を有する材料として、化学、分析、自動車、電池、建築・土木、農業、食品、医療・医薬
、バイオエンジニアリング、スポーツなど幅広い分野で用いられてきている（例えば、非
特許文献１）。この内、水を主成分として含む高分子ゲルは、環境に優しく、生体の構造
に近い組成を有するため、最も広く検討されている。現在まで、高分子ゲルの力学物性お
よび機能性を改良する目的で多くの研究がなされ、水溶性高分子と層状剥離クレイからな
る有機・無機複合ゲルを始めとする幾つかの新たな高分子ゲル素材が提案されている（例
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えば、特許文献１～４、非特許文献２）。これらの高分子ゲルの応用に関しては、水を主
成分とすることから、安全で高機能な材料として医療分野での利用が期待されており、薬
物徐放システムや創傷被覆材料としての応用がなされている。
【０００３】
　医療分野の内、眼内治療では、特に角膜の疾病・損傷による欠損部位を治療することが
広く行われている。その内、角膜内皮細胞の疾病・欠損による視野狭窄の治療は、多くは
角膜移植により行われてきた。それに対する治療法としては、全面的な角膜全体の移植に
よる方法、および角膜内皮細胞シートを移植する方法が知られている。これに対して、疾
病した角膜内皮細胞が必ずしも角膜内皮全体ではなく部分的なものである場合、角膜移植
または角膜内皮細胞シートの移植ではなく、疾病した角膜内皮細胞部分のみを修復し、視
力を回復する治療法の確立が望まれている。この方法として、近年、天野博士により角膜
から角膜内皮前駆細胞を分離し、培養したものを治療に用いる手法が提案された（非特許
文献３）。この方法は少ないドナーから多くの患者を救える可能性があり注目されている
。
【０００４】
　しかしながらこの手法には、下記のような問題点があり、動物実験を含む臨床への適用
は困難な状況である。（１）角膜内皮細胞は単層細胞からなるシート状に培養することは
できず、細胞凝集体（Spheres of cells）として得られる。（２）この細胞凝集体を眼内
に注入して疾病・欠損部に重力を用いて定着させるには、２４時間から３６時間の間、真
下を向いておかなくてはならない。
【０００５】
　一方、角膜内皮細胞は極めてダメージを受けやすく、フィルムなど他材料と接触しただ
けで容易に傷つき、死滅する場合が多いことも、角膜内皮細胞の治療の難しさであった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００２－５３６２９号公報
【特許文献２】特開２００２－３０７０４９号公報
【特許文献３】再表２００６－１１５２５５号公報
【特許文献４】特開２００６－２１３８６８号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】「ゲルハンドブック」長田義仁、梶原莞爾編集（エヌティーエヌ）１９
９７年
【非特許文献２】「高分子ゲルの最新動向」柴山充弘、梶原莞爾監修（シーエムシー出版
）２００４年
【非特許文献３】S. Amano, S. Yamagami, T. Mimura, S. Uchida, S. Yokoo,　　Cornea
l stromal and entothelial cell precursors. Cornea 2006, 25, S73-77.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明が解決しようとする課題は、眼内の角膜内皮細胞の欠損部治療において、角膜移
植をすることなく、角膜内皮細胞の疾病・欠損部を修復することを、安全且つ効果的に行
うための材料およびそれを用いた角膜内皮細胞の定着方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、角膜内皮細胞欠損部の治療方法として、特定の成分組成、及び形状から
なる透明性、柔軟性および角膜内皮細胞保持性および剥離性を有するゲルフィルムを、強
膜角膜連結部に開けた小さい孔から丸めて眼内に挿入し、角膜内皮細胞の下に広げて設置
する。ゲルフィルムと角膜内皮細胞との間にドナーからの取得した正常角膜内皮細胞（前
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駆細胞を含む）またはその培養したものを注入し、角膜内皮細胞を欠損部に定着させる。
その後、ゲルフィルムを同じ孔を通って取りだすことで、角膜内皮細胞の欠損部への定着
を安定して確実に行えることを見いだし、本発明を完成するに至った。
【００１０】
　即ち、本発明は、水溶性ラジカル重合性有機モノマーの重合体（Ａ）と層状剥離した粘
土鉱物（Ｂ）により形成された三次元網目構造と水（Ｃ）からなる有機・無機複合ゲルで
あって、（Ｂ）／（Ａ）の質量比が０．１～２．５、（Ｃ）／｛（Ａ）＋（Ｂ）｝の質量
比が０．１～１０、光透過率が８０％以上である角膜内皮細胞欠損治療用ゲルフィルムを
提供するものである。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明における一定組成および特性を有する有機・無機複合ゲルフィルムは、それの持
つ特性、具体的には、透明性、力学的タフネス、加工性、柔軟性、適正膨潤性、変形回復
性、細胞保持または培養性、細胞剥離性、安全性を活かして角膜内皮細胞欠損治療用材料
として効果的に用いられる。具体的には、(1)角膜内皮細胞がゲルフィルムの上で保持ま
たは培養可能であり、且つ、保持または培養された角膜内皮細胞がゲルフィルム上に強く
接着することなく、リン酸バッファー溶液で洗い流せる。
(2)その強度、柔軟さ、及び変形回復性のため、フィルムを丸めて眼の中に挿入したり、
取り出すことができる。
(3)必要な形状に切断加工されたゲルフィルムを、丸めて強膜角膜連結部に開けた小さい
孔から眼内に挿入した後、角膜内皮と密着させるように設置させられる。(4)角膜内皮と
ゲルフィルムの間に正常角膜内皮細胞（前駆細胞を含む）を導入し、治療を要する角膜内
皮面に定着させられる。
(5)角膜内皮細胞を傷つけることなく、眼内から同じ孔を通ってゲルフィルムを取り出せ
る。以上の結果、角膜内皮細胞欠損の治療が安定して効果的に行える。治療時の模式図を
図１に示す。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】本発明における有機・無機複合ゲルフィルムを用いた角膜内皮細胞の定着法の模
式図。有機・無機複合ゲルフィルム（例：Ｄ－ＮＣ２５フィルム）を、治療を要する角膜
内皮細胞欠損部の下に広げて設置し、前駆細胞を含む角膜内皮細胞を角膜とゲルフィルム
の間に注入して、欠損部に角膜内皮細胞を定着させつつある状態（(1)強膜角膜連結部、(
2)結膜）。図１Ａ：側面図、図１Ｂ上面からの投影図。
【図２】切り取られた有機無機複合ゲルフィルムの形状である。（１）角膜より小さい形
状に切断・加工されていること、（２）少なくとも１個以上の穴が開けられていることが
好ましい。
【図３】ウシの角膜内皮細胞（Ａ）と、移植された前駆細胞を含むヒト角膜内皮細胞（Ｂ
）が密着している状態を示す。ヘマトキシリン・エオシン染色後の光学顕微鏡写真。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本明細書では、上記の水溶性ラジカル重合性有機モノマーの重合体（Ａ）を以下、水溶
性有機モノマー重合体（Ａ)と記載し、水溶性有機モノマー重合体（Ａ)と水膨潤性粘土鉱
物（Ｂ)とからなる三次元網目を有する高分子ゲルを有機・無機複合ゲルと記載する。
【００１４】
　本発明において用いる有機・無機複合ゲルは、水溶性有機モノマー重合体と層状に剥離
した水膨潤性粘土鉱物が分子レベルで複合化し、三次元網目を形成しているものであり、
媒体として水（Ｃ）がふくまれる。また、少量の有機架橋剤により形成された化学架橋を
併せ持つものが含まれる。
【００１５】
　本発明における水溶性のラジカル重合性有機モノマーとしては、水に溶解する性質を有



(5) JP 2012-157445 A 2012.8.23

10

20

30

40

50

し、水に均一分散可能な水膨潤性粘土鉱物と相互作用を有するものが好ましく、例えば、
粘土鉱物と水素結合、イオン結合、配位結合、共有結合等を形成できる官能基を有するも
のが好ましい。これらの官能基を有する水溶性のラジカル重合性有機モノマーとしては、
具体的には、アミド基、アミノ基、エステル基、水酸基、テトラメチルアンモニウム基、
シラノール基、エポキシ基などを有する重合性不飽和基含有水溶性有機モノマーが挙げら
れ、なかでもアミド基やエステル基を有する重合性不飽和基含有水溶性有機モノマーは特
に好ましい。なお、本発明で言う水には、水単独以外に、水と混和する有機溶媒をとの混
合溶媒で水を主成分とするものが含まれる。
【００１６】
　アミド基を有する重合性不飽和基含有水溶性有機モノマーの具体例としては、Ｎ－アル
キルアクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジアルキルアクリルアミド、アクリルアミド等のアクリル
アミド類、または、Ｎ－アルキルメタクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジアルキルメタクリルアミ
ド、メタクリルアミド等のメタクリルアミド類が挙げられる。ここでアルキル基としては
炭素数が１～５のものが好ましく選択される。またエステル基を有する重合性不飽和基含
有水溶性有機モノマーの具体例としては、メトキシエチルアクリレート、エトキシエチル
アクリレート、メトキシエチルメタクリレート、エトキシエチルメタクリレートなどがあ
げられる。
【００１７】
　かかる水溶性有機モノマー重合体としては、例えば、ポリ（Ｎ－メチルアクリルアミド
）、ポリ（Ｎ－エチルアクリルアミド）、ポリ（Ｎ－シクロプロピルアクリルアミド）、
ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミド）、ポリ（アクリロイルモルフォリン）、ポリ（
メタクリルアミド）、ポリ（Ｎ－メチルメタクリルアミド）、ポリ（Ｎ－シクロプロピル
メタクリルアミド）、ポリ（Ｎ－イソプロピルメタクリルアミド）、ポリ（Ｎ,Ｎ－ジメ
チルアクリルアミド）、ポリ（Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノプロピルアクリルアミド）、ポリ
（Ｎ－メチル－Ｎ－エチルアクリルアミド）、ポリ（Ｎ－メチル－Ｎ－イソプロピルアク
リルアミド）、ポリ（Ｎ－メチル－Ｎ－ｎ－プロピルアクリルアミド）、ポリ（Ｎ,Ｎ－
ジエチルアクリルアミド）、ポリ（Ｎ－アクリロイルピロリディン）、ポリ（Ｎ－アクリ
ロイルピペリディン）、ポリ（Ｎ－アクリロイルメチルホモピペラディン）、ポリ（Ｎ－
アクリロイルメチルピペラディン）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（２－メトキシエチ
ルアクリレート）、ポリ（エトキシエチルアクリレート）、ポリ（メトキシエチルメタク
リレート）、ポリ（エトキシエチルメタクリレート）が例示される。また水溶性有機モノ
マー重合体としては、以上のような単一の重合性不飽和基含有水溶性有機モノマーからの
重合体の他、これらから選ばれる複数の異なる重合性不飽和基含有水溶性有機モノマーを
重合して得られる共重合体を用いることも有効である。また上記水溶性有機モノマーとそ
れ以外の有機溶媒可溶性重合性不飽和基含有有機モノマーとの共重合体も、本発明にいう
一体化した高分子ゲルが達成出来るものであれば使用することができる。本発明において
は、上記高分子の内、特に、ポリ（Ｎ,Ｎ－ジメチルアクリルアミド）、ポリ（Ｎ－イソ
プロピルアクリルアミド）、ポリ（２－メトキシエチルアクリレート）、またはこれらを
含む共重合体が、本発明の治療法に必要な有機・無機複合ゲルの物性（透明性、力学的タ
フネス、加工性、柔軟性、適正膨潤性、変形回復性、細胞保持・培養性、細胞剥離性、安
全性）を達成できる点から最も好ましく用いられる。なお、ポリ（Ｎ－イソプロピルアク
リルアミド）は約３２℃付近に相転移温度を有し、それから得られる有機・無機複合ゲル
は相転移温度以上で、白濁し、収縮するが、粘土鉱物（Ｂ）の比率が高い場合（具体的に
は、０．５～２．５、好ましくは０．６５～２．０、特に好ましくは、０．８～１．５）
では、相転移による白濁化や収縮が生じなく、より好ましく用いられる。
【００１８】
　また、本発明においては、水溶性有機モノマー重合体（Ａ)と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ)と
からなる三次元網目を有することが必須であるが、更に、少量の有機架橋剤を用いて形成
される化学架橋を併せ持つものを必要に応じて使用することも可能である。特に、生理食
塩水中での形状変化を小さくしたり、ゲル硬さを増したりするのに、化学架橋の併用は用
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いられる。但し、化学架橋の程度が大きいと得られる有機・無機複合ゲルの力学物性、特
に延伸物性、曲げ物性、捻り物性などが極端に低下し、本発明の目的を達成できなくなる
。併用可能な化学架橋の程度は、用いる有機架橋剤の量で規定され、水溶性のラジカル重
合性有機モノマーに対して０．０００１～０．００５モル比の有機架橋剤を用いること、
より好ましくは、０．０００１～０．００２モル比、特に好ましくは０．０００１～０．
００１モル比の有機架橋剤を用いることである。なお、有機架橋剤としては、通常使用さ
れている２官能や３官能有機架橋剤が用いられ、代表例として、Ｎ，Ｎ’－メチレンビス
アクリルアミドが上げられる。
【００１９】
　本発明における有機・無機複合ゲルに用いる粘土鉱物（B）としては、水に膨潤性を有
するものであり、好ましくは水によって層間が膨潤する性質を有するものが用いられる。
より好ましくは少なくとも一部が水中で層状に剥離して分散できるものであり、更に好ま
しくは水中で１ないし１０層以内の厚みで、特に好ましくは１ないし３層以内の厚みで、
層状に剥離して均一分散できる層状粘土鉱物である。例えば、水膨潤性スメクタイト類や
水膨潤性雲母などが用いられ、より具体的には、ナトリウムを層間イオンとして含む水膨
潤性ヘクトライト、水膨潤性モンモリロナイト、水膨潤性サポナイト、水膨潤性合成雲母
などが挙げられる。本発明においては、これらの水中で層状剥離性を有する粘土鉱物の内
、特に水熱合成法などの方法により人工的に合成された合成ヘクトライトが、本発明の治
療法に必要な有機・無機複合ゲルの物性（透明性、力学的タフネス、加工性、柔軟性、適
正膨潤性、変形回復性、細胞保持・培養性、細胞剥離性、安全性）を達成できる点から最
も好ましく用いられる。
【００２０】
　本発明における水溶性有機モノマー重合体（A）に対する水膨潤性粘土鉱物（B）の質量
比（B/A）は、０．１～２．５であることが好ましく、より好ましくは、０．２～２．２
、特に好ましくは、０．５～２．０である。本発明で用いる有機・無機複合ゲルフィルム
は後述するフィルム物性を有することが必要であり、最適のB/A比率は用いる高分子の種
類において変化する。
本発明における水溶性有機モノマー重合体（A）と水膨潤性粘土鉱物（B）の和に対する水
（Ｃ）の質量比（C/{A+B｝）は、０．１～１０であることが好ましく、より好ましくは、
０．３～７、特に好ましくは、０．５～５である。ただし、この範囲内で、最適のC/{A+B
}比率は用いる高分子の種類において変化する。
本発明においては、有機・無機複合ゲルの厚みは２０～３００μmが好ましく用いられ、
より好ましくは、３０～２５０μm、特に好ましくは、５０～１５０μmである。また、い
ずれの厚みにおいても、有機・無機複合ゲルは透明性を有し、好ましくは600ｎｍで測定
した光透過率が８０％以上、より好ましくは８５％以上、特に好ましくは９０％以上であ
る。光透過率が高いことが、治療中の角膜状態を正確に検査出来るために必要である。
【００２１】
　本発明における有機・無機複合ゲルは良好な力学物性を有し、はさみやカッターなどで
任意の形状・大きさに切断でき、また孔あけができ、更に、糸による縫合ができることが
必要である。これは、治療で用いる有機・無機複合ゲルの最適の大きさは患者の角膜とそ
の周辺の病変の状態により変化することから、それにあわせて医療現場で簡単に切断加工
できることが望まれることによる。また、用いた有機・無機複合ゲルを眼内で固定するた
めに、クラックを発生したり、裂けることなく、孔あけをしたり、周辺組織と縫合できる
ことが望まれる。このためには、用いる有機・無機複合ゲルは延伸試験において、１０ｋ
Pa以上の引っ張り弾性率、１００ｋPa以上の引っ張り破断強度、１００～１５００％の破
断伸びを有していることが必要である。
【００２２】
　また本発明においては、有機・無機複合ゲルが適度な強度・弾性率と共に、円筒状に巻
き上げられる柔軟性、およびその後の変形回復性を有していることが治療をより低侵襲で
行うために必要である。具体的には、前記厚みを有する有機・無機複合ゲルが好ましくは
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１０ｍｍ以下、より好ましくは５ｍｍ以下、更に好ましくは３ｍｍ以下の直径の円筒状に
変形可能であり、且つ、変形の力を除くと自発的にまたは小さい外部力により元の形に戻
る回復性を有するものが特に好ましく用いられる。
【００２３】
　本発明における有機・無機複合ゲルは、眼内において過度に房水を吸収して膨潤するこ
となく、且つ、水分を適度に保持するものであることが好ましい。具体的には、ゲルの生
理食塩水（３７℃）中での３６時間浸漬後の一辺または直径および厚みの形状変化が、元
のゲル形状に対する比で、いずれも１．５～０．７、より好ましく１．２～０．９、特に
好ましくは１．１～０．９である。これ以上の形状変化は、眼内でゲルが他の組織へ接触
したり、必要なゲル面積が減少するなど治療を阻害するおそれとなる場合がある。
【００２４】
　本発明における有機・無機複合ゲルは、角膜内皮細胞欠損治療用に用いるため、上記で
述べた透明性、力学的タフネス、加工性（切断、孔あけ、縫合）、柔軟性、変形回復性、
適正膨潤性のほか、細胞保持または培養性、および、細胞剥離性、安全性を有することが
必要である。具体的には、有機・無機複合ゲルの表面上で細胞は死ぬことはなく安定して
保持され、好ましくは培養増殖することが可能であるが、一方、細胞が強靱に接着するこ
ともない。つまり、細胞は本発明で用いる有機・無機複合ゲルの存在化で保持される、ま
たは、増殖されるが、ゲル表面に強く密着することはなく、リン酸バッファーを用いてピ
ペッティング等により容易に剥離される性能を有することが好ましい。安全性は、通常知
られているＶ７９等を用いた細胞毒性試験（厚生労働省医薬局審査管理課・医療機器審査
No.36：ISO10993準拠）において問題のないことが必要である。
【００２５】
　本発明における有機・無機複合ゲルは、これらを併せ持つことで角膜内皮細胞欠損部へ
の正常角膜内皮細胞の定着用材料として効果的に用いられる。具体的には、(1)角膜内皮
細胞（前駆細胞を含む）がゲルフィルムの上で安定して保持されるか培養可能であり、且
つ、保持または培養された角膜内皮細胞がゲルフィルム上に強く接着することなく、リン
酸バッファー溶液で洗い流せる特徴を有する。(2)その強度、柔軟さ、及び変形回復性の
ため、フィルムを丸めて眼の中に挿入すること、および、再び丸めてまたは切断して取り
出すことができる。(3)必要な形状に切断加工可されたゲルフィルムを、強膜角膜連結部
に開けた小さい孔から丸めて眼内に挿入した後、角膜内皮と密着させるように広げて設置
できる。(4)ゲルフィルムを固定するために結膜と縫合できる。(5)角膜内皮とゲルフィル
ムの間に正常角膜内皮細胞を導入し、それらが治療を要する角膜内皮面に密着して保持さ
れる。(6)ゲルフィルムは角膜内皮面に密着した場合も角膜内皮細胞を傷つけることがな
い。(7)ゲルは透明性を有し、角膜内皮細胞の定着の進行が確認できる。(8)ゲルフィルム
は角膜内皮細胞定着後に、再び丸めたり、小さく切断したりして、同じ孔から取り出せる
。これらの特徴をもつことが必要である。本発明における有機・無機複合ゲルフィルムを
用いた角膜内皮細胞の定着法の模式図を図１に示す。
【００２６】
　本発明において、ゲルフィルムを丸めて眼内に挿入するために（且つ、治療後にゲルフ
ィルムを取り出すために）強膜角膜連結部に開けられる孔の大きさは、直径１０ｍｍ～３
ｍｍが好ましく、より好ましくは７～４ｍｍ、特に好ましくは５ｍｍである。１０ｍｍよ
り大きいと治療の低侵襲性が阻害され、３ｍｍ以下では治療におけるゲルフィルムの挿入
、取り出しが難しくなってくる。
【００２７】
　本発明における角膜内皮細胞定着法で用いる有機・無機複合ゲルは、図２に示すように
、（１）角膜より小さい形状に切断・加工されていること、（２）少なくとも１個以上の
穴が開けられていることが必要である。角膜と同等の大きさであったり、穴が開けられて
いない場合は、栄養補給が不十分となるなどで元の角膜内皮細胞がダメージを受ける可能
性が高まる。
【００２８】
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　本発明において用いる有機・無機複合ゲルは、特許文献１～４に記載の方法もしくはそ
れらを応用した方法（例えば、延伸したり、圧縮プレス成形したりする方法）で得られる
が、本発明で必要なゲル物性を達成するために、更に、他の有機成分と共重合したり他の
無機成分と複合化したりすることなどは有効に用いられる。
【００２９】
　本発明における角膜内皮細胞定着法は、欠損を有する角膜内皮細胞の下にゲルフィルム
を密着して設置し、角膜内皮細胞とフィルムの間に（前駆細胞を含む）角膜内皮細胞を注
入して固定することにより、且つ、異物（他材料）との接触により容易にダメージを受け
やすい角膜内皮細胞と密着することが可能で、且つ、移植される（前駆細胞を含む）角膜
内皮細胞が欠損部に固定化されるに必要な期間、密着していても、角膜内皮細胞にダメー
ジを与えることのない、且つ、透明で、丸めて挿入および取り出しが可能な足場材料（ゲ
ルフィルム）を見いだしたことに基づく。
【実施例】
【００３０】
　次いで本発明を実施例により、より具体的に説明するが、もとより本発明は、以下に示
す実施例にのみ限定されるものではない。
【００３１】
（実施例１－３）
　水膨潤性粘土鉱物には、［Ｍｇ５．３４Ｌｉ０．６６Ｓｉ８Ｏ２０（ＯＨ）４］Ｎａ＋

０．６６の組成を有する水膨潤性合成ヘクトライト（商標ラポナイトＸＬＧ）を、水溶性
有機モノマーには、Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド（ＤＭＡＡ：興人株式会社製）を用
いた。ＤＭＡＡは精製により重合禁止剤を取り除いてから使用した。
【００３２】
　重合開始剤は、ペルオキソ二硫酸カリウム（ＫＰＳ：関東化学株式会社製）をＫＰＳ／
水＝０．４０／２０（ｇ／ｇ）の割合で水溶液にして使用した。
【００３３】
　２０℃の恒温室において、純水３８ｇを含む平底ガラス容器にＤＭＡＡ３．９６ｇとラ
ポナイトＸＬＧ７．６２ｇを加え、攪拌および混合脱泡により均一透明溶液を調製した。
次いで、ＫＰＳを０．０４ｇ含む水溶液２ｇを添加し、均一に混合した。この溶液を１０
０ｍｍ×１００ｍｍ×０．５ｍｍの密閉した容器に充填し、５０℃の恒温水槽中で５時間
静置して重合を行った。これらの溶液調製から重合までの操作は、全て酸素を遮断したア
ルゴン雰囲気下で行った。重合後に、容器内に有機モノマー重合体と層状剥離した粘土鉱
物からなる無色透明で均一なＰＤＭＡＡとクレイからなる有機／無機複合ゲルが生成した
。純水中で２０分間の膨潤および室温乾燥を３回繰り返して精製し、最終的に厚み５００
ミクロン、クレイ／有機ポリマー＝１．９２、水／（クレイ＋有機ポリマー）＝３．４５
の有機無機複合ゲルフィルムを得た。更に、得られた有機無機複合ゲルを、ステンレスス
ペーサーを用いて、９０℃、５MPaで３分間圧縮し、その後、純水中にて水分調節処理を
行い、最終的に実施例１では厚み２００ミクロンの有機無機複合ゲルフィルム（引っ張り
弾性率＝４５０ｋPa、引っ張り破断強度＝１０００ｋPa、破断伸び６２０％）を、実施例
２では厚み１００ミクロンの有機無機複合ゲルフィルム（引っ張り弾性率＝６１０ｋPa、
引っ張り破断強度＝１０４０ｋPa、破断伸び５５０％）を、実施例３では厚み５０ミクロ
ンの有機無機複合ゲルフィルム（引っ張り弾性率＝７５０ｋPa、引っ張り破断強度＝９８
０ｋPa、破断伸び４７０％）を得た。各有機無機複合ゲルフィルムの片側をＰＥＴフィル
ムで保持して滅菌袋の中に入れ、オートクレーブ中で１２１℃１５分間加熱処理すること
で滅菌処理を行った。実施例１～３で得られた有機無機複合ゲルフィルムはいずれも無色
透明で、600ｎｍで測定した光透過率が９１％（実施例１）、９２％（実施例２）、９３
％（実施例３）であった。また、これらの有機無機複合ゲルフィルムはいずれも柔軟で、
且つ、はさみまたはカッターで容易に切断加工ができた。また、相互に縫うことも可能で
あった。具体的には、実施例１～３のいずれも、図２に示す形状（直径１０ｍｍ）に切断
・加工された。得られた有機無機複合ゲルフィルムは、実施例１では５ｍｍ以下の径に、
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実施例２および実施例３では３ｍｍ以下に丸めることが出来、且つ、丸めた後、それ自身
の弾性力で、またはわずかの外部力により容易に平たいフィルムに広げられた。これらの
ゲルフィルムの生理食塩水（３７℃）中での３６時間浸漬後の一辺または直径および厚み
の形状変化は、元のゲル形状に対する比で、実施例１では１．１８および１．２９、実施
例２では、１．０７及び１．１、実施例３では１．０４及び１．０７であった。これらの
ゲルフィルムの安全性は、Ｖ７９を用いた細胞毒性試験において問題のないことが確認さ
れた。
【００３４】
　前駆細胞を含むヒト角膜内皮細胞（５×１０４）をこのフィルム上に播種し、７日間培
養した所、実施例１では１．５×１０５に、実施例２では２．５×１０５に、実施例３で
は３．５×１０５に増殖した。また、生理食塩水（ＰＢＳ）で軽くピペッティングするこ
とにより、その全量がほぼ完全に剥離できた。
【００３５】
　正常牛の眼球を取り出し、１０ｍｍ直径の大きさで図２に示す形状に切断・加工された
滅菌後の有機無機複合ゲルフィルムを丸めて、眼球の強膜角膜連結部に開けた実施例１で
は直径６ｍｍ、実施例２では直径５ｍｍ、実施例３では直径４ｍｍの穴を通して挿入した
。その後、攝子（せっし）で広げて、有機無機複合ゲルフィルムを角膜の下に密着して設
置することができた（図２）。フィルムと角膜の間に前駆細胞を含むヒト角膜内皮細胞を
挿入した後、フィルムの片端を糸で結膜と軽く縫合した。次いで、細隙灯で状態を観察し
、フィルム挿入後も角膜が透明性を保持していることを確認した。その後、３６時間保持
した後、抜糸し、有機無機複合ゲルフィルムを強膜角膜連結部の開孔部を通して取り出し
た。取り出したゲルフィルム表面には細胞の付着がないことを顕微鏡観察により確認した
。また、角膜を検体として取り出し、ヘマトキシリン・エオシン染色した後、光学顕微鏡
で観察した結果、もとの角膜内皮細胞には異常がないことを確認した。図３にヘマトキシ
リン・エオシン染色後の角膜内皮細胞と、移植された前駆細胞を含むヒト角膜内皮細胞が
密着している状態を示す。この結果、もとの角膜内皮細胞に何の異常がなく、且つ、移植
した前駆細胞を含む角膜内皮細胞が、元の角膜内皮細胞に良好に密着することが確認され
た。
【００３６】
（実施例４、５）
　実施例４では、水溶性有機モノマーとしてアクリルモルホリン（ＡＣＭＯ：興人株式会
社製）を５．６５ｇ用いること、ラポナイトＸＬＧを３．９６ｇ用いること、Ｎ，Ｎ－メ
チレンビスアクリルアミド（有機架橋剤）をモノマーに対して０．０００５モル比を一緒
に添加して用いる以外は実施例２と同様にして厚み１００ミクロンの有機無機複合ゲルフ
ィルム（クレイ／有機ポリマー＝０．７０、水／（クレイ＋有機ポリマー）＝４．１６）
を調製した。また、実施例５では、水溶性有機モノマーとして、Ｎ－イソプロピルアクリ
ルアミド（ＮＩＰＡ：興人株式会社製）を４．５２ｇ、ラポナイトＸＬＧを４．５７ｇ用
いること、更に、触媒としてＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミンを３２
μＬを溶液に添加し、且つ、重合温度を２０℃で２０時間行うこと以外は実施例２と同様
にして、厚さ１００ミクロンの有機無機複合ゲルフィルム（クレイ／有機ポリマー＝１．
０１）を調製した。得られた各有機無機複合ゲルフィルムは、実施例２と同様に滅菌処理
ができ、いずれも透明（光透過率は９３％（実施例４）、９１％（実施例５））で、水／
（クレイ＋有機ポリマー）比が実施例４では４．４０、実施例５では、２．９１、且つ、
いずれも優れた力学物性を有し、実施例４では、引っ張り弾性率＝８０ｋPa、引っ張り破
断強度＝９００ｋPa、破断伸び７５０％、実施例５では引っ張り弾性率＝１５０ｋPa、引
っ張り破断強度＝６００ｋPa、破断伸び３５０％）であった。更に、いずれの有機・無機
複合ゲルフィルムも柔軟で、直径３ｍｍ以内に丸め、また元に戻すことができた。これら
のゲルフィルムの生理食塩水（３７℃）中での３６時間浸漬後の一辺または直径および厚
みの形状変化は、元のゲル形状に対する比で、実施例４では１．０５および１．０９、実
施例５では、１．０８及び１．１０であった。これらのゲルフィルムの安全性は、Ｖ７９
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を用いた細胞毒性試験において問題のないことが確認された。前駆細胞を含むヒト角膜内
皮細胞（５×１０４）をこのフィルム上に播種し、７日間培養した所、実施例４では１．
１×１０５に、実施例５では４．０×１０５に増殖した。また、生理食塩水（ＰＢＳ）で
軽くピペッティングすることにより、その全量がほぼ完全に剥離できた。
【００３７】
（実施例６）
　水溶性有機モノマーとして２－メトキシエチルアクリレート（ＭＥＡ）（和光純薬工業
株式会社製）を４．１ｇ、及びＮ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド（ＤＭＡＡ）（興人株式
会社製）を０．４ｇ用いること、ラポナイトＸＬＧを０．６１ｇ用いることを除くと、実
施例５と同様にしてヒドロゲルフィルムを調製した。得られたヒドロゲルフィルムを純水
で３回洗浄した後、室温で２４時間、次いで１００℃で１時間、真空乾燥を行い、最後に
、プレスにより薄いフィルム状に成型し、最後に、２０℃、水中で４８時間保持して、水
分を固形分の９０％含む、有機無機複合ゲルフィルム（クレイ／有機ポリマー＝０．１３
５、水／（クレイ＋有機ポリマー）＝０．９）を調製した。得られた有機無機複合ゲルフ
ィルムは、実施例５と同様に滅菌処理ができ、透明（光透過率は９４％）、且つ、柔軟で
、直径３ｍｍ以内に丸め、また元に戻すことができた。力学物性は、引っ張り弾性率＝１
５ｋPa、引っ張り破断強度＝１２０ｋPa、破断伸び１０００％であった。これらのゲルフ
ィルムの生理食塩水（３７℃）中での３６時間浸漬後の一辺または直径および厚みの形状
変化は、元のゲル形状に対する比で、０．９９および０．９８であった。これらのゲルフ
ィルムの安全性は、Ｖ７９を用いた細胞毒性試験において問題のないことが確認された。
前駆細胞を含むヒト角膜内皮細胞（５×１０４）をこのフィルム上に播種し、７日間培養
した所、１．９×１０５に増殖した。また、生理食塩水（ＰＢＳ）で軽くピペッティング
することにより、その全量がほぼ完全に剥離できた。
【００３８】
（比較例１、２）
　比較例１では厚み１００ミクロンのPETフィルム、比較例２では厚み１００ミクロンの
透明PPフィルムを用いたが、前駆細胞を含むヒト角膜内皮細胞（５×１０４）をこのフィ
ルム上に播種し、７日間培養した所、いずれの場合も細胞が死滅した。
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