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研究成果の概要（和文）：　ヒト声帯黄斑内の細胞は組織幹細胞の可能性が高まってきている。また細胞が密に
分布するヒト声帯黄斑は、組織幹細胞を維持している微小環境（幹細胞ニッチ）である可能性が高まってきてい
る。ヒト声帯粘膜の幹細胞システムを検討した。
　ヒト声帯黄斑内の細胞は骨髄由来の間葉系幹細胞あるいは骨髄の間質細胞であるであることが示唆された。成
人と新生児の声帯黄斑内の細胞は、分化度が低く、3杯葉への分化が可能であり、多分化能を持ち、杯葉を越え
て分化する可能性がある細胞であることが示唆された。声帯黄斑内の細胞が幹細胞性を維持するためには、幹細
胞ニッチとしてのヒト声帯黄斑の微小環境が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：     The stem cell system in the maculae flavae of the human vocal fold 
mucosa was investigated.
     Cells in the human maculae flavae expressed the major makers for bone marrow derived 
circulating fibrocytes. The cultured cells in the human maculae flavae were undifferentiated and 
express proteins of all three germ layers. Using mesenchymal stem cell growth medium, the 
subcultured cells formed a colony-forming unit and cell division was an asymmetric self-renewal, 
indicating these cells are mesenchymal stem cells or stromal stem cells in the bone marrow. A proper
 microenvironment in the maculae flavae of the human vocal fold mucosa is necessary to be effective 
as a stem cell niche maintaining the stemness of the contained putative stem cells. The results of 
this study are consistent with the hypothesis that the cells in the human maculae flavae are 
putative stem cells of the human vocal fold mucosa.

研究分野：医学

キーワード： 組織幹細胞　幹細胞システム　幹細胞ニッチ　ヒト声帯粘膜　再生医療

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ヒト声帯前・後黄斑内のヒト声帯星細胞を

はじめとした細胞は、声帯組織の恒常性を維

持し、声帯が損傷した場合には失われた細胞

を産生して再生させる、すなわちヒト声帯黄

斑内の細胞は組織幹細胞の機能を持ってい

るのかを解明する研究を継続している。また

ヒト声帯星細胞をはじめとした細胞が密に

分布するヒト声帯黄斑は、組織幹細胞を維持

している微小環境（幹細胞ニッチ）なのか、

組織幹細胞の増殖や分化は、その細胞周辺環

境（幹細胞ニッチ）によって制御されている

のかを解明する研究を継続している。 

 
２．研究の目的 
 ヒト声帯膜様部粘膜の前端と後端には黄

斑が存在する。黄斑内に通常の線維芽細胞と

は異なった細胞（ヒト声帯星細胞）が存在す

ることを我々は 2001 年に発見し、その形態

と機能を研究してきた。 

 我々の研究から、ヒト声帯黄斑内の細胞は

声帯組織の恒常性を維持し、声帯が損傷した

場合には失われた細胞を産生して再生させ

る組織幹細胞(Tissue Stem Cell)の可能性が高

まってきている。また細胞が密に分布するヒ

ト声帯黄斑は組織幹細胞を維持している微

小環境（幹細胞ニッチ）である可能性が高ま

ってきている。 

 本研究の最終的な目的は、ヒト声帯黄斑内

の細胞は声帯組織の恒常性を維持し、声帯が

損傷した場合には失われた細胞を産生して

再生させる、すなわち組織幹細胞としての機

能を持っていることを解明することにある。

またヒト声帯黄斑は組織幹細胞を維持して

いる微小環境（幹細胞ニッチ）であり、組織

幹細胞の増殖や分化は、その細胞周辺環境

（幹細胞ニッチ）によって制御されているこ

とを解明することにある。 

 ヒト声帯組織の細胞外マトリックスの恒

常性を維持し、声帯が損傷した場合には失わ

れた細胞を産生して再生させていると推察

される声帯黄斑と黄斑内細胞の機能を解明

することで、ヒト声帯の細胞外マトリックス

の代謝のメカニズム、さらにヒト固有の特徴

的な声帯構造あるいは物性（粘弾性）が声帯

に発生する病気にどのように関与している

のかを解明するための基礎的研究になる。 

 近年組織工学と再生医療が急速に発展し

ているが、本研究はヒト声帯の組織工学ある

いは再生医療の基礎的研究と臨床応用に貢

献できる研究になる。間葉系幹細胞を含めた

組織幹細胞さらにニッチを操作する声帯・喉

頭の再生医療研究、組織幹細胞を生体内で制

御し組織再生させるケミカルバイオロジー

においても基礎的研究になると考えられる。 

 (1)声帯黄斑内の細胞の起源を解明する 

 声帯黄斑内の細胞は、骨髄由来間葉系幹細

胞あるいは骨髄由来間質細胞であるかどう

かを検討する。 

 (2)ヒト声帯黄斑内の細胞の組織幹細胞性

（幹細胞システム）を解明する 

 ヒト声帯黄斑内の細胞を組織培養し、その

増殖形態、分裂形態、すなわち幹細胞の階層

性(hierarchy)、細胞分化の系列決定あるいは

拘束(lineage commitment)を検討する。 

 (3)ヒト声帯黄斑における幹細胞性の維持

（幹細胞システム）を解明する。 

 ヒト声帯黄斑の細胞周辺環境が、幹細胞の

細胞周辺環境すなわち細胞微小環境（幹細胞

ニッチ）であるヒアルロン酸リッチマトリク

スであることを明らかしたが、さらに組織幹

細胞の幹細胞性(stemness)の維持はどう行わ

れているのかを解明する。 

 
３．研究の方法 
(1)声帯黄斑内の細胞の起源を解明する 

 声帯黄斑内の細胞は、骨髄由来の間葉系幹

細胞あるいは骨髄の間質細胞であるかどう

かを検討する。 

 ヒト成人と新生児の黄斑内の細胞が、造血

幹細胞あるいは骨髄由来の circulating 

fibrocyte のマーカーである CD34、CD45、



Collagen type Iの発現を、ホルマリン固定した

成人と新生児の黄斑の標本を用いて免疫組

織化学で検討した。 

  

 (2)ヒト声帯黄斑内の細胞の組織幹細胞性

（幹細胞システム）を解明する 

 ヒト声帯の前黄斑を顕微鏡下に摘出し、通

常の DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium)培地あるいは間葉系幹細胞培地で黄

斑内の細胞を継代培養し、幹細胞性（自己複

製と分化の 2つの性質を有する細胞を生じる

か、複数の細胞種へ分化する多分化能を有す

るか）、その増殖形態（Colony-forming unitを

形成するのか）、分裂形態（非対称性分裂か

対称性分裂か）などを観察した。 

 ホルマリン固定した成人と新生児の黄斑

の標本を用いて、細胞骨格である細胞質の中

間径フィラメントの構成蛋白質組成（サイト

ケラチン、ビメンチン、デスミン、GFAP (Glial 

fibrillary acidic protein)）、内杯葉由来細胞のマ

ーカーであるSOX17を免疫組織化学的に検討

し、ヒト声帯黄斑内の細胞の分化度を明らか

にした。 

 ヒト成人声帯黄斑内の細胞を組織培養し、

細胞骨格である細胞質の中間径フィラメン

トの構成蛋白質組成（サイトケラチン、ビメ

ンチン、デスミン、GFAPなど）、内杯葉由来

細胞のマーカーであるSOX17を免疫組織化学

的に検討し、ヒト声帯黄斑内の細胞の分化度

を明らかにした。 

 ホルマリン固定した成人と新生児の黄斑

の標本を用いて、ヒト胚性幹細胞（Embryonic 

stem cell）に発現する SSEA-3 (Stage specific 

embryonic antigen 3)を免疫組織化学的に検討

した。 

 

 (3)ヒト声帯黄斑（幹細胞ニッチ）におけ

る幹細胞性の維持（幹細胞システム）を解明

する 

 ヒト声帯黄斑の細胞周辺環境、すなわち組

織幹細胞の細胞微小環境（幹細胞ニッチ）が、

組織幹細胞の幹細胞性(stemness)の維持にど

のように関わっているのかを解明する。 

 ヒト声帯黄斑の細胞周辺環境、すなわち組

織幹細胞の細胞微小環境（幹細胞ニッチ）が

ヒアルロン酸リッチマトリクスであること

は、我々の研究で既に分かっている。 

 ヒト声帯の前黄斑を顕微鏡下に摘出し、通

常の DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium)培地あるいは間葉系幹細胞培培地な

どで培養液の条件を変えて黄斑内の細胞を

継代培養し、どのような条件でヒト声帯黄斑

内の細胞が幹細胞性を維持できるのかを検

討する。 

 
４．研究成果 

 (1)声帯黄斑内の細胞の起源を解明する 

 ヒト成人と新生児の声帯黄斑内の細胞が、

造血幹細胞あるいは骨髄由来の circulating 

fibrocyte のマーカーである CD34、CD45、

Collagen type Iを発現した。したがって声帯黄

斑内の細胞は、声帯固有の間質細胞ではなく、

その起源は骨髄由来の間葉系幹細胞あるい

は骨髄の間質細胞であるかことが示唆され

た。 

 このことからヒト成人の声帯黄斑内の細

胞は末梢循環経由で骨髄から供給されてい

ることが示唆された。新生児の黄斑内の細胞

は、胎生期に末梢循環経由で骨髄から声帯黄

斑内に既に供給されており、出生直後からヒ

ト固有の声帯粘膜の成長・発達に関与すると

考えられた。 

 

 (2)ヒト声帯黄斑内の細胞の組織幹細胞性

（幹細胞システム）を解明する 

 ①通常の DMEM 培地を用いると、声帯黄

斑からは脂肪滴を細胞質にもつ大型の細胞、

すなわち声帯星細胞に類似した細胞が対称

性に分裂した。間葉系幹細胞増殖培地の

MF-start 培地で培養を行うと、初代培養で 2

種類の形態の異なる細胞、すなわち線維芽細



胞様の細胞と敷石状の扁平細胞が黄斑から

増殖した。これらの 2種類の細胞を分離、単

離し、間葉系幹細胞増殖培地の MF-medium

培地で培養を行うと、線維芽細胞様の細胞か

らは脂肪滴を細胞質にもつ大型の細胞、すな

わち声帯星細胞に類似した細胞が増殖した。

敷石状の扁平細胞は colony-forming unit、いわ

ゆるコロニーを形成し、間葉系幹細胞あるい

は骨髄の間質幹細胞などである可能性が示

唆された。 

 このように声帯黄斑内の細胞は、細胞周

囲の微小環境を整えれば、幹細胞システム

特有の非対称性分裂を行うが、細胞周囲の

微小環境を整えなければ、対称性分裂を行

った。声帯黄斑内の細胞が幹細胞性

(stemness)を維持するためには、幹細胞ニッ

チとしてのヒト声帯黄斑の微小環境が重要

であることが今回の検討から示唆された。 

 ヒト声帯の黄斑内では、幹細胞性の維持、

幹細胞の階層性、細胞分化における系列決定

あるいは拘束がどのように行われているの

か、今後更なる研究が必要であると考えられ

た。 

 ②新生児の声帯黄斑内の細胞は、上皮細胞

の中間径フィラメントの構成タンパク質で

あるサイトケラチン、間葉系細胞の中間径フ

ィラメントの構成タンパク質であるビメン

チン、筋細胞の中間径フィラメントの構成タ

ンパク質であるデスミン、神経細胞の中間径

フィラメントの構成タンパク質である GFAP

を発現していた。また内杯葉由来細胞のマー

カーである SOX17 を発現していた。したが

って成人と新生児の黄斑内の細胞は、外杯葉、

中杯葉、内杯葉の 3杯葉由来の細胞であるこ

とが示唆され、分化度が低く、多分化能を持

った細胞であることが示唆された。 

 また組織培養したヒト成人声帯黄斑内の

細胞も、サイトケラチン、ビメンチン、デス

ミン、GFAP、SOX17 を発現していた。した

がって組織培養したヒト成人声帯黄斑内の

細胞は、外杯葉、中杯葉、内杯葉の 3杯葉由

来の細胞であることが示唆され、分化度が低

く、多分化能を持った細胞であることが示唆

された。 

 成人と新生児の声帯黄斑内の細胞は、ヒト

胚性幹細胞（Embryonic stem cell）に発現する

SSEA-3 を発現していた。 

 このように成人と新生児の声帯黄斑内の

細胞は、分化度が低く、3 杯葉への分化が可

能であり、多分化能を持ち、杯葉を越えて分

化する可能性がある細胞であることが示唆

された。 

 

 (3)ヒト声帯黄斑（幹細胞ニッチ）におけ

る幹細胞性の維持（幹細胞システム）を解明

する 

 間葉系幹細胞増殖培地のMF-start培地で培

養を行うと、初代培養で 2種類の形態の異な

る細胞、すなわち線維芽細胞様の細胞と敷石

状の扁平細胞が黄斑から増殖した。これらの

2 種類の細胞を分離、単離し、間葉系幹細胞

増殖培地のMF-medium培地で培養を行うと、

線維芽細胞様の細胞からは脂肪滴を細胞質

にもつ大型の細胞、すなわち声帯星細胞に類

似した細胞が増殖した。敷石状の扁平細胞は

colony-forming unit、いわゆるコロニーを形成

し、間葉系幹細胞あるいは骨髄の間質幹細胞

などである可能性が示唆された。 

 このように声帯黄斑内の細胞は、細胞周

囲の微小環境を整えれば、幹細胞システム

特有の非対称性分裂を行う。声帯黄斑内の

細胞が幹細胞性(stemness)を維持するために

は、幹細胞ニッチとしてのヒト声帯黄斑の

微小環境が重要であることが今回の検討か

ら示唆された。 
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