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研究成果の概要 tわれわれは羊膜上培養 自己日腔粘膜上皮シー トを用いた新たな再生医療的手

術療法の確立を目指 し、同シー トの臨床応用を行つた。 日腔外科手術予定患者よ り日腔粘膜上

皮細胞を採取 し、羊膜上培養 自己口腔粘膜上皮シー トを作成 し、手術後の粘膜上皮欠損部へ 自

家移植 した。結果、同シー トは拒絶反応や感染など異常所見なく生着 し、経過は良好である。

羊膜上培養 日腔粘膜上皮 シー トは、粘膜上皮再建に有用なもの とな りうることが示 された。
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1.研 究開始当初の背景

歯科日腔外科領域では、日腔前庭拡張術や

腫瘍切除後の日腔再建術などに自家粘膜移
植が行われている。その際の自家日腔粘膜は、

移植片として採取できる粘膜の量に限 りが

あるため、やむなく皮膚移植が行われること
がある。 しかしながら、移植片が皮膚である

ために皮膚特有症状の現象がみられ、これに

伴 う感染、異臭発生等の随伴症状が長年に渡
り後遺することになる。それ らは患者に対 し

て不快かつ不可避なものであり、日腔再建に

おける重要な課題 となつている。

近年、患者の日腔粘膜上皮細胞を採取 し、
生体外で増殖 ・分化させ培養日腔粘膜上皮を

作製 し自己移植する報告が散見される。そこ

で、われわれは、羊膜を基質とした日腔粘膜
上皮紳胞の培養を行い、培養 日腔粘膜上皮シ
ー トの作成が可能であることを確認 した。こ

の羊膜とは、胎盤の最表層を覆 う薄膜で、免

疫学的に胎児を母体か ら隔離する特異な機

序が存在する。分娩後に胎盤よりほぼ無菌的
に採取され、胎盤は分娩後に通常廃棄される

組織であるため倫理的、技術的に入手が容易
である。羊膜組織中には多機能幹細胞が含ま
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れている可能性があり、さらには血管成分を

含まないため、移植後の免疫反応を軽減する
ことが可能であるという大きな利点がある。
これまでに各種細胞の培養基質として適 し、
抗炎症作用、感染抑制作用、癖痕抑制作用な

どを有することより、生物学的材料として皮

膚移植、腔形成術、腹部手術の際の癒着 ・娘

痕防止、皮膚熱傷後などの創部の被覆による

上皮修復促進、さらには眼表面の再建などの

手術療法に用いられ、高い有用性および有効

性が報告されてきた。
今回、われわれは各種の日腔粘膜上皮欠損

を有した患者に対 して、羊膜を基質とした培

養 自己日腔粘膜上皮シー トを用いた手術療
法を試み、かつ自家粘膜移植や皮膚移植に代

替 される新たな自己移植材料 としての臨床

応用を行った。

2.研 究の目的

組織再生 において細胞増殖 を誘導す るた

めには、基質が重要なファクターである。そ

こでわれわれは、生体材料である羊膜に注 目
し、培養基質に用いた。本来、羊膜には様々

な免疫学的特徴により抗炎症作用、感染抑制

作用等を有 し、各種細胞の培養基底膜 として

適 し、他の組織にはない特徴を備 えている。
この羊膜の有用性に注 目し、移植に耐えうる

十分な強度 と活性 を備 えた培養 シー トを作

成 し、日腔粘膜の再生に用いることで新たな

再生医療的手術療法の確立を 目指す ことを

目的とする。

なお、羊膜上培養 日腔粘膜上皮シー トの臨

床応用については、京都府立医科大学医学倫

理審査委員会の承認 (平成 17年 7月 1日 付)

を受けている。

3.研 究の方法

(1)研 究対象者

歯科 日腔外科手術後 にお ける日腔粘膜欠

損、外科的補綴前処置、各種難治性 日腔粘膜

疾患を有 した患者 (7名 )と した。年齢につ

いては成入以上に限 り、日腔内悪性腫瘍疾患

罹患者は対象外 とした。

なお、研究対象者には羊膜および 自己の日

腔粘膜を用いた治療法の有用性、安全性およ

び考 え られ る結果 について十分な説明を行
った上で、本術式を選択 して頂き、文書によ

り同意を得た。

(2)方 法

①羊膜の採取 ・保存
帝王切開予定の妊婦から羊膜を採取した。

羊膜提供者は、全身的に合併症のない帝王切

開予定の妊婦で、3ヶ 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、クロイツフェル ト・ヤコブ病、ウ
エス トナイル熱など)が 陰性であるものとし

た。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、洗浄後、保存液中にて冷

凍保存 し研究に供した。
なお、対象となる妊婦に対 してわれわれの

研究内容、羊膜採取にあたつての安全性につ

いて十分な文書を用いた説明を行つた上で、
文書による同意を得た。羊膜の臨床使用に際
しては、平成 17年 7月 1日付けにて京都府
立医科大学医学倫理審査委員会にて許可を

受けている。

②日腔粘膜の採取

研究対象者より、局所麻酔下に 3×3■lmの

日腔粘膜を採取し研究に供 した。

③日腔粘膜上皮細胞の羊膜上培養

採取した粘膜片は、抗菌薬添加 PBS()中 に
て洗浄後、ディスパーゼ処理を行い、上皮組

織を真皮および粘膜固有組織より剥離 した。
次に剥離 した上皮片は トリプシン EDTAに て

処理、遠心分離 (1000rpm、5分 間)を 行い、
上皮細胞を分離 した。そして細胞密度が 1×

105 cellS/cm2になるように調整後、あらかじ

めセルカルチャーインサー ト上に静置 した

羊膜上に播種 した。そしてMMC処理にて増殖
活性を抑制 した 3T3細胞と約 2週 間の共培養

を行った。 培 地には、自己血清、インシュ

リン、EGF、抗菌薬を含む標準的な日腔粘膜
上皮培養液を用いた。

④組織学的観察

作成 した羊膜上培養 日腔粘膜上皮細胞は

凍結切片 とし、ヘマ トキシ リンーエオジン

(HE)染 色し、鏡検を行つた。

⑤免疫組織化学的観察

分化、重層化を示 した羊膜上培養日腔粘膜
」二ぶ乏糸田丹包は、 keratin 4/13、 integrin alpha
6、laminin(alpha5-chain)の局在について

蛍光抗体染色法を用いて検索を行つた。

⑥羊膜上培養上皮シー トの臨床応用

研究対象者の手術後の日腔粘膜上皮欠損

部位に羊膜上培養 自己日腔粘膜上皮シー ト

を羊膜ごと作0ナ イロン糸で縫合固定を行い、

自家移植 した。術後 1週間の時″点で抜糸した。

4.研 究成果
臨床応用に先立って、実験動物 (白色家兎)

を用いて培養上皮シー トの自家移植後の組

織動態について検討 したところ、移植後 2週



間にて 日腔粘膜上皮欠損部に生着 してお り、

免疫組織化学的に、keratin 4/13、integrin

alpha 6、  laminin(alpha5-chain)および

typeIIIcollagenの発現を認めたことで、羊膜

上培養 日腔粘膜上皮シー トは、移植後におい

て粘膜 としての性質を持 ち、基底膜成分を再

生することがわかった。

同結果をもとに、同培養上皮シー トの臨床

応用を開始 した。 日腔粘膜上皮細胞は羊膜上

にて 5～7層 に重層化 してお り、免疫染色性

では、粘膜分化型 keratin 4/13お よび、基

底膜 構 成 成 分 で あ る integrin alpha 6、

laminin(alpha5 chain)の発現も認めた。

自家移植においては、自家移植全例におい

て、術中における培養上皮シー トの強度や操

作性に問題なく、術後において移植部位にお

ける拒絶反応や感染 な ど異常所見な く生着

し、新 しい粘膜上皮が獲得 された。また、術

後 1年 以上経過 した症例 (3症 例)に おいて

も病変の再発や組織拘縮 を認 めず経過 は極

めて良好である。

羊膜の有用性に注 目し、移植に耐え うる十

分な強度 と活性 を備 えた培養 シー トを作成、

日腔組織の再生に用いることは今 までに見

られなかつた試みである。また自己細胞を用
いることで免疫拒絶を起 こさず、また培養上

皮移植 は広範 囲な粘膜上皮欠損な どにおい

ても十分に対応できる可能性があ り、臨床的

意義が極めて高い。

従つて、各種上皮層創傷を取 り扱 うことが

多い歯科 日腔外科領域において、本方法は応

用範囲が広い有効な方法 と考えられた。今後

さらに症例重ね、研究成果の蓄積により、臨

床応用の幅をさらに広げるだけでなく、これ

までにない新たな治療手段 とな りうるもの

と期待 される。
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