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研究成果の概要（和文）：本研究では難治性中耳炎に対する細胞シート治療の普及に向けて、鼻腔粘膜細胞シー
トの製品化をめざし、細胞シートの作製条件と輸送条件を最適化を行った。初代培養後の細胞を一時的に凍結保
存し、この細胞を融解して培養することにより、鼻腔粘膜細胞シートの作製に成功した。これらの成果は、鼻腔
粘膜細胞シートは輸送が可能であることを示し、今後の臨床試験や実用化において重要な成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：It is important to establish a transport system for cell sheets. In this 
study, we optimized the conditions of cell sheet fabrication and transportation with the aim of 
commercializing nasal mucosa cell sheets as a regenerative medicine product. In addition, we 
succeeded in producing nasal mucosa cell sheets by temporarily freezing and storing cells after 
primary culture, and then thawing and culturing these cells. These results show that nasal mucosa 
cell sheets can be transported, which is an important achievement for future clinical trials and 
practical applications.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
鼻腔粘膜組織は5日間冷蔵保存ならびに凍結保存しても細胞の増殖が見られ、細胞シートを10枚作製するのに十
分な細胞数が確保できた。これらの成果により、鼻腔粘膜細胞シートは輸送が可能であることを示し、今後の医
師主導治験や実用化に向けた重要な臨床データを蓄積することに成功した。実用化後には、全国の病院で医療を
展開することができる期待が高まった。凍結細胞を利用した鼻腔粘膜細胞シートの作製法を用いることで、再生
医療等製品において問題となる細胞培養時期を容易に調整が可能となった。将来的には他家移植治療への応用展
開も検討していきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
真珠腫性中耳炎や癒着性中耳炎などの中耳手術において、病的粘膜を除去した後の骨面に
自己の鼻腔粘膜細胞シートを移植して中耳粘膜を再生させることで、これまで限界とされ
てきた手術成績の向上が期待できるようになってきた。今後本研究の普及を見据え、細胞加
工製品のプロトコール改良、並びに製品の輸送技術の開発が必要である。現在実施している
多施設共同研究を遂行する中で、細胞加工製品を安全かつ効果的に運搬する輸送技術や、常
に細胞加工製品を供給できる細胞培養手法、必要性を認識している。そこで本研究では、組
織や細胞加工製品の輸送方法のプロトコールを確立するとともに、凍結細胞を用いた培養
手法を確立することを目的とする。本研究の成果は再生医療の臨床応用のモデルケースと
して、多くの患者に安全かつ有効な治療法を提供できるよう推進する。 
 現在本研究成果を普及させるためには臨床研究および再生医療新法に準拠したプロトコ
ールを確立し、製品化することが課題とされている。そこで本研究では、東京慈恵会医科大
学と共同で細胞シートの輸送条件を最適化して臨床研究を行うとともに、鼻腔粘膜細胞が
凍結保存でき得るか検討する。 
 
 
 
２．研究の目的 
臨床研究における細胞シートの作製は、無菌施設である Cell processing center (CPC)で
行われている。この CPC は、空調、温度、機器等が高度に管理されているため、維持・管理
費用が高く、全ての病院に設けるのは難しい。そこで、細胞シートの輸送システムを構築す
ることが重要である。 
 本研究では、鼻腔粘膜細胞シートを再生医療等製品としての製品化をめざし、細胞シート
の作製条件と輸送条件を最適化する。さらに、初代培養後の細胞を一時的に凍結保存し、こ
の細胞を融解して培養し、鼻腔粘膜細胞シートを作製できるかを検証する。また、鼻腔粘膜
組織および鼻腔粘膜細胞シートの輸送を伴う臨床研究を実施する。 
 
 
 
３．研究の方法 
採取したヒト鼻腔粘膜組織と全血を 3時間輸送した。鼻腔粘膜は培養液に入れて 4℃で輸送
し、全血は 24℃で輸送し、遠心分離し血清のみ抽出した。作製したヒト自己血清を用いて、 
初代培養として約 2 週間エクスプラント培養を行い、温度変化のみで細胞をシート状に回
収することが可能な温度応答性培養皿に細胞を播種した。継代培養を行い、鼻腔粘膜細胞シ
ートを作製し、作製した細胞シートの品質検査として、性状確認、剥離試験、総細胞数、細
胞生存率、上皮細胞含有率を評価した。 
 次に継代時に凍結させた鼻腔粘膜細胞を用いて通常細胞と同様の手順で鼻腔粘膜細胞シ
ートを作製し、性状確認、剥離試験、総細胞数、細胞生存率、上皮細胞含有率を評価した。 
 これらの輸送コールドランで確立した条件を元に、「再生医療等の安全性の確保等に関す
る法律（再生医療新法）」に準じ、聖マリアンナ医科大学特定認定再生医療等委員会の承認
のもと、東京慈恵会医科大学と共同臨床研究を実施した(日医治促 IDJMA-IIA00316)。聖マ
リアンナ医科大学で採取したヒト鼻腔粘膜組織と全血を上述の条件で輸送し、東京慈恵会
医科大学内の CPC で培養した。約 3週間後、細胞シートを輸送し、聖マリアンナ医科大学で
移植手術を 3例実施した。 
 
 
 
４．研究成果 

ボピヨンヨードで殺菌した後、抗生物質などを含んでいる培地で 3 時間輸送された鼻腔粘
膜組織は、エクスプラント培養を行っても菌などのコンタミネーションがなく、通常通り上



皮細胞の増殖が観察された。この細胞を継代して鼻腔粘膜細胞シートを作製すると、細胞数、
細胞生存率、上皮細胞純度等に影響なく移植基準を満たしていた。また、初代培養後の細胞
を一時的に凍結保存し、この細胞を融解して培養した鼻腔粘膜細胞シートは、総細胞数およ
び細胞生存率が通常の細胞シートと同等であることを確認した。性状確認、剥離試験では問
題なく移植基準を満たす結果となった。 
 さらに、細胞シートを細胞培養時の培地を用いて 3時間輸送し、形状の観察、細胞数、細
胞生存率、上皮細胞純度を評価した。これらの試験結果は全て輸送前と比べて差はなく、鼻
腔粘膜組織および鼻腔粘膜細胞シートが 3 時間以内であれば輸送可能であることを示し、
学術論文として報告した（Kasai Y, et al. Regen Ther, 2019）。 
 鼻腔粘膜組織および鼻腔粘膜細胞シートの使用期限を解析するため、さらなる保存期間
を設定して解析を行った。鼻腔粘膜組織は 5 日間冷蔵保存ならびに凍結保存しても細胞の
増殖が見られ、細胞シートを 10 枚作製するのに十分な細胞数が確保できた。 
 鼻腔粘膜細胞シートはハンクス緩衝液で 2 日間保存しても、保存前と同等の細胞生存率
を示した。さらに、増殖能を評価するために、コロニーフォーミングアッセイおよび in 
vitro 接着実験の結果より、増殖能が保たれており、移植後に創傷治癒に働くと期待できる
と考えられた。このように、鼻腔粘膜組織と細胞シートの使用期限がそれぞれ 5日以内、2
日以内であることを示した。なお、初代培養後の細胞を一時的に凍結保存し、この細胞を融
解して培養した鼻腔粘膜細胞シートも、総細胞数および細胞生存率が通常の細胞シートと
同等であることも確認した。これらの結果について、現在論文投稿中である。 
 東京慈恵会医科大学と共同で実施した鼻腔粘膜組織および鼻腔粘膜細胞シートの輸送を
伴う鼓室形成術後の中耳粘膜再生の臨床研究では 3 例中 3 例のいずれの症例においても合
併症ならびに有害事象は認められておらず、高い安全性が示された。さらに、移植 6ヶ月後
の CT像から、中耳の含気化が再生している所見が得られ、治療の有効性データも蓄積され
た。この結果についても、論文投稿の準備中である。 
 これらの成果により、鼻腔粘膜細胞シートは輸送が可能であることを示し、今後の医師主
導治験や実用化に向けた重要な臨床データを蓄積することに成功した。実用化後には、全国
の病院で医療を展開することができる期待が高まった。  
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