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研究成果の概要（和文）：　細胞と細胞外マトリックスが密に分布し、ヒト声帯の前端と後端に存在する声帯黄
斑内には組織幹細胞(tissue stem cell)が存在し、黄斑は組織幹細胞を維持している幹細胞ニッチであることが
解明された。またヒト声帯黄斑内の組織幹細胞には、異種性・階層性が存在していることが解明された。
　ヒト声帯黄斑内の幹細胞システムが、発声に必須であるヒト固有の粘弾性を持った層構造の成長・発達・老化
に関与し、声帯粘膜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供給して声帯組織を再生さ
せていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：     This research shows there is growing evidence that the cells in the 
maculae flavae located at both ends of the lamina propria of the human vocal fold mucosa are tissue 
stem cells of the human vocal fold and the macula flavae are a stem cell niche which is a 
microenvironment nurturing the stem cells.
     Tissue stem cells in the maculae flavae of the human vocal fold mucosa are likely involved in 
the metabolism of extracellular matrices, which are essential for the viscoelastic properties of the
 human vocal fold mucosa as a vibrating tissue, and they are responsible for maintaining the 
characteristic layered structure of the human vocal fold mucosa. Hence, tissue stem cells in the 
maculae flavae of the human vocal fold mucosa are likely to contribute to the growth, development 
and aging of the human vocal fold mucosa as a vibrating tissue.

研究分野： 喉頭・声帯の分子生物学

キーワード： 声帯　組織幹細胞　幹細胞ニッチ　幹細胞システム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒトのコミュニケーションにとって、会話は重要であり、発声に関与するヒト声帯固有の組織構造は必須であ
る。ヒト声帯の前端と後端に存在する声帯黄斑内には組織幹細胞が存在し、黄斑は組織幹細胞を維持している幹
細胞ニッチであることが解明されたが、さらなるヒト声帯の組織幹細胞の基礎研究により、ヒト声帯の再生医
療、すなわちcell sourceの探索、組織幹細胞と幹細胞ニッチの人為的操作による再生医療などが発展する礎に
なることが期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 発声に必須な粘弾性を持った声帯粘膜組織の恒常性を維持し、声帯が損傷した場合には失わ

れた細胞を供給して声帯組織を再生させることが示唆されているヒト声帯黄斑内の細胞の幹細

胞性の研究を我々は継続している。また幹細胞を維持する微小環境（幹細胞ニッチ）であるこ

とが示唆されているヒト声帯黄斑は、その細胞周辺環境（幹細胞ニッチ）によってどのように

組織幹細胞の増殖や分化を制御しているのかを解明する研究を継続している。研究課題の核心

をなす学術的な「問い」は、ヒト声帯の組織幹細胞システムとそれらを維持している微小環境

（幹細胞ニッチ）の制御はどうなっているのかであり、ヒト声帯粘膜の再生医療の課題の一つ

である。 

 これらの一連の研究から、ヒト声帯黄斑内には組織幹細胞(tissue stem cell)が存在し、細

胞が密に分布する声帯黄斑は組織幹細胞を維持している幹細胞ニッチである可能性が高まって

きた。またヒト声帯黄斑内の細胞には幹細胞の異種性(heterogeneity)と階層性(hierarchy)が

存在し、幹細胞システムが存在する可能性が高まってきた。 

 国内外の関連する研究で、本研究のようにヒト声帯の組織幹細胞と細胞周辺環境（幹細胞ニ

ッチ）を検討した研究はほとんどない。 

 
２．研究の目的 
 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。 

 ヒト声帯黄斑の機能、すなわち黄斑内細胞と細胞周辺環境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、さらにヒト声帯の特徴的な構造あるいは物性（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基盤研究

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

らに幹細胞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基盤研究になると考えられる。 

 
３．研究の方法 
 (1)ラベル保持細胞法により組織幹細胞と幹細胞ニッチ動態の解明を行う。 

 組織幹細胞の存在を証明する実験手法の一つであるラベル保持細胞法により、ラット声帯の

組織幹細胞と幹細胞ニッチ動態の研究を行った。 

 (2)ヒト声帯黄斑内の細胞を in vitro で培養しフローサイトメトリー法などを用いて、間葉

系幹細胞の性質を持っているのかを検討した。 

 (3)分化誘導法によりヒト声帯黄斑内の細胞の多分化能・幹細胞性を解明した。 

 ヒト声帯黄斑内細胞と粘膜固有層の細胞を培養し、分化誘導培地を用いて、脂肪、骨芽、軟

骨細胞へ誘導可能かを研究した。さらに 3胚葉への分化誘導法を用いて、培養細胞が 3胚葉系

へ誘導可能かを研究した。またヒト多能性幹細胞マーカーを用いて、ヒト声帯黄斑内細胞の幹

細胞性、多分化能を研究した。 

 (4)組織幹細胞と推察されているヒト成人声帯黄斑内の細胞の異種性(heterogeneity)と階層



性(hierarchy)を研究した。 

 ヒト成人声帯黄斑内の細胞の異種性を検討するために、黄斑内の細胞を in vitro で培養し位

相差顕微鏡で観察した。また in vivo で黄斑内の細胞形態を透過型電子顕微鏡で観察した。 

 免疫組織化学を用いて、ヒト成人声帯黄斑内の異種性を持った細胞の階層性を研究した。 

 (5)組織幹細胞と推察されているヒト新生児声帯黄斑内の細胞の異種性(heterogeneity)と階

層性(hierarchy)を in vivo で研究した。 

 ヒト新生児声帯黄斑内の細胞の異種性を検討するために、in vivo で黄斑内の細胞形態を透

過型電子顕微鏡で観察した。 

 免疫組織化学を用いて、ヒト新生児声帯黄斑内の異種性を持った細胞の階層性を研究した。 

 (6)組織幹細胞と推察されているヒト成人声帯黄斑内の細胞のエネルギー代謝をミトコンド

リアの微細構造から研究した。 

 in vivo でヒト成人声帯黄斑内の細胞形態を透過型電子顕微鏡で観察した。特にミトコンド

リアの形態、他の細胞小器官とミトコンドリアの関係を研究した。 

 

４．研究成果 

 (1)組織幹細胞の存在を証明する実験手技の一つであるラベル保持細胞法により、ラット声帯

の組織幹細胞と幹細胞ニッチ動態の解明を行った。 

 ①ラット声帯黄斑内の細胞のみが長期間 BrdU を保持していた。したがってラット声帯黄斑内

の細胞は細胞分裂が非常に遅く、ラベル保持細胞であった。またラット声帯黄斑内の多くの細

胞は、Ki67 が陰性であることから細胞増殖が休止期の細胞であった。これらのことからラット

声帯黄斑内の細胞は組織幹細胞である可能性が示唆された。 

 ②ラット声帯黄斑内の BrdU 陽性細胞率は 44.8±14.2%（1 日目）と 33.3±12.7%（56 日目）

であり、ラット声帯黄斑内には BrdU 陽性細胞と陰性細胞が混在していた。したがってラット声

帯黄斑には分裂が遅い幹細胞だけではなく、通常の分裂速度の細胞群が存在し、組織幹細胞の

階層性が存在する可能性が示唆された。 

 ③ラット声帯黄斑の細胞間質にはヒアルロン酸が豊富に存在し、ラット声帯黄斑のラベル保

持細胞はヒアルロン酸受容体である CD44 を発現していた。ラット声帯黄斑はヒアルロン酸リッ

チマトリックスであり、幹細胞ニッチである可能性が示唆された。 

 ④ラット声帯黄斑内の細胞には、Cytokeratin、GFAP を保持した中間系フィラメントを認め

ることから外胚葉由来の、Desmin、Vimentin を保持した中間系フィラメントを認めることから

中胚葉由来の、内胚葉マーカーである SOX17 が陽性であることから内胚葉由来の細胞であるこ

とが分かった。このことから声帯黄斑内の細胞は三胚葉への分化が可能であり、胚葉を越えた

分化が可能な細胞である可能性が示唆された。 

 ⑤ラット声帯黄斑内の細胞には CD34、CD45、collagen type I が発現しており、骨髄由来の

circulating fibrocytes に関連した細胞である可能性が示唆された。 

 (2)組織幹細胞と推察されているヒト声帯黄斑内の細胞が、間葉系幹細胞の性質を持っている

のかを検討した。 

 ①ヒト声帯黄斑内の細胞を培養するとプラスチックに接着性を持っていた。 

 ②培養したヒト声帯黄斑内の細胞を、脂肪分化誘導培地で培養すると FABP-4 陽性細胞が増殖

し、骨分化誘導培地で培養すると Osteocalcin 陽性細胞が増殖し、軟骨分化誘導培地で培養す

ると間質が Aggrecan 陽性であった。したがってヒト声帯黄斑内の細胞は、脂肪、骨、軟骨への

分化能を持っていた。 



 ③ヒト声帯黄斑から増殖した細胞の第 2継代目を用いて、細胞表面マーカーの発現様式をフ

ローサイトメトリー法で解析した。CD105、CD90、CD73 の細胞表面マーカーが発現しており、

CD45、CD34、CD19、CD11b、HLA-DR の細胞表面マーカーが発現しておらず、ヒト声帯黄斑内の

細胞は、間葉系幹細胞と同様の細胞表面のマーカー発現様式を示した。 

 ④ヒト声帯黄斑細胞から増殖した細胞は、間葉系幹細胞の minimum criteria を満たす細胞で

あった。 

 (3)組織幹細胞と推察されているヒト声帯黄斑内の細胞が、三胚葉由来の細胞へ分化するのか、

多分化能を持っているのかを研究した。 

 ①ヒト声帯黄斑内の細胞を、外胚葉誘導培地で培養すると Oxt2 陽性細胞が増殖し、中胚葉誘

導培地で培養すると Branchyury 陽性細胞が増殖し、内胚葉誘導培地で培養すると SOX17 陽性

細胞が増殖した。 

 ②ヒト声帯黄斑内の細胞を培養すると、SSEA-3（ヒト多能性幹細胞マーカー）陽性細胞が増

殖した。 

 ③ヒト声帯黄斑内の細胞は可塑性（plasticity）を保持した幹細胞であることが示唆された。 

 (4)組織幹細胞と推察されているヒト成人声帯黄斑内の細胞の異種性(heterogeneity)と階層

性(hierarchy)を研究した。 

 ①in vitro で黄斑内の細胞を培養すると、敷石様の多角形細胞、星細胞様の細胞、線維芽細

胞様の紡錘形細胞が増殖し、黄斑内の細胞に異種性を認めた。またコロニー形成を認めた。 

 ②in vivo（生体内）でも幹細胞性を持つ黄斑内の細胞群に、in vitro で黄斑内の細胞を培

養した時に観察された 3種類の細胞（敷石様の多角形細胞、星細胞様の細胞、線維芽細胞様の

紡錘形細胞）が存在し異種性を認めた。またコロニー形成を認めた。 

 ③3 種類の異種性を持った幹細胞群の中で、敷石様の多角形細胞のみにヒト胚性幹細胞のマ

ーカーである SSEA-3 が発現（pluripotency の性格を持つ）しており、同細胞が階層性の頂点

にある組織幹細胞であることが示唆された。CD44 の発現から、線維芽細胞様の紡錘形細胞が階

層性の底辺にある分化した細胞であることが示唆された。したがって星細胞様の細胞は前駆細

胞であることが示唆された。 

 ④これらのことから、ヒト成人声帯黄斑内の細胞は、幹細胞システムを持っており、組織幹

細胞の階層性は、敷石様の多角形細胞が階層性の頂点にある組織幹細胞、星細胞様の細胞は前

駆細胞、線維芽細胞様の紡錘形細胞が最も分化した細胞であることが示唆された。 

 (5)組織幹細胞と推察されているヒト新生児声帯黄斑内の細胞の異種性(heterogeneity)と階

層性(hierarchy)を in vivo で検討した。 

 ①in vivo（生体内）でも幹細胞性を持つ黄斑内の細胞群に 3種類の細胞が存在し異種性を認

めたが、新生児では細胞はより密で、敷石様の多角形細胞が多くを占めていた。またコロニー

形成を認めた。 

 ②3 種類の異種性を持った幹細胞群の中で、敷石様の多角形細胞にヒト胚性幹細胞のマーカ

ーである SSEA-3 が発現しており、同細胞が階層性の頂点にある組織幹細胞であることが示唆さ

れた。新生児黄斑内の細胞は間葉細胞の性格を持っていることが示唆された。 

 ③新生児黄斑内の細胞は、すでに生下時に幹細胞システムを持っており、ヒト固有の声帯の

成長・発達の準備段階にあると考えられた。 

 (6)組織幹細胞と推察されているヒト成人声帯黄斑内の細胞のエネルギー代謝をミトコンド

リアの微細構造から研究した。 

 ①ヒト声帯黄斑内の細胞の細胞質にミトコンドリアが分布していた。ミトコンドリアは類円



形で、直径は 679±109nm であった。 

 ②ミトコンドリアは外膜と内膜に囲まれ、intercristal space は基質で占められていた。基

質は均質無構造又は細顆粒状であり、DNA 細糸、リボヌクレオタンパク質 顆粒を認めた。 

 ③ミトコンドリアのクリスタは少なく、内膜の辺縁に認めた。 

 ④ヒト声帯黄斑内の細胞ではミトコンドリア呼吸（酸化的リン酸化）が抑制され、嫌気的解

糖系による糖質代謝などのエネルギー代謝が行われていることが示唆された。 

 ⑤嫌気的解糖系によるエネルギー代謝は活性酸素種の産生が少なく、活性酸素種による細胞

傷害（DNA 損傷）を最小限にすることから、ヒト声帯黄斑内の細胞では、その未分化性・幹細

胞性を維持する代謝プログラムが行われていることが示唆された。 
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