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研究成果の概要（和文）：ラットの声帯やイヌの声帯、口腔粘膜から上皮細胞、粘膜下の線維芽細胞を分離し、
培養する技術を確立した。それらを3Dプリンティングし、積層化することは困難であったが、培養細胞をシート
状に剥離し、ゼラチンハイドロゲル粒子を間に挟み込むことにより、積層化することに成功した。作製された細
胞シートは約300μmの厚さで、免疫細胞化学により層構造を確認することができた。更に、イヌの声帯切除部位
に積層化細胞シートを移植することが可能であることを、予備検討で確認した。

研究成果の概要（英文）：Epithelial cells and fibroblasts were successfully isolated and cultured 
from rat vocal folds, canine vocal folds and canine oral mucosa. Further, cultured cell sheets were 
stacked using gelatin hydrogel microspheres. Stacked cell sheets were about 300 μm in thickness, 
and layered structure in cell sheets were confirmed by immunostaining. Further, preliminary 
experiments revealed that the cell sheets can be implantated into the canine vocal fold.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今後はこの積層化細胞シートをイヌの声帯に自家移植し、声帯粘膜の再生効果を組織学的に検討するとともに、
吹鳴実験を行いその物性および機能性を評価する予定である。この技術を確立され、細胞シート移植の粘膜再生
効果が確認されれば、声帯瘢痕や萎縮などの組織学的な変化を伴う難治性声帯疾患に対する、声帯再生医療の実
現に大きく貢献すると考えられる。更に、その技術は他臓器の再生医療にも応用できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1.  研究開始当初の背景 

声帯は特徴的な層構造を有し、それぞれの層が異な

る粘弾性および剛性を示すことで、発声（声帯振動）

に重要な役割を担っている（図 1）。しかしながら、

炎症や外傷などではその層構造が破綻し、物性変化

が生じ、重篤かつ難治性の音声障害の原因となる。 

これまで、様々な方法で、声帯の再生医療研究が行

われてきた。細胞外マトリックス産生を調節する因

子の投与や細胞移植などにより、物性および形態を

ある程度回復できるようになったものの、声帯に特

有の層構造の再生には未だ至っていない。 

 

2.  研究の目的 

本研究の目的は、新規技術を用いて複数種の細胞を三次元的に配置することで声帯の層構

造を再現し、音声障害治療に資する機能的な声帯粘膜組織を作製することである。 

 

3.  研究の方法 

① 声帯上皮細胞、線維芽細胞の初代培養の確立：9週齢のラットの喉頭を提出し, 酵素処

理することで上皮と粘膜固有層を分離し、声帯の上皮細胞、線維芽細胞の初代培養を確

立した。上皮細胞はセルカルチャーインサートに継代した。バリア機能を担うとされる

タイトジャンクションを構成するタンパク質である occludin や ZO1 の発現を確認する

とともに、イオンの透過性を評価するために Transepithelial electrical resistance

（TEER）を測定した。更に、同様の手技でイヌ声帯および口腔粘膜からも初代培養を確

立した。 

② ゼラチンハイドロゲル粒子の作製：当初、3D バイオプリンティングによる積層化を予

定したが、学会等で灌流培養の間に層の区別がつかなくなる可能性などが報告された

ため、ゼラチンハイドロゲル粒子を用いた積層化を行うこととした（１）。高濃度のゼ

ラチン溶液をオイル内で撹拌し、オイルエマルジョン状態とし、それを冷却してゼラチ

ンをゲル化させた後にアセトンで洗浄し、熱脱水架橋を行い、ゼラチンハイドロゲル粒

子を作製した。 

③ Bioengineered 声帯組織の作製：Dish plate 上で培養した線維芽細胞をシート状に剥

離し、それらの間にゼラチンハイドロゲル粒子を挟み込むことにより層構造を作製し

た。また Cell culture insert で培養した上皮細胞は dispase に浸すことでシート状

に剥離した。線維芽細胞、筋芽細胞の多層構造の上に上皮細胞のシートを積層すること

で、声帯の多層構造を再現した。 
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Fig. 2. Schematical presentation of the structure of the human vocal cord.

図 1 声帯の層構造 (平野、1975) 



4. 研究成果 

① 上皮細胞の TEERは、継代後 3日目には 2000Ω*㎠程度に達した。またタイトジャンクシ

ョンの構成蛋白である ZO1 や Occludin を用いた免疫組織化学でタイトジャンクション

の発現や重層化構造を観察できた。（図 2） 

 

 

 

② 既報に従い、ゼラチンハイドロゲル粒子を作製できた。（図 3） 

 

 

③ イヌの口腔粘膜から分離した上皮細胞および線

維芽細胞をシート状に剥離し, それを積層する

ことに成功した。Pan Cytokeratin, Vimentin を

用いて上皮細胞と線維芽細胞の染色を行い、積

層化構造を確認した。完成した積層化細胞シー

トは約 300μmの厚さであった。更に、作製した

積層化細胞シートは、把持可能であり、イヌの

声帯粘膜切除部位に自家移植できることを確認

した。（図 4） 

 

今後はこの積層化細胞シートの自家移植をすすめ, 声帯粘膜再生効果を検証する予定であ

る。 
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図 4 積層シートによる声帯再建部位（HE染色） 
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