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研究成果の概要（和文）：マウス口腔内移植モデルを用いて、培養粘膜移植後の変化について形

態学的に観察し、培養粘膜による口腔粘膜の再生機構を検索した。その結果、培養粘膜の上皮

および基底膜は、口腔内移植後 5 日目までは保たれているが、7 日目には上皮細胞の剥離、基

底膜の消失が生じ、どの後同部は速やかに周囲粘膜上皮によって被覆されることが示唆された。

以上より培養粘膜は口腔粘膜の上皮化を促進していると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：The objective of the present study was to investigate the role of grafted human 

oral keratinocytes in a transplanted ex vivo-produced oral mucosa equivalent (EVPOME) in the 

regeneration and/or healing process of the oral mucosa at the recipient site of mice. The grafted 

EVPOME maintained a stratified epithelial layer and basement membrane for up to 5 days post-grafting. 

By day 7 post-grafting, a portion of the EVPOME epithelial layer peeled away from the AlloDerm
®
 and 

a thin, CK17-immunonegative epithelial layer extended from the adjacent thick epithelia layer of the 

mouse and contacted the CK17 immunopositive EVPOME epithelium. These findings suggest that 

grafting of EVPOME with viable oral keratinocytes onto an intraoral mucosal wound plays an active 

role in promotion of re-epithelialization of the oral wound during the subsequent healing process. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）培養粘膜に関する研究 

1990 年代にティッシュエンジニアリングを

応用した培養上皮シートが開発されたが、こ

れらは強度的に脆弱で取り扱いにくく、さら

にこの培養システム上の重大な問題点とし

て、スローウィルス感染を引き起こしうるウ

シ胎仔血清を用いていることや、細胞の増殖

を促すためにマウスの細胞（feeder layer）と

患者の細胞が一時的に共培養されているこ

とが挙げられていた。 

（２）培養複合口腔粘膜(EVPOME)の開発と

臨床応用 

私たちはこれらの問題点を解決するため、ウ

シ由来物質やマウスの細胞との共培養を除

外した培養方法を採用し、米国 FDA の認可

を受け、世界的に広く臨床応用されているヒ

ト無細胞性真皮（AlloDerm®、米国 LifeCell

社）と患者自身の口腔粘膜上皮細胞とを用い

て培養複合口腔粘膜（以下 EVPOME）の作製

に成功した。EVPOME は、より安全性の高い

培養システムを用いていることと、ヒト無細

胞真皮（AlloDerm®）に口腔粘膜上皮細胞を

播種、重層化しているために口腔粘膜と組織

学的に類似している上に操作性に優れてい

ることが大きな特徴である。2000 年に新潟大

学歯学部倫理委員会で承認を得て、口腔癌や

前癌病変などの症例に対し臨床応用を開始

した。そして 2002 年度から 2004 度には文部

科学省高度先進医療開発経費（B）が採択さ

れ、神戸大学、富山大学と EVPOME 移植の

適応拡大を目的とした共同研究をすすめ、3

施設で合計約 100 例の臨床応用を経験し、全

例生着し、瘢痕も少ない良好な結果を得てい

る。 

（３）EVPOME に関する基礎的研究 

一方、基礎的研究としてはいくつかの動物移

植モデルや臨床応用例での EVPOME による

再生過程について検討し、その中でも私たち

はヌードマウス口腔内移植モデルを開発し、

移植後の口腔粘膜再生過程に関して基礎的

に検討を進めてきた。これらの研究より、

EVPOME の移植後の治癒機転に関しては、臨

床的には EVPOME は移植後生体内に良好に

生着し、瘢痕形成も少なく、周囲組織と同程

度の軟らかさの口腔粘膜になるという結果

は得られているものの、基礎的研究ではフラ

スコ内で作製した EVPOME が移植後必ずし

も生体内でそのままの状態で生着するわけ

ではなく、術後 14 日以内での一部の上皮細

胞の脱落や術後 28 日以内でのヒト無細胞真

皮（AlloDerm®）の吸収といった現象が観察

された。また、術後 7 日目以降に多数の毛細

血管新生が認められ、EVPOME 作製中の培養

上清中にも血管新生因子の発現が有意に高

く認められていた。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究より、EVPOMＥが口腔粘膜

再生に寄与していることが示唆されるもの

の、どのように口腔粘膜の再生に関与してい

るのかは未だ不明な点が多く、特に、術後 21

日目以降で認められる EVPOME 移植部の重

層上皮は、果たして EVPOME の上皮細胞に

よるものか、それとも周囲組織からの再生上

皮によるものかという問題を解明すること

が EVPOME による口腔粘膜の再生機構を解

明する上での最も大きなポイントとなる。そ

のため、本研究の目的は、マウス口腔内移植

モデルを用いて、EVPOME 移植後の変化につ

いて形態学的手法を用いて観察し、EVPOME

による口腔粘膜の再生機構を解明すること

であった。 

 



 

 

３．研究の方法 

（１）EVPOME 作製、組織学的、免疫組織

化学的観察、培養上清のグルコース量測定 

①ヒト口腔粘膜上皮細胞を培養ヒト無細胞

真皮（AlloDerm®）上に播種、重層化させ、

EVPOME を作製し、ホルマリン固定、パラフ

ィン連続切片を作製して組織学的に観察し

た。 

②上皮細胞マーカーであるサイトケラチン

17、細胞増殖マーカーである Ki-67 に対する

抗体を用いて EVPOME の上皮細胞の増殖能

や分化能を免疫組織化学的に観察するとと

もに、上皮細胞のグルコース代謝能を示す

GLUT-1 を免疫組織化学的に検索した。 

③EVPOME の培養上清よりグルコース消費

量を測定した。 

（２）EVPOME をヌードマウス頬粘膜欠損創

に移植、組織学的、免疫組織学的観察 

①ヒト口腔粘膜上皮細胞を培養ヒト無細胞

真皮（AlloDerm®）上に播種、重層化させ、

EVPOME を作製し、ヌードマウス頬粘膜欠損

創に移植し、経時的に屠殺し、標本を作製し

た。 

②EVPOME および移植片はホルマリン固定、

パラフィン連続切片を作製して組織学的に

観察した。 

③さらに上皮細胞マーカーであるヒトサイ

トケラチン 17、基底膜マーカーであるヒトタ

イプⅣコラーゲンを免疫組織化学的に検索

した。 

 

４．研究成果 

（１）EVPOME 作製、組織学的、免疫組織

化学的観察、培養上清のグルコース量 

①EVPOME の上皮細胞はサイトケラチン 17

陽性、Ki-67 陽性細胞は基底層に多い傾向に

あり、GLUT-1 は上皮全層で陽性であった。 

②グルコース消費に関しては、消費率が高い

時期には組織学的に増殖細胞が多く、グルコ

ース消費率が減少する場合には増殖細胞が

減少する傾向にあった。 

以上より、EVPOME の上皮細胞は増殖能にす

ぐれ、その増殖活性はグルコース消費量で評

価できることが示唆された。 

（２）EVPOME をヌードマウス頬粘膜欠損創

に移植、組織学的、免疫組織学的観察 

EVPOME 移植後 5 日目のシリコン膜除去時

では AlloDerm 上に培養上皮細胞が観察され、

AlloDerm の構成成分である基底膜は上皮層

の下面に観察された(図１)。移植後 7 日目で

は、CK17 陽性上皮細胞は剥離し、上皮が存

在したと思われる部分の AlloDerm 上面には

Ⅳ型コラーゲン陽性反応を示した。しかし、

それから少し離れたところには 2－3 層の

CK17 陰性の上皮細胞層が認められ、同部で

はⅣ型コラーゲン陰性反応であった(図２)。

このため EVPOME の上皮細胞は剥離し、同

部では AlloDerm の基底膜も消失し、その部

位にマウス上皮細胞が伸びだしてきている

と考えられた。術後 14 日目では移植した

EVPOME は周囲と癒合しており、被覆上皮

は周囲上皮と移行的なCK17陰性の重層扁平

上皮で、Ⅳ型コラーゲン陽性反応は周囲粘膜

上皮と移行的に基底細胞下に観察された(図

３)。 

また、対照群である AlloDerm 単独移植では

上皮細胞層の被覆は EVPOME 移植群よりも

遅延していた。 

以上より EVPOME の上皮および基底膜は、

口腔内移植後、固定と保護の目的で一緒に移

植 し た シ リ コ ン 膜 を 除 去 す る ま で は

AlloDerm 上に保たれているが、その後上皮細

胞の剥離、基底膜の消失が生じ、同部には速

やかに周囲粘膜上皮が被覆することが示唆

された。このように上皮細胞の存在が早期の

粘膜再生に寄与していると考えられたが、



 

 

AlloDerm の基底膜は培養上皮細胞の接着に

は有効であるが、移植後は AlloDerm と同様

にリモデリングされると考えられた。 

培養粘膜の上皮細胞の増殖活性を培地内グ

ルコース消費量で評価する手法は、簡便で評

価しやすいことから有用な方法であるが、こ

のように増殖活性にすぐれた上皮細胞を有

する培養粘膜の口腔内移植後の治癒機転を

観察したことは本研究の大きな特色である。

しかしながら、本実験モデルは異種移植であ

り、移植後の上皮細胞の運命を検索する上で

は免疫機序の影響が否定できないため、今後

は同種移植モデルによる検索を行う予定で

ある。 

 

＜図１：EVPOME 移植後 5 日目＞ 
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＜図２：EVPOME 移植後 7 日目＞ 
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＜図３：EVPOME 移植後 14 日目＞ 
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