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研究成果の概要（和文）： 
 口腔上皮細胞をヒト乾燥羊膜上で培養を行う、新たな培養重層上皮シート作製の可能性につ

いて研究を行った。その結果、口腔上皮細胞—ヒト乾燥羊膜複合体は、正常口腔粘膜上皮組織と

同様の重層上皮化が認められた。免疫組織学的検討では、本複合培養重層上皮シートは正常口

腔粘膜上皮と比較し、より高い増殖活性を示していた。本複合培養重層上皮シートは、ヒュー

マンセルによる培養上皮シート開発における有望な供給源となり得る事が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study was to assess the possibility of human oral mucosal epithelial 

cells on hyper-dry-amnion can be used as new source for culturing stratified epithelium 

sheets. The oral keratinocyte and hyper-dry-amnion composites had a well-stratified 

epithelial layer similar to native oral keratinized mucosa. Immunohistochemistry, the 

oral keratinocyte and hyper-dry-amnion composites appeared to be in a more proliferative 

state than native keratinized mucosa. These results suggested that the oral keratinocyte 

and hyper-dry-amnion composites may be a promising cell source for the development of 

stratified epithelium allograft sheets using a human cell strain. 
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１．研究開始当初の背景 
 親不知を抜歯した際に付着している歯肉

や、出生時に胎盤とともに体外へ出される羊

膜は、従来より医療廃棄物として捨てられて



きた。しかし、それら破棄されていた組織は、

近年の組織工学の進歩に伴い、再生医療の分

野で優れた生物学的特性を有していること

が徐々に解明されてきた。 

 羊膜は生殖や胎盤免疫に深く関与してお

り、胎児を母体の免疫系から保護している神

秘的な組織である。これまで羊膜は、火傷や

皮膚潰瘍をはじめ古くからさまざまな医学

分野で臨床応用が試みられてきたが、広く臨

床に応用されるには至っていなかった。羊膜

移植における羊膜の作用機序には未だ不明

な点が多いとされているが、眼科領域などの

再生医療分野で最も脚光を浴びている組織

のひとつである。眼表面の再構築に、羊膜と

口腔粘膜上皮の複合培養上皮が応用された

報告も散見され、瘢痕形成が少なく正常に近

い上皮組織が速やかに伸展したなど良好な

結果が得られている。このような羊膜の優れ

た「創傷治癒機構」（各種増殖因子の放出・

抗菌/抗炎症作用）や「免疫学的特性」（拒絶

を惹起しにくい組織）は、臓器移植や遺伝子

治療への応用にも期待され、最近では骨髄・

臍帯血に続く第３の組織バンクとして再生

医療支援機構が「羊膜バンク」を設立した。

また、親不知を抜歯した際に付着している歯

肉上皮細胞は、皮膚上皮細胞と比較し、増殖

能が著しく高いなどの優れた細胞特性があ

るといわれ、培養歯肉上皮の口腔領域への応

用や皮膚の熱傷治療などで既に臨床応用さ

れた報告もみられる。 

 近年の組織工学、培養技術の進歩は新たな

選択肢を与えているにも関わらず、現在まで

口腔領域への羊膜の応用は試みられていな

い。そこで本研究は、羊膜と口腔粘膜の優れ

た細胞生物学的特性に着眼し、これら細胞の

特性をうまく組み合わせる事により、優れた

人工再建構造物の創出が可能となれば、今後

の歯科医療や熱傷治療などの分野で計りし

れない進歩をもたらすものと考えた。 

 
２．研究の目的 
 米国では、死体から採取した皮膚を凍結保

存する皮膚バンクと呼ばれるシステムやヒ

ト新鮮屍体真皮を scaffold（足場）とする上

皮培養研究が盛んに行われている。しかしわ

が国では、死体から皮膚を採取したヒト新鮮

屍体真皮を scaffold とする培養法は倫理的

に問題がある。また、培養上皮研究の多くの

は、作成時にマウス細胞やウシ血清が使用さ

れている。羊膜と口腔上皮を用いた過去の実

験報告も例外でなく、上皮の重層化を目的に

それらが使用されているのが現状である。し

かし FDA（アメリカ食品医薬品）のガイドラ

インでは、上皮細胞の培養にマウス feeder

細胞やウシ血清を用いる方法は、プリオンや

未知のウイルスの混入の可能性があるため

推奨されていない。 

 本研究はこれら問題を解決すべく、従来医

療廃棄物として捨てられてきた組織の優れ

た細胞特性に着眼した。本研究は、羊膜と口

腔上皮細胞それぞれが有する細胞特性を組

み合わせる事により、培地に含まれる動物性

蛋白や未知因子を完全に排除したクリーン

で、かつ増殖活性にも優れた培養上皮シート

の作製を主な目的としている。 

 羊膜と口腔上皮の複合培養上皮シートが

臨床に応用できるようになれば、歯周病によ

り破壊された歯肉の再生や唇顎口蓋裂治療、

悪性腫瘍切除後の口腔再建、ひいては熱傷治

療など様々な医療分野で新たな再生医療の

確立が期待される。  
 
３．研究の方法 
 口腔上皮細胞の培養は、Boyce & Ham の方

法に準じ、各種添加物含有 MCDB 153 培地を

選択した。実験の手順は、１，抜去歯から口

腔上皮細胞を単離。２，口腔上皮細胞を継代



培養し細胞を増殖。３，ヒト乾燥羊膜上に培

養口腔上皮細胞を播種し、数日間液相下環境

にて培養。４，無血清培地のカルシウム濃度

を上げ、約 3 週間気相下環境に変更し培養。 

 平成 20 年度は in vitro を中心に形態学的

な検討を行い、平成 21 年度以降は本研究の

臨床応用に向けた動物実験、さらには生体へ

の応用など in vivo を中心とした検討を行う。  

平成 20 年度 

研究計画・方法 

 ヒト乾燥羊膜と口腔上皮細胞により作製

された上皮シートの組織学的・免疫組織学的

な検討を行う。さらに蛋白の発現状況などに

ついても検討する。 

平成 21 年度 

研究計画・方法 

 羊膜・口腔上皮複合培養上皮シートを実験

動物へ移植実験し、創傷治癒に関連の深い上

皮の分化、増殖過程と創収縮機構などについ

て細胞生物学的解析を試みる。羊膜・口腔上

皮複合培養上皮シート移植部や対象部の切

除切片を作製し、免疫学的・形態学的な検討

を行う。 

平成 22 年度 

①研究計画・方法 

 羊膜・自家口腔上皮複合培養上皮シートを

生体へ移植実験する。その際には倫理面で十

分な配慮を行うともに、信州大学医倫理委員

会においても再度、承認を得る予定である。

羊膜・自家口腔上皮複合培養上皮シートの生

体移植を行う対象は、インフォームドコンセ

ントが得られた待機的手術患者とする。事前

に健常部より採取した少量の自家組織片か

ら羊膜・自家口腔上皮複合培養上皮シートを

作製する。それを口腔内の粘膜実質欠損部へ

移植し、経時的な創傷治癒経過や拒絶反応の

有無、生着率などについて検討を行う。 

 実験より得られた結果を整理し、国内・外

の学会、学術誌へ研究成果を発表する。 

 
４．研究成果 

 本研究は、平成 17/18 年度科学研究費補助

金（若手 B）の支援のもと、当研究室で開発

し た ヒ ト 乾 燥 羊 膜 を 口 腔 上 皮 細 胞 の

scaffold とし、特殊な条件下で培養する事に

より、ウシ血清などの未知因子を使うことな

く、培養重層上皮シートを作成することに世

界で初めて成功した。平成 19 年 2月 ⑴培養

重 層 上 皮 シ ー ト の 作 成 方 法 （ 特 願

2007-40378）、平成 20 年 4 月 ⑵培養重層上

皮 シ ー ト の 改 良 作 製 方 法 （ 特 願

2008-106448）について特許を申請した。 
 口腔上皮細胞は、ヒト乾燥羊膜上で気相下

培養を行っても増殖を続け、培養上皮シート

の H-E 染色標本による形態学的検討では、口

腔上皮細胞がヒト乾燥羊膜上で、ほぼ均一な

約 10 層以上からなる重層化を認めた。また

重層化に伴う核の消失はみられなかった。免

疫組織学的検討では、cytokeratin 10/13、

laminin-5、ZO-1 および occludin において、

正常な口腔上皮組織とほぼ同様の発現パタ

ーンを示した。特に上皮のタイトジャンクシ

ョン、即ちバリヤ機能を示すマーカーである

ZO-1 および occludin において、正常な口腔

上皮組織とほぼ同様な発現パターンを示し

た。したがって、本培養シートを生体に移植

した際には、上皮としてのバリヤ機能を十分

に発現できるものと推察された。さらに、上

皮 stem-cellや上皮の活発な増殖能を示すマ

ーカーである keratin-19 や PCNA では、正常

な口腔上皮と比べ、培養上皮の全層で陽性細

胞の発現が認められた。また、悪性腫瘍と関

連のある P53タンパクの発現は認められなか

った。 

 本実験結果より、ヒト乾燥羊膜と口腔上皮

細胞による複合培養重層上皮シートは、正常

口腔粘膜上皮組織と類似した機能を有しつ



つ、高い細胞活性と増殖能を示していたこと

がわかった。ヒト乾燥羊膜は、今後の培養上

皮開発における細胞外マトリックスとして、

有用かつ妥当な組織であると思われた。また

従 来 医 療 廃 棄 物 と さ れ て き た 羊 膜 を

scaffold として使用する事により、倫理的な

問題が生じにくい事も利点といえる。 

 本複合培養重層上皮シートは、ヒューマン

セルによる培養上皮シート開発における有

望な供給源となり得る事が示唆され、新たな

移植法の確立が期待される結果であった。  
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