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研究成果の概要（和文）：積層線維芽細胞シートはVEGF、HGF、TGF-β、Angiopoietin-1、Angiopoietin-2、
MCO-1などの創傷治癒に関わる因子を多く分泌することが判明した。血管内皮細胞やHUVECを用いたTube 
formationアッセイではシート培養上清で有意に血管構造が形成され、積層線維芽細胞シート移植による血管新
生の促進効果が示された。また積層線維芽細胞シート移植1週間後の気管支断端は肉眼的に新生組織が形成さ
れ、CD31抗体陽性の血管構造を多く認めた。積層線維芽細胞シート移植後の血管新生が促進され、その血流増強
効果で気管支断端瘻の発生に関与する虚血を回避できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Multilayered fibroblast sheets produce high levels of substances that help 
with wound healing, such as VEGF, HGF, TGF-β, Angiopoietin-1, Angiopoietin-2, and MCO-1. When 
tested with vascular endothelial cells and HUVECs, the fluid from the sheet culture significantly 
promoted the formation of blood vessel structures. This suggests that transplanting these fibroblast
 sheets can stimulate the growth of new blood vessels. After one week of transplanting these 
fibroblast sheets, there was visible growth of new tissue in the lung's airways, and many blood 
vessels were observed. These results indicate that transplanting these fibroblast sheets can 
stimulate the growth of new blood vessels and improve blood flow, which can help avoid complications
 like ischemia that lead to the development of bronchial fistulas.

研究分野：呼吸器外科

キーワード： 気管支断端瘻の予防　線維芽細胞シート　組織修復

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞シート移植によって肺切除後の気管支断端瘻を予防できれば、日本ならびに世界への普及が期待できる。気
管支断端瘻治療に苦しむ患者や悩む医療者を激減させ、長期にわたる医療コストをも削減することができる。ま
た呼吸器外科手術における気管－気管や気管支－気管支吻合における縫合不全の予防、既に発症した気管支断端
瘻に対する治療への適応拡大も見込まれる。さらに申請者らが最終的に目指す積層線維芽細胞シートの他家移植
が可能となれば、自己の細胞・組織採取が不要な新規バイオマテリアルとして、外科他領域における術後合併症
（術後出血、腸管縫合不全、術後膵液漏、胆汁漏、髄液漏、神経損傷など）の予防への応用が期待できる。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
【気管支断端瘻について】 
 肺癌に対する手術は、病変が存在する肺葉を切除する肺葉切除、または病変側の肺を全て切除
する肺全摘が一般的である。その際に切離された気管支は縫合閉鎖され気管支断端となる。この
気管支断端の閉鎖が術後に何らかの原因で破綻した病態が気管支断端瘻である。その発生率は
肺葉切除で 1%、肺全摘で 4.5%である(Ann Thorac Surg. 1991)。国内での肺癌に対する肺葉切
除は年間 3万件を超えており(Gen Thorac Cardiovasc Surg. 2019)、年間 300件以上の気管支
断端瘻が発生している計算となる。気管支断端瘻が発生した場合、呼吸不全に加えて胸腔や残存
肺の感染も生じるため、重症化し、時に致死的となる。更に治療に難渋し、完治には数カ月から
1年程度の時間を要するため、患者と医療者の負担は非常に大きい。 
 
【気管支断端瘻のリスク因子と予防について】 
 低栄養、糖尿病、喫煙、ステロイド治療、放射線治療、化学療法といった一般的に創傷治癒遅
延に関わる因子に加え、気管支断端が長いこと、徹底したリンパ節郭清によって気管支周囲の組
織が過度に除去されることが気管支断端瘻のリスク因子として報告されていることから、気管
支断端の血流不足が気管支断端瘻の原因である可能性が高い。実臨床では、前述のリスク因子を
持つ患者に対しては、肋間筋や大網などの自己組織を血流が保たれた状態で採取し、気管支断端
へ縫着する手技が普及している。気管支断端への血流供給を企図した手技であるが、肋間筋を用
いる場合は胸郭の変形を伴い、大網を用いる場合は開腹操作を要するために患者の負担が大き
いことに加え、気管支断端瘻の発生を回避したいという外科医の強い思いから経験的に行われ
ている側面が強く、前向き試験や十分な基礎研究は行われていないため、実際の有効性は不明で
ある。そのため、気管支断端瘻に対する真に有効な予防法の開発は呼吸器外科医にとって急務で
ある。 
 
【積層線維芽細胞シートについて】  
線維芽細胞はコラーゲンを産生し、血管新生を促進させる成長因子である VEGF、HGF を分
泌することで創傷治癒の過程で重要な役割を果たすことが広く知られている。また再生医療に
用いる細胞として、皮膚や口腔内組織から簡単に単離、培養できる点で骨髄幹細胞や 脂肪幹細
胞と比較して優れている。これらの観点から、申請者の研究室では、難治性皮膚潰瘍に対する線
維芽細胞を用いた再生医療の研究を行ってきた。その研究過程で、独自の方法で線維芽細胞を積
層化させた積層線維芽細胞シートを開発した。多数の細胞を、細胞外マトリックスを保持したま
まの丈夫なシートの形態で回収できることで、移植操作が容易で、組織への接着性が良好となっ
た。この細胞シートが、マウス皮膚潰瘍モデルやウサギ下肢虚血モデルでの動物実験において血
管新生促進効果により創傷治癒を促進させることを証明している。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肺切除後の気管支断端における積層線維芽細胞シートの移植による血流増強
効果を調べることである。 
申請者の研究室では、難治性皮膚潰瘍に対する線維芽細胞を用いた再生医療の研究過程で、取
り扱い性能の向上、細胞数増加による治療効果の増強を目指して積層線維芽細胞シートを開発
した。気管支断端瘻の発生には気管支断端の血流不足が関与しているという点から、この細胞シ
ートが持つ血管新生促進作用により、気管支断端の血流が増加することで気管支断端瘻の予防
になるのではないかと考えた。本研究は、致死的な術後合併症である気管支断端瘻を、その発生
原因をターゲットとした理論的で簡便な予防法の確立を目指したものであり、肺切除を受ける
患者や外科医に大きな恩恵をもたらすことが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1)積層線維芽細胞シートの血管新生促進能の評価 
ラット口腔粘膜組織より線維芽細胞を単離し、積層線維芽細胞シートを作製する。 
①全身麻酔、気管挿管下にラット（Wister/ST、8 週齢、オス）の口腔粘膜組織を採取する。 
②コラゲナーゼ 18.5mg を DMEM 培地（FBS10％）に溶解し、コラゲナーゼ添加培地を作製する。 
③口腔粘膜組織を細断し、コラゲナーゼ添加培地を用いて 37℃、5％CO2で 12 時間培養する。 
④撹拌後に遠心分離（24℃、12000rpm、2 分間）し、上清を除去する。沈殿物を DMEM 培地（FBS 
10 ％）で播種する。37℃、5％CO2で 48 時間培養し、線維芽細胞の増殖を確認する。 
⑤トリプシンを用いて回収し、40μm フィルターを用いて組織片を除去し、線維芽細胞を単離す
る。遠心分離（24℃、12000rｐｍ、2 分間）し、上清を除去し、DMEM 培地（FBS10％）で線維芽
細胞を培養する。 
⑥線維芽細胞の増殖を確認後、トリプシンを用いて回収する。DMEM 培地（FBS10％）で 5.0×105



個/2mL に調整した線維芽細胞を、24 well plate の 1ウェルに 2 mL 播種し、37℃、5％CO2で 24 
時間培養する。 
⑦培養液を除去し、AIM-V、HFDM-1(+)の混合培地（FBS5％）2ｍLを添加し、更に 48 時間培養す
る。 
⑧完成した細胞シートは 200μL チップを用いて回収する。 
 
またこの細胞シートによる組織修復の機序を検証するため、細胞シートの培養液を用いて、細胞
シートが分泌する創傷治癒に関わる成長因子、サイトカインを ELIZA 法で測定した。 
さらに同培養液を用いて、ヒト臍帯静脈内皮細胞（human umbilical vein endothelial cell : 
HUVEC）での血管形成アッセイを行った。 
 
(2)積層線維芽細胞シートの移植による気管支断端の血管新生、血流変化の評価 
細胞シートを移植して 1、2、4 週間後に気管支断端を摘出してパラフィン切片を作製する。抗
CD31 抗体での免疫組織染色を行い、気管支断端における血管構造を評価する。血管の数、大き
さ、密度を画像解析ソフト(ImageJ)で測定し、細胞シートを移植していない標本と比較すること
で、細胞シートの移植による血管新生の程度を評価する。 
 
(3)積層線維芽細胞シートの移植後変化の評価 
移植後の積層線維芽細胞シートの残存期間を検証するために、GFP 陽性積層線維芽細胞シートを
ラット気管支断端モデルに移植した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ラットの口腔粘膜組織より積層線維芽細胞シートを作製できた。測定対象は VEGF、HGF、TGF-
β、Angiopoietin-1、Angiopoietin-2、MCO-1 とし、細胞シートが完成した際の培養液上清に含
まれる濃度を、新鮮培地と比較することで解析したところ、いずれの因子も有意に高値であった。
よって積層線維芽細胞シートは創傷治癒に関わる成長因子、サイトカインを分泌する能力があ
ることが判明した。Tube formation assay はヒト血管内皮細胞をゲルコーティングした培養皿
で培養することで、ヒト血管内皮細胞に培養皿上で管構造を形成させ、この管構造を血管形成の
指標として評価する方法である。本研究では、培養開始 6 時間後に位相差顕微鏡で写真を撮影
し、Angiogenesis Analyzer (ImageJ)で解析したところ、細胞シート培養液はコントロール培地
と比較して、有意に管構造を多く認めた。この結果から、細胞シートから分泌された何らかの因
子によって、血管形成が促進されたことが示唆された。 
 
(2)ラットの気管支断端に細胞シートを移植し、術後 1、2、4週間目に標本を摘出した。摘出し
た気管支断端は肉眼的には気管支断端を十分に覆う程度に新生組織が形成されていて、補強効
果があるものと思われた。パラフィン切片を作製し、HE 染色、Azan 染色、抗 CD31 抗体での免疫
染色を行ったところ、細胞シートを移植した気管支断端の周囲に新生された結合組織には多く
の血管構造が含まれていることが判明した。これにより、細胞シートの移植により、気管支断端
への血流が増加し、気管支断端瘻の発生原因である虚血が回避できる可能性が示された。血管構
造の数は、細胞シートの移植後の時間経過では大きな変化はなく、術後 1週間程度で血管新生は
落ち着くのではないかと考えられた。気管支断端瘻の好発時期が、術後 10 日目程度との報告も
あることから、それまでに血管新生が促進されているとの結果は、非常に有意義なものと考えて
いる。この結果からは実際に気管支断端への血流自体が増加したとは示すことまではできない
が、概ね想定していた結果を得ることができた。しかし、その次の段階として血流評価を計画し
ていたが、2 次元レーザー血流評価装置(OMEGAZONE)を用いて気管支断端の血流を定量的に測定
しようと試みたが、心拍による振動の影響で測定が困難であった。そのため、評価方法を工夫す
る必要があり、現在も模索中である。 
 
(3)GFP 陽性積層線維芽細胞シートをラット気管支断端モデルに移植したところ、移植 3 日後で
は、GFP 陽性細胞が観察されたが、移植 7日後以降では、GFP 陽性細胞は観察されなかった。こ
の結果は、移植された積層線維芽細胞シートは、移植直後に、血管新生および組織再生に必要と
なる因子を分泌した後、移植された細胞は消失していくことが示唆された。 
 
以上から積層線維芽細胞シート移植後の血管新生が促進され、その血流増強効果で気管支断端
瘻の発生に関与する虚血を回避できる可能性が示された。 
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