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研究成果の概要（和文）：私たちは培養口腔粘膜(EVPOME)の開発とその臨床応用とそのすぐれた粘膜再生能について検
討してきた。しかし、現在の方法では上皮細胞は増殖能、分化能が不均一な細胞集団のため、患者によっては細胞増殖
能の不良なEVPOMEが作製される恐れがある。本研究では口腔粘膜上皮前駆／幹細胞が多いとされる小型細胞集団よりEV
POMEを作製しその粘膜再生能を評価し、マウス背部皮下に移植して継時的に形態学的に検討した。その結果、小型細胞
集団よりなるEVPOMEの方が細胞増殖能に優れ、移植後の上皮層の伸長と重層化が促進された。このことより安定した高
い粘膜再生能を有するEVPOMEの作製が可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the application of ex vivo-produced oral mucosa equivalent (E
VPOME) and its ability of oral mucosa regeneration. However, cultivated epithelial cells using the present
 methods has heterogeneity, consequently, there is a risk that EVPOME possess poor cell growth activity an
d capability of oral mucosa regeneration. The objective of the present study was to investigate the capabi
lity of EVPOME fabricated with small-sized cell population in which oral mucosal progenitor/stem-cell-enri
ched subpopulation present and the change after EVPOME grafting subcutaneously in mice histologically. Mor
e Ki-67 positive cells were observed in the epithelial cells of EPOME fabricated by small-sized cell popul
ation. Epithelial elongation of EVPOME fabricated by small-sized cell population occurs faster than that o
f EVPOME using present methods. These findings suggest that EVPOME with small-sized cell population has hi
gh activity and capability of oral mucosal regeneration.   

研究分野：
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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 年代に組織工学による培養上皮シート

研究が多く行われたが、強度的に脆弱で取り

扱いにくいこと、スローウィルス感染を引き

起こしうるウシ胎仔血清や、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ることが問題

点に挙げられる。 

（２）培養複合口腔粘膜(EVPOME)の開発と

臨床応用 

そのため私たちは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、臨床応用を開

始し、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 の粘膜再生過程に関する基

礎的研究 

一方、基礎的研究として、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、ヌードマウス皮下移植モデル、

口腔内移植モデルより、以下のことが解明さ

れている。 

①EVPOME 上皮は血管内皮細胞増殖因子

（VEGF）を放出、血管新生を誘導 

②EVPOME 上皮は移植後速やかに再生上皮

を誘導 

③EVPOME 基底膜はリモデリングにより上

皮再生を誘導 

これらの研究より EVPOME の培養細胞が粘

膜再生に大きく関与していることが明らか

である。 

しかしながら現在の方法で培養した上皮

細胞はその増殖能、分化能が不均一な細胞集

団であり、患者によっては細胞増殖能の不良

な EVPOME が作製されるリスクが危惧され

る。現在本学医歯学総合病院では 2007 年に

GMP グレードに準拠した細胞プロセッシ

ングルーム(CPR)が設置され、EVPOME 移

植も「再生医療プロジェクト」の一つとし

て CPR での厳重な品質管理のもと製造、出

荷判定がなされるようになったが、それ以

前に作製した多くの症例の中には、培養細

胞の増殖が遅いために組織採取を複数回行

った症例や最終的に EVPOME 移植を断念

した症例も私たちは経験している。 

 

２．研究の目的 

今後より多くの症例に対して臨床応用を

進めるには、安定した高い粘膜再生能を有す

る EVPOME の作製が必要であることから、

本研究では増殖能が高い均一な細胞集団で

ある口腔粘膜上皮前駆／幹細胞集団が多く

含まれているといわれている小型細胞集団

を選別して EVPOME を作製し、その高い増

殖能を有する EVPOME についてフラスコ内

で作製した状態と生体内移植後の変化、つま

り in vitro、in vivo の両面からその粘膜再生能

および再生機構を評価する 

 

３．研究の方法 

（１）EVPOME の作製と組織学的、免疫組

織学的検索 

①ヒト口腔粘膜上皮細胞を EpiLife 培地で

培養し、1, 2 回目の継代時にフィルターシ

ステム（Falcon, 70μm）を用いて、小型



の細胞群を選別して EVPOME を作製（実

験群）。対照群として従来の方法で

EVPOME を作製。 

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(CK17)、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検索し

た。 

（２）EVPOME をヌードマウス背部皮下に移

植、組織学的、免疫組織学的観察 

①5 週齢のヌードマウス(BALB/c)の背部皮

膚を約 10mm 切開し、両群の EVPOME を

それぞれ底面が皮膚側になるように移植し、

移植後 5, 7, 14, 21 日目に EVPOME 移植部

を周囲組織も含めて切除し、摘出。 

②摘出物をホルマリン固定、パラフィン連続

切片を作製して組織学的に観察した。 

③CK17、Ki-67 に対して免疫組織化学的に検

索した。 

 
４．研究成果 
（１）EVPOME 

＜実験群＞ 
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＜対照群＞ 
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Ki-67 

実験群の EVPOME は対照群と比較し上皮層
全体や基底層が厚く、角化層の剥離もみられ
ない。培養上皮は両群ともに CK17 陽性反応
を示し、Ki-67 陽性を示す上皮細胞は実験群

の上皮の方に多い傾向にある。 

 
（２）背部皮下移植モデル 

①移植後 5日目 
＜実験群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
＜対照群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
両群ともに、CK17 陽性の EVPOME 上皮の上
全体に肉芽組織が被覆しており、EVPOME 両
端より上皮がそれに沿って伸長している。両
端より伸長している上皮は両群とも Ki-67 陽
性の細胞が多く認めるが、実験群の方がより
多い傾向にある。 

 
② 移植後 7 日目 
＜実験群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
＜対照群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



両群とも、両端の EVPOME 上皮の上にやや
厚みを増した肉芽組織が被覆し、その肉芽組
織に沿って、EVPOME 上皮が両端から厚みを
増しながら内側に向かい伸長している。両群
の上皮層とも Ki-67 陽性細胞数が 5 日目より
も減少している。 

 
③移植後 14 日目 
＜実験群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
＜対照群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

両群とも、EVPOME 上皮から連続して毛細血
管を多数含んだ肉芽組織が増生している。内
腔には剥離した角化上皮が含まれている。そ
の肉芽組織に沿うように EVPOME 上皮が伸
長しているが、実験群の方がその速度が速く、
両端の上皮が連続し腔状を呈している。Ki-67

陽性細胞は実験群の方が多く認められる。 

 
 
 
④移植後 21 日目 
＜実験群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

＜対照群＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
実験群では、EVPOME 全体が両端で連続して
腔状を呈するようになり、上皮層は部分的に
かなり厚く重層化している。それに対し、対
照群は全体的には腔状を呈し、EVPOME 両端
間の上皮は連続しているものの、上皮下の
AlloDerm

®部分は連続せず、血管の豊富な厚
い肉芽組織が介在している。Ki-67 陽性細胞
は実験群の上皮に多い。 

 
⑤まとめと考察 
Ⅰ. 実験群の EVPOME 上皮は基底層が厚く、
Ki-67 陽性細胞も多いことから、高い増殖能
を有すると考えられた。両群とも上皮は
CK17 陽性を示した。 

Ⅱ. EVPOME 移植後 5 日目では、両群とも肉
芽組織が上皮に被覆し、EVPOME 両端より上
皮がそれに沿うように内側へ伸長していた。 

Ⅲ. 移植後 7日目ではEVPOME上皮は両端よ
りやや厚みを増した肉芽組織に沿って内側
に伸長していた。 

Ⅳ. 移植後 14 日では両群とも EVPOME 上皮
が伸長し、実験群ではその速度が速く、両端
の上皮が連続し腔状を呈した。 

Ⅴ. 移植後 21 日目では実験群は EVPOME 全
体が両端で連続して腔状を呈するようにな
り、上皮層は部分的にかなり厚く重層化して
いた。一方、対照群は全体的には腔状を呈し
ているが、両端が連続しているのは上皮だけ
であった。 

Ⅵ. 移植後の EVPOME 上皮において、実験群
の方が Ki-67 陽性細胞が多く認められていた
ことから、実験群 EVPOME の方が増殖能が
高いと考えられた。 

以上の結果より、小型の上皮細胞を多く含む
細胞集団より作製した EVPOME の方が上皮
細胞の増殖能が高く、上皮の伸長も早かった
ことから、安定した良好な粘膜再生能を有す
ることが示唆された。 

 
⑥今後の展望 
小型の上皮細胞を多く含む細胞集団に含有
される口腔粘膜前駆／幹細胞の同定および
動態、さらに移植後の上皮増殖能の速さに影
響を及ぼす機構や伸長していく上皮に沿っ
て存在する毛細血管を多数含む肉芽組織の
役割などについて検討を進める予定である。 
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