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研究成果の概要（和文）：本研究は、口腔粘膜上皮、口腔粘膜上皮下組織、筋組織から抽出された細胞を用いてそれぞ
れの細胞シートを作製し、それらを積層したハイブリッド型細胞シートの創製を目指した。その結果、創製した積層シ
ートには、粘膜上皮、結合組織層、筋層とそれぞれ特有のタンパクが、重層化にともなって継日的に増加していた。す
なわち、今回の研究によって創製された積層シートには、生体と類似した構造タンパクが発現していることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, cell sheets were prepared using cells extracted from the 
oral mucosal epithelium, subepithelial tissue of the oral mucosa, and muscle tissue, and layered to 
produce a hybrid cell sheet. In the layered sheet, the mucosal epithelium, connective tissue layer, and 
muscle layer and their specific proteins increased over time with stratification. Specifically, the same 
structural proteins as those in vivo were expressed in the sheet.

研究分野： 口腔解剖
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１．研究開始当初の背景 

咀嚼・嚥下機能を担う口腔、咽頭へ続く粘

膜は、その粘膜上皮直下に頰筋、咽頭収縮筋

などの一層の筋層を有し、この連続する筋層

が口腔、咽頭における機能の最も重要な役割

を担う。 

a.口腔粘膜上皮シートについて 

近年細胞シート工学が進歩し、舌癌、頬粘

膜癌など広範な粘膜摘出後に自己口腔粘膜

細胞を無細胞真皮上に積層し移植すること

（Izumi, Tissue Engineering, 2003）が試

みられているが、直下の筋層の再構築までは

困難なことから、治癒後の咀嚼・嚥下機能障

害という問題点が指摘されている。そこで

我々が注目したのは間葉系の細胞シートを

積層させるという点である。 

b.骨格筋細胞シートについて 

骨格筋細胞は極めて高い可塑性があるこ

とが知られ、移植後周囲の細胞とも癒合し筋

線維特性も変化させながら機能を獲得して

いく。骨格筋細胞シートは筋疾患への治療の

みならず、心筋への移植（Memon, Thorac 

Cardiovasc Surg, 2005）など多くの研究が

なされ良好な結果が報告されている。この特

性を利用し、最下層には骨格筋細胞シートを

筋管に分化する前の段階で積層し、他の層と

ハイブリッドさせる。 

c.結合組織細胞シートについて 

口腔粘膜上皮シートと骨格筋細胞シート

の間の結合に重要な役割を呈する結合組織

細胞シートについて作製方法を確立する。こ

れまでの培養上皮シート移植はすでに臨床

応用されるに至っている（Nakamura, IOVS, 

2003）。しかし上皮下組織についてはほとん

ど研究されていなかった。各組織にはその組

織に必要な細胞を供給する細胞源となるも

のが存在し、栄養供給という点からも恒常性

を維持するために必須であると考えられる。

近年、口腔粘膜下組織で間葉系幹細胞の存在

が明らかになっており、角膜シート作製のた

めの細胞として注目されている（Satake, 

Arch Ophthalmol, 2008）。よって、この上皮

下の結合組織層が、口腔粘膜上皮シートと骨

格筋細胞シートの間で、接着だけでなく細胞

供給など重要な役割を担う可能性がある。 

以上のことから、口腔粘膜上皮下組織には

上皮と筋層をつなぐ重要な因子を発現する

可能性と、細胞供給源となりうる細胞が存在

する可能性が考えられる。そこで自己口腔粘

膜上皮－間葉ハイブリッド型細胞シート創

製へ向けた研究として、本申請研究期間中に

移植に耐えうる積層シート作製方法の確立

と動物実験による検証を目的とし、3 年間の

研究アウトラインを立案した。 

 

２．研究の目的 

本研究は、口腔、咽頭粘膜実質再生を実現

するために、口腔粘膜上皮、口腔粘膜上皮下

組織、筋組織から抽出された細胞を用いてそ

れぞれの細胞シートを作製し、それらを積層

したハイブリッド型細胞シートの創製を目

的とする。さらに積層シートの構造維持に必

須な細胞骨格である中間径フィラメント、接

着タンパクの局在について検証を行う。これ



により、本研究は口腔、咽頭粘膜実質疾患の

術後粘膜再生および機能回復に対する新し

いアプローチとしての応用を目指す。 

本研究が目指す積層シートは上皮、間葉と

いう由来の異なる細胞シートをハイブリッ

ドさせることにあるため、生体の構造にどこ

まで近づけられるかについてIntegurinだけ

ではない各種接着タンパクの発現とタンパ

ク発現の量的な変化について検証する。また

口腔粘膜上皮シートについては Air-lift 

culture 法(Higa, Invest Ophthalmol Vis Sci, 

2007)を導入し、最表層には上皮特有の敷石

状の構造と積層過程で重層扁平上皮様構造

を付与させ、移植後直ちに機能させるための

構造獲得を目指す。 

本研究で、口腔粘膜へ移植可能な上皮－間

葉ハイブリッド型細胞シート作製方法が確

立されれば、腫瘍摘出など深部への広範な実

質欠損後の治療の新しいアプローチとして

発展する可能性がある。また、研究協力者で

ある比嘉は、患者の口腔粘膜から上皮細胞を

採取し作製した上皮シートについて、患者自

身の角膜へ移植手術を行っている東京歯科

大学眼科の研究グループの一員であす。すな

わち細胞シート作製に十分な経験と多くの

ノウハウを持つ。この事をベースに、今回申

請させていただく臨床応用へ向けた上皮－

間葉ハイブリッド型細胞シートの創製を目

的とした研究を進められることは、総合病院

を持つ東京歯科大学の独創的な面である。 

よって本研究成果は歯科領域のみにとど

まらず、東京歯科大学市川総合病院において、

医科領域も含め臨床応用へ向けた総合的な

研究グループへ発展させたいと考えており、

そのための重要な基盤となる研究である。 

 

３．研究の方法 

上皮細胞はフィブリンをコートしたイン

サート上に播種し、MMC 処理済み 3T3 フィー

ダー細胞と 2 週間共培養を行う。さらに、

Air-lift culture を 1 週間行う。同条件で作

製した細胞シートについて、表面構造が敷石

状であること、HE 染色像から層構造が形成さ

れていることを必ず確認し、目的である口腔

粘膜上皮細胞シートとする。 

口腔粘膜上皮下組織から分離した細胞を

直接インサート上に播種し 48 時間培養を行

い、結合組織細胞シートを作製する。同様に

骨格筋細胞シートはフィーダーやフィブリ

ンを使用せず、インサート上に直接胎生期マ

ウス咬筋より採取した筋芽細胞を播種後 36

時間培養し、骨格筋細胞シートを作製する。

胎生期マウスは受精後筋芽細胞としての集

積のみで、筋管構造に分化していない時期

（Usami, Anatomia Histologia Embryologia, 

2003）である胎生 14 日のものを使用する。 

結合組織細胞シート、口腔粘膜上皮シートの

順で移動する。細胞シートの移動は、支持リ

ングを使用しインサートのメンブレンから

剥離後行う。この方方法論は、研究協力者で

ある比嘉らの報告に従う。(Shimazaki J, 

Higa K, et al., Invest Ophthalmol Vis Sci, 

2009)その後、積層 24 時間後から 6時間ごと

に 7日間経時的観察を続ける。積層化シート



の観察は、凍結連続切片を作製し、HE 染色に

よる形態観察、免疫組織化学的染色を施し評

価する。使用する抗体は、上皮組織付属器官

の中間径フィラメントとして Keratin4(K4)、

pan-Cytokeratin(PCK)、間葉組織の中間径フ

ィ ラ メ ン ト と し て Desmin お よ び

Vimentin(Yamamoto M, et al., J Anat, 2011)、

接着関連タンパクとして TypeⅣ collagen、

Integrin alpha6 とする。 

口腔粘膜上皮、口腔粘膜上皮下組織、筋芽

細胞を用いて上皮－間葉ハイブリッド型細

胞シートを創製し、口腔粘膜広範実質欠損部

への応用を目指すため、まず我々はそれぞれ

の細胞シートの作製方法を確立し、さらには

3 種の細胞シートを積層後に発現する構造タ

ンパク、接着タンパクの局在を明らかにする。

また動物実験において生体との適合、治癒過

程を同タンパクの発現を解析する事によっ

てその有効性を評価する。これらの研究は当

大学の眼科・角膜研究グループと連携し、細

胞の採取から培養、シート作製から積層、そ

して動物実験とそれぞれの知識・経験を活用

しながら効率よく行い、目的を達成した。 

 

４．研究成果 

本研究は、口腔、咽頭粘膜実質再生を実現

するために、口腔粘膜上皮、口腔粘膜上皮下

組織、筋組織から抽出された細胞を用いてそ

れぞれの細胞シートを作製し、それらを積層

したハイブリッド型細胞シートの創製を目

的としている。 

粘膜上皮特有の細胞骨格タンパクである

ケラチン 4と 13 を、免疫組織化学的染色に

て検索すると、ともに、上皮組織全体にまん

べんなく観察された。実際のタンパク量の変

化を確認するために、Western blot を行っ

たところ、βアクチンに対するケラチン 13

のタンパク量の継日的な変化は増加傾向に

あったものの、有意な差は観察されなかった。

また、ウェスタンブロット法によりデスミン

の継日的なタンパク量の変化を観察したと

ころ、βアクチンに対するデスミンの量は５

日目、7日目において１日目に比べ有意に増

加が認められた。 

免疫組織化学的染色において、基底膜接着

タンパクであるコラーゲンタイプⅣは上皮

基底層、コラーゲンゲル層ならびに筋層でも

発現が認められ、ラミニンは上皮基底層での

み発現が認められた。ウェスタンブロット法

にて、コラーゲンタイプⅣの継日的なタンパ

ク量の変化を検索したところ、βアクチンに

対するコラーゲンタイプⅣの量に、有意な差

は見られなかった。 

以上のように作製した積層シートには、生

体と類似した構造タンパクが発現している

ことが明らかとなった。 
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