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研究成果の概要（和文）：本研究では上皮、間葉それぞれの細胞を原料にした厚みのある三次元細胞集合体を作製し、
この作製シートのin vitro特殊培養を通じた分化、成長制御により，三次元生体組織様移植材、特に粘膜組織と骨組織
それぞれのin vitroでの製作を目指した。研究の結果、厚みのある骨髄間葉系幹細胞シートを用いた骨系組織をin vit
roにて誘導することに成功した。さらに、このシステムを利用することでin vivoにて配向骨組織を構築できることも
示した。これら技術と生成する上皮組織との複合化により、これまでにない新しい移植材の開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to fabricate cell aggregates constructed with epithelial
 cells and mesenchymal cells, and to lead the constructed cells to biological tissue including epithelial 
tissue and bone tissue.
By using mesenchymal stem cell aggregates, we have succeeded in fabricating bony like tissue in vitro. Mor
eover, we have also succeeded in making an oriented bone formation in back of mouse by using this system. 
Thus, by combining with epithelial tissue layer, which is now under construction, these in vitro fabricate
d tissue would be a promising tool as a new implantable material.
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１．研究開始当初の背景 

口唇口蓋裂は、胎生期第二鰓弓突起部の閉鎖

癒合不全を原因とする先天性形態異常であ

り、その結果、口腔と鼻腔が機能的に分離さ

れず、摂食障害や構音障害といった病態が認

められる。この処置として様々な閉鎖手術療

法が開発され、効果を上げている一方、術後、

特に硬口蓋において粘膜、骨組織の不足が生

じ、瘢痕化や発育障害が生じることも多い。

このような背景から、患者個人への負担が少

ない組織補填技術、特に粘膜、骨の複合組織

を効率よく補填できる移植材の開発が渇望

されている。 

 この対策として現在、自己組織移植やコラ

ーゲンなど生体吸収性材料を用いた修復が

行われている。しかし、自己組織移植の場合、

組織採取における二次的外科侵襲の問題や

採取できる組織量の限界といった問題があ

り、生体吸収性材料を利用した場合、材料吸

収速度制御の困難にともなう治療不全の問

題がある。また、近年、細胞と生体吸収性材

料とを混合し移植する、組織工学的手法も試

みられているが、この場合も材料の存在によ

る治癒遅延など、依然、解決すべき問題が残

っている。 

 これら問題の解決策として、「合成材料を

使わず細胞のみを原料にし、サイズ、形状、

形質を工学的に制御した三次元粘膜/骨複合

組織様移植材の開発と利用」は、理想的であ

る。 

 

２．研究の目的 

本研究では上皮、間葉それぞれの細胞を原料

にした厚みのある三次元細胞集合体を作製

する。この作製シートの in vitro特殊培養を

通じた分化、成長制御により，三次元生体組

織様移植材、特に粘膜組織と骨組織それぞれ

の in vitroでの製作、さらには、その複合化

を目指す。 

 

３．研究の方法 

まず、単一細胞種からなる厚みのある（100 um

以上）三次元細胞シートの作製を試みる。細

胞シートの作製にはすでに開発している温

度応答性高分子ゲル（pNIPAAm + PEGDMA）を

使用する。任意形状、任意サイズのゲル鋳型

の作製には 3D プリンターにより作製した UV

硬化性樹脂鋳型を利用する。 

 細胞は、マウス口腔粘膜上皮細胞、および

マウス骨髄間葉系幹細胞を使用する。それぞ

れの細胞を、準備した温度応答性ゲルモール

ドに流し込み、使用するミディアム、培養時

間、ゲル表面修飾など異なる培養条件下での

培養後、回収する。回収した細胞シートにつ

いて上皮細胞シートについては E-カドヘリ

ンなど細胞間接着に関与するタンパク質の

発現を、間葉系細胞シートに関しては、フィ

ブロネクチンなど基質タンパク質の発現、骨

基質、軟骨基質の発現、さらには石灰化物の

定性化、定量化を検討し、シート構成細胞の

結合状態を確認する。また、作製した細胞シ

ートの材料学的物性についても、検討を行う。

これら評価を通し、細胞播種条件、培養条件

など、細胞種に特化した細胞シート作製技術

の最適化を図る。 

 さらに、これら作製した細胞集合体の粘膜

への分化、骨への分化を試みる。骨への分化

においては、その機能性向上の観点から、骨

基質の配向制御についても試みる。 

 

４．研究成果 

温度応答性高分子ゲル材料を鋳型として用

いることで、骨髄間葉系幹細胞を元に、直径

サイズの異なる球状細胞集合体を作製する

ことに成功した。この球状細胞集合体を長期

間骨系誘導培地にて培養を行ったところ、培

養期間に応じて、細胞集合体サイズが大きく

なり成長していることが認められた。この細

胞集合体内部について組織学的な検討を行

ったところ、培養初期より軟骨組織特異的基

質であるアグリカンやタイプ2コラーゲンの

発現が認められ、また、時間経過とともに石

灰化の沈着が認められた。これら基質の沈着

は細胞集合体内部において部位特異的であ



り、軟骨細胞分化層は表層から少し内側、石

灰化層はその層よりさらに内側で認められ

た。このように細胞の塊から生体組織様軟骨、

骨組織の生成を in vitro で達成できた。 

また、この骨様組織生成にあたり、細胞集合

体内部における酸素分圧が重要であること

が考えられ、これについては球状細胞集合体

内の実際の酸素分圧を測定することで評価

した。その結果、酸素分圧として 100-130mmHg、

球の直径として1.0-1.5mm程度のものが骨様

組織生成のサイズとして適していることも

明らかとなった。 

 また、骨髄間葉系幹細胞を含有したフィブ

リンゲルに伸展を加えることで形成した細

胞配向ゲル複合体を生体内に埋入すること

で、長軸方向への配向性を示す骨組織の再生

にも成功した。 

 一方、粘膜組織構築について、上皮細胞か

らなる集合塊の作製まで至っているが、その

集合塊の成長制御、特に角化層形成の厚さ制

御が今後の課題として残っている。 

 今回の技術は個人個人に必要な形状、サイ

ズをコントロールできる培養系、かつ組織生

成法であり、これら技術を組み合わせること

で、将来的に、これまでにない理想的な人工

生体組織による鼻咽腔封鎖が達成できるも

のと期待する。 
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