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研究成果の概要（和文）：琉球大学臨床研究倫理委員会の承認の下（承認番号810）、ヒト由来の脂肪組織から
脂肪幹細胞を抽出し、数週間、高純度培養した後、大量に得られた脂肪幹細胞をコラーゲンシートに播種して、
4平方センチメートルの単層脂肪幹細胞シートの作製を行った。さらにこの脂肪幹細胞シートを重ね合わせた積
層化シート、不織布を用いた脂肪幹細胞シートを作製した。また両側顔面神経麻痺モデルラットを作成し、それ
ぞれの顔面半側に細胞シートの移植を行った。細胞シートの移植を行った側は、移植していない側に比べて顔面
神経の回復が早い傾向がみられた。またコラゲナーゼを用いず脂肪幹細胞を分離抽出するための方法を開発し特
許出願を行った。

研究成果の概要（英文）：Under the approval of the Clinical Research Ethics Committee of the 
University of the Ryukyus (Approval No. 810), adipose tissue stem cells were extracted from 
human-derived adipose tissue, cultured for a few weeks with high purity, and a large amount of 
adipose stem cells were formed into collagen sheets. Seeding was performed to prepare a 4 cm 2 
monolayer adipose stem cell sheet.Further, a layered sheet was produced by superposing the adipose 
derived stem cell sheets. Bilateral facial paralysis model rats were prepared, and the layered sheet
 was transplanted to each half of the face.On the side where the layered sheet was transplanted, 
facial nerve recovery was observed earlier than on the side where the laminated sheet was not 
transplanted.In addition, we developed a method for extracting adipose derived stem cells without 
using collagenase and filed a patent application.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
陳旧性顔面神経完全麻痺、不全麻痺に伴う表情筋機能不全（萎縮、拘縮、病的共同運動）に有効な治療は確立さ
れていない。顔面神経麻痺は笑えない、眼を閉じることができない等、罹患者の日常生活に多大な苦痛をもたら
す疾患であり、日本でも数多くの患者が存在している。
本研究の結果、積層化した脂肪幹細胞シートを顔面神経麻痺患者さんに早期に移植することで、回復する可能性
があることが示唆された。また本研究を通して、脂肪幹細胞シートを作製する技術を構築できた他、コラゲナー
ゼを用いず脂肪幹細胞を分離抽出する新しい方法を開発し特許出願を行えた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

顔面神経麻痺は笑えない、眼を閉じることができない等、罹患者の日常生活に多大な苦痛

をもたらす疾患である。日本でも数多くの患者が存在する。急性期の顔面神経麻痺は薬物

療法が基本となるが、陳旧性顔面神経麻痺に対しては有効な治療法が確立されていない。

陳旧性顔面神経麻痺の病態は主に完全麻痺と不全麻痺に分けられる。完全麻痺では表情

筋の萎縮が徐々に進行する。不全麻痺では表情筋が拘縮し、しばしば病的共同運動を生じ

る。完全麻痺の治療としては遊離筋肉移植や筋膜移植などが行われ、不全麻痺の治療とし

てはリハビリテーションやボトックス注射、近年は舌下神経―顔面神経間の神経移植な

どが試みられている。しかし、いずれの治療においても直接表情筋自体の機能を回復させ

るものではなく、治療としては不十分である。新たな革新的な治療が望まれている。 
 
２．研究の目的 

近年、脂肪幹細胞を用いた再生医療が注目されている。脂肪幹細胞は脂肪、骨、血管、筋

肉、神経などの細胞に分化する能力を持つ。人体に広く存在する脂肪から容易に採取でき

ることから、最も有望な再生治療用の幹細胞として様々な疾患への臨床応用が期待され

ている。形成外科領域においては脂肪幹細胞移植による乳房再建や難治性潰瘍の治療な

どが知られている。しかし、顔面神経麻痺に伴って機能不全をきたした筋肉に対して直接

脂肪幹細胞を移植する研究は多くない。 

そこで我々は脂肪幹細胞のもつ筋肉への分化能、パラクライン因子放出能を利用して

顔面神経麻痺に伴う表情筋機能不全を改善できるのではないかと考えた。また脂肪幹細

胞移植に際しては単離した脂肪幹細胞を単純に筋肉内へ注射するよりも、培養したシー

ト状の脂肪幹細胞を表情筋に移植する方法が望ましいと考えた。シート状にすることで

移植投与する脂肪幹細胞の密度を高められるとともに、生着率を 100％とすることができ

るため、再生治療効果の大幅な向上を期待できるからである。このような細胞シート移植

治療は、ラットの傷んだ心筋に対する移植試験などで既に有効性が示されている。我々は

この細胞シート移植治療技術を益々発展させるべく、我々独自のより優れた細胞シート

を開発し、これを表情筋上に移植することで、筋肉再生、機能回復の向上を目指した研究

を計画した。我々が開発する優れた細胞シートとは、我々独自の方法で積層化する脂肪幹

細胞シートのことである。積層化によってシートに厚みを持たせることできれば、なお一

層の治療効果を期待できるのではないかと考えた。 
 
３．研究の方法 

まず、琉球大学病院内の手術において廃棄される脂肪組織を研究に使用するために、琉球

大学臨床研究倫理審査委員会の承認（承認番号 810）を得た。次に、廃棄予定の脂肪組織

を患者さんの同意を得て研究用に採取した。同組織を専用の滅菌済み容器に充填して琉

球大学再生医療研究センター内の細胞培養加工施設まで運んだ後、ペニシリンによる静

菌処理を 12時間行った。静菌処理後に洗浄を行い、二通りの方法で脂肪幹細胞の抽出を

開始した。一つ目は脂肪組織からコラゲナーゼ処理によって脂肪幹細胞を抽出する方法

である。二つ目は不織布シートを用いて脂肪組織から脂肪幹細胞を抽出する方法である。

我々はこれら二つの方法を使い分けながら、積層化細胞シートの原料となる脂肪幹細胞

を確保した。 

細胞シートの作製に関しては①～③の新しい方法を検討した。①脂肪幹細胞をコラー

ゲンゲルに包埋して培養することでシート化する方法、②脂肪幹細胞を不織布シートに



播種して培養しシート化する方法、③脂肪組織を不織布シートでサンドイッチして培養

しシート化する方法である。これら細胞シートの積層化に関しては、①～③共にそれぞれ

我々独自の工夫が施された。①に関しては、コラーゲンゲル（2%アテロコラーゲン中性

溶液、KOKEN）に脂肪幹細胞を包埋して培養しつつ、増殖させながら積層化を図る新し

い方法を考案した。②と③に関しては、複数の不織布シート（幹細胞抽出培養シート、オ

ルソリバース）上に細胞もしくは脂肪組織を播種して増殖させ細胞シートを形成させな

がら積層化を図る新しい方法を考案した。これらは、新規性と進歩性を有し、特許出願の

可能性のある未発表内容を含むため、詳細を記述できない。①～③の方法で約 18日～36

日間培養（37℃、5％CO2）し、①は 6.38㎝ 2、②と③は約 4㎝ 2の円盤状の細胞シート

を作製した。作製された細胞シートは電子顕微鏡および共焦点レーザー走査型顕微鏡で

観察され、細胞密度や接着形態などが評価された。なお、①の細胞シートの形と面積は、

シート作製に用いられたセルカルチャーディッシュ底面と同じであり、②と③の細胞シ

ートの形と面積は用いられた不織布シートと同じである。 

作製された細胞シートを両側顔面神経麻痺モデルラットに移植し、マウスの髭の動き

を評価することで、顔面神経麻痺に対する治療効果を評価した。顔面神経麻痺モデルラッ

トの作製には、7 週齢の F344 ラット♂（免疫不全ラット）および Wister ラット♂が用

いられた。顔面神経麻痺モデルラットの作製は、両側の顔面神経本幹を剖出して神経を 2

～5 mm切除することで行われた。この両側顔面完全麻痺モデルラットの左顔面のみに各

細胞シートを移植し、移植しなかった右顔面と髭の動きの快復状況を比較することで各

細胞シートの再生治療効果を検証した。同時に、移植投与された不織布シートの生体内で

の経時変化をマイクロ CTで定期的に撮影することで調査した。 

 

４．研究成果 

まず、①の細胞シートの作製結果についてまとめる。コラーゲンゲル中に脂肪幹細胞を包

埋して約 18日間培養することにより、面積 6.38㎝ 2、厚さ約 0.79 mm の円盤状の積層

型細胞シートを作製できた。共焦点レーザー走査型顕微鏡でこのシートの断面を観察し

たところ、シート表面から裏面までシートと平行に接着伸展した細胞が密に幾重にも積

層していることが確認された。積層した細胞の分布は非常に均一であり、シートに対して

平行方向に強固なアクチンフィラメントが発達していることが分かった。次に、②と③の

細胞シートの作製結果についてまとめる。脂肪幹細胞 1万 cells/cm2あるいは 3万 cell/cm2

を上述の不織布シート 1枚に播種した。脂肪組織を 0.02 gもしくは 0.05 gを不織布シー

ト 2枚でサンドイッチするようにして播種した。これらを 36日間培養することで、面積

4㎝ 2、厚さ約 0.25 mm（シート 1枚）もしくは約 0.50 mm（シート 2枚）の円盤状のシ

ートを作製できることが分かった。これらのシート内の細胞は、不織布繊維に沿って接着

伸展し、不織布繊維の空隙を埋めるように密に増殖することが分かった。我々は、更に積

層して厚みを増したシートの作製にも成功している。このシートは、いくらでも積層化能

だと考えている。 

次に、上述の通り作製された脂肪幹細胞シートを、両側顔面神経麻痺モデルラットに移

植投与し、その治療効果を検証した。その一例として、顔面神経を麻痺させた F344ラッ

トの患部に、患部に適した形に切った不織布サンドイッチシート③を移植している様子

を図 1に示す。これまでに、コラーゲンゲル包埋培養シート①をWister ラットに対して

3例、F344ラットに対して 3例、不織布担持シート②を F344ラットに対して 6例、不



織布サンドイッチシート③を F344ラットに対して 5例、移植投与し実施した。その後、

2週間おきに 3ヶ月間、両側の髭の動きと生体内のシートの経時変化を観察した。実施期

間中に①～③共に髭の動きが完全に快復することはなかったが、Wister ラットの顔面側

部に①コラーゲンゲル包埋培養シートを埋め込んだものが、移植投与後 1 ヶ月で最も良

く髭が動くようになることが分かった。①―③の実験系のいずれも移植側の髭の動きが

良い傾向がみられた。移植したシートがサイトカイン等を生産しパラクライン効果を周

辺組織に及ぼした結果だと考えている。また、X線 CTを用いて生体内のシートの経時変

化を観察したところ、コラーゲンゲル包埋培養シート①は約 3 ヶ月で完全に周囲の組織

に溶け込むように消失し、③の不織布サンドイッチシート③も約 3 ヶ月で周囲の組織に

溶け込み、当初の 30％程度の体積になることが分かった。 

本研究で開発された厚みのある積層化細胞シートは、コイン程度のものから A4サイズ

程度のものまで自由自在に作製可能である。また、剛性の調節もある程度可能なため、図

1のように患部に適合する形に切ったり、患部に貼ったりすることが容易に行える。折り

たたんだり丸めたりして更に厚みを出すことも可能である。このようにして患部全体に

確実に幹細胞を配置し、それを長く患部に留める有用な再生医療用デバイスになると期

待している。本研究の成果は、顔面神経麻痺による筋肉の萎縮を予防、もしくは筋肉の回

復を促進する新たな再生治療法になる可能性を秘めているのではないかと考えられる。 

 

 

図 1 積層化脂肪幹細胞シート（不織布サンドイッチシート）の 
顔面神経麻痺モデルラットへの移植投与 
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