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研究成果の概要（和文）：本研究では幹細胞を用いた再生医療における細胞培養方法に着目した。細胞培養で3
次元的な構造物を作製するうえでゲル中に細胞を播種する手法を用いた。
ゲル中で幹細胞を培養し、特定の条件で分化・誘導させることで人工的に唾液腺オルガノイド様の構造物を誘導
することに成功した。ゲル中で培養した未分化の幹細胞を組織損傷モデル動物の生体内に移植したところ、幹細
胞が組織損傷部位へ移動し、組織再生を促進させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：For the tissue regeneration, we focused on the three demensional culture of 
the stem cells. In oreder to regenerate three demensional structure, we used gel for cell  culture .
By culturing stem cells in gel with specific culture method, salivary gland like organoid could be 
induced. When undiferenciated stem cells cultured in gel were transplanted with gel to experimental 
animals, stem cells migrated to the damaged tissue and enhaced the tissue healing.

研究分野： 再生医療

キーワード： 幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
失われた組織やその機能を回復させる再生医療は近年、大きな注目を集めている分野である。本研究ではその中
で細胞培養手法に着目した。通常の細胞培養の際には、2次元的に細胞が増殖していくような手法を用いること
が多い。この方法では細胞を縦方向に積層させることが難しく、3次元的な構造物を作製することは困難であっ
た。そこで本研究ではゲル中に細胞を播種し、特殊な培養条件を用いることで唾液腺の特徴を示す3次元的な構
造体を誘導することに成功した。このことは再生医療に向けた臓器再生へと繋がる知見であるといえる。

※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 
 失われた組織やその機能を回復させる再生医療は近年、大きな注目を集めている分野である。
その中でも細胞を用いた再生医療は一部で臨床応用が進められている。一方、失われた臓器その
ものを人工的に再生し、移植して機能させるといった分野においてはクリアすべき課題が多く
残っており、未だ実用化には至っていない。 
その多くの課題の中で、本研究では細胞培養手法に着目した。通常の細胞培養の際には、平面

状の細胞培養ディッシュの底面に 2 次元的に細胞が増殖していくような手法を用いることが多
い。この方法では細胞を縦方向に積層させることが難しく、3 次元的な構造物を作製することは
困難であった。その理由として挙げられるのが、多くの細胞は接着性の細胞である点である。接
着性の細胞は細胞培養ディッシュの底面などのような基質に接着してはじめて増殖、移動、分化
といった基本的な細胞機能を発現することができる。3 次元的な方向に細胞が接着するための足
場となる構造が存在しない場合には細胞が進展していかないことが、立体的に細胞を増殖させ
るのが困難な理由の一つであると考えられる。 
我々は先行研究にて、接着性の細胞を低接着性のコーティングを施した細胞培養ディッシュ

に播種すると細胞培養ディッシュに接着できない細胞同士がお互いに接着し、凝集塊を形成す
ることを明らかにした。しかし、そのまま培養を続けると細胞塊が成長するにつれて、その形態
を維持できずに自壊することがわかった。すなわち、細胞を 3 次元的な構造物として成長させ
るためには細胞の構造を支える何らかのサポートが必要であることが示唆された。 

 
２．研究の目的 
今回の研究では、3 次元的なゲル中に細胞を培養する手法を解析することで、再生医療に応用

するための知見を得ることを目的とした。  
 
３．研究の方法 
まず、第一ステップとして、実験に用いる細胞系である上皮系幹細胞、間葉系幹細胞の樹立を

行うこととした。 
また、樹立した細胞を特殊な低接着性ディッシュ上で培養することで塊上のスフェロイドを

安定して作製するための培養条件を確立することとした。 
次に、ゲル中にて幹細胞を培養し、細胞が生存できること、その多能性が維持されること、を

確認することとした。再生医療に用いるためには細胞がゲル中で生存できることが大前提であ
り、また幹細胞を用いた研究で常に考慮する必要があるのが、幹細胞の多能性が減弱してしまう
点だからである。 
ゲル中に播種した幹細胞をある種の条件で分化、誘導を行うことで特定の臓器に誘導するこ

とが可能であるのかを検証した。幹細胞の分化を十分にコントロールできず、ランダムな方向に
分化してしまうようでは再生医療に用いることは困難であり、分化の制御が可能となれば大き
な知見であるといえる。 
また、細胞治療における応用として、ゲル中に播種した幹細胞をゲルごと生体中に移植し、組

織に傷害を与えた動物実験モデルにてその組織再生効果について検証することとした。 
 
４．研究成果 
 本研究の第一ステップである上皮系幹細胞、間葉系幹細胞の樹立を行うことができ、以下の解
析へと進むことができた。 
 樹立した細胞を低接着性ディッシュに播種し、安定してスフェロイド形成を行うための培養
条件を確立することができた。 
 また、幹細胞をゲル中に播種して培養を行い、1)ゲル中で細胞が生存できること、2）ゲル中
で幹細胞の多能性が維持されることを確認した。 
 次に、上皮系の幹細胞をゲル中に播種した状態から特定の条件で分化、誘導を行った。3次元
的な構造を呈し、唾液腺に特徴的なマーカーを発現する細胞群を得ることができた。すなわち、
幹細胞から唾液腺オルガノイド様の構造物を誘導することができたといえる（下図参照）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



この構造体でのタンパク発現の変化を確認したところ、上皮―間葉転換（EMT: Epithelial-
Mesenchymal Transition）や間葉―上皮転換（MET：Mesenchymal-Epithelial Transition）の
際にみられる Snail や Slug といったマーカーを発現していることがわかった。生体内での唾液
腺の発生過程でも上皮系細胞と間葉系細胞との間で EMT や MET が起こっていることが知られ
ており、今回の培養条件で生体内での唾液腺の発生過程と類似した現象が起きている可能性が
示唆された。 
また、ゲル中に播種した幹細胞をゲルごと生体中に移植し、組織に傷害を与えた動物実験モデ

ルにて解析を行った。その結果、ゲル中から幹細胞が組織障害部位に移動し、組織の再生を促進
したことを確認することができた。この結果より、ゲル中に細胞を播種してゲルとともに移植す
る手法が、組織再生を促進させるための幹細胞の供給源として用いるというアプローチに繋が
る可能性が示唆された。 

 
本研究を通じて、 
1) ゲル中で幹細胞を培養し、特定の条件で分化・誘導させることで人工的に臓器オルガノイ

ド様の構造物を誘導することに成功した。 
2) ゲル中で培養した未分化の幹細胞を生体内に移植したところ、幹細胞が組織損傷部位へ移

動し、組織再生を促進させることが明らかとなった。 
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