
東京慈恵会医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

中耳粘膜再生医療 ー経粘膜換気能の評価による最適な細胞ソースの検討ー

Regenerative medicine for middle ear mucosa - Investigation of optimal cell 
source to regenerate middle ear aeration-

１０３１３５４５研究者番号：

山本　裕（Yamamoto, Yutaka）

研究期間：

１８Ｋ０９３５７

年 月 日現在  ３   ６ １０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、GFPラット由来の鼻粘膜細胞シート、口腔粘膜細胞シート、脂肪由来間
葉系幹細胞シートを作製する条件を確立した。次に、この各種細胞シートをヌードラット移植し、それぞれの細
胞シートにおける治療効果の差異を観察した。鼻粘膜細胞シートは長期に渡って中耳粘膜に類似した非角化上皮
組織として生着している様子を捉えた。口腔粘膜上皮細胞シートの移植では重層化および角化物の形成、脂肪由
来間葉系幹細胞シートの移植では中耳骨骨新生による中耳腔の狭小化がみられた。これより、細胞ソースの性質
が移植後の効果に反映すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Previously, we succeeded to treat middle ears by using nasal mucosal cell 
sheet. However, it was controversial whether the best cell source of the cell sheet. In this study, 
we fabricated three types of cell sheet―derived from nasal mucosa, oral mucosa, and adipose derived
 stem cell of GFP transgenic rat―and transplanted into middle ear cavity of nude rat. The GFP 
positive transplanted cell sheet derived from nasal mucosal tissue was observed non-keratinized 
epithelial tissue like as surrounding middle ear mucosal tissue. The results of transplantation of 
oral mucosal cell sheet, keratinized epithelial tissue was observed. Moreover, the results of 
transplantation of adipose derived stem cell sheet, hyperostosis-like form was observed in middle 
ear cavity. We considered that as non-keratinized epithelial regeneration is important to keep or 
regenerate aeration in middle ear cavity, nasal mucosal cell is the best cell source among these 
three tissues. 

研究分野：耳鼻咽喉科

キーワード： 細胞シート　中耳再生治療　鼻腔粘膜　口腔粘膜　脂肪由来間葉系幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞シートを用いた多くの再生医療では、移植後、移植先の環境に応じる仮説や性質を維持する仮説があり、こ
の解明は大きな課題として掲げられている。本研究では、異なる３ヶ所の細胞ソースから作製した細胞シートを
用いて形態に着目して挙動を解析した研究であり、細胞ソースの性質の差異が移植後の効果に大きく反映するこ
とを示した。これより、比較的採取可能な部位由来の組織の中で中耳の再生医療には鼻粘膜が適することが確認
できたとともに、各治療方法の目的に沿って細胞ソースを選定することに非常に重要な知見となると考えられ
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真珠腫性中耳炎や癒着性中耳炎などの難治性中耳疾患の手術治療で、術中に中耳腔および乳

突腔の粘膜を保持することが困難な症例では、高率に真珠腫の再形成再発や鼓膜の再癒着を来

たす。しかし近年、術後の骨面に自己の鼻腔粘膜上皮細胞シートを移植して中耳粘膜を再生させ

ることでこれまで限界とされてきた手術成績の向上が期待できるようになってきた。中耳腔の

恒常性を維持するためには粘膜を介した換気作用(経粘膜換気能)が重要な因子となる。中耳粘膜
は、ガス換気を効率良く行うために、単層上皮に薄い間質が裏打ちされている。鼻腔粘膜上皮細

胞シートを用いた先行する基礎研究では、移植後の中耳腔は単層の中耳粘膜で覆われており、中

耳圧測定を用い経粘膜換気能を有することが確認された。しかし他の細胞ソースを中耳腔に移

植した場合に同様の中耳粘膜の再生がえられるのかどうかは不明である。本研究では、種々の培

養細胞シートを中耳腔に移植した際の中耳腔粘膜の形態を動物実験で明らかにする。中耳腔へ

の移植粘膜の形態学的検討を行うことにより、中耳粘膜移植に適した細胞ソースの検証につな

がる探索的研究となるものと考える。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、移植された代用組織の上皮細胞が移植後に周囲の微小環境により中耳粘膜様の

表現型を獲得するか明らかにするために、動物実験を用いて中耳粘膜の形態学的解析を評価し

た。 
移植する培養細胞は、酵素処理せず温度の変化のみで培養細胞をシート状に回収することが

できる温度応答性培養基材を利用した。シートの剥離面には接着蛋白が付着しており、大量の培

養細胞を瞬時に移植部位である中耳腔に生着させることができる。この技術を利用することで、

鼻粘膜、口腔粘膜、間葉系幹細胞を細胞ソースとした培養シートを作製した。本研究の成果は、

適切な細胞ソースの検証ならびに中耳粘膜の機能解明につながる探索的研究と考える。 
 
３．研究の方法 
（１）GFPトランスジェニックラット由来細胞シートの作製 
8週齢雄の GFPトランスジェニックラットから鼻粘膜、口腔粘膜、脂肪を採取した。培地は鼻粘
膜、口腔粘膜はケラチノサイトカルチャーメディウムを用い、脂肪は基礎培地に 10％FBS を使
用した。鼻粘膜細胞シートの作製では、細胞培養皿上でエクスプラント培養を行い、培養鼻腔粘

膜上皮細胞を得た。その後、温度応答性培養基材に継代培養を行い、細胞シートとして回収でき

るか検討した。口腔粘膜上皮細胞シートの作製法では、ディスパーゼ処理で口腔粘膜上皮を分離

後、トリプシンを用いて細胞を単離し、温度応答性培養基材に直接細胞播種した。初代培養後、

細胞シートとして回収できるか検討した。間葉系幹細胞シートの作製では、MSC の供給源とし
て、脂肪を使用した。鼠径部の脂肪組織より細胞を単離し、初代培養簿に継代し、新しいディッ

シュに移した。今回の研究では、温度応答性培養基材に継代 4～5の細胞を播種し、細胞シート
として回収できるか検討した。 
（２）ラット細胞シート移植モデルの作製 
8 週齢のヌードラットを用いて、顕微鏡下で耳介後部から中耳骨胞に到達し、中耳骨を開窓後、
中耳腔後方から下壁部位の中耳粘膜を剥離除去した。作製した細胞シートを 5mm角にトリミン
グし、針を用いて開窓部より移植した。励起光下で観察しながら、中耳粘膜剥離部位に細胞シー

トを移植した。移植モデルを犠牲死後、摘出した中耳骨に対して励起光を用いて GFP 発現部位
を観察した。中耳骨の脱灰は EDTA を使用した。パラフィン包埋した検体より薄切標本を作製
し組織学的解析を行った。 
 
 
４．研究成果 

GFPトランスジェニックラットを犠牲死後、鼻腔粘膜、口腔粘膜、鼠径部脂肪を採取した。鼻
粘膜細胞シートの作製では、初代培養で 2週間培養することで、十分な量の上皮細胞を得ること
ができた。回収した細胞を温度応答性培養基材に播種し、１週間培養したところ、細胞シートを

回収することができた。回収した細胞シートは、2−3層の上皮系のマーカー蛋白を発現する細胞



群であり、細胞シート 1枚あたりの細胞数は約 100万 cells、生存率は 90％以上であった。 
口腔粘膜上皮細胞シートの作製では、酵素法により得た上皮細胞を温度応答性基材へ播種し、

1週間培養したところ、細胞シートを回収することができた。回収した細胞シートは、2−3層の
上皮系のマーカー蛋白を発現する細胞群であった 
 脂肪由来間葉系幹細胞シートの作製では、温度応答性培養基材に継代数が 4～5の細胞を播種
し、3日間培養したところ、細胞シートを回収することができた。 
ヌードラットの中耳骨胞へのアプローチは、耳後部切開にて、顔面神経を同定して、 これを
メルクマールとすることで安定して中耳骨胞へ到達でき、中耳骨胞に小孔を開けて顕微鏡下で

中耳粘膜を剥離することができた。中耳粘膜剥離部位に細胞シートを移植した。GFP励起光で観
察しながら移植することで、中耳粘膜剥離部位を細胞シートで被覆することができた。細胞シー

ト移植モデルを犠牲死後、摘出した中耳骨胞に対して励起光で観察したところ、中耳骨を透過し

細胞シート移植部位を観察することができた。中性脱灰液で処理後、中耳骨を半割し内腔を観察

したところ、中耳腔内に GFPの発現を確認することができた。 
鼻粘膜細胞シート移植 3 日目の組織学的解析では、中耳粘膜剥離部位を GFP 陽性細胞が被覆
しており、ホスト側の骨の病態を抑制していた。生着した細胞は 2−3 層の上皮細胞が確認され
た。移植 8週間後の組織学的解析では、残存する生着細胞は 2層の丈の短い上皮細胞が観察され
た。 
口腔粘膜上皮細胞シート移植 14日目の組織学的解析では、生着した細胞は 5−6層の上皮細胞
が確認された。また、表層には角化細胞が存在し、中耳腔内にも角化物がみられた。 
脂肪由来間葉系幹細胞シート移植 7 日目の組織学的解析では、中耳粘膜剥離部位に間葉系細
胞の遊走が観察され、移植細胞も遊走細胞内に存在していた。また、一部中耳骨より類骨形成が

みられた。移植 14日後の組織学的解析では、骨化が進み、中耳腔内全体に新生骨形成がみられ
た。 
本研究では臨床応用と同様の方法で、GFP トランスジェニックラット由来の培養細胞シート
を作製することができた。培養鼻粘膜細胞シート移植による治療効果として、 露出した骨面に
移植した細胞が生着することで骨の炎症を抑え、中耳粘膜の修復を促していることを確認する

ことができた。また、他分野で臨床応用が進められている口腔粘膜および間葉系幹細胞を細胞ソ

ースとした細胞シートの移植に関して、口腔粘膜上皮細胞シートの移植では重層化および角化

物の形成、脂肪由来間葉系幹細胞シートの移植では中耳骨骨新生による中耳腔の狭小化がみら

れた。一方、鼻粘膜上皮細胞シートの移植では残存する移植細胞は 2層の丈が短い細胞が観察さ
れ、中耳骨新生も抑えられていた。ガス換気に効率の良い薄い中耳粘膜で被覆された含気骨を再

生させることには現時点では鼻粘膜が最適であることが示唆された。今後、培養細胞の移植後の

細胞動態を解析することで、中耳粘膜再生治療の作用機序に迫る。 
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