
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(B)（一般）

2021～2019

中耳再生医療における鼻腔粘膜細胞シートの作用機序の解明

Elucidation for mechanism of the nasal mucosal cell sheet in middle ear 
regenerative therapy

６０２３４７６２研究者番号：

小島　博己（Kojima, Hiromi）

研究期間：

１９Ｈ０３８０６

年 月 日現在  ４   ６ １３

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、移植後の鼻腔粘膜細胞シートの作用機序解明を目指した実験を行った。ま
ず、Rho kinase inhibitorとCa2+の濃度を検討し、安定して作製する条件を見出した。この細胞シートはコラー
ゲンゲル上に接着して増殖することができ、創傷治癒能が備わっていることが示唆された。最適化した条件で培
養を行うことでGFPラット由来の鼻腔粘膜細胞シート作製に成功した。ヌードラットの中耳に鼻腔粘膜細胞シー
トを移植するモデルを用いて、移植した細胞が一定期間存在し、中耳粘膜様の上皮細胞を呈することを確認でき
た。本研究成果として、接着および移植後の鼻腔粘膜細胞シートの挙動の一部を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have been conducting research where autologous nasal mucosal epithelial 
cell sheets are transplanted for severe middle ear diseases. In order to advance this novel therapy,
 the fabrication method and analysis for grafted cell sheets should be performed. First, we 
optimized of cell culture condition to fabricate human nasal epithelial cell sheets. We demonstrated
 that the combination of ROCK inhibitor and Ca2+ improved the fabrication of human nasal mucosal 
epithelial cell sheets. The human nasal cell sheet can be adhered on collagen gel and proliferated 
like as wound healing. Second, we succeeded to fabricate GFP rat-derived nasal mucosal cell sheets 
cultured with ROCK inhibitor. Using this cell sheet, we devised transplant assay that GFP 
rat-derived nasal mucosal cell sheets transplanted to middle ear of nude rat. We detected 
transplanted GFP-positive cell after several weeks. We anticipate that our findings will improve 
efficacy for transplantation of nasal mucosal cell sheets.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒト鼻腔粘膜細胞シートのコラーゲンゲル上へ接着して増殖していること、ならびにGFPラット由
来鼻腔粘膜細胞シートが免疫不全ラットの中耳内で一定期間生着していることを示した。これより、生着して創
傷面を覆うように増殖するという細胞シートの移植効果の一部を明らかにし、臨床結果の有効性を裏付けるエビ
デンス構築につながると考えられた。
本研究成果により、頻繁に再発する中耳真珠腫に対する治療法として、実用化に向けた取り組みや、さらなる効
果を持つ治療への発展につなげ、患者のQOLを向上させたい。また、粘膜の再生が治癒のカギとなり得る他領域
の病態に向けての臨床応用が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 中耳粘膜は生理的なガス換気能を有し、中耳腔に含気を保たせることで音を効率よく伝達さ

せている。癒着性中耳炎や真珠腫性中耳炎に対する治療は外耳道後壁保存型鼓室形成術を主体

としているが、鼓膜の再癒着や真珠腫の再発を確実に防止する方法はなく、治療成績に限界があ

る。この現状を打破するべく、我々は温度応答性培養基材を用いて作製する「細胞シート」に着

目した。これは、37℃で培養した細胞を 20℃程度まで下げることでコンフルエントの細胞のまま
一枚の「細胞シート」として回収でき、これを患部に縫合することなく移植することができる。

この技術を中耳粘膜の再生に応用させれば、術後の中耳腔の含気を保つことにつながり、真珠腫

の再発や鼓膜の再癒着の防止が可能になると考えた。具体的には、患者自身の鼻腔粘膜から培養

細胞シートを作製し、外耳道後壁保存型鼓室形成術の際に中耳粘膜欠損部に移植する。この新規

治療は、2014〜2015 年は｢ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針｣(First-in-Human Study)、

2017 年〜現在は「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」に準じ、現在までに合計 12人の

患者に細胞シート移植を施行した。移植後観察期間は 12〜27ヶ月で、全ての症例で合併症・有

害事象は認めず、移植後に中耳腔内に良好な含気化が得られている（Yamamoto K, et al. NPJ Regen 

Med, 2017）。 

 このように、中耳への鼻腔粘膜細胞シート移植が有効であることが示唆されているが、細胞シ

ートの生着による作用機序や移植後の培養細胞の運命に関しては未解明な部分が多い。根拠に

基づいた治療効果を明らかにし、エビデンスに基づく治療法として確立するために、細胞シート

移植後の治療のメカニズムや細胞動態の挙動を解明することが重要である。 

 

２．研究の目的 

移植された培養細胞の運命は各再生医療研究において、重要な研究課題である。自家移植では培

養細胞が一定期間残存して働くと考えられているが、他家では免疫細胞により除去されると考

えられている。ただし、自家移植では周囲の細胞と見分けがつかなくなり、中耳へ移植したモデ

ルにおいて移植した細胞を確実に評価された例はない。 

 本研究の目的は、鼻腔粘膜細胞シート移植による中耳再生治療の作用機序解明を目指し、移植

後の培養鼻腔粘膜細胞が接着し、どのような変化をきたすかを ex vivo実験および in vivo実験に

よりアプローチする。 

 

３．研究の方法 

鼻腔粘膜細胞シートは、ヒトおよび実験動物のいずれにおいても鼻腔粘膜組織をエクスプラン

ト培養により上皮細胞を増殖させ、継代後に温度応答性培養基材に播種して作製する。細胞シー

トを用いた実験を安定して行えるように、この細胞シート作製の条件最適化を第一に行った。こ

の際、組織および細胞シートが一定期間安定しているかどうかも評価した。 

細胞シートの接着後の挙動を解析するため、豚由来コラーゲンゲルに細胞シートを接着させて

再培養する方法を用いた。さらに、in vivoの実験として免疫不全動物のヌードラットに、GFPラ

ット由来鼻腔粘膜細胞シートを移植するモデルを考案し、生着性の理解にアプローチした。また、

「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」に準じて行った臨床試験における安全性や効果

を評価した。 

 

４．研究成果 

同一個体より作製した鼻腔粘膜細胞シートを比較検討するために、鼻腔粘膜細胞シートを安定

した枚数確保可能な培養方法を検討した。ヒトの鼻腔粘膜のエクスプラント培養において、Rho 

kinase inhibitor (ROCKi)を添加すると細胞増殖が有意に増加することが確認できた。シート化培

養の際は、ROCKi添加培地に Ca2+濃度を高めることで細胞シートを安定して回収することに成



功した。豚由来コラーゲンゲル上に細胞シートを接着させる ex vivo実験では、従来法で作製す

る細胞シートと比較してゲル上の細胞非存在部位に約 3 倍の面積の細胞遊走が確認され、創傷

治癒効果が向上したと考えられた (Kasai Y, et al. Sci Rep, 2020)。鼻腔粘膜組織および鼻腔粘膜細

胞シートの保存安定性を評価した。この ROCKiを用いた培養方法により、培養液中で 5日間冷

蔵保存または凍結保存した鼻腔粘膜組織からも上皮細胞の増殖が見られ、細胞シートを作製す

ることが可能であることを明らかにした。2日間ハンクス緩衝液中で保存した細胞シートにおい

てもコラーゲンゲルに接着して広く進展し、鼻腔粘膜組織および鼻腔粘膜細胞シートのいずれ

においても一定期間保存し得ることを明らかにし、学術論文として報告した（Kasai Y, et al. Front 

Bioeng Biotecnol, 2021）。さらに、気相化培養によって鼻腔粘膜上皮細胞に線毛細胞および分泌細

胞を形成する技術について、本研究においても確認することに成功した。これより、本鼻腔粘膜

細胞シートに線毛細胞や分泌細胞への分化能が備わっているかを評価する研究へとつながった。 

 

本研究の in vivoの実験として、免疫不全動物のヌードラットに、GFPラット由来鼻腔粘膜細胞

シートを移植するモデルを作製した。細胞の増殖や性質はしばしば動物の種間で大きく変動す

ることがあることが知られているため（Kondo M, et al. J Biomed Mater Res A, 2014）、GFPラット

由来鼻腔粘膜細胞シートの作製を検討した。上述の ROCKiを用いるこの培養条件は、ウサギや

ラットの鼻腔粘膜細胞シートに応用可能であることが確認でき、GFP ラット由来鼻腔粘膜細胞

シートを安定して作製することに成功した。次に、ラットの中耳骨を覆う粘膜剥離を行い、細胞

シートを移植するモデルを作製した。ラットの個体は非常に小さく移植可能な細胞シートの大

きさに限りがあるものの、移植モデルにおける組織学的解析では GFP 陽性細胞が一定期間存在

し、移植した細胞は中耳粘膜様の細胞を呈することを確認できた。 

 

臨床試験において、6例移植した鼻腔粘膜細胞シートの臨床的な効果や安全性について評価した

結果について学術論文として報告した（Yamamoto K, et al. Regen Ther, 2021）。 
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