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研究成果の概要（和文）：上皮形成の定量解析や培養口腔粘膜の品質管理に応用可能なプロトコールの策定を目
的とするため、非侵襲的にライブイメージングでき、定量評価も可能な光干渉式断層撮影(OCT)を使用し、3次元
画像と完成後の組織像を比較検証した。結果的に、培養口腔粘膜に付与した凹凸構造が３次元画像と組織像とで
それぞれ一致し、品質管理ツールとしての OCTイメージングの適用性と実現性を実証した。さらに、培養7日目
と培養終了日にそれぞれ上皮細胞層の厚さを定量的に評価することにも成功した。よって、自家細胞を含む再生
医療製品における経時的かつ非侵襲的な定量的評価のための品質評価ツールを可能にした。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a protocol that can be applied to quantitative analysis 
of epithelialization and quality control of cultured oral mucosa, we used optical coherence 
tomography (OCT), which enables non-invasive live imaging and quantitative evaluation. The 
three-dimensional image and the tissue image after completion were compared and verified. As a 
result, the uneven structure given to the cultured oral mucosa was consistent between the 
three-dimensional image and the tissue image, respectively, demonstrating the applicability and 
feasibility of his OCT imaging as a quality control tool. Furthermore, we succeeded in 
quantitatively evaluating the thickness of the epithelial cell layer on the 7th day of culture and 
on the day of the end of culture. Thus, it enabled a quality assessment tool for longitudinal and 
non-invasive quantitative evaluation of regenerative medicine products containing autologous cells.

研究分野：再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療等製品に限らず、3次元培養された細胞・構造体の変化を測定する解析手法は、乏しいのが現状であ
る。生体に無害なOCT技術に着目し、培養口腔粘膜作成プロトコールと関連させ、品質管理ツールとしての利用
可能性についてアプローチする本課題は独自性が高い。本課題で得られた基礎的知見や定量的評価法は、他の細
胞を用いた再生医療用製品でも細胞品質管理に活用可能で、今後、移植用3次元構造体の非侵襲評価法のロール
モデルとなり得るので、再生医療・レギュラトリーサイエンスに対し大きな貢献が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
自家細胞を含み、3次元構築が多い再生医療等製品の品質は、治療効果に大きな影響を与えるた
め、適正な品質管理と評価が不可欠で、その品質評価法は非侵襲的であることが必須である。非
侵襲的にライブイメージングでき、定量評価も可能な光干渉式断層撮影(OCT）は 3 次元培養に
利用可能なので、再生医療等製品の品質評価ツールとしての条件を満たす。臨床応用されている
培養口腔粘膜研究に携わってきた申請者は、OCT 技術が 3 次元培養されている培養口腔粘膜の
経時的モニタリングや品質管理に応用可能と考え本課題を計画した。本研究では、足場材と重層
扁平上皮から成る培養口腔粘膜の OCT画像から得られる情報を明らかにし、上皮形成の定量解
析から的確なパラメータを設定し、培養口腔粘膜の品質管理に応用できるプロトコールの策定
を目的とする。本課題の方法論や基盤情報は、再生医療における品質評価技術のロールモデルと
なり、レギュラトリーサイエンスの発展に貢献する。 
 
２．研究の目的 
１）OCT撮像の実用性：完成した同一の培養口腔粘膜サンプルで、HE染色や免疫染色の破壊的
解析と OCT撮像の比較により、OCT撮像の特徴と異なる成分の鑑別能を把握する。 
２）OCT 撮像の有用性：同一サンプルを経時的にタイムラプス観察し、試料全体の上皮重層化
をモニタリングすると同時に、上皮細胞層の平均厚さと厚さの分布を定量的に解析する。 
 
３．研究の方法 
１）HE・免疫染色による破壊的解析と OCT撮像を比較し、OCT画像の特徴を把握 
患者様からご提供頂いた歯肉から角化細胞を単離し、表面に微細凹凸構造を付したうろこコラ
ーゲン製の足場材に培養口腔粘膜角化細胞を播種し、ヒト培養口腔粘膜作成プロトコールに準
じて、11日間培養した培養口腔粘膜を作成する。 
（A）試料固定前の培養口腔粘膜にタトゥインクで定点を設定し、OCT撮影装置を使用して撮像
を行う。 
（B）その後パラフィン包埋し、マーク部分で組織切片を作成、通法に従い HE染色により組織
学的観察、免疫組織化学的観察を行う。免疫染色は、口腔粘膜上皮の分化マーカー、ケラチン 4/13、
インボルクリン。増殖マーカーとして PCNAを用いる。 
（C）OCT技術によって、培養口腔粘膜の断層撮像から、設定した定点部位の 2D画像の抽出が
可能である。これらの OCT 画像と HE 染色、免疫染色像を比較し、増殖能のある細胞層、分化
した細胞層が OCT画像でどのように描出されるか、足場材と形成された口腔粘膜上皮層が緊密
に接着しているか、について検討し、OCT 画像で描出されるコラーゲンゲル足場材とその上で
形成される口腔粘膜上皮を鑑別し、特徴を把握する。 
２）試料全体の上皮重層化をモニタリングし、上皮厚さを定量的に解析 
（D）形成される上皮の定量測定を行う。撮影後に断層撮像から構築した培養口腔粘膜全体の 3D
画像から、足場領域を除外した上皮層のみを抽出し、ImageJ(National Institutes of Health, Bethesda, 
MD, USA)を使用して培養口腔粘膜の上皮層の形態的特徴を評価する。２次元情報から決して算
出できない数値を定量解析のパラメータとして、品質評価方法として利用できるように基盤デ
ータを蓄積する。 
 
４．研究成果 
OCT を使用し、培養途中のサンプルで
あっても経時的に非侵襲的・無菌的に
サンプル内部の状態を観察できた。具
体的には、上皮基底層部分の細胞の分
化程度、本サンプル特有の足場材の凹
凸構造の製品管理、凹凸構造への細胞
の伸展、上皮層の形成状態を確認する
ことができた。それにより、細胞播種前
にサンプルの不良品をあらかじめ選別
することや、成長の悪い細胞の使用の
中止など、あらかじめ選別することが
可能となり、品質管理ツールとしての
OCT イメージングの適用性と実現性を
実証した。定点を設定し、同じ部位や方
向での撮影が可能であり、位置の再現
性も高い。足場材表面に付与した凹凸
に基底細胞層が形成されていることがを確認できる。また、培養７日目に比較し培養 11日目は
上皮層の厚みが増加していることが確認できる。（図 1） 

図 1：設定した定点において足場材と上皮基底層の境界

や OCTでの経時的な上皮形成が観察できる。 



そして、培養終了後の組織像と OCT画像の比較においては、概ね同様の組織所見を認めた。（図
2） 
さらに、培養 7 日目と培養終了日
（培養 11 日目）それぞれ上皮細胞
層の厚さを定量的に評価すること
に成功した。 
上皮細胞層の平均厚さと厚さの分
布を定量評価のパラメータとした。 
平均厚さでは、培養 11日目で 7日
目より厚くなっており、厚さ分布で
は、11日目のヒストグラムが厚い方
向にシフトしていた。（図 3，4） 
このことから、上皮が一様に 11 日
目で 7 日目より厚くなっているこ
とを示していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のことから、OCT撮影により、培養口腔粘膜を非侵襲的に観察でき、OCT画像は足場材と
上皮層の境界の区別が可能である。また、OCT 解析結果から、上皮層の厚みを経時的かつ定量
的に評価可能であった。OCT 撮影は、培養口腔粘膜の非侵襲的な品質評価ツールとして応用可
能であることが示唆された。 

本課題で得られた定量的評価法は、他の細胞を用いた再生医療用製品でも細胞品質管理に応用

可能であり、今後、再生医療分野における移植用 3次元構造体の非侵襲評価法の１つの選択肢を

生み出したと言え、大きな貢献が期待される。 

図 2：完成した培養口腔粘膜の OCT画像と組織像との比較 

図 3：上皮細胞層の平均厚さ 図 4：上皮厚さの分布のヒートマップおよびヒストグラム 
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