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研究成果の概要（和文）：脂肪組織由来幹細胞(ASC: Adipose Derived Stem Cells)、線維芽細胞はそれぞれ気管上皮
層の再生を促進する。本研究では、ASCと線維芽細胞の長所を同時に生かすため細胞層状配列構造(3D Architecture of
 cell layered arrangement:3D-A)を作製した。ラットの気管傷害モデルに3D-Aを移植するとASC,線維芽細胞の単独移
植より早期に正常形態に近く、機能的な気管上皮層を再生することが確認された。このハイブリッド3次元培養法の開
発は気管再生医療に大いに貢献できる結果と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Adipose Derived Stem Cells (ASC) and fibroblasts each promote the regeneration of 
the tracheal epithelial layer. In this study, we created a 3D Architecture of cell layered arrangement (3D
-A) in order to simultaneously make use of the strong points of ASC and fibroblasts. Upon grafting of 3D-A
 into the tracheal injury model of a rat, we were able to confirm the regeneration of a functional trachea
l epithelial layer to near its normal morphology in a shorter time than with grafting of ASC or fibroblast
s alone. The development of this hybrid 3D culture method seems to be capable of contributing greatly to t
rachea regenerative medicine.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
組織の再生において効率的に再生

を促進するためには生体からいかに

血管新生を誘導するかが重要である

と多くの研究者が報告している。以前

から血管新生を促す細胞として骨髄

由来の幹細胞が注目され、その有用性

が報告されている。われわれの研究グ

ループは、骨髄以外に幹細胞を供給で

きる組織として、末梢脂肪組織由来の

幹細胞である脂肪組織由来幹細胞

(Adipose Derived Stem Cells:ASC)に

注目し、血管新生に対する有効性と

ASCを採取する過程で得られる

stromal vascular fraction(SVF)とい

われる細胞群中の幹細胞にも気管上

皮再生を促進させる作用があること

を示した。繊維芽細胞にも気管上皮細

胞の増殖・分化作用があり、それらの

細胞群を組み合わせることでさらに

気管再生に期待ができるものと考え、

繊維芽細胞と ASCを組み合わせた細

胞層状配列構造（ハイブリッド 3次元

培養）の開発を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
気管の再建方法としてコラーゲンス

ポンジとコラーゲンメッシュからなる

人工気管による再建を行い臨床応用に

至っている。問題点は露出したコラーゲ

ンスポンジ上での上皮化の遅延が挙げ

られる。気管再建部の上皮化促進と再生

促進を図るため、臨床応用に問題が少な

い自家細胞の線維芽細胞と脂肪組織由

来細胞を使用する。それぞれの細胞を単

独に移植した場合、気管再生を促進させ

るが、繊維芽細胞と脂肪組織由来幹細胞

（ASC）を組み合わせた場合の移植法と

気管再生に及ぼす影響を調べる。患者に

移植するため、移植方法の安全性と再現

性の検討を目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1)ラットから末梢脂肪組織を採取する。

コラゲナーゼによる酵素分散法にて脂

肪組織を分解後、遠心し上精の成熟脂肪

細胞を除去、沈殿画分をセルストレーナ

ーで濾過して得られた細胞が stromal 

vascular fraction(SVF)といわれる細胞

群であり、この細胞群を 3世代の継代培

養を経て脂肪組織由来幹細胞(ASC)を

得られる。 

(2)ASC・SVFの多分化能を確認するた

め、誘導培地を用い軟骨細胞、神経細胞、

脂肪細胞等に誘導分化させる。軟骨細胞

誘導を行う場合は、Insulin、TGF-beta1

を使用。神経細胞誘導を行う場合は、

beta-mercaptoethanolを使用。脂肪細

胞誘導を行う場合は Insulin、

dexamethasone、IBMXを使用する。 

(3)ラットの歯肉粘膜下層から組織片培

養にて線維芽細胞を単離、3週間培養し、

細胞数として 4.8から 7.5×105/mlとす

る。 

(4)ラットの気管内腔面よりプロテアー

ゼによる酵素分散法にて上皮細胞を採

取する。 

(5)ASCと線維芽細胞をⅠ型コラーゲン

溶液に懸濁しゲル化させる。前記細胞を

含むゲル上に上皮細胞を播種し、上皮細

胞がコンフルエントに達するまで通常

培養する。コンフルエント到達後は、上

皮の形態形成を促進するため空気暴露

培養を行う。 

(6)ASCと線維芽細胞が上皮細胞の増殖

に及ぼす影響は、線毛細胞、杯細胞およ

び基底細胞に特異的なβ-tubulin IV、

MU5ACおよび keratin14の遺伝子発

現量を RT-PCRで調べる。 

(7)気道の再生組織の枠組みとしては、

生体適合性のあるポリプロピレンメッ

シュにコラーゲンを付加した材料を用



い、線維芽細胞と ASCの 2種の細胞層

状配列構造（ハイブリッド 3次元培養）

を開発し移植用再生組織を作成する。実

験動物として線維芽細胞、ASC・SVF

を採取したラットを用い、頸部外切開の

後に高周波メスで組織を切除・凝固する

ことによって気管の傷害モデルを作製

する。欠損部に再生組織を移植する。移

植細胞は自家移植となる。 

(8)傷害モデルに対して、移植した細胞

によって組織修復過程における気管の

再生、特に上皮の再生と血管新生につい

て、どのような影響を受けているかを免

疫組織学的に、また、走査型電子顕微鏡

を用いて形態的に評価する。 

(9）臨床導入するため、効率よく、ヒト

より安全衛生的に移植細胞を回収し、細

胞回収において酵素分散法を使用する

ため、酵素の濃度、反応温度、時間を評

価する。 
 
４．研究成果 

(1)ASC・SVF の多分化能の確認 

脂肪組織から SVF を回収後、軟骨誘導培地

（DMEM、6.25μg/ml  insulin、10 ng/ml、

TGF-β1）を用い軟骨細胞への分化が確認

できた。脂肪細胞誘導培地（DMEM、1% FBS、

10μM insulin、1μM  dexamethasone、 

0.5mM isobutyl-methylxanthine）を用い

脂肪細胞への分化が確認できた。SVF を 3

世代の継代培養を経て脂肪組織由来幹細

胞(ASC)を回収し、神経細胞誘導培地（DMEM、

20%FBS 、1mM β-mercaptoethanol）を用

い神経細胞への分化が確認できた。また、

軟骨誘導培地を用い軟骨細胞への分化、そ

して、脂肪細胞誘導培地を用い脂肪細胞へ

の分化が確認できた。 

(2) ASC・線維芽細胞と気管上皮細胞の共

培養 

ラットの歯肉粘膜下層から組織片培養に

て線維芽細胞を単離し培養を行った。ASC

と線維芽細胞をⅠ型コラーゲン溶液に懸

濁しゲル化させる。そのゲル上にラット気

管内腔面よりプロテアーゼによる酵素分

散法にて得られた気管上皮細胞を播種し、

通常培養後、空気暴露培養を行うことがで

きた。 

(3)共培養における気管上皮細胞への影響

(図１) 

共培養１０日後には線維芽細胞と共培養

した際には上皮細胞は線毛細胞や杯細胞

も観察され、正常気管に近い偽多列線毛上

皮層が形成された。ASC と共培養した場合、

偽多列線毛上皮層は形成されず、上皮細胞

が厚く重層した上皮層が確認された。線維

芽細胞は形態的に気管上皮細胞を正常に

近く分化させ、ASC は気管上皮細胞を線維

芽細胞に比べ優位に増殖させることが判

明した。また、RT-PCR にてβ-tubulin IV、

keratin14およびMU5ACの遺伝子発現量を

調べると、ASC は keratin 14 の発現量を

増加させ、線維芽細胞はtubulinやMUC5AC

の発現量を増加させた。このことから、線

毛・杯細胞への分化誘導に関しては、線維

芽細胞が ASC よりも有効であり、上皮細胞

の増殖に関しては ASC が優れてることが

示された。(図 2) 

 

 



(4)ハイブリッド 3次元培養の開発 

線維芽細胞と ASC の長所を同時に生かす

ためポリプロピレンメッシュにコラーゲ

ンを付加した材料上に ASC を含むコラー

ゲンゲルを被覆し、その上に線維芽細胞を

含むコラーゲンゲルを重層することで 2

種の細胞層状配列構造を作製した(3D 

architecture of cell layered 

arrangement:3D-A)。その際、高い血管新

生能をもつ ASC を新生血管を誘導しやす

い下側に、高い上皮分化能をもつ線維芽細

胞を上皮層側にすることとした。 

(5)傷害モデルを作製し 3D-A を移植 

実験動物として線維芽細胞、ASC・SVF を

採取したラットを用い、頸部外切開の後に

高周波メスで組織を切除・凝固することに

よって気管の傷害モデルを作製した。気管

欠損部分に 3D-A を移植した。移植 1、2

週間後に再生気管を摘出し、組織学的・免

疫組織学的に評価を行い、また、走査型電

子顕微鏡を用いて形態的に評価した。移植

1週間後では、3D-A では、線維芽細胞、ASC

を単独で用いた場合よりも発達した上皮

細胞層が形成され、上皮細胞の増殖を高め

る結果であった。同標本に関して血管新生

について評価すると移植１週間後では、

3D-A の血管新生能は、ASC 単独移植よりも

発達している様子が観察された(図 3 上

段)。移植 2週間後には線維芽細胞、ASC、

3D-A 移植群に血管形成にはほとんど差が

なく、3D-A は移植の早い段階で血管新生

を促進すると考えられた。また、移植 2

週間ではどの移植群も偽多列線毛上皮を

再生していたが、走査型電子顕微鏡による

観察では ASC,線維芽細胞単独の移植に比

べ、3D-A では、発達した線毛を有する細

胞がより密度高く存在していた(図 3 下

段)。 

 

(6)細胞群の効率的回収 

線維芽細胞を移植に必要な4.8から7.5×

105/ml ほど回収する場合、条件変更を試

みたが、細胞の質の低下が見られ、3週間

は必要となる結果であった。脂肪組織から

の酵素分散法を使用し ASC,SVF を回収す

る場合は、反応温度を高めにすることで大

幅に細胞回収時間を短縮することができ

た。 

(7)以上の結果から、線維芽細胞、ASC を

単独で移植するより、その 2つの細胞群を

用い細胞層状配列構造を作製した 3D-A を

移植することにより早期に正常形態に近

く、機能的な気管上皮層を形成することが

確認され、気管再生医療に大いに貢献でき

る結果と考えられた。 
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