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はしがき

　1975年にRheinwald　and　Greenらが培養表皮の作製に成功し、1981年に

0℃o皿orらによって世界で初めて培養表皮移植が行われて以来、皮膚欠損に対す

る培養皮膚の開発とその臨床応用が進んできた。そして口腔粘膜もこれら培養皮膚

に準じて研究が進み、1990年頃より培養口腔粘膜上皮シートの開発と臨床応用に関

する報告がみられるようになった。しかしながら、これらの報告で用いられている培養

方法はウシ胎仔血清とfeeder　layerが必要とされるため、狂牛病感染や未知の病原

体感染の危険性をはらむという問題点が指摘されている。またこれらの培養口腔粘膜

シートは薄く脆いために、狭く複雑な形態の口腔領域で扱うには操作性に問題が残

る・このような問題を解決するために、私たちはウシ胎仔血清とfeeder　layerを必要と

しない培養システムを用いて培養複合口腔粘膜（以下EVPOMEと略す）を開発した。

このEVPOMEは、ヒト無細胞真皮であるAUoDe】㎜⑪（LifeCell社，　USA）の上に培養し

た口腔粘膜上皮細胞を播種、作製しており、粘膜上皮と上皮下組織に相当する2層

構造が得られていることから、組織学的構造が口腔粘膜と類似しているとともに、取り

扱いが容易であることが大きな特徴である。新潟大学歯学部倫理委員会の認可を受

け、2000年11月よりEVPOMEの臨床応用を開始し、2002年度から2004年度には

文部科学省高度先進医療開発経費（B）の支援のもと、神戸大学、富山大学との三

施設共同研究によりさまざまな口腔粘膜欠損症例に対しEV　POMEの臨床応用を行

っているが、本研究はEVPOME移植後の皮膚および口腔粘膜の治癒過程を基礎的

に検索することで、EVPOMEによる口腔粘膜再生過程を検討したものである。
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研究の背景と目的

　わが国が高齢化社会を迎えるにともない、顎顔面口腔領域では食事や会話のための

機能を保つために、腫瘍や外傷の手術によって欠損した口腔粘膜の再建や、義歯、イン

プラントなどの補綴治療前に不足している口腔粘膜の再生といった治療がこれまで以上

に重要視されてきている。口腔粘膜歯肉は食塊等の様々な刺激から生体を防御すると

共に、歯の支持、口腔感覚の受容にもあたっている。口腔は無数の細菌が存在する場で

あり、この防御機構を再建することは口腔機能のQOLを向上させるにも不可欠である。腫

瘍や外傷などによる口腔粘膜欠損は、従来から植皮や人工材料で修復されてきていた

が、いずれも採取部位や移植後の表面性状、あるいは扱いやすさの問題で必ずしも満

足の行くものはなかった。1990年以降、ティッシュエンジニアリングを応用した培養口腔

粘膜上皮シートの開発と臨床応用に関する報告が国内外ともになされており、これらは生

着も良好で顕著な機能障害も認めなかったとされている1’　2’　3）。しかしながらこの培養口腔

粘膜シートは非常に脆弱であるため、狭く複雑な形態の口腔領域で扱うには操作性に問

題があった。またこの口腔粘膜上皮細胞の培養にはウシ胎仔血清やマウスの細胞

（feeder　layer）が必要とされるため、狂牛病感染や未知の病原体感染の危険性をはらん

でいる。これらの問題を解決するために、私たちは1999年にウシ胎仔血清とマウス細胞

を必要としない培養システムを用いて培養複合口腔粘膜（以下EVPOMEと略す）を開発

した4）。口腔粘膜は組織学的に粘膜上皮と上皮下組織からなるが、このEVPOMEはヒト

新鮮屍体真皮であるAlloDerm⑪（LifeCell　CorP，　USA）の上に培養した口腔粘膜上皮細

胞を播種し作製しており、粘膜上皮と上皮下組織に相当する2層構造が得られていること

から、組織学的構造が口腔粘膜と類似しているとともに、取り扱いが容易であることが大き

な特徴である。新潟大学歯学部倫理委員会の認可を受け、私たちは2㎜年11月より舌

や歯肉の前癌病変である白板症や初期癌の症例に対して自家EVPOME移植を開始し

たところ全例生着良好で移植部の痔痛が少なく癩痕形成も少ない傾向にあった5）。そし



て2002年度から2004年度にかけて文部科学省より高度先進医療開発経費（B）の支援

のもと、　EVPOME移植の適応拡大について検討するために・神戸大学と富山大学との

共同研究を開始、前癌病変や初期癌だけでなく、悪性腫瘍術後の歯槽堤再建症例やイ

ンプラント治療に関連して口腔粘膜欠損を補う必要のある症例などに対してもEVPOME

移植を応用した。その結果、2000年ll月から2005年3月までに三施設において90例

のEVPOME移植症例を経験し、全例生着はほぼ良好であった。

　しかしながら、口腔の部位によって治癒の早さや癩痕形成の程度に差がある傾向がみ

られたため、より早く、より癒痕を少なく口腔粘膜を再生させるための検討が必要と考えら

れた。それには、EVPOME移植後の口腔粘膜再生過程を基礎的に解明した上で・より

良好な口腔粘膜再生を検討することが必要と考えられたため、今回の研究の目的の一・つ

は、臨床でのEVPOM　E移植方法に近似した方法によるEVPOMEの動物移植モデルを

開発することであり、まずは最もシンプルな動物モデルであるEVPOMEの皮膚欠損創へ

の移植モデルを作製し、それを用いてEVPOMEによる皮膚再生過程を形態学的手法に

て観察し、その次の段階として、EVPOMEの口腔内移植モデルを作製し・EVPOME移植

後の口腔粘膜再生メカニズムを検討することとした。

材料と方法

（1）　ヒト培養複合口腔粘膜の作製（図1，2，3）

　新潟大学医歯学総合病院口腔外科外来において、同意の得られた患者より抜歯など

の小手術の際に余剰となった5㎜角｝まどの口腔粘膜を採取し、組織片を0．03％トリプシ

ン液により酵素処理を行い、細胞単離後に血清添加のない培養液を用いて上皮細胞を

培養する．予定される移植範囲に＋分な細胞数がeられた後・9径1・㎜の円形にトリ

ミングしたヒト無細胞真皮All。Derm⑪に細胞を聯、48ウェルプレート内で培養液に浸さ

れた状態で4日間培割、その後トランスウェノレインサート上に培養粘膜を移して



airAiquid　interfaceの状況下で1，2週間培養を行うとAlloDerm⑪の上に重層化した上皮

細胞が認められるようになる。AlloDem1⑪に細胞を播種後およそll日目（Day　ll

equivalent）のものを実験に使用している。

（2）　ヌードマウスの背部皮膚に作った皮膚欠損創への移植実験（図4）

　　BALB／c（一）ヌードマウスの背部皮膚｝こ直径10㎜の皮膚欠損創を2箇所作製し、

以下の群に分けて同部へ移植した。固定はアクロマイシン軟膏含有ガーゼで

tie－over　pm定を行った。移植後3B目で固定は除去した。

　　　実験群（右側）：EVPOMEを移植

　　　対照群（左側）：AlloDerm⑪を移植

　　経時的に肉眼的に観察してカメラで撮影後に屠殺、移植部を採取し、パラフィン

切片を作製した。ヘマトキシリンエオジン染色を施し、光学顕微鏡で組織学的に観

察し、創の治癒過程を比較検討した。

（3）　ヌードマウスの口腔内に作った口腔粘膜欠損創への移植実験（図5）

　　BALB∫c（一）ヌードマウスの右側頬粘膜に3mm2の口腔粘膜欠損創を作製し、以下

の群に分けて同部へ移植した。固定はシリコン膜を用いて、移植後5日目で除去し

　た。

　　　実験群：EVPOMEを移植

　　　対照群：A皿oDem⑪を移植

　　経時的に肉眼的に観察してカメラで撮影後に屠殺、移植部を採取し、パラフィン切

片を作製した。ヘマトキシリンエオジン染色を施し、光学顕微鏡で組織学的に観察し、

創の治癒過程を比較検討した。



結果

（1）ヌー一ドマウスの背部皮膚に作った皮膚欠損創への移植実験

　術後3日目の固定用ガーゼを除去した時期では、EVPOME移植部・AlloDe皿゜移植

部ともに生着は良好であり、剥離されることはなかった。組織学的には・EVPOMEの上皮

細胞はほぼ連続して認められた。（図6）

　術後7日目では、肉眼的にはEVPOME移植部は範囲が縮小し、中央部に痂皮形成

が認められた。またAlloDerm回移植部は、創の範囲は縮小しないままに盛り上がった痂

皮が形成されていた。組織学的には、EVPOMEの重層上皮は一部は残存するが大部分

は脱落し、創は痂皮で覆われている。（図7）

継28開では、肉眼的にはEVP・ME移榔はAll・DermPt移榔と同様｝こ・周囲

よりやや陥凹してはいるが、表皮で覆われた状態となった。組織学的には・表層に角化

層を有する重層扁平上皮で覆われているが、周囲皮膚と比較すると・上皮脚は平坦であ

る。（図8）

（2）ヌードマウスの口腔内に作った口腔粘膜欠損創への移植実験

　移植後5日目でシリコン膜を除去したが、肉眼的にはEVPOMEは脱落することなくな

く生着していた。組織学的には、作製したEVP　OMEと同様な重層化した上皮層が連続

的にAlloDerm㊥上に観察された。周囲からは肉芽組織の増生が認められた。（図9）

　移植後7日目では、肉眼的にはEVPOME移植部は周囲とのステップがなくなり平坦化

していた。組織学的には、AlloDe皿⑪上の上皮表層が剥離、脱落する部分も認められた

が、数層の連続した上皮層が観察された。（図10）

　移植後14日目では、肉眼的にはやや白いが周囲粘膜と同様な性状を示し・上皮化が

観察された．繍学的には、周囲と同様の厚みを有した重層上皮層がAl1・De㎝回上に

観察された。AlloDerm⑪上の上皮は隣接する上皮とは違い、基底層と上皮下層との間に



裂隙が認められた。（図11）

　移植後21日目では、肉眼的には前方部には痂皮が認められるが、その後方は上皮化

した粘膜が周囲よりもやや白いが周囲粘膜と同様な性状で認められた。組織学的には、

さらに厚みを増し周囲と同様の厚みを有した重層上皮層がAlloDem●上に観察された。

上皮表層には角化層も認められる。しかしながら、AlloDerm⑪上の上皮は隣接する上皮と

は違い、基底層と上皮下層との間に裂隙が認められた。（図12）

　AIIoDerm⑤移植群では、術後14日目でも周囲組織より浮かび上がった状態で、白色

で脆弱な組織として認められる。組織学的には移植部分の上皮層は認められず、

AlloDem1回下層に炎症性細胞浸潤が多数認められた。（図13）

考察

　私たちが開発し、臨床応用しているEVPOMEは、これまでの研究より上皮細胞は増殖

活性が高く、移植材料には有利な性質を有していると考えられている6・7）。また

EVPOMEをマウス皮下へ移植し、　EVPOMEの生体内における動態を観察した研究では、

AlloDer　16単独を移植した対照群に比べ、　EVPOME移植群では上皮下に多数の血管

が新生されることを報告した8｝。さらにEVPOME培養液中の創傷治癒を促進する成長因

子放出量を測定することでEVPOME上皮細胞の増殖活性をモニタリング可能かどうかに

ついて検討する目的で、培養上清中の血管内皮細胞増殖因子（VEGF）を測定した結果、

AlloDerm⑪上に上皮細胞が重層化した状態が最もVEGF量の放出量が多いことも明らか

になっている。以上の研究から、EVPOMEは口腔粘膜再生を促進させる材料であると考

えられる。

　EVPOMEのもう一つの特色は、スローウィルスや狂牛病感染の危険性があるウシ由来

物質とヒト細胞へ異種動物DNAが導入される危険性のあるマウス細胞との共培養を培養

システムから除外したことである4｝が、足場に無細胞性ヒト真皮組織を粘膜上皮細胞の用



いたため、操作性が良好なことも特徴の一つである5）。口腔は狭いうえに複雑な構造を有

し、唾液に曝された湿潤な環境であるために、口腔内移植材料は良好な操作性を有する

必要があるが、従来報告されてきた培養粘膜シートはそれ単独では非常に脆弱で操作

性に問題があり、それに対しEVPOMEはその問題点を解決したものである。しかしながら、

実際にさまざまな症例に対して臨床応用した結果、これまでのex　viVOやin　viVOの実験レ

ベルでは予想していなかった部位別、症例別の口腔粘膜再生過程の違いを認めた・そ

のため本研究では、臨床でのEVPOME移植方法に近似した方法による動物移植モデル

を作製し、EVPOMEによる皮膚あるいは口腔粘膜再生過程を観察した。

　皮膚欠損部への培養皮膚移植モデルでは、移植後4週目で正常皮膚にほぼ近い状

態の皮膚になることが報告されている9）が、今回の結果では、術後3日目には確認できた

上皮細胞が術後7日目には大部分が脱落し、痂皮形成が進み、術後4週目には周囲皮

膚と肉眼的には同様な性状を呈してはいるものの、重層上皮の上飛脚は平坦化していた。

これは、EVPOMEを皮膚へ移植後、同部は痂皮形成した後脱落し、周囲から表皮が伸

びだしてくるのではないかと考えられた。

　口腔粘膜欠損創へのEVPOM・E移植では、術後EVPOMEが乾燥や痂皮の形成をする

ことなく生着した。これは口腔内が湿潤した環境であることが影響していると思われた。ま

た組織学的には、移植後5日目で観察される重層上皮は術後7日目で表層が脱落しては

いたが、術後14日目には周囲上皮と同様の厚さの重層扁平上皮を形成していた。術後

21日ではさらに厚さの増した重層扁平上皮が観察された。しかしながら、EVPOME移植

部と思われる上皮の基底膜には、標本作製、時に断裂したと思われる裂隙が認められ・周

囲の粘膜上皮より脆弱であると思われた。しかし一方で、この所見はEVPOMEの基底膜

が残存していることを示していると考えられるため、EVPOMEが生着する過程において・

EVPOMEの基底膜の存在は重要であると思われた。　EVPOME移植症例について・術後

に同意の得られた患者より、EVPOME移植部の細胞診あるいは生検を行った検討では・



固定除去後に上皮細胞が細胞診で確認され、術後18日目ではAlloDe㎝⑪が周囲組織よ

り吸収されつつあり、その上方の上皮は重層化した扁平上皮を示していた。術後28日目

ではAUoDem⑪はほぼ吸収され、上皮は周囲と同様の組織像が得られたIo）（図14）。この

ようにAlloDern⑪は術後28日でほぼ吸収されることがわかっているが、本研究の結果から、

A1loDerm⑪の成分である基底膜は残存し、上皮再生に関与していることが示唆された。ま

た、　AlloDermOPを移植した群は、　EVPOME移植後よりも炎症性細胞の浸潤が著しく、生体

からより排除される傾向にあり、EVPOMEはAlIoDe㎜⑪と比較し、口腔粘膜再生に有利で

あることが示唆された。今後はAlloDermOPではない材料を用いた培養口腔粘膜を作製し、

本モデルを用いた移植後の組織再生についてEVPOMEの場合と比較検討を行うことで、

口腔粘膜の再生における基底膜の関与とその重要性についてさらに検討を進めていき

たいと考えている。
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培養複合ロ腔粘膜（EVPOME）の作製法

ロ腔粘膜採取

看蕊

上皮細胞培養（無血清培地）

ロ腔粘膜組織片

図1：培養複合口腔粘膜（EVPOME）の作製法

約5㎜角の唯粘膜を採取し、繊片を0．03％トリプシン1夜により酵素処理を行い、細

胞単離後に血清添加のない培養液を用いて上皮細胞を培養する。予定される移植範

囲に十分な細胞数が得られた後、直径10mmの円形にトリミングしたヒト無細胞真皮

AlloDe㎜⑧に細胞を播種する。
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培養複合ロ腔粘膜（EVPOME）の作製法

AIIoDe㎜⑪上に細胞を播種し、4日間培養液内で培養

叢蕊姦叢灘
Day　4　equivalentのHE染色像

図2：培養複合口腔粘膜の作製法

AlloDe㎜⑪に細胞を播種してから4日間は48ウェルプレート内で、培養液に浸された状態

で培養する。組織学的はAlloDe㎜⑪の上に1、2層の上皮細胞が認められるようになる。
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　　培養複合ロ腔粘膜（EVPOME）の作製法

細胞播種後5日目からair／liquid　interfaceの状況下で培養

Day　l　l　equivalentのHE染色像

図3：培養複合口腔粘膜の作製法

トランスウェルインサート上に培養粘膜を移し、air／liquid　interfaceの状況下で1週間培養

を行う（Day　11　equivalent）。AIIoDem⑪の上に重層化した上皮細胞が認められるようにな

る。
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マウス皮膚欠損創へのEVPOME移植実験

材料と方法

1、ヒトロ腔粘膜よりEVPOME（Day　7－10equivalent）を作製

2、ヌードマウス（オス4，5週齢）の背部皮膚欠損創にEVPOME

　を移植

図4：マウス皮膚欠損創へのEVPOME移植実験

BALB／c（一）ヌードマウスの背部皮膚に直径10mmの皮膚欠損創を2箇所作製し、以下の群

に分けて同部へ移植した。

実験群（右側）：EVPOMEを移植

対照群（左側）：AlloDerm⑪を移植
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マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

材料と方法

1、ヒトロ腔粘膜よりEVPOME（Day　7－10equivalent）を作製

2、ヌードマウス（オス4，5週齢）の右側頬粘膜にEVPOME

　を移植

ピ ヨ

図5：マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

BALB／c（一）ヌードマウスの右側頬粘膜に3mm2の口腔粘膜欠損創を作製し、以下の群に

分けて同部へ移植した。

実験群：EVPOMEを移植

対照群：AlloDem⑱を移植
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マウス皮膚欠損創へのEVPOME移植実験

移植後3日目（ガーゼ除去）

蒙嚢i難馨i蕪

図6：マウス皮膚欠損創へEVPOME移植後3日目

術後3日目の固定用ガーゼを除去した時期では、EVPOME移植部、　AlloDem⑨移植部

ともに生着は良好であり、剥離されることはなかった。

組織学的には、EVPOMEの上皮細胞はほぼ連続して認められた。
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マウス皮膚欠損創へのEVPOME移植実験

移植後7日目

〉鞭t－一

図7：マウス皮膚欠損創へEVPOME移植後7日目

肉眼的にはEVPOME移植部は範囲が縮小し、中央部に痂皮形成が認められた。ま

たAIIoDe㎜⑳移植部は、創の範囲は縮小しないままに盛り上がった痂皮が形成され

ていた。組織学的には、EVPOMEの重層上皮は一部は残存するが大部分は脱落し、

創は痂皮で覆われていた。
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マウス皮膚欠損創へのEVPOME移植実験

移植後28日目

EVPOME移植

AUoDe㎜⑧移植
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図8：マウス皮膚欠損創へEVPOME移植後28日目

肉眼的にはEVPOME移植部はAlloDe㎜⑪移植部と同様に、周囲よりやや陥凹してはい

るが、表皮で覆われた状態となった。組織学的には、表層に角化層を有する重層扁平

上皮で覆われているが、周囲皮膚と比較すると、上皮脚は平坦である。
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マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

図9：マウスロ腔粘膜欠損創へEVPOME移植後5目目

移植後5日目でシリコン膜を除去した。肉眼的にはEVPOMEは脱落することなくなく生

着していた。組織学的には、作製したEVPOMEと同様な重層化した上皮層が連続的に

AlloDe㎜⑪上に観察された。周囲からは肉芽組織の増生が認められた。
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マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

移植後7日目

：×IOOy・・

図10：マウスロ腔粘膜欠損創へEVPOME移植後7日目

移植後7日目では、肉眼的にはEVPOME移植部は周囲とのステップがなくなり平坦化

していた。組織学的には、AlloDerm⑨上の上皮表層が剥離、脱落する部分も認められ

たが、数層の連続した上皮層が観察された。
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マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

移植後14日目
，鳶
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図11：マウスロ腔粘膜欠損創へEVPOME移植後14日目

移植後14日目では、肉眼的にはやや白いが周囲粘膜と同様な性状を示し、上皮化が観

察された。組織学的には、周囲と同様の厚みを有した重層上皮層がAlloDe㎜⑪上に観察

された。AIloDe㎜⑧上の上皮は隣接する上皮とは違い、基底層と上皮下層との間に裂隙

が認められた。
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マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

移植後21日目
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図12：マウスロ腔粘膜欠損創へEVPOME移植後21日目

移植後21日目では、肉眼的には前方部には痂皮が認められるが、その後方は上皮

化した粘膜が周囲よりもやや白いが周囲粘膜と同様な性状で認められた。組織学的

には、さらに厚みを増し周囲と同様の厚みを有した重層上皮層がAlloDe㎜Φ上に観察

された。上皮表層には角化層も認められる。しかしながら、AlloDerm⑪上の上皮は隣

接する上皮とは違い、基底層と上皮下層との間に裂隙が認められた。
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マウスロ腔粘膜欠損創へのEVPOME移植実験

AIIoDerm⑧移植後14日目

図13：マウスロ腔粘膜欠損創へAlloDerm⑧移植後14日目

AlloDem⑧移植群では、術後14日目でも周囲組織より浮かび上がった状態で、白色

で脆弱な組織として認められる。組織学的には移植部分の上皮層は認められず、

AlloDem⑧下層に炎症性細胞浸潤が多数認められた。
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EVPOME移植後の口腔粘膜治癒過程
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EVPOME移植後28日目

図14：EVPOME移植症例における治癒過程（模式図）

EVPOME移植後7日目では上皮表層は脱落するが、上皮基底層と基底膜は残存する。

術後28日目には上皮は周囲と同じ厚みの重層扁平上皮となり、AlloDerm⑪は吸収され

る。
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