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Development of Cel1 Sheet Technology in Regenerative Medicine and Its Future Prospects 

TeruoOKANO 

Institute of Advanced Biomedical and Science (TWlns)， Tokyo Women's Medical University 

We developed unique tissue culture dishes equipped with inner-bottom surfaces coated with the 

temperature-responsive polymer poly (N-isopropyl acrylamide) (PNIPAAm). The “intelligent surface" of these 

dishes possessed a hydrophobicity similar to regular tissue culture polystyrene dishes at 37
0

C. However， the sur-

face reversibly became hydrophilic at a lower temperature and spontaneously released the cultured cells as a 

single layer without the need for trypsin or EDT A， thus leaving the extracellular matrix (ECM) intact. All of the 

cultured confluent cells were harvested as a single contiguous cell sheet from the temperature-responsive cul-

ture dishes and were readily applied to other biological and non-biological surfaces. We proposed this novel sys-

tem of preparation， manipulation， and transplantation of cell sheets， called “cell sheet engineering." Human clini-

cal studies have been initiated for cell sheet engineering therapy using oral mucosal cell sheets for the treatment 

of cornea epithelium deficient disease and recovery from endoscopic submucosal dissension surgery for esopha-

geal epithelial cancer; we also succeeded in treating cardiomyopathy using myoblast cell sheets. Furthermore， a 

new strategy was required， and the construction of multi-layered cell sheets that have more than one type of cell 

was necessary to create the desired prevascular networks in three-dimensional biological constructs. 

区eyW ords: cell sheet， cell sheet regenerative medicine， multi-layered cell sheets， three-dimensional tissue recon-

struction， cell sheet automated production system 

1. 高分子化学からの医療研究のスタート

シリコーン膜に覆われた鳥かごの中の小鳥が水の

中で生きている写真を見たのは学部 3年生の時だっ

た.シリコーン膜は水を通すことなく水中の酸素を

透過させて小鳥が呼吸できるようにしていることに

感激したことを今も忘れることができない.私は高

分子を専門にする道を選び，高分子化学の篠原功教

授の研究室で卒論を書き，そのまま修士，博士の過

程を終え，工学博士となった篠原研究室は機能性

高分子をテーマに電導性高分子や感光性高分子をそ

の構造と機能の相関性を調べながら追究していた.

そのような中で，ポリ (2-ヒドロキシエチルメタクリ

レート)(PHEMA) はチェコ科学アカデミーで開発

され，水となじみ易い性質によりソフトコンタクト

レンズなどへの新しい応用が始まっていた.篠原先

生が私に与えたテーマはこの PHEMAの分子量を

制御するということ，そこから新しい親水性高分子

材料の特性を見出し医療への応用を考えるという

ものだった.私は片末端に反応基を持つ高分子の作

製のため，アミノエタンチオールと HEMAのラジ

カル重合により片末端にアミノ基を導入するテロメ

リ化反応の開発に成功したまた，光重合反応で疎

水d性のポリスチレン (PSt)の両末端にイソシアナー

ト基(これはアミンと極めて反応し易い)を導入す
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ることができたこれらの反応性高分子から

PHEMA-PSt-PHEMAという ABA型のブロック

コポリマーを合成することに成功した.親水性と疎

水性の性質の異なる高分子鎖を共有結合で結合させ

たもので， PHEMAとPStを単に混合したものと構

造と機能が大きく異なる興味ある特性を明らかにし

ていった.特に，私は表面にナノレベルで、親水性と

疎水性のドメイン構造(海-島型，ストライプ状など)

が形成されることを明らかにし この構造とぬれの

相関性を追究する研究を行った.

1970年代半ばに棲井靖久先生が東京女子医大心

研理論外科の教授に就任され，東大工学部鶴田禎二

教授との交流の中で 赤池敏宏先生が工学博士取得

後に，理論外科の助手として本学でバイオマテリア

ル研究を開始した.当時大学院の学生だ、った私は，

ABA型ブロックコポリマーをコートした時に形成

される表面のナノドメイン構造と血小板あるいは血

液との相互作用の研究を行い，ナノドメイン構造に

特有の血小板活性化の抑制効果があることを見出し

た博士取得後，棲井先生に医用工学研究施設の助

手のポジションを作って頂いた.抗血栓性材料の研

究は東京女子医大から，さらに後の Utah大に移籍

した後も続けられ，ウレタン表面にコーティングし

たABA型ブロックコポリマー表面は mVIVOで1

年以上にj度以単層の吸着タンパク質層を維持し

血栓ができない高度な抗血栓性を示すことを明らか

にした (Fig.1). この親水一疎水型のナノドメイン構

造の抗血栓性は抗血栓性材料の設計の重要な設計指

針となり，この領域の世界の研究に大きな影響を与

えた.David Grainger氏(現 Utah大教授)， Ki Dong 

Park氏(現韓国， Ajou大教授)を指導しながら，そ

の他優秀な学生達と研究を共にすることで科学技術

以外にも多くのものを学ぶことができた.

2. インテリジェントバイオマテリアルと生医学

応用への展開

東京女子医大で私は東大から来た片岡一則先生

(現東大工教授)と一緒に研究を行う機会を得て，研

究のかたわら，日本にバイオマテリアルの拠点を

作っていくことの必要性について毎日熱い意見交換

を行っていた.まだ医学や薬学の世界ではバイオマ

テリアルの重要性は認識されておらず，お互い恵ま

れない研究環境からの助手としてのスタートであっ

た.高分子構造と機能を明確にするためのバイオマ

テリアル研究を行う拠点作りを目指して，東大工，

早大理工，上智大理工，農工大工，理科大薬などか

ら外研生として来る学生達と研究に取組んだ.真の

医学と工学の融合に向った活動を開始した.

今日まで東女医大に工学系から多くの学生達が研
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Fig. 2 Control of the swelling-deswelling response by the network structure design 

究に来ており，新しいタイプの研究者養成が実行さ

れ.1つの拠点化が具体的に進められた一緒に研究

した学生や研究者達が今日の日本のバイオマテリア

ルのアカデミアのみならず，産業界でも傑出した成

果を上げ，社会に貢献しているのは私にとっても大

きな誇りとするところである.私は材料の構造一機能

の相関からさらに構造-情報一機能という関係に向う

研究の重要性を考えていた.どのようにしたら材料

研究の中に情報という概念を導入することができる

のだろうか? 長い思考の中で私は刺激応答材料を

考えた.外部からの物理信号に応答して構造および

機能を変化させることのできる材料である. Utah 

大では世界初の埋め込み型人工心臓を患者に利用す

るプロジェクトがJarvik教授. Kolff教授が進めて

いたこの材料部門を SWKim教授が担当してお

り，バイオマテリアルの幕開けを精力的に目指して

いた私が注目したのは， Kim教授の研究で糖鎖修

飾したインスリンとコンカナバリン Aとの複合体

を作り，外部のグルコース濃度に応答して糖鎖修飾

インスリンが放出させる自己制御型のドラッグデリ

バリ ーシステム (DDS)の石汗究であった.私はこの

プロジェクトに参加しながら 温度に応答して薬物

放出を ON-OFFする DDS研究をスタートさせた.

ポリ (N-イソプロピルアクリルアミド)(PI-

PAAm)は32
0

Cに下限臨界相転移を示し， 32
0

C以上

で、は脱水和して水に不溶解して沈殿を起こすのに対

し， 32
0

C以下で、は水和して水に溶解する高分子であ

る.こ の高分子に注目した薬の透過の ON-OFF制

御，放出の ON-OFF制御をゴールに研究をスター

トした. N-イソプロピル基を種々疎水d性の異なるア

ルキル基で置換した三次元架橋ゲルの研究から，低

温側ではアルキル基が水側と接触する不安定な構造

となるが，アミド基に強い水和が生起し高分子鎖

は大きくヲ|き延ばされた構造となる.この不安定な

疎水性水和が急激な相転移を引き起こすものと考え

られた温度応答性の設計には親水性基と疎水性基

の位置，構造などのバランスが極めて重要であるこ

とを示した.三次元ゲル膜に適度な強度を与え，取

り扱い易くするため PIPAAmとブチルメタクリ

レート (BMA)とのコポリマーゲルの膜を作製し

物質構造の完全な ON-OFFを実現させた韓国か

ら大学院生で来た YouHanBae氏(現 Utah大教

授)の頑張りで研究は大きく進んだ1) 数年のアメリ

カでの研究活動から 1988年に東京女子医大・医工

研に再び、戻って外部刺激応答材料すなわちインテリ

ジェント材料に焦点を当てた研究を始めた.早大酒

井研からの吉田亮氏(現東大教授)らの学生の参加

で研究が進められ薬の放出の完全な ON-OFFの

研究へつなげていくことができた.三次元架橋され

た高分子ゲルは不溶化しその膨潤/収縮を変化させ

るが，その変化時間の速度は高分子鎖の拡散に依存

するため，材料の大きさを!とすると Fに反比例す

る.私はグラフト型三次元架橋構造(Fig.2)を考え，

自由末端鎖をゲル内に導入した.この自由末端鎖の

温度変化に対する素早い水和/脱水和変化を利用し

て新しいゲルの膨潤/収縮速度の制御，設計に新しい
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考え方を示すことができた2) インテリジェント材

料の効果的に機能変化する特性を生医学領域で発揮

させるために各種材料表面のみに化学的あるいは物

理的に温度応答性高分子を固定するプロジ、エクト，

特に自由末端鎖を巧みに利用する方向に研究を展開

して行った.特に. 1988年にスタートさせた PI-

PAAmのPSt(培養皿)表面上での超薄膜ゲルは

37
0

Cで細胞が接着，培殖しこれを 20
0

Cに温度低下

させるだけで，細胞膜構造，機能を損うことなく剥

離・回収することを見出した3)4)この研究が今日

の細胞シート工学による再生治療の実現を可能にす

る第 1歩となっている.青柳隆夫氏(現物質材料機

構ディレクター)と菊池明彦氏(現理科大教授)ら

は助手から講師，准教授として長くインテリジェン

ト材料研究の基盤作りに尽力してくれた表面の親

水性/疎水'性を温度変化できる材料とその技術は，新

しい応用を次々に実現して行くものと考えた疎水

性クロマトグラフィーは固体表面と分離対象物質の

疎水性相互作用の大きさで分離し その相互作用の

大きさは，アセトニトリルなどの有機溶媒で変化さ

せて，できるだけ短時間で効率よく分離している.

しかしタンパク質や細胞などは，有機溶媒を用い

るためにこの手法で分離できない.そこで，表面の

疎水性の大きさを温度で調節し インテリジェント

表面を用いて有機溶媒を用いない水系の疎水性クロ

マトグラフィーを実現した.慶応大薬 金津秀子教

授と長年にわたり共同研究を行い 疎水性のみなら

ず，電荷，立体構造などの温度変化の利用を可能に

する新しいクロマトグラフィーを次々に実現した.

小林純講師，長瀬健一講師を中心に早大，慶大，理

科大の学生達が長い間頑張り続けてくれている.

3.再生医療のフレイクスルー技術の創出

20世紀にバイオ医薬人工臓器移植医療は大き

く発展した 21世紀の先端医療として再生医療/組

織工学治療は医療の発展の流れの中で必ず重要とな

ることを考え.DDSから徐々に研究をシフトさせて

いく方針を固めていた.1995年文科省の未来開拓プ

ロジ、ェクトが開始され，私は再生医工学プロジェク

ト.r再生医工学のためのバイオマテリアル」のプロ

ジェクトリーダーとして組織工学の飛躍を目指し

た.約 2億円 x5年のこのプロジェクトでは，ポスト

ドクターや研究者を雇用することが可能であった

これにより，細胞生物学者の大和雅之氏(現本研究

所教授).プロジ、エクト後半で、循環器内科医の清水達

也氏(現本研究所教授)らが参加してくれることに

なり， どんな細胞でも確実に細胞シートが作製，剥

離，移植ができるべく研究プロジ、ェクトを大きく飛

躍させることができた特に培養皿を電子線照射装

置で作製する方法がほぼでき 後のセルシードとい

うベンチャーへの技術移転の基盤ができ上がった

培養で単層化させた細胞シートはその片面にある

フイブロネクチンやラミニンなどの接着タンパク質

を保持したまま剥離することができる.これにより，

移植や積層化させて三次元の組織・臓器を作る新し

い再生医療の革新技術に向けて工学と医学の融合す

る体制を作りながらの挑戦が続けられ，国内外で高

い評価を受けている5)-8)

細胞シートは Fig.3に示したように，スタンプを

利用して細胞シートを温度応答性培養皿から温度低

下により剥離，スタンプ面に物理的に吸着(大量の

培養液で剥離できる)させることができる9) この操

作を繰り返すことで，積層化した三次元組織を作製

することができる.例えば，新生児ラットの心筋細

胞シートは拍動同期しているが，二つの細胞シート

を重ね合わせて重層化すると.30'"'-'35分で二つの細

胞シート聞にギャップジヤンクションが形成し拍

動同期する.さらに，積層化させた時も 30'"'-'35分で

ギャップジヤンクションができることを明らかにし

ている.長期に安定に機能する三次元組織は人類未

踏の重要な科学技術課題である.通常，細胞が密度

高く凝集された構造体は 100μm以上の厚さになる

と酸素と栄養が拡散で十分に供給できなくなるた

め，壊死が生起する.これを回避するためには，毛

細血管を人工組織内にはり巡らせる必要がある.

我々は，心筋細胞シート作製の時にほぼ 10%程度の

内皮細胞を共培養することで，培養数日で内皮細胞

のヒモ状のネットワークが細胞シート内に形成され

ることを観察した.さらに，この細胞シートを三層

積層化させた人工組織をラットの皮下に移植する

と，ラットの体内毛細血管が人工組織中の内皮細胞

ネットワークと結合し 4'"'-'8時間で人工組織内に血

流が認められたしたがって.3層を 1組にし毛細

血管をつなぎながら 4'"'-'8時間のインターバルで積

層化することで厚い組織(30層の厚さ 1mmの組織)

を作製することに成功した.in vitroでも大腿部の動

脈と静脈の付いた筋組織をフラップとして取り出

し，この上に invivoと同じ方法で厚い組織を作り上

げることに成功したサまた 完全に人工系のモデ

ルとして，コラーゲンのブロックの中に 200μmの流

路を作製し，この中に培養液を流して，人工血管床
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Fig. 3 Fabrication of cell sheet layered three-dimensional tissue 

とした研究を進めた.この系でも毛細血管がつなが

か 順次厚くすることで厚い組織作りに成功した

このモデルは，肝臓や1膝草臓などの再生臓器モデデ、ルの

作製につながるものと今後の発展に大きな期待カが宝か

けられている日

4. 細胞シート再生医療の臨床応用の実現

細胞シートによる再生医療を臨床的に応用するま

でには，およそそれぞれのプロジェクトで 10年の年

月を費やしている.培養，細胞シート作製，剥離，

移植を確実にできるように技術を完成しておくこと

が必要であり，培養中あるいは移植後でのガン化(体

性細胞がガン化したり し易くなるケースはなかっ

た)，無菌性を中心とする安全性の確認をまず完成す

ることが必須である.さらに，安全性に加え，効果

を治療モデル，移植による確認を行いながら，小動

物から大動物実験に進む.さらに大学の倫理委員会

の承認に加え，必ずしも規制が整備されていない中

で固からヒト幹細胞の臨床研究の指針に基づく審査

を経て承認を得る必要がある.研究者の長い挑戦と

それを可能にする拠点整備を行いながら， Fig.4に

示す 7つの領域でヒトの治療を開始するに至った.

また，肝臓，勝臓に関する再生医療の準備を着実に

行っている.2004年に阪大眼科西田幸二教授と角膜

移植でしか治すことのできない角膜上皮幹細胞疲弊

症の 4人の患者の口腔粘膜細胞シート再生医療を行

い，その1.5年のフォローアップデータを基に New

England ]ournal1勺こ細胞シート再生医療を発表し

た.この世界初の画期的な再生治療に世界の注目が

集まり，セルシードがフランスで治験をスタートし

たものの，その後のヨーロッパの認可制度の変更な

どがあり，一時休止した状態となっている.この人

類に貢献する再生医療の普及を目指した私達の挑戦

が続いている.

食道の上皮癌患者の内視鏡的切除は効果的である

ものの，切除範囲が大きくなると術後の狭窄が問題

であり，多数回のバルーンを用いた大きな痛みを伴

う拡張術が必要である.本学消化器外科の大木岳志

講師は 2000年代半ばに大学院生として本研究所に

籍を置き，口腔粘膜細胞シートを食道上皮ガンの内

視鏡的切除後に移植して，狭窄防止と治療促進を行

う細胞シート再生医療を創出した.さらに 2008年よ

り本学消化器外科 山本雅一教授のもとで臨床研究

を行い， 10人の患者の再生治療を成功させたこれ

らの基盤から臨床に至る従来の医学部，理工学部の

枠を超えた取組みは 2007----2016年の 10年の長期プ

ロジェクト「再生医療本格化のための最先端技術融

合拠点」で支援され，これにより始めて可能になっ

ており，従来にない医療革新の新しい挑戦を可能に
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Fig. 4 Current targets for the development of cell sheet tissue engineering 

した.また， 2008~2013 年に内閣府先端医療開発特

区 (スーパー特区)1細胞シートによる再生医療実現

プロジ、エクト」が承認され，東京女子医大，東北大，

国立成育センター，長崎大での従来の病院間の壁を

取り払った再生医療の多施設共同研究が推進され

た角膜，心筋，歯根膜，軟骨，食道，中耳のプロ

ジェクトでヒト臨床研究で世界初の成功を達成し

た.

大学で次々に生み出された新しい治療法をそれぞ

れ長い基礎研究，前臨床研究の過程を経て安全性と

効果を小動物から大動物で検証しながら，ヒトに応

用する世界にもユニークな拠点を作る挑戦の中で研

究が大きく発展している.スーパー特区の中で阪大

(津芳樹教授)，東京女子医大(山崎健二教授)，東大

(小野稔教授)がテルモのスポンサーで心筋再生治療

の治験を開始し成果を上げている.ま た，東京女

子医大での食道ガンの内視鏡的切除後の口腔粘膜細

胞シート移植による 10例の臨床研究に続いて長崎

大の患者の細胞を東京女子医大に空輸し培養加工

して細胞シートを作製後にこれを長崎大に再び空輸

して再生治療するプロジェクトが着実に進んでい

る.現在 8例の患者の再生治療を成功させている

歯根膜細胞シートは石川烈教授と東医歯大時代から

共同研究をスタートさせ， 2006年に定年後に本研究

所客員教授，招待教授，顧問として岩田隆紀特任講

師を後継者に育てながら本学での臨床研究を 2011

年から開始し 2014年 10例の患者の再生治療を終

了させた今後， 1人でも多くの患者を治療すべく本

研究所の挑戦は続いている.東海大整形外科の佐藤

正人教授は自己軟骨細胞シート移植で硝子軟骨が再

生でき，荷重に強い軟骨再生治療を目指した臨床研

究をスタートさせて成果を上げている.ま た，他家

細胞移植が可能であることから 他家軟骨細胞移植

の前臨床研究を終え，臨床研究をスタートさせる段

階になっている.今後の大きな細胞シート再生医療

の発展を目指した取組みが進められている. 2008~ 

2013年に内閣府の最先端研究プログラムが始まり，

30人の研究者が選抜されその 1人に選んで頂く幸

運を得た.細胞シートで多くの患者を救済するには，

大量の細胞シートをロボットを内蔵した全自動製造

システムで安全に 再現性よく低コストで生産する

ことが必ず必要になると考え 従来の医学部の枠を

超えた取組みを行ってきた.特に，このプロジ、ェク

トでその飛躍を目指した研究推進を行った.本年度

で研究プロジェクトは終了し， Fig.5のような新し

い細胞シート組織ファクトリーを作り上げることが

できた今後の再生医療が手作業から自動化へ，自

家細胞から他家細胞へ向けた新しい挑戦を世界に先
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Fig. 5 Automated cell sheet tissue production system by a tissue factory 

駆けてその産業化を目指して行きたいと考えてい

る.苦しむ多くの患者を治すための産業化の基盤が

着実に築き上げられている.

おわりに

私の学生から始まった高分子化学を基盤とするバ

イオマテリアル研究が多くの生物化学者，医師との

共同によって新しい細胞シート技術を創出，発展さ

せ， 21世紀の再生医療世界を具体化させることがで

きた私の 40年以上に渡るこの素晴らしい東京女子

医大， Utah大学，国内学会，国際学会の中でのユニー

クな研究教育活動ができたことを誇りに感じ，深く

感謝している (citation46169， h-index 114， 2014 

年 6月).次の時代の優れた医師・研究者・産業界の

人達にバトンを上手に渡していければと考えてい

る.

早大篠原功先生，東大鶴田禎二先生，東京女子医

大棲井靖久先生， Utah大 SungWan Kim先生，オラ

ンダ Twente大Jan Feijen先生という得がたい師

と巡り会え，その他多くの先生方のご指導とご支援

を頂きました.これにより，私の研究者としての形

が少しずつでき上がったように思います.東大片岡

一則教授とは苦しい中 いろいろな形で今日まで研

究者としてのみならず良き友として新しい科学技術

の世界作りに併走できたこと，多くの友，後輩に恵

まれて今日まで目標を見失うことなく研究を続けら

れました.心からの感謝を申し上げます.

著者は株式会社セルシードの創設者および取締役で

あり，同社は東京女子医大から技術と特許のライセンス

を得ている.また，著者は株式会社セルシード社の株主

であり，東京女子医大は株式会社セルシード社から研究

費を受領している

著者は株式会社ナノキャリアの創設者および取締役

であり，同社は過去に東京女子医大から技術と特許のラ

イセンスを得ている.また著者は株式会社ナノキャリ

アの株主であり，東京女子医大は株式会社ナノキャリア

から過去に研究費を受領している
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