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研究成果の概要（和文）：体内で任意の形状の移植用組織体を作製する「生体内組織形成術」にて犬のバイオシ
ートおよびバイオチューブを作製し、膀胱および尿管への移植評価を行った。
バイオシートおよびバイオチューブともに移植手術中に縫合による亀裂や損傷は認められず、移植操作性は良好
であった。画像検査にて、バイオチューブは移植後3週目までに閉塞を認めた。一方、バイオシートは移植後12
週目まで膀胱壁の破綻、石灰化および結石形成は認められず、組織学的検査にて、粘膜面が移行上皮により被覆
され、αSMA陽性細胞が認められた。

研究成果の概要（英文）：In-body tissue architecture technology was a novel and practical technique 
for regenerative medicine based on the tissue encapsulation phenomenon of foreign materials in 
patients. In this study, we prepared sheet-like collagenous tissues called "Biosheets" and tube-like
 collagenous tissues called "Biotubes" as reconstruction materials for urinary bladder and ureter. 
Each of Biosheets and Biotubes were implanted in the urinary bladder or ureter without damage at 
macroscopic levels to the tissues. Abdominal ultrasonography showed the occlusion of Biotubes until 
3 weeks after implantation. Meanwhile, no disruption of Biosheets was observed until 12 weeks after 
implantation. Histological analyses revealed the luminal surface of Biosheets were covered with a 
multicellular layer of urothelium cells and αSMA positive muscle cells were observed at the margin 
of Biosheets at 12 weeks after implantation.

研究分野： 獣医外科学

キーワード： 泌尿器疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内組織形成術にて作製した移植用組織体は、サイズや形状の自由度が高く、比較的安価に提供できることか
ら、伴侶動物の泌尿器治療に応用できる可能性がある。本研究では、自己の細胞やマトリックスから構成された
バイオシートおよびバイオチューブが、膀胱および尿管において良好な移植操作性を有することを示した。また
バイオシートは伴侶動物の膀胱再建において、経済性に優れた移植用組織体となり得る可能性を示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
1．膀胱腫瘍の外科的治療に対する課題 
伴侶動物に発生する癌のうち、膀胱腫瘍は 90％以上が悪性腫瘍である。根治治療として腫瘍

の切除が望まれるが、腫瘍の浸潤が強い場合や、腫瘍により尿路の閉塞が生じている場合は、腫
瘍の切除および尿路閉塞の解除に伴い広範な泌尿器組織が欠損する。生体材料を用いて膀胱お
よび尿管を再建することが理想的な治療法の一つではあるが、伴侶動物に有用な生体材料は少
なく、膀胱の全切除を行った後に、残った尿管を膣や皮膚に開口させる尿路変更術が行われるこ
とが多い。尿路変更術は伴侶動物への侵襲が大きく、手術後の皮膚の尿やけや尿路感染等によっ
て伴侶動物の生活の質が大きく低下することに加え、飼い主の負担が大きいことが問題である。
また、尿管の再建が必要となった場合は、金属や樹脂製の人工材料を用いて腎臓と膀胱をバイパ
スする尿路再建術が米国獣医内科学会で推奨されているが、人工材料による異物反応、バイパス
内での結石形成および感染などの合併症が報告されている。 
 

2．生体内組織形成術による組織体の応用 
生体内組織形成術は、体内を培養場として生体内に鋳型を埋入することで、任意の形状の移植

用組織体を患者体内で作る手法である（Nakayama et al. Cell Transplant 2004）。従来の組織
工学に基づく再生医療技術では、煩雑で感染の危険性を有し長期間を必要とする細胞培養操作
が必須であるが、本技術では患者の皮下に鋳型を埋入するだけで、通常の生活を送りながら自然
と組織体ができあがり、自己の細胞やマトリックスのみからなる組織体は自己の移植用組織体
として理想的である。生体内組織形成術にて開発された自己組織由来組織膜、代用血管および代
用心臓弁などは、心臓弁および血管などの循環器系組織、角膜、気管など広い治療分野に応用さ
れつつあるが、これまでに犬の膀胱および尿管への移植評価は行われていない。 

 
２．研究の目的 
膀胱腫瘍の切除および尿路閉塞の解除に伴い広範な泌尿器組織が欠損する場合、生体材料を

用いた尿路の再建が理想的であるが、人医療で利用される生体材料は高価であり、サイズが大き
く異なること等の理由から伴侶動物の臨床応用に至っていないのが現状である。そこで、本研究
では、生体内組織形成術にて、自己の細胞から構成される膀胱用の移植用組織体（バイオシート）
および尿管用の移植用組織体（バイオチューブ）を作製し、犬の膀胱および尿管への移植評価を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法  
1．デザイン工学的な組織形成制御能の確立 
円柱形状の鋳型を皮下に埋植することで得られるバイオシートおよびバイオチューブは、壁

厚が 0.1 mm 未満と極めて薄くなることから、本研究では、作製する「型」の寸法を敢えて大き
くするデザイン工学的な組織形成制御を行い、バイオシートおよびバイオチューブの作製を行
った。シリコン製心棒とそれを覆うスリット形状の異なる 3 種類の外筒から形成された円筒状
の鋳型を 3D プリンタ（ProJet 3510 HD Plus、3DSystems、Rock Hill、SC）にて作製した。鋳型
A は、シリコン製円柱基材（上端外径 20mm、下端外径 20 mm、中
央外径 19 mm、高さ 80 mm）を、幅 1 mm のドット状のスリット
が入ったステンレス製円筒基材（外径 20 mm、高さ 80 mm）で覆
う形状とした（図 1‐A）。鋳型 B は、シリコン製円柱基材を、幅
2 × 15 mm のボックス状のスリットが入ったステンレス製円筒
基材によって覆う形状とした（図 1‐B）。鋳型 Cは、シリコン製
円柱基材の両端にアクリル製のキャップを装着し、その両端のキ
ャップに円柱との間隙が 1 mm となるように太さ 1 mm のステン
レス線を 18 本挿入し、幅 5 × 70 mm のライン状のスリットが
入った鋳型を作製した（図 1‐C）。作製した各鋳型を全身麻酔下
にて、ビーグル犬の皮下に埋植した。次いで、形成された組織体
を10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定し、パラフィン包埋した後、
3-5 μmに薄切してヘマトキシリン・エオジン染色（HE 染色）お
よびマッソントリクローム染色を行った。力学的評価は、寺澤ら（Terazawa et al. J Biomech 
2020）の方法に準じて行った。強度試験機（EZ-LX、島津、京都、日本）を用いて単軸引張試験
を行い、強度を示す破断荷重ならびに単位破断荷重、物体の弾性を示す弾性率を算出した。組織
厚は、光干渉断層計（OCT; IVS-2000、 サンテック、 愛知、日本）を用いて測定した。組織体
は長軸方向および単軸方向のそれぞれ 3 サンプルずつ測定した。 
 
 
 



2．膀胱および尿管への移植評価 
全身麻酔下で鋳型をビーグル犬 4頭の背部皮下へ埋植し、8週間後に鋳型を摘出することでバ

イオシートを作製した。全身麻酔下にて、ビーグル犬の剣状突起から恥骨前縁にかけて剪毛、消
毒した後に、臍から恥骨までの後腹部正中切開を行った。膀胱を腹腔外へ露出させ、膀胱尖部お

よび膀胱体部の左右に 4-0
ポリジオキサノン（モノプ
ラス、ビーブラウンエース
クラップ、東京、日本）にて
支持糸をかけた後、尖刃メ
スを用いて膀胱体部腹側に
2 × 2 cm の膀胱壁全層の
欠損を作製した（図 2－A）。
70%エタノールに浸漬した
バイオシートを欠損領域に

合わせて成型し（図 2‐B）、4-0 ポリジオキサノンを用いて膀胱壁と並置縫合して欠損を整復し
た（図 2‐C）。整復した膀胱欠損部に大網を被覆後、閉腹した。移植後は、ブプレノルフィン（10 
μg/kg SC、日新製薬、山形、日本）による 3日間の疼痛管理を実施した。 
バイオシートの作製と同様に、全身麻酔下で鋳型をビーグル犬 3頭の背部皮下へ埋植し、3種

類のバイオチューブを作製した。バイオチューブ Aは内径 3 mm、壁厚 0.5 mm（図 3－A）、尿管
開口部への移植を考慮し片側が広径のバイオチューブ B は内径 3-15 mm、壁厚 0.5 mm（図 3－
B）、ポリ乳酸ステントをバイオチューブ壁内に組み込んだバイオチューブ Cは内径 4 mm、壁厚
2 mm（図 3－C）であった。各バイオチューブは、移植時に 15 ㎜に成型した。バイオチューブ A
および C は、全身麻酔下にて
腹部正中切開を行い、尿管を
膀胱近位で離断した後にバイ
オチューブと尿管の端々吻合
を行った。片側が広径のバイ
オチューブ B は、尿管を膀胱
近位で離断し狭径側を尿管と
吻合した後に、膀胱尖部に切
開を加え、バイオチューブの広径側と膀胱切開部の吻合を行った。 
移植後 3日間は、一般身体検査として、体温、心拍数、呼吸数、体重の測定、心音、呼吸音、

可視粘膜の色調、脱水の有無、体表リンパ節の評価、術創の状態の評価を行った。その後は、移
植後 1、2、3、4、8および 12 週目に一般身体検査、尿検査、腹部超音波検査ならびに排泄性尿
路造影検査を実施した。尿検査では、尿道カテーテル（アトム栄養カテーテル 8 Fr、アトムメ
ディカル株式会社、埼玉、日本）を外尿道口から挿入して尿 5 ml を採尿し、尿比重測定および
尿試験紙検査、尿沈査の顕微鏡検査を実施した。尿比重測定はポケット犬猫尿比重屈折計（アタ
ゴ株式会社、東京、日本）、尿試験紙検査は自動分析機（Clinitek STATUS、シーメンスヘルスケ
ア株式会社、東京、日本）および尿試験紙（N-マルチスティック SG-L、シーメンスヘルスケア株
式会社、東京、日本）を用いて実施した。尿検査では、移植前後における尿中の炎症反応および
感染の有無について評価した。超音波検査では、超音波診断装置（Aplio XG scanner、東芝メデ
ィカルシステム株式会社、東京、日本）の腹部コンベックスプローブを用い、膀胱壁の破断や、
膀胱内における結石形成、血腫、石灰化などの合併症の有無および尿管の開通性について評価し
た。排泄性尿路造影検査では、X線診断装置（CARESTREAM DRX-1 system、ケアストリームヘル
ス株式会社、東京、日本）を用いて、管電圧 75 kV、管電流 320 mA、撮影時間 12 ms の撮像条件
で、下腹部の腹背像および側面像を造影剤投与前（pre）および造影剤投与 1 分後、5 分後、10
分後、15分後、および 20分後に撮像した。造影剤はイオヘキソール（2 ml/kg、オムニパーク、
第一三共、東京、日本）を用いて、撓側皮静脈から投与速度 1 ml/秒で投与した。排泄性尿路造
影検査では、造影剤の漏出の有無や、膀胱の形態および拡張能を評価した。 
観察期間終了後、全身麻酔下でバイオシートおよびバイオチューブを採材した。採材した組織

は 10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定後、パラフィン包埋し、3-5 μmの薄切標本を作製した。
薄切標本には HE染色および免疫組織化学染色を実施した。HE染色では、バイオシートへ遊走し
た細胞や、炎症反応および異物反応などについて評価した。免疫組織化学染色では、α-smooth 
muscle actin （αSMA）を用いて、バイオシートへ遊走した細胞のαSMA 発現について評価した。
免疫組織化学染色では、作製した薄切標本を脱パラフィン後に、0.01 M クエン酸緩衝液（pH 6.0）
中で 20 分間マイクロウェーブ処理することで賦活化を行った。１％牛血清アルブミン含有 PBS
を用いてブロッキングを行った。1 次抗体には 60 分、室温条件下で、マウスモノクローナルα
SMA 抗体（1:200、Abcam、Cambridge、United Kingdom）を用い、2次抗体には 120 分、室温条件
下で、ウサギ抗マウス IgG ポリクローナル抗体（Alexa Fluor 594、1:1000、Abcam、Cambridge、
United Kingdom）を用いた。その後、40, 6-ジアミジノ-2-フェニルインドール（DAPI、Life 
Technologies、Carlsbad、America）による核染色を行なった。 
 
 



４．研究成果 
1. デザイン工学的な組織形成制御能の確立 
ビーグル犬 3頭の背部皮下に、作製した鋳型を 8週間埋植した。スリットの小さい鋳型 A お

よび B によって作製した組織は亀裂や欠損が生じており、均一なシート状の組織が形成されな
かった。最もスリットの大きい鋳型 C では、鋳型の間
隙に亀裂や欠損などは認められず、組織形成のブース
ターとなる柵状構造で全周を囲ったことで、内部の基
材と外周の柵との隙間を皮下結合組織が完全に埋め、
導管を形成していた。その内部には導管とシームレス
に一体化した組織体が形成されていた。形成された組
織体の厚さ平均は 0.72 ± 0.17 mm であった。組織学
的検査にて、組織体は主に線維芽細胞から構成されて
おり（図 4－A、B）、炎症細胞や血管は認められなかっ
た（図 4－C、D）。単軸引張試験では、破断荷重は 12.19 
± 4.96 N、単位破断荷重は 2.30 ±1.09 N/mm、弾性率
は 19.91 ± 6.00 MPa であり、強度および弾性に異方
性は認められなかった。 
 
2．膀胱および尿管への移植評価 
 バイオシートは、移植手術中に膀胱との縫合による亀裂や損傷は認められず、移植操作性は良
好であった。観察期間を通して犬の一般状態は良好であり、血尿や排尿障害は認められず、尿検

査において、感染や炎症を疑う所見は認められ
なかった。画像検査において、移植前と比較し、
移植後 12週目まで、膀胱壁の破綻、結石形成お
よび石灰化は認められず、膀胱の拡張や収縮に
異常は認められなかった（図 5）。 
バイオチューブは、作製した 3種類ともに移

植手術中に尿管および膀胱との縫合による亀
裂や損傷は認められず、移植操作性は良好であ
った。しかし腹部超音波検査にて、移植後 3日
目から3週目ま
でにそれぞれ
のバイオチュ
ーブにて閉塞

が認められ、肉眼的観察にて管腔構造の圧排が認められた。 
バイオシートは移植後 4週目（図 6－A、B）および 12週目（図

6－C、D）に採材された。肉眼的観察ではバイオシートの破断や
結石形成、石灰化などは認められなかった。組織学的観察では、
移植後 4週目および 12週目においてバイオシートの粘膜側は生
体膀胱部と同様の尿路上皮により被覆されており、その直下では
血管新生が認められた（図 7）。また、バイオシート上に形成さ
れた粘膜下組織への炎症細胞の浸潤は認められなかった。移植後
12 週目までバイオシートは完全には分解されず、バイオシート
と膀胱の境界部では、生体筋組織からバイオシートに向けて遊走した好酸性の細胞質を有する
間葉系細胞が認められ、それらはαSMA に陽性を示した（図 8－A、C）。また、バイオシートの中
央部では、微小血管が多数認められ、αSMA に陽性を示した（図 8－B、D）。バイオシート内への
炎症細胞や異物巨細胞の浸潤、壊死、石灰化は認められなかった。 
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