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研究成果の概要（和文）：生体内組織形成術により生体に非吸収性の鋳型を埋入して作成されるbiosheetは、横
紋筋や平滑筋の再生が可能である。本研究ではbiosheetの細胞・タンパク質を含むゲルを作成し、注入療法によ
る筋肉再生を目指した。
まずマウスのbiosheetの細胞やタンパク質を解析し、間葉系幹細胞(MSC)や肝細胞増殖因子の増多を確認した。
次にbiosheetの細胞を生分解性ゲルに懸濁し、MSCを含む多能性再生幹細胞含有ゲルを作成した。これをマウス
腹直筋損傷に局注したが損傷14日後までに筋再生効果は認めなかった。biosheetのMSCを単離・懸濁したゲル、
タンパク質を含むゲルの開発など改良が必要と考えた。

研究成果の概要（英文）：Biosheets fabricated using in-body tissue architecture are reported to be 
able to induce regeneration of striated muscle and smooth muscle. The purpose of this study is to 
develop an injectable gel which contains cells and proteins of biosheets and to induce regeneration 
of muscular tissue.
First, we analyzed cells and proteins in biosheets and detected increase of factors which are 
related to tissue regeneration such as mesenchymal stem cells (MSCs) and hepatocyte growth factor. 
Next, cells were isolated from biosheets and were suspended in biodegradable gel. The gel was 
injected to injured rectus abdominis muscles of mice generated by injection of cardiotoxin. However,
 accelerated reconstitution of muscular tissue could not be achieved until 14 days after injury. It 
was suggested that development of gels which have more MSCs or proteins extracted from biosheets are
 required to achieve engineering of muscular tissue.      

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
biosheetの細胞を含む多能性再生幹細胞含有ゲルは、本研究ではその筋肉再生効果を実証できなかった。しか
し、ゲルの開発過程でbiosheetの細胞やタンパク質を解析し、間葉系幹細胞や肝細胞増殖因子など組織再生に関
与する因子の存在を確認した。今後は本研究で得られた知見をもとに、これらの因子を精製し濃度を高めたゲル
を作成することで、筋肉再生能を有するゲルの開発を目指している。biosheet由来成分を含むゲルによる筋肉再
生が可能となれば、胃食道逆流症や鎖肛術後の便失禁など筋肉の低形成・機能不全を有する小児外科疾患に対
し、注入療法による筋肉再生という新しい低侵襲な治療法を提供することが可能となる。

※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 
 直腸肛門奇形では新生児期・乳児期に肛門形成術が施行されるが、先天的に外肛門括約筋が低
形成であるため、直腸内に便を十分に保持できず、術後患者の 70-80%に便汚染を、半数に便失
禁を伴うとされる。浣腸や洗腸による排便コントロールが困難な場合は肛門括約筋形成術が行
われるが高難易度で侵襲も大きく確実な効果が得られない 1)。胃食道逆流症は、重症心身障害児
にしばしば合併し、重症例では逆流性食道炎による出血や誤嚥性肺炎を繰り返す。下部食道括約
筋が機能障害を有するため異常な一過性弛緩を起こし、胃内容が逆流すると考えられている。外
科的に噴門形成術が行われるが、重症心身障害児には侵襲が大きく、術後の再発も 10-20％と高
い 2)。 
生体内組織形成術 (in-body tissue architecture, iBTA）は生体内で異物を被覆する線維性組
織体を形成させる技術である 3)（図 1a）。形状により biosheet, biotube などと呼ばれる。これ
らを血管、血管弁、気管、横隔膜、角膜などの目的の臓器に移植すると、各々の外・内・中胚葉
組織が自律再生することが実証されており、筋組織についても血管の平滑筋 4)や横隔膜の横紋筋
の再生が確認されている 5)。我々は、この線維性組織体が組織再生に必要な幹細胞やサイトカイ
ンを含んでいるのではないかと考えた。 
本研究ではバイオシートを処理してその細胞・成長因子を含有し組織再生能を持った注入可
能なゲル (以下、多能性再生幹細胞含有ゲル) を開発し、これを低形成や機能不全を有する筋組
織に選択的に局所注射して移植することで、移植部の筋肉の修復・再生を誘導することを考案し
た（図 1b）。これにより、鎖肛術後便失禁や胃食道逆流症等の小児外科疾患に対する低侵襲で繰
り返し施行可能な再生医療による治療法を開発することを目指した。 
 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、iBTA で作成した biosheet を処理して注入可能な組織再生能を有する多能
性再生幹細胞含有ゲルを作成し、注入療法による筋肉再生を確立することである 
 本研究ではまず、biosheet に含まれる細胞、タンパク質を解析し、biosheet が組織再生に必
要な幹細胞や増殖因子を有しているかを検討した。さらに、biosheet から細胞を単離して
PuramatrixTMに懸濁したゲルを作成し、マウスの腹直筋損傷モデルに局所注射して筋肉再生能
を検討した。 
 
 
 



３．研究の方法 
(1) biosheet の作成：全身麻酔下にシリコンの板状の鋳型をマウス (C57BL/6J, 6 週齢, 雌) の
背部皮下に埋入し、2週、4週後に周囲に形成される biosheetを採取し、それぞれ 2w-biosheet, 
4w-biosheetとした。また biosheetの比較対照として鋳型埋入前の皮下組織 fasciaを採取した。 
 
(2) biosheet の細胞の解析：biosheet, fascia を細切、0.1%コラゲナーゼで処理し細胞を単離し
た。中胚葉系の細胞への多分化能を有する幹細胞である間葉系幹細胞  (Mesenchymal 
stem/stromal cell, MSC) をターゲットに細胞表面マーカーに対する蛍光標識抗体で多重染色し、
フローサイトメトリーで解析した。 
 
(3) biosheet のタンパク質の解析：biosheet, fascia よりタンパク質を抽出し、DIA (Data 
independent acquisition 法) によるプロテオーム解析 (タンパク質の網羅的解析) を行い、
fasciaと比較して biosheetで増加している組織再生に関与しうるタンパク質を検索した。 
 
(4) マウス腹直筋損傷モデルの作成：マウス (C57BL/6J, 6 週齢, 雌) を仰臥位で腹部皮膚を剥
離し、腹直筋に Cardiotoxin (10 mM) 30 µlを局所注射した。day2に局所注射した腹壁を摘出
し、筋損傷を組織学的に評価した。 
 
(5) 多能性再生幹細胞含有ゲルの作成と腹直筋損傷モデルに対する筋再生効果の検討 
PuraMatrixTMは生分解性であり、生理学的条件下でゲル化し、細胞やタンパク質の担体として
使用されている。GFPマウス (C57BL/6-Tg(CAG-EGFP), 6週齢, 雌) で作成した 2w-biosheet
より細胞を単離して PuraMatrixTMに 3.3 x 107 cells/mlに懸濁し、多能性再生幹細胞含有ゲル
を作成した。(4)で作成した腹直筋損傷モデルの Cardiotoxin投与 2日後 (day 2) に同部位に同
ゲル (1.0 x 106 cells/30 µl) を局所注射した。day7, day14に腹壁の筋損傷部を摘出し、筋修復・
再生について評価した。 
  
 
 
４．研究成果 
(1) biosheetの細胞の解析 
2w-biosheet、4w-biosheet, fascia より細胞を単離し、MSC の細胞表面マーカーについてフロ
ーサイトメトリー解析を行い比較した。まず、4w-biosheetの細胞を用いて CD31、CD45 に共
に陰性の細胞集団を間質細胞とし、MSC で報告されている Sca-1、CD29、CD44、CD73、CD90、
CD105、CD146 を陽性マーカーとして間質細胞中の発現率を計測した。その結果、Sca-1 が 
83.5 %、CD90 82.5 %、CD29 91.4 %、CD44 38.0%と陽性の細胞集団を認めたのに対し、CD73 
2.4%, CD105 2.7 %、CD146 0 %であり陽性細胞は少数であった。さらに、陽性の細胞集団を認
めた Sca-1、CD90、CD29、CD44 の抗体で多重染色し、2w-biosheetの細胞でフローサイトメ
トリー解析を行ったところ、間質細胞中にこの 4 マーカーに共陽性示す細胞集団の存在を認め
た (図 2a)。この細胞集団を quadruple-positive cellsと呼称し、MSCの候補の細胞集団と考え、
fascia と biosheet で間質細胞中の存在比率を比較すると、2w-biosheet, 4w-biosheetで fascia
より有意に増加していた (図 2b)。以上より biosheetにMSCが存在することが示唆された。 
 

 
(2) biosheetのタンパク質の解析  
2w-biosheet, 4w-biosheet, fasciaのプロテオーム解析を行い比較した。計 9,048 種類のタンパ
ク質が同定された。fascia と比較して biosheet での定量値が fold change > 2 かつ p < 0.05 
のタンパク質を上昇、fold change < 0.5 かつ p < 0.05のタンパク質を低下していると定義する



と、2w-biosheet では 1,455 種類のタンパク質が上昇、869 種類のタンパク質が低下し、4w-
biosheet では 1,274 種類が上昇、772 種類が低下していた (図 3a)。 
biosheet で上昇していたタンパク質群の遺伝子について  KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes) pathway を用いてパスウェイ解析を行ったところ、Hepatocellular 
carcinoma や  Renal cell carcinoma などの悪性腫瘍のパスウェイに有意差が認められ、
biosheet の組織再生と関与を疑った。これらのパスウェイに含まれ biosheet で上昇していた
タンパク質の遺伝子を確認したところ、代表的な増殖因子であり再生医療にも応用されている 
HGF (肝細胞増殖因子、hepatocyte growth factor) が含まれていた。ELISA (Enzyme-Linked 
Immuno Sorbent Assay) 法により biosheet 中の HGF の定量解析を行ったところ、2w-
biosheet, 4w-biosheetで約 10倍の差を持って fasciaより有意に増加していた (図 3b)。 
 

 
(3) マウス腹直筋損傷モデルへの多能性再生幹細胞含有ゲルの局所注射と筋肉再生能の評価 
(1)(2)より biosheetにMSCや HGFが多く含まれることが示唆され、biosheetの細胞やタンパ
ク質を含むゲルが、筋肉などの組織再生能を有すると推察した。本研究ではまず、biosheetの細
胞を PuraMatrixTMに懸濁し、MSCを含有する多能性再生幹細胞含有ゲルを作成し、筋肉再生
能を検討した。 
マウスの腹直筋に Cardiotoxinを局所注射し、day2に組織学的評価を行ったところ筋線維の萎
縮と線維性組織の増生を認め、腹壁筋損傷モデルとした (図 4)。 

 
 
 GFP陽性の biosheetから単離した細胞を PuraMatrixTMに懸濁した多能性再生幹細胞含有ゲ
ルを day2 の腹直筋損傷モデルに投与し day7, day14 に筋肉再生を組織学的に評価した。day7 
(図 5a) , day14 (図 5b) とも損傷部の腹直筋内に GFP陽性のゲル由来の細胞を認めたが、筋線
維の萎縮や線維性組織の増生は細胞を含まないゲルを局所注射した Control と明らかな差はな
く、多能性再生幹細胞含有ゲルの筋肉再生効果は確認できなかった。 
 本実験では、ゲル中の細胞に含まれるMSCの比率が少なく、筋再生効果を発揮できなかった
と推察され、biosheetの MSCより特異的細胞表面マーカーを用いて MSCを単離し、MSCの
純度の高いゲルを作成することが必要と考えられた。またその他にも、HGFなどの biosheet由
来のタンパク質を含むゲル、biosheetの細胞とタンパク質を組み合わせたゲルなど、ゲルの調製
方法を検討し、筋肉再生能を有する多能性再生幹細胞含有ゲルを開発することを引き続き計画
している。 
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