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研究成果の概要（和文）： 
rat DFAT を用いて平滑筋分化誘導(5%FCS 含有 DMEM+TGFβ5ng/ml)を行ったところ、
control(5%FCS 含有 DMEM)と比較し、有意に平滑筋細胞へ分化していた。rat DFAT に
よる平滑筋並びに骨格筋の機能再生が可能であることを証明するため、肛門管障害モデル
を CTX(cardiotoxin)の局所投与にて作製した。作製した肛門管障害モデルに対して GFP 
rat DFATを局所投与したところ、control(PBS局所投与)と比較し肛門内圧に差がみられ、
また、HE 染色においても炎症性細胞の浸潤に差がみられたことから、DFAT における機
能再生が可能であることを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I found significantlyα-Smooth muscle actin (αSMA) positive cell at the smooth 
muscle differentiation medium compared with the control (5%FCS), cultured rat DFAT 
with the smooth muscle differentiation medium (5%FCS, TGFβ5ng/ml). To confirm 
whether rat DFAT have possibility of smooth muscle and skeletal muscle 
differentiation in vivo, I producted anal canal (it consists of smooth muscle and 
skeletal muscle) dysfunction rat model using cardiotoxin (CTX). Green fluorescence 
protein (GFP)-labeled DFAT or PBS were injected into para-anal canal tissue. 
Immunohistochemistry revealed that inner smooth muscle and external striated 
muscle layers in anal canal showed atrophy or necrosis in the control group, whereas 
DFAT transplantation led an increase of smoothe muscle and striated muscle mass 
with variable fiber orientation. GFP-labeled DFAT model showed a decrease of 
inflammatory cells in HE stain. DFAT cell transplantation resulted in a significant 
improvement of anal canal pressure, compared with control. DFAT cell transplantation 
promotes anal canal muscle regeneration and improves anal canal pressure. 
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１．研究開始当初の背景 
中間位、高位鎖肛に分類される患者らにお

いては、便の保持と排出を行う外肛門括約筋

の発育不全と、肛門管内の静止圧を維持する
内肛門括約筋の欠如を伴うことが多く、恥骨
直腸筋の発育も悪い。特に高位鎖肛の術後に



は、しばしば便失禁や便汚染などの排便機能
障害を伴い、患者の QOL を低下させる原因と
なっている。これに対して、大腿部骨格筋の
移行による肛門管補強などの手術法の工夫
や、術後のバイオフィードバックモニターに
よる排便訓練がなされているものの、十分に
満足すべき排便コントロールは得られてい
ない。 
心筋や血管平滑筋の再生に関しては幅広く
再生医療の研究が行われ現実的なものとな
りつつある（Pearlman et al. Nat Med 1995 
1:1085-9）。一方、骨格筋（横紋筋）に関し
ては、Duchenn 型筋ジストロフィーなどの治
療を目的とした様々な研究がなされている
が、再生した組織の機能について必ずしも期
待した結果は得られていない（Gussoni et al. 
Nat Med 1997 3:970-7）。平滑筋と骨格筋に
よって構成される内・外肛門括約筋の再生を
考えるにあたり、そのどちらにも分化する能
力を持つ DFAT を用いることは合理的である
と思われる。また、細胞治療を用いた肛門括
約筋再生による排便機能障害の治療は今ま
で試みられておらず、新しい視点からの取り
組みと考え、本研究計画を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 
当研究施設では DFAT から平滑筋細胞への

分化を確立しており（マウス、ヒト）、また、
脱メチル化剤を用いてではあるが DFAT から
骨格筋への分化も確認している。そこで、平
滑筋ならびに骨格筋への分化能力を持つと
考えられる rat DFAT を用いて、内肛門括約
筋（平滑筋）と外肛門括約筋（骨格筋）で構
成されている肛門管の再生を試みる。 
 当該研究施設にてすでに確立させた方法
で rat DFAT の平滑筋細胞への分化誘導を行
うとともに、ヘビ毒である CTX(cardiotoxin)
を用いて、肛門管障害モデルを確立する。ま
た、rat DFAT の局所投与により、障害された
肛門管の組織再生が可能かどうかを肛門内
圧測定を用いて継時的に評価することで検
討する。 
 
 
３．研究の方法 
（1）rat DFAT の平滑筋細胞分化 
6 well dishへrat DFATを 1x105/wellにて

播種する。平滑筋誘導培地は、5%FCS含有
DMEM+TGFβ5ng/mlとし、３日ごとに培地交換
を施行した。培養開始からday1, 3, 5, 7 に
てRNAを採取し、平滑筋マーカーαSMA並びに
平滑筋後期マーカーSMMHCをReal time PCRに
て検出した。また、day7 におけるαSMAの蛋
白レベルを検討するためにanti-αSMA抗体
とHoechstを用いて免疫組織化学を施行し、

平滑筋陽性細胞数/総核数にてrat DFATの分
化度合を評価した。 
 
(2)ラット肛門管障害モデルの確立 

SD ratメス６～８週齢を用いて障害モデル
の検討を行った。肛門内圧の測定を行うに当
たり前処置として生理食塩水 10ml で洗腸を
行った。内圧を測定するカテーテル（スター
メディカル社）を肛門内に挿入し、定点内圧
測定を行うことで肛門内圧を測定した。肛門
括約筋の障害には、一般的に筋障害モデル
（前脛骨筋）に用いられているヘビ毒の
CTX(cardiotoxin)を使用した。CTX(10uM)を
100uM ずつ肛門周囲に局所投与し肛門管障害
を作製した。 
当初、CTX(10uM)100ulを４か所(00, 30, 60, 90)
に局所投与することで障害作製を行うも、個
体差が出現し、障害度合いが一定しなかった
ため、CTX(10uM)を 100ulx4x2（肛門内腔、肛
門周囲）に局所投与することで、障害度合い
の個体差を消失させた。 
障害の評価を、肛門内圧測定とともに HE 染
色にて行い障害作製翌日の肛門内圧測定に
て律動波の消失と、静止圧の低下を確認し、
障害モデルの確立とした。 
 
(3)DFAT 投与による肛門括約筋再生 
 GFPトランスジェニックratより作製され
た脱分化脂肪細胞(GFP rat DFAT)を用いて、
肛門括約筋の再生を試みた。GFP rat DFATを
1x106/body(2.5x105/50ul(PBS)ｘ４か所：肛
門周囲)で局所投与し、control（対照）を
200ul(PBS)/body(50ulx４か所:肛門周囲)と
した。障害作製日より７日後に細胞投与を行
い、継時的に肛門内圧測定により肛門括約筋
の機能再生を評価した。また、肛門内圧に差
が出現した時点で肛門管の摘出を行い、HE染
色にて組織学的評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)rat DFAT の平滑筋細胞への分化誘導 
a. Real time PCR 
 RNAを継時的に採取(day1, 3, 5, 7)し、Real 
time PCR にて平滑筋初期マーカーαSMA と、
後期マーカーSMMHC の検討を行った結果、
徐々にマーカーの発現上昇がみられた（図１，

２）。 
＜図１: SMA＞    ＜図２: SMMHC＞ 

 



b. 免疫組織化学 
 Day7におけるαSMAの蛋白レベルを検出す
るため anti-αSMA 抗体にて免疫組織化学を
施行した。平滑筋様細胞数/総核数にて比較
検討したところ平滑筋誘導培地（図３）は、
control(5%FCS 含有 DMEM：図４)と比較して
有意に平滑筋様細胞が増加していた（図５） 

 
＜図 3: 平滑筋誘導＞ ＜図 4:control＞ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
＜図５：平滑筋様細胞数/総核数＞ 
 

(2)肛門管障害モデルの確立 
a. 週齢による肛門内圧変化 
個体によって週齢数が低いと肛門内圧も

安定しないが(図 6)、約 8 週齢前後のラット
ではほぼすべての個体にて内圧が安定した
（図７）。 

 
 
 
 
 
 
 

＜図６:６週齢肛門内圧＞ 
 
 
 
 
 
 
 

＜図 7:8 週齢肛門内圧＞ 
 
b. 障害の作製 
 CTX(10uM) 100ulx8 ヶ所投与直後より律動
波の消失並びに静止圧の低下がみられ（図 8）、
障害作製日より day21前後で正常の肛門内圧
へ回復する（図 9）。 

 
 
 
 
 
 

＜図 8：障害直後の肛門内圧＞ 
 
 
 
 
 
 
 

＜図 9：day21 における肛門内圧＞ 
 
c. HE 染色 
CTX(10uM)による組織変化は障害作製日よ

り day5 の時点で炎症性細胞の浸潤が最も強
く見られた（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 

＜図 10：day5 における肛門管の HE 染色＞ 
 
(3)DFAT 投与による肛門管機能再生 
a. 肛門内圧変化 
障害作製から day7 において GFP rat 

DFAT(2x106/body)の局所投与を行うことで細
胞投与より約一週間後には肛門内圧の回復
がみられ（図 11）、PBS投与（図 12）との差
がみられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

＜図 11(DFAT 投与群)： 
上段：障害前 下段：day14＞ 

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図 12(PBS 投与群)： 

上段：障害前 下段：day14＞ 
 
b. HE 染色 
DFAT投与群とPBS投与群における肛門内圧

に差がみられた時点(day14)にて肛門管を摘
出し、組織学的評価を DFAT 投与群（図 13）
では、PBS 投与群（図 14）と比較し、内外肛
門括約筋における炎症性細胞の浸潤が少な
かった。 

 
＜図 13:DFAT 投与群＞＜図 14:PBS 投与群＞ 
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