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研究成果の概要（和文）：骨髄幹細胞・脂肪幹細胞を用いて、効率的な平滑筋分化プロトコルを開発し、分化型
平滑筋細胞の大量作製に成功した。さらにiPS細胞由来間葉系幹細胞からも平滑筋分化プロトコルを確立し、管
腔型構造体を作製した。バイオ3Dプリンターで立体構築し、小動物の気管・食道・肛門括約筋への移植に応用し
た。スフェロイドに震盪刺激を与え、メカノバイオロジーに基づく分化・細胞外マトリックス産生への影響を検
討した。さらにバイオリアクター灌流の有無による管腔構造体の形状保持、スフェロイド融合、マトリックス分
布への影響を解析した。

研究成果の概要（英文）：We developed an efficient smooth muscle differentiation protocol using bone 
marrow- and adipose-derived stem cells, and successfully achieved large-scale production of 
differentiated smooth muscle cells. Additionally, a smooth muscle differentiation protocol was 
established using iPSC-derived mesenchymal stem cells to fabricate tubular structures. These were 
three-dimensionally constructed using a bio-3D printer and applied to transplantation experiments in
 small animal models of the trachea, esophagus, and anal sphincter. The effect of mechanical 
stimulation (shaking) on spheroid differentiation and extracellular matrix production was evaluated 
based on mechanobiological principles. Furthermore, the effects of perfusion using a bioreactor on 
tubular structure shape retention, spheroid fusion, and extracellular matrix distribution were 
analyzed.

研究分野：臓器再生、呼吸器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、骨髄・脂肪・iPS由来幹細胞からの平滑筋分化プロトコルを確立し、分化型平滑筋細胞を大量に作
製する技術を開発した。さらに、バイオ3Dプリンターを用いて管腔型平滑筋構造体を立体構築し、小動物の気
管・食道・肛門括約筋への移植実験に応用した。加えて、メカノバイオロジー理論に基づき、震盪刺激やバイオ
リアクター灌流の有無が分化や細胞外マトリックス産生に与える影響を評価した。これらの成果は、再生医療に
おける平滑筋組織の再構築法として学術的意義が高く、特に括約筋機能不全や気管狭窄といった難治性疾患への
新たな治療戦略として、社会的意義も大きい。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

バイオ 3Dプリンター技術を用いた自己細胞由来の人工臓器は、再生医療における有望なア

プローチとして期待されている。特に、免疫拒絶のリスク回避や高い生体適合性といった利

点を有する。しかしながら、その実用化に向けては克服すべき複数の課題が存在していた。

具体的には、①作製される臓器の構造や機能の再現性が乏しく、品質の安定性に欠ける点、

②作製プロセスに長期間（一般に 5週間以上）を要し、それに伴う高コスト、③応用可能な

臓器の種類が限定的である点、などが挙げられる。これらの課題解決には、細胞の精密な三

次元的配置技術の向上に加え、細胞の成長や分化に影響を与える力学的刺激といった細胞

環境因子を考慮した工学的要素の導入が不可欠であると考えられた。本研究開始当初は、こ

のような再生医療の進展を阻害する技術的障壁を打破するための、基盤的なアプローチと

技術開発が強く求められていた。 
 
２．研究の目的 

本研究の主たる目的は、バイオ 3Dプリンターを用いて自己細胞由来の組織・臓器を作製す

る技術の臨床応用を促進することにある。具体的には、管腔型人工臓器における汎用性の向

上、品質の安定化、そして作製工程の効率化を達成することを目指す。 

本研究では、幹細胞と複数種の機能細胞を組み合わせる従来の手法に加え、細胞に対する力

学的刺激が細胞の成長や分化に及ぼす影響を体系的に解析する Mechanobiology の概念を

導入する。これにより、前述の課題解決を図る。特に、多様な臓器に応用可能な共通構造体

の確立を指向し、多くの管腔臓器における基本構成要素である平滑筋組織の大量作製技術

と、それを用いた三次元構造体作製基盤の確立に注力する。平滑筋細胞は生体組織からの採

取が困難な場合が多く、幹細胞から高効率に分化誘導する技術が不可欠である。したがって、

そのための安定かつ再現性の高い分化プロトコルの確立も、本研究の重要な目的の一つと

した。 
 
３．研究の方法 

(1) 幹細胞からの平滑筋細胞への分化誘導と評価 

各種幹細胞（ラット骨髄由来幹細胞、ラット脂肪組織由来幹細胞、ヒト iPS細胞由来間葉系

幹細胞(iNCMSC)）からの平滑筋細胞への分化誘導を試みた。分化誘導には、いくつかの因

子を含む培養液を用いた。分化誘導効率および分化細胞の特性評価は、平滑筋特異的マーカ

ー（α-SMA, Calponin, SM-MHC等）の発現を蛍光免疫染色法により確認した。また、分化

誘導した細胞をコラーゲンゲル上に播種し、エンドセリン刺激によるゲルの収縮率を測定

することで、平滑筋細胞としての収縮能を評価した。 

(2) 平滑筋スフェロイドの作製と三次元構造体の構築 

分化誘導された平滑筋細胞を用いて細胞凝集塊であるスフェロイドを形成させた。これら

のスフェロイドをバイオ 3Dプリンターのインクとして用い、管腔状の三次元平滑筋構造体

を積層造形した。スフェロイド培養時に震盪刺激を加えることによる、平滑筋分化誘導の促

進効果についても検討した。 

(3) iPS細胞由来間葉系幹細胞を用いた軟骨分化誘導と管腔構造体作製 

気管などの軟骨組織を有する臓器への応用を視野に入れ、iNCMSC からスフェロイドを形

成し、これを軟骨細胞へ分化誘導した。作製した軟骨スフェロイドをバイオ 3Dプリンター



で管腔状に積層し、軟骨様構造体を作製した。さらに、作製した構造体をバイオリアクター

システム内で灌流培養し、軟骨分化の促進や構造体の形状維持に対する効果を評価した。 
 
４．研究成果 

(1) ラット由来幹細胞を用いた平滑筋分化誘導プロトコルの確立 

ラット骨髄由来幹細胞を、いくつかの因子を含む DMEM培地（以下、分化誘導培地）で 4

週間培養することにより、良好な平滑筋細胞への分化誘導が確認された。このプロトコルに

より誘導された細胞は、蛍光免疫染色において平滑筋マーカーの陽性発現を示し、リアルタ

イム PCR 解析では平滑筋マーカー遺伝子の mRNA 発現量の増加が認められた。また、ゲ

ル収縮アッセイにおいても、対照群と比較して有意な収縮能を示し、分化型平滑筋細胞とし

ての機能的特徴を有することが確認された（本成果については論文作成中、特許申請準備

中）。 

ラット脂肪組織由来幹細胞においても、同様の分化誘導プロトコルにより再現性のある平

滑筋分化が確認された。通常用いられるプロトコルでも一定の平滑筋分化が観察されたが、

震盪培養条件下でスフェロイドを作製した場合、スフェロイド径が増大し、その辺縁部にお

いて平滑筋分化がより顕著に進む傾向が示された。 

 (2) ヒト iPS細胞由来間葉系幹細胞(iNCMSC)からの平滑筋分化と三次元構造体作製 

iNCMSC に対し、DMEM 培地に TGF-β1 を添加する簡略化したプロトコルを用いて平滑

筋分化誘導を試みた結果、蛍光免疫染色により α-SMA、Calponin、SM-MHC といった平

滑筋マーカーの良好な発現が確認された。 

この iNCMSC由来平滑筋様細胞のスフェロイドを 3Dバイオプリンターで積層し、管状の

三次元構造体を作製した。作製された管腔構造体は、免疫染色により平滑筋マーカーの良好

な発現を維持していることが確認された。 

さらに、この iNCMSC由来平滑筋様細胞シートをラットの気管に作製した全層欠損部へ移

植したところ、拒絶反応は見られず組織に良好に生着し、移植部位内部への血流も確認され

た。この iNCMSC由来平滑筋細胞から作製した管腔構造体は、ラット食道-胃バイパスモデ

ルにおける消化管再生や、ラット肛門周囲への移植による肛門括約筋再生研究へと展開し

ている。 

 (3) ヒト iPS細胞由来間葉系幹細胞(iNCMSC)からの軟骨分化と三次元構造体作製 

iNCMSC スフェロイドを市販の軟骨分化誘導培地（LONZA 社）で培養した結果、細胞形

状が硝子軟骨細胞様に変化し、サフラニン O 染色およびアルシアンブルー染色により軟骨

基質の産生が確認された。この iNCMSC由来軟骨様スフェロイドを 3Dバイオプリンター

で積層し、同様の軟骨分化誘導培地を用いて、バイオリアクターシステムによる灌流培養

（使用群）と静置培養（非使用群）の条件下で培養比較を行った。その結果、バイオリアク

ター使用群において、より厚みのある軟骨様構造体が形成されることが示された。 

(4) 総括と今後の展望 

本研究により、各種幹細胞から平滑筋細胞への効率的な分化誘導プロトコルを開発するこ

とに成功した。特に、iNCMSC を用いた場合、TGF-β1 のみの添加という簡便な方法で良

好な平滑筋分化が達成でき、これを 3Dバイオプリンター技術と組み合わせることで機能的

な平滑筋様管腔構造体の作製が可能となった。また、震盪培養やバイオリアクター灌流とい

った力学的刺激（メカノバイオロジー的アプローチ）が、スフェロイドの成長や分化、さら

には三次元構造体の品質向上に寄与する可能性が示唆された。 



作製された平滑筋様構造体は、気道再生、消化管再生、肛門括約筋再生といった前臨床研究

に応用されており、その有効性が期待される。また、iNCMSC からは軟骨様組織の作製も

可能であり、より複雑な複合組織・臓器の再生への道が開かれた。 

これらの研究成果は、現在複数の学術論文として投稿準備中である。今後は、本研究で得ら

れた知見を基盤とし、各種人工臓器の基本骨格となる平滑筋および軟骨組織の分化誘導と

三次元構造体作製技術のさらなる効率化・最適化を図る。そして、大動物を用いた前臨床試

験へと進み、将来的には臨床応用を目指した研究を推進していく計画である。 
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