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研究成果の概要（和文）：実験動物の大腿骨の骨髄から幹細胞を採取し、シート状に培養増殖させて、積み重ね
ることによって、幹細胞の多層化を試みた。そのシートを実験動物の凍結傷害による膀胱、もしくは尿道に移植
した。再生は通常の顕微鏡、および蛍光顕微鏡を用いて組織学的確認した。また、膀胱および尿道に対する尿流
動態検査で機能的な再生を確認した。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stem cells were taken from the animal femurs. The cells were 
cultured and proliferated as a cell-sheet. These sheets were piled up to be multi-layered sheets. 
This sheet was transplanted to cryo-injured bladder or urethra. We could find the morphological 
regeneration by normal and fluorescence microscope and the functional regeneration by urodynamic 
study for the bladder and urethra.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術な意義としては、骨髄幹細胞は自身の細胞を利用しているため、拒絶反応に対する配慮が不要であること、
また、採取しただけの細胞では少量で再生を誘導することは不可能と考えられるため、一定期間、培養すること
によって増殖させた後に増殖を層状に行い、シート状に増殖させることによって、しかも多層構造を構築するこ
とにより、高度な機能をもつ膀胱、尿道などの管腔臓器の再生を試みている点である。また、再生された膀胱・
尿道組織が十分な機能を持つかの検証も尿流動態検査を行い、生理的な状態で検証する点は独創的と考えられ
る。この研究成果は、何らかの理由により、膀胱・尿道機能を喪失した患者に光明を与えるものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）何らかの理由で臓器またはその機能を喪失した場合の治療は永遠の課題である。近

年、生命科学とテクノロジーの進歩により、再生医療は組織の誘導、そして最終的には組

織・臓器の新生なども視野に入れたきわめて能動的な手段として登場してきている。 

そのような再生医療の発展の中で、骨髄および脂肪幹細胞の多分化能が注目されるようにな

った。そのきっかけとしては、骨髄移植を受けた患者や実験動物の組織を調べてみると、ド

ナー由来の細胞が様々な臓器に存在することが発見され、骨髄に存在する幹細胞も各種臓器

の代謝や損傷を補充する役割を担っているのではないかと考えられるようになってきたため

である。 

（２）幹細胞の泌尿器科領域での応用については尿失禁に対する尿道括約筋の再生治療とし

ての報告が散見される。米国のピッツバーグ大学グループの、最近の米国泌尿器科学会総会

で発表された手法としては、針生検で患者の筋組織を得て、筋芽細胞の培養を行い、尿道横

紋筋内に注入する手法が報告され、国内では既に数施設で臨床応用をめざした基礎的研究が

行われている。例えば、前立腺全摘除術の時に採取したヒト外尿道括約筋からヒト外尿道括

約筋衛生細胞の分離培養が大分大学より報告されており、筋の分化誘導には HGF は抑制イン

スリン様成長因子が促進すると報告されている（日泌尿会誌 97:377,2006）。また、名古屋大

学からは腹圧性尿失禁症例を想定した自己皮下脂肪組織由来幹細胞傍尿道周囲注入療法をラ

ットとブタに対して行い、有用性と安全性の基礎的検討を行った報告を認める（第 7 回泌尿

器科再建再生研究会,2010）、その後、11 名の前立腺手術後の尿失禁に対しての臨床応用の報

告も行われている(Gotoh et al.Int.J.Urol. 2014)。しかしながら、これらの報告は、いず

れも筋芽細胞、線維芽細胞、脂肪細胞を利用して、尿道括約筋の再生を試みた報告であり、

排尿に関する一連の器官としての再生を試みた報告でないのが現状である。 

（３）われわれは、これまでにマウスおよびラビットを使用した骨髄幹細胞による膀胱およ

び尿道括約筋の再生の可能性、および、よりよい再生を完成させるための組織学的な足場に

ついての検証など、一連の研究を行い、その成果を広く公表してきている。

（Neurourol.Urodyn. 25: 562-563,2006, Cell Transplantation, 17:267-278, 2008, 

Tissue Eng., 15:3367-3375, 2009, 18(15-16):1698-709, 2012, 21(9-10): 1600-1610, 

2015）。現在は、その応用範囲を広げ、自己脂肪幹細胞を利用した研究も行っている(Sudha 

et al., Tissue Eng. Part A. 20(13-14): 1971-9, 2014) 。本研究は、これまでのわれわ

れの研究の延長線上に位置づけられる。 

 
２．研究の目的 
（１）本研究の目的で、学術的、独創的な点としては、骨髄幹細胞、脂肪細胞を利用するた

め、比較的容易に採取できる細胞を利用していること、自身の細胞を利用しているため、拒

絶反応に対する配慮が不要であること、また、利用するにあたっては、採取しただけの細胞

では少量で再生を誘導することは不可能と考えられるため、採取した後に一定期間、培養す

ることによって増殖させた後に、増殖を層状に行い、シート状に増殖させることによって、



しかも多層構造を構築することにより、これまでよりも、より高度な機能をもつ膀胱、尿

道、尿管などの管腔臓器の再生を試みていることは、独創的と考えられる。 

（２）尿道の再生については、これまで、自己の口腔内粘膜を使用する方法や、自己の腸管

を使用する報告は認めるが、粘膜採取や腸管利用は、本人への侵襲が大きく、とても低侵襲

とは考えられない。尿道再生に、自己にとっても余分と思われる脂肪から遊離した脂肪幹細

胞を利用して再生を試みることは、臨床上、意義深いと思われる。 

（３）また、再生された膀胱・尿道組織が十分な機能を持ちうるのかについても、無麻酔覚

醒下での膀胱内圧検査を行うというより生理的な状態で検証する点は独創的と考えられる。 
この研究成果は、何らかの理由により、膀胱・尿道機能を喪失した患者に光明を与えるものであ
る。 
 
３．研究の方法 

 以下にその方法を手順に沿って述べる。 

①骨髄幹細胞もしくは脂肪細胞の採取と培養 

ラット、ラビットの大腿骨骨髄より注射針で骨髄由来幹細胞を採取し 15% fetal bovine 血

清および抗生剤附加の Dulberco Modified Eagle Medium の中に入れた。 

これらの細胞を遠心分離した後に、TypeⅠcollagen でコートした培養皿で 7 日間初代培養

する。培養によって接着伸展した骨髄由来幹細胞を温度感受性培養皿で継代培養し、細胞シー

トを作製する手法を確立した。 

また、これらの実験動物の皮下脂肪細胞からも同様な細胞採取を行い、脂肪幹細胞由来の細

胞シートを作製できるか検討し、骨髄細胞と比較した場合のシート作製効率、有用性を比較検

討した。 

② 培養細胞のマーキング 

培養途中の 5 日目の時点で、Lipofectamine 2000 Reagent を使用し、GFP発現遺伝子を

培養細胞内にトランスフェクションしてマーキングした。 

③ 多積層化した細胞シートを作製 

ラット大腿部筋組織上の血管床にシートを重ねて、多積層化シートを作成した。 

④ -1 膀胱・尿道括約筋障害ラットの膀胱、尿道括約筋、尿道、尿管への移植 

漿膜側より-80℃のアイスバーで障害を受けた膀胱モデルの膀胱へ、多積層化したシートを

移植した。また、同様に膀胱内側より、-80℃のアイスバーで内尿道括約筋の障害を受けた腹

圧性尿失禁モデルの尿道対しても同様な多積層化したシートの移植を行った。 

④ -２組織学的な再生の確認 

移植後 3 日目、14 日目に膀胱および尿道括約筋を取り出す。Monoclonal anti-GFP 抗体、

平滑筋特異抗体を使用して免疫二重染色を行い、レーザー蛍光顕微鏡で移植した細胞の分化、

つまり、筋層をはじめとする膀胱および尿道括約筋の再生を観察した。また、14 日目におい

ては、Acta2 primer を使用して alpha smooth muscle actin を、Myh11 primer を使用して

smooth muscle myosin heavy chain を、Real time RT-PCR 法にて定量測定し、幹細胞の膀

胱平滑筋、内尿道括約筋への分化、尿道、尿管の再生についての評価を定量的に行った。 

⑤ 排尿器官としての機能的再生の確認 



14 日目に膀胱および尿道括約筋を摘出しなかった別の移植実験動物群においては、 

覚醒下無拘束状態下での膀胱内圧検査を行うことによって、膀胱としての機能の再生の確認、

また、腹圧時尿漏出時圧測定を行うことによって尿道括約筋としての収縮機能が再生したかを

検証した。 

 

４．研究成果 

（１）実験動物の大腿骨骨髄より注射針で骨髄由来幹細胞を採取し 7 日間初代培養し、培養

によって接着伸展した骨髄由来幹細胞を温度感受性培養皿で継代培養し、細胞シートを作製す

る手法を確立した。 

（２）培養途中の 5 日目の時点で、GFP発現遺伝子を培養細胞内にトランスフェクションし

てマーキングすることができた。 

（３）実験動物の大腿部筋組織上の血管床にシートを重ねて、多積層化シートを作成すること

ができた。 

（４）漿膜側より-80℃のアイスバーで障害を受けた膀胱モデルの膀胱へ、多積層化したシー

トを移植した。また、同様に膀胱内側より、-80℃のアイスバーで内尿道括約筋の障害を受け

た腹圧性尿失禁モデルの尿道対しても同様な多積層化したシートの移植を行った。 

（５）移植後 3 日目、14 日目に膀胱および尿道括約筋を取り出し、Monoclonal anti-GFP 抗

体、平滑筋特異抗体を使用して免疫二重染色を行い、レーザー蛍光顕微鏡で移植した細胞の分

化、つまり、筋層をはじめとする膀胱および尿道括約筋の再生が確認した。また、14 日目に

おいて Real time RT-PCR 法にて定量測定し、幹細胞の膀胱平滑筋、内尿道括約筋への分化、

尿道、尿管の再生について確認することができた。 

（６）なお、14 日目に膀胱および尿道括約筋を摘出しなかった別の移植実験動物群において

は、覚醒下無拘束状態下での膀胱内圧検査を行い、膀胱としての機能の再生の確認、また、腹

圧時尿漏出時圧測定を行うことによって尿道括約筋としての収縮機能が再生していることを

確認した。 
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骨髄由来細胞から作製した立体構造体を用いた放射線照射傷害膀胱の機能的な膀胱の再生への試み．

バイオ３Ｄプリンターで作製した骨髄由来細胞構造体による放射線障害膀胱の機能的な膀胱再生への試み．


