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研究成果の概要（和文）：まず、2層性の足場材料の作製、羊膜上皮細胞、脂肪由来幹細胞の分離・培養を行っ
た。羊膜上皮細胞は、採取した羊膜上皮の培養を行った。脂肪由来幹細胞は、ウサギ鼠頸部より脂肪組織を採取
し、培養を行った。間葉系幹細胞マーカーであるCD44が陽性で、CD11b、CD31、CD45が陰性であった。次に、採
取した各細胞を2層性足場材料に播種し、ウサギの膀胱上部半切除モデルに貼付縫合し、予後の組織形成と膀胱
機能について検討した。結果、半年後の造影検査で、材料群は、蠕動運動が確認でき、膀胱容量の増加も認めら
れた。さらに、材料中央部の電気刺激による膀胱筋収縮測定にて、筋収縮が認められた。

研究成果の概要（英文）：At first, electrospinned two-layered scaffold were created and also amniotic
 epithelium and adipose derived stem cells (ADSCs) were cultured. The surface marker with cultured 
ADSCs were measured by Flow cytometry. CD44 was positive and CD11, CD31 and CD45 were negative. 
Next, in order to evaluate the regenerated bladder form and bladder function, urodynamics study, 
cystography and muscle strip study were conducted. Then, peristaltic movement could be found in the 
regenerated bladder in cytstogryphy. Also, the bladder capacity was a little increased after 6 
month, compared with non-treated control. Muscle strip study showed the regenerated bladder reacted 
with electric stimulation.

研究分野：再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、尿路再建において回腸利用尿管再建術は、最も汎用される確立された術式であったが、腸管利用によ
る様々な合併症が問題とされ、新たな方法が望まれている。そこで、本研究においては、体内臓器を傷害しない
膀胱拡大術における再建方法の確立を目指し、生体吸収性の2層性足場材料及び羊膜上皮細胞や脂肪由来幹細胞
を用いてウサギの膀胱に対して膀胱拡大を試みた。結果、半年後には再生膀胱の機能的、組織学的形成が認めら
れる傾向があり、今後長期の検討の結果によっては、臨床で現方法の代替となり得る可能性があると考えられ
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。
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１．研究開始当初の背景 
尿路再建において回腸利用尿管再建術は、最も汎用される確立された術式である。しかし、腸管
を利用することにより様々な合併症が問題とされる。そのため、その解決策の一つとして、近年、
生体吸収性の足場材料を利用した再生医学の研究が注目されている。Atalaらによる研究報告に
はイヌの膀胱で足場材料を用いた膀胱再建術をし、成功を修めている(Atala A., Lancet, 2006)。
しかしながら、2014 年の Joseph らの追試では、半数に膀胱破裂を含む重篤な合併症が認めら
れ、ヒトに対する安全性が懸念された(Joseph DB., J Urol, 2014)。そのため、膀胱再生は振り
出しへと戻った。Josephらの膀胱再生実験では、病的膀胱由来の膀胱上皮と筋層を使用した場
合に生育が悪く、瘢痕化が起こっていることを問題として挙げており、なるべく病的膀胱の組織
を利用しない方法が望まれた。そこで、以前我々は、羊膜の抗瘢痕効果に注目して、イヌの口腔
粘膜上皮を羊膜上に播種したものを膀胱上皮とし、自己胃平滑筋細胞を生体吸収性足場材料に
播種したものを膀胱筋層として用いて膀胱再生実験を実施しており、1年後に膀胱造影検査とウ
ロダイナミクス検査を行ったところ、正常膀胱と同程度の造影像とコンプライアンスの上昇が
認められた(平成 27 年-29 年度科研費[羊膜を用いた尿路上皮粘膜を持ち収縮および弛緩を行う
膀胱の再生：イヌを用いた研究])。しかしながら、上記実験では、自己口腔粘膜と消化管である
胃の平滑筋を用い、体内臓器を犠牲にする必要があるため、実際の臨床応用が困難であることが
問題として挙げられる。そこで、我々は、その解決策として、足場材料に羊膜上皮細胞を播種し
たものを尿路上皮とし、初期に開腹して採取していた自己胃平滑筋細胞の代替として脂肪由来
幹細胞(ADSCs)を膀胱筋層とすることで、体内臓器を犠牲にせず、膀胱再生することが可能であ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、尿路上皮層と筋層を持ち、正常の膀胱構造と排尿機能的にも良好な(つまり十
分な尿路上皮粘膜と平滑筋層を持ち、瘢痕化の無い)膀胱を、羊膜上皮細胞と脂肪由来幹細胞
(ADSCs)を播種した生体吸収性の足場材料で再生することである。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ.In vitro の実験：A) 2 層性の足場材料の作製：内側は、1層の尿路上皮層を形成するために、
より細かい繊維を用い、外側は、多層の筋層を形成するために、細胞浸潤可能な繊維で、P(LA/CL)
を用いて作製する。B)羊膜上皮細胞の分離・足場材料への播種：羊膜は 1層の上皮と基底膜層と
分かれており、上皮細胞を分離し培養を行った後、前述の材料内層に播種し、1 週間培養する。
C) 脂肪由来幹細胞(ADSCs)の分離・足場材料への播種：ADSCs は、ウサギ鼠頸部より脂肪組織を
採取し、自動脂肪細胞分離機により、ADSCs とその他脂肪組織を分離する。分離した ADSCs は、
培養を行った後、前述の材料外層に播種し一週間培養する。 
Ⅱ. 動物実験(ウサギの膀胱再生実験)：ウサギを開腹し、無菌操作で以下を行う。膀胱を露出さ
せた後、膀胱の三角部より上部 5cm 四方を切除する。その後、2層性の足場材料を膀胱切除部位
に貼付・縫合する。縫合は、8点結節縫合を行った後、連続縫合する。膀胱切除部位に貼付・縫
合後、その部位に上から腹腔内大網を覆い、共培養することで、十分に再生組織内に血流供給を
行い、再生膀胱の再生を促す。 
Ⅲ. 再生結果の評価：膀胱再生手術後 6か月後まで経時的に膀胱造影検査を行い、再生膀胱の形
態的、生理的機能を評価する。さらに、ウロダイナミクス検査にて再生膀胱の尿流量、コンプラ
イアンス等を評価する。同時にウサギを犠牲死せしめ、再生膀胱を摘出して再生状態（膀胱上皮
層等の膀胱各層の再生状態、瘢痕形成の有無などの病理組織学的所見）を評価する。統計学的解
析の観点から、一時点に 4-6 匹を犠牲死させる。 
 
４．研究成果 
 2 層性の足場材料の作製、羊膜上皮細胞、脂肪由来幹細胞の分離・培養を行った。2層性の足
場材料は、エレクトロスピニング法を用いて、ポリ乳酸とカプロラクタム重合体(P(LA/CL))を約
5cm 四方の大きさで上皮層をより繊維間隔を細かく、また、外層をより繊維間隔が広い材料にな
るよう作製した。羊膜上皮細胞は、取り出した羊膜をスクレーパーで上皮を剥がした後に、培養
を行った。脂肪由来幹細胞は、ウサギの鼠頸部より、脂肪組織を取りだし、酵素処理を施 
し、培養を行った。この脂肪由来幹細胞フローサイトメトリーを行った結果、間葉系幹細胞マー
カーである CD44 が陽性で、CD11b、CD31、CD45 が陰性であった。 
  



        
   図 1. 1体型 2層性足場材料 SEM写真    図 2. 採取した脂肪由来幹細胞の分化・未分化マーカー発現 
 
次に、採取した羊膜上皮細胞及び脂肪由来幹細胞を 2層性の足場材料に播種し、ウサギの膀胱上
部から三角部にかけて切り開いたモデルに対して、貼付縫合を行い、予後の組織形成と膀胱機能
について検討を行った。その結果、6ヶ月後の X線膀胱造影で、材料を膀胱に貼付縫合した群は、
蠕動運動が確認でき、膀胱内圧測定においても膀胱の容量変化が認められた。また、膀胱容量も
少し増加が認められた。さらに、材料中央部の電気刺激による膀胱筋収縮測定にて、正常な筋収
縮が見られるかどうかを検討したところ、筋収縮が認められた。組織学的にも材料群は尿路上皮
と筋層の形成が認められた。今後、より長期間で膀胱破裂や膀胱尿管逆流症等の合併症の有無と、
膀胱組織の瘢痕化等を検討する必要があると考えられた。 

                          
   図 3. 6カ月後膀胱造影写真                  図 4. 膀胱容量の比較 
 

      
    図 5. 電気刺激による再生膀胱筋収縮 
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