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研究成果の概要（和文）：線維芽細胞と臍帯静脈内皮細胞を使用し、スフェロイドを作成し、バイオ3Dプリンタ
ーRegenovaで人工尿管を作成した。人工尿管をラット尿管に移植し、2-12週間後に評価した。尿管上皮は完全に
再生され、一部筋層の再生も見られた。尿管蠕動運動は正常よりも弱かったが、全例にみとめられ、水腎症はな
いか、あっても軽度であった。
移植構造体を経時的に観察、追跡するため、ICGによるラベリング実験を行った。細胞培養時、人工尿管の還流
培養時、いずれもラベリングに成功し、皮下に埋没させた構造体を赤外線カメラで非接触で長期間にわたって観
察可能であった。

研究成果の概要（英文）：Spheroids created with fibroblasts and umbilical vein endothelial cells were
 used to make an artificial ureter. Artificial ureter was created with a bio 3D printer, Regenova. 
Artificial ureters were implanted into rat ureters and evaluated after 2-12 weeks. The ureteral 
epithelium was completely regenerated, and partial regeneration of the muscle layer was also 
observed. Ureteral peristalsis was weaker than normal, but was present in all cases, Almost no or 
mild hydronephrosis was observed.
In order to observe and track the transplanted structures over time, ICG labeling experiments were 
performed with the cell culture and the perfusion culture of the artificial ureter. As a result, 
labeling was successful, and the subcutaneously implanted structure could be observed for a long 
period of time without contact with an infrared camera.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、尿管の再生は、高分子化合物や自家組織によるものが大半を占め、細胞のみでできた構造体で再生し
た報告は皆無であった。本研究はspheroidを積層し作成した管状構造体で尿管を再生した初めての報告である。
本研究は短距離の尿管再生であるが、細胞種の変更等の工夫を凝らすと、将来的には、長距離の尿管再生が可能
となる可能性があり、その礎となる研究である。
また、ICGでラベリングすることで、赤外線カメラを用いて、非接触で長期間、構造体を観察することに成功し
た。臨床応用時のグラフトの追跡、グラフト不全の予測に役立つ可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
先天性の尿管狭窄や尿管損傷、尿管癌術後の尿管の通過障害に対して尿路再建は必須である。 
尿管の欠損距離が長いほど手術による再建は複雑かつ難易度の高い手術となり、合併症も増加
する。以前より当該分野では、高分子化合物による再建の研究がさかんに行われているが、満足
する成果を得られたものはなく、臨床応用もされていないのが現状である。 
そこで、我々は、バイオ 3D プリンティング技術を応用し、生細胞のみで構成された人工尿管を
再生することを試みた。 
 
また、人工尿管は一旦移植されると、肉眼的観察が不能となり、CT 等を使用しなければ、非侵
襲的にグラフトの経時的追跡、グラフト不全の予測は不可能である。 
そこで、人体で豊富な使用実績があり、安全性の確立されている、安価な ICG（インドシアニン
グリーン）で人工尿管を染色し、赤外線カメラで発色させ、経時的に追跡できるか検討すること
とした。 
 
２．研究の目的 
 
（１）各種の生細胞をバイオ 3D プリンターRegenova で積層し、管状人工尿管を作成する。同
人工尿管をラット人工尿管に移植し、肉眼的、機能的評価をするとともに、経時的変化を病理組
織学的に解析する。生細胞のみで機能する人工尿管が作成可能か検討する。 
 
（２）線維芽細胞（NHDFs）を細胞レベルで ICG を用いて染色し、バイオ 3D プリンター
Regenova で積層、管状人工構造体を作成し、ラットに移植し、赤外線カメラで経時的追跡をす
る。 
また、線維芽細胞で構成された、人工構造体を３D プリンターで作成後、還流培養時に ICG で
染色し、ラットに移植し、赤外線カメラで経時的追跡をする。 
人工尿管を ICG で染色し、赤外線カメラで観察することで、非侵襲的に、非接触で経時的に追
跡可能か検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 
（１）線維芽細胞（NHDFs）と臍帯静脈内皮細胞（HUVECs）を使用し、スフェロイド（90% NHDFs 
and 10% HUVECs；3.5×10 cells/mL；500-700μm）を作成し、バイオ 3D プリンターRegenova で
9×9の剣山に 3×3の範囲で、12層に積層する。積層後、リザーバーに移し、7週以上還流培養
し、人工尿管を成熟させた。 
 
F344 ラット 13匹を使用し、10匹に前述の人工尿管移植を移植、3匹はシリコンステントのみで
尿管を再生した。ラットは、以下の 5群にランダムに割り付けた。 
2 週評価群(n=3)、4 週群(n=3)、8 週群(n=3)、12 週群(n=1)、およびシリコンステントのみ群(n=3)
とした。 
 
それぞれの群で、経時的に人工尿管の肉眼的変化、水腎症のグレード、尿の通過性、蠕動の有無、
病理組織学的変化（HE、anti-pan-cytokeratin、anti-VEGFA、anti-uroplakin、anti-alpha-smooth 
muscle actin、anti-cytokeratin 14、Masson’s trichrome）の評価を行った。 
 
（２）ICG を含んだ培養液で培養した線維芽細胞（NHDFs）をバイオ 3Dプリンターで積層し、管
状人工構造体を作成、ラット皮下に移植し、赤外線カメラで経時的追跡をした（n=2）。 
また、通常培地で作成した線維芽細胞の人工構造体を、ICG を含んだ培養液で還流培養し、同構
造体をラット皮下に移植し、赤外線カメラで経時的追跡をした（n=2）。 
 
F344 ラット 4匹を使用し、細胞染色群(n=2)、人工構造体染色群(n=2)にランダムにわけ、2週、
4週に赤外線カメラで観察した。 
 
４．研究成果 
 
（１）人工尿管は経時的に体積が縮小した。尿管蠕動運動は正常よりも弱かったが、全例にみと
められた。人工尿管移植群の 70%で尿の良好な通過が見られた。 



ステントのみで再建した群（n=3）では、すべて G3-4 の水腎症を発症した。対照的に、人工尿管
移植群では、70%が G0-1 程度の軽度の水腎症であった。人工尿管構造群の水腎症グレードは 1.00
±2.66、ステントのみの群は 3.33±0.33 と有意に人工尿管群で水腎症のグレードが軽度であっ
た。 
 
尿管上皮は経時的にラット尿管側から人工尿管内部に向け再生され、完全再生がみられた。筋層
も尿管側から人工尿管側に再生し、経時的に延長していったが、12 週の観察期間内に完全再生
は見られなかった。人工尿管の VEGF 染色細胞は、移植前の構造体レベルでは全体的に染色され
たが、移植後は凝縮し、濃いスポットとして観察された。CK14 も、構造体レベルでは全体的に
染色されたが、移植後は凝集していた。線維化の指標となる Masson`s trichrome 染色は、経時
的に濃く染色され、人工尿管の線維化が経時的に進行することが示唆された。 
（本研究は 2022 年 Acta biomaterialia に掲載された。） 
 
これまで、尿管の再生は、高分子化合物によるものが大半を占め、細胞のみでできた構造体で再
生した報告は皆無であった。本研究はバイオ３Dプリンティング技術を用い、スフェロイドを積
層して作成した管状構造体で尿管を再生した初めての報告である。本研究は短距離の尿管再生
であるが、細胞種の変更等の工夫を凝らすと、将来的には、長距離の尿管再生が可能となる可能
性もあり、その礎となる研究である。 
 
（２）細胞レベルでの ICG 染色では、培地の ICG 濃度 0.625-25mg/ml では細胞の増殖能に問題
はなかったが、50 mg/ml 以上では、細胞の viability が低下していった。また、ICG 濃度が高く
なるにつれ、細胞同士の癒合が阻害される傾向にあった。一方で、人工尿管作成後、還流培養時
に染色した群では、細胞レベルでの染色群よりいずれの ICG 濃度でも形態が保たれていた。 
皮下移植後の赤外線カメラ観察では、いずれも 4週以上観察が可能であった。また、パラフィン
包埋切片でも構造体は十分に観察できる程度に発色していた。 
 
人工構造体を ICG でラベリングすることで、赤外線カメラを用いて、非接触で長期間、構造体を
観察することに成功した。これまで、移植された構造体を FDA が人体使用を認可した薬剤で、非
侵襲的、非接触的に簡便に観察する方法はなく、本研究が初めての報告である。将来、種々の再
生臓器の臨床応用時の経時的追跡、グラフト不全の予測に役立つ可能性がある。 
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