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研究成果の概要（和文）：  

腹膜透析患者の腹膜傷害は、中皮細胞の脱落が起因し、腹膜の線維化が生じる。よって、傷

害を改善するアプローチとして、1.中皮細胞シートによる補充、2.肝細胞増殖因子（HGF）、3.

骨形成因子 7（BMP-7）による再生効果としてシートの積層化を用いた。結果、HGFならびに BMP-7

遺伝子導入中皮細胞シートの積層型細胞シートの開発に成功した。本手法は、線維化改善に期

待される。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Cell sheet engineering techniques as a cell therapy, hepatocyte growth factor (HGF) 

and bone morphogenetic protein 7 (BMP-7) as a strong repairing factor for damaged tissue 
were focused. We developed the HGF and BMP-7 genetic stacking mesothelial cell sheets 
using the HGF transgenic cell sheets and the BMP-7 transgenic cell sheets. 

 The developed genetic stacking cell sheets can be applied for repairing damaged by 
fibrosis. 
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１．研究開始当初の背景 
腹膜透析（PD）は、腹膜傷害による PD 中止
が問題となっている。我々は腹膜傷害に対し、
Tissue engineering技術である細胞シート工

学と再生因子徐放技術を組み合わすことで
細胞のみから構成される世界初の再生因子
徐放細胞シート治療法を開発した。具体的に
再生因子である HGF遺伝子を導入したヒト中
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皮細胞シート（HGF 中皮シート）を開発し腹
膜傷害部位に移植した結果、シートの良好な
接着と傷害の軽減が示された。そこで、本研
究ではさらに強力な新規治療法の開発を目
指して、線維化抑制因子である BMP-7を用い
た BMP-7 中皮シートを開発し、HGF 中皮シー
トと積層化させることで HGF&BMP-7積層型中
皮シートを開発し、腹膜傷害から回復効果を
検討する。 
 
２．研究の目的 
腹膜障害解除のため、以下の3点に着目した。
1 つ目は、腹膜線維化では、多くの線維化疾
患に対して、線維化の解除と実質細胞の再生
を強力に高める肝細胞増増殖因子（HGF）と
骨形成因子 7（BMP-7）である。次に脱落した
中皮細胞では、実質細胞を疾患部位に到達さ
せ、疾患の改善を目的とした細胞療法が近年
注目されているが、細胞を単体で用いても、
その機能は組織化した細胞に比べ明らかに
低下することが問題である。よって 2つ目に
高機能の長期間維持が可能な細胞の組織化
(細胞シート)と 3 つ目に強度&機能が向上す
る積層化である。以上を達成できる組織デバ
イスの開発を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）BMP-7 徐放腹膜中皮細胞シートの開発 
①C-SRα plasmide に human BMP-7 cDNA を組
み込み、SRαをプロモータとして発現させる
Human BMP-7 遺伝子プラスミドを作成した。
②リポフェクタミンを用いて、中皮細胞株に
BMP-7 遺伝子を導入した。 
③温度感受性培養皿にBMP-7遺伝子導入細胞
を播種し、４８時間後、低温処理を行うこと
で HMCS+BMP-7 を作製した。 
（2）HGF&BMP-7積層型中皮シートの開発 
①温度感受性培養皿を用いて、HMCS+HGF を作
製した。 
②HMCS+HGF 上に HMCS+BMP-7 を上から重ねる
ことで HGF&BMP-7積層型中皮シートを作製し
た。 
 
４．研究成果 
HGF ならびに BMP-7 遺伝子の GAPDH に対する
発現量は、導入無しでは 0%に対して、HGFで
は267.5±8.0%、BMP-7では7.9±0.2%であり、
P<0.01であり、優位な遺伝子発現がみられた。
その細胞と温度感受性培養皿を用いて培養
を行い、温度を 37℃から 20℃に下げる操作
のみで細胞のみが培養皿から剥離する手法
を用いて、細胞のみから構成される HGF 徐放
中皮細胞シート（HMCS+HGF）ならび BMP-7 徐
放中皮細胞シート（HMCS+BMP-7）の作成に成
功した。HGF 遺伝子あるいは BMP-7 遺伝子無
の細胞シート（HMCS）の HGF ならびに BMP-7
の発現量は 0pg/ml であるのに対して、

HMCS+HGF では約 240pg/ml、HMCS+BMP-7 では
約 80pg/mlであり、有意に高い放出量を示し、
遺伝子の発現量を反映していた。さらに、温
度感受性培養皿を用いて、 HMCS+HGF に
HMCS+BMP-7 を重ねた HGF＆BMP-7 遺伝子導入
積層型中皮細胞シートの作製に成功した。よ
って、本手法は in vitro で安全に目的の遺
伝子を導入した細胞を用いてシート作製が
可能であり、更に積層化させることで、強度
が向上し、異なる遺伝子発現をもつ組織の構
築ができ、線維化疾患の改善の強力なツール
となることが期待される。 
今後は線維化モデルにて、線維化解除を実証
する予定である。 
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