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研究成果の概要（和文）：骨盤内臓器癌の放射線療法を受けると約半数の患者に排尿障害が生じる。しかし、有効な治
療は皆無であり、治療に難渋する。放射線照射療法による排尿障害に対して、機能的な膀胱の再生は、非常に有望であ
る。本研究は、温度応答性培養皿を用いて骨髄由来細胞シートを作製し、放射線を照射して傷害を与えたラット膀胱に
パッチ移植した。放射線照射によって傷害を与えた膀胱に骨髄由来細胞シートを移植すると、膀胱組織が再生し、排尿
障害が改善することが示された。また、膀胱再生を促進する24種類の細胞増殖因子、サイトカインを検出した。したが
って、骨髄由来細胞シート移植によって、機能的な膀胱が再生されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The urinary bladder is one of the organs most often affected by the side effects 
of pelvic radiotherapy. In this study, we produced bone marrow-derived cell sheets in 
temperature-responsive culture dishes that release the monolayer sheets intact. We then determined if the 
recovered cell sheets could restore function to irradiated urinary bladders. After 4 weeks, the cell 
sheet-transplanted bladders had smooth muscle layers and nerve fibers in proportions that were 
significantly larger than those of the control bladders. In cystometric investigations, cell-free sheet 
control rats had frequent and irregular periods of micturition; however, the cell sheet-transplanted rats 
voided at regular intervals of micturition, which is typical for rats with uninjured bladders. There were 
24 growth factors to promote reconstruction of urinary bladders in the cell sheet-transplanted urinary 
bladders. In conclusion, cell sheet engineering has great potential to restore damaged urinary bladders.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
 膀胱癌、前立腺癌や、子宮癌などの骨盤内
臓器癌の治療として放射線療法を受けた、約
半数の患者に重度の排尿障害が生じる。しか
し、放射線照射療法後の排尿障害に対して、
有効な治療は皆無であり、治療に難渋する。
したがって、放射線照射療法後の排尿障害が
生じた膀胱に対して、機能的な膀胱を再生さ
せることは、非常に有望であると考えられる。 
 これまで、われわれは、マウスの膀胱に凍
結傷害を与え、膀胱平滑筋層を破壊し、そこ
に骨髄由来細胞を注入移植すると、移植した
細胞は平滑筋細胞に分化するとともに、平滑
筋層が再生することを報告した。さらに、骨
髄由来細胞移植によって再生された膀胱は、
正常膀胱と同等の機能が回復することも報
告した（Imamura, et al. Cell transplant. 2008、 
2006 日本泌尿器科学会総会賞、2007 Jack 
Lapides Essay Contest Grand Prize）。また、
Tissue Engineering の視点からの考察によって、
膀胱再生に理想的な生体微小環境を明らか
にした（Imamura, et al. Tissue Eng. 2009、第６
回泌尿器再建再生研究会賞）。 
 続いて、放射線照射によって膀胱に傷害を
与え、排尿障害を呈するモデルを作製し、骨
髄由来細胞移植による機能的な膀胱再生を
試みた（科学研究費：若手研究 B 平成 20-21
年度、および、平成 22-23 年度、平成 23 年度 
若手研究者萌芽研究支援事業 研究代表者 
今村哲也）。この研究で、膀胱に放射線を照
射することによって、平滑筋層と神経細胞が
減少するとともに、排尿間隔時間の延長、お
よび、残尿量の増大などの排尿障害を示すモ
デルを確立した。この放射線照射によって傷
害を与えた膀胱に、骨髄由来細胞を注入移植
すると平滑筋層や神経組織が再生し、その一
部は、移植した骨髄由来細胞が分化した平滑
筋や神経細胞によって形成されていること
することを報告した（Imamura, et al. Tissue 
Eng. 2012）。同時に、骨髄由来細胞移植によ
って、排尿障害が改善され、正常な膀胱と同
等 な 機能が 回 復する こ とを報 告 し た
（Imamura, et al. Tissue Eng. 2012、第 8 回泌尿
器再建再生研究会賞）。 
 われわれは、放射線照射によって傷害を受
けた膀胱に、骨髄由来細胞を直接注入移植す
ると正常な膀胱が再生されることを示した。
しかし、細胞の直接注入移植法には、培養期
間中に産生された細胞外基質により単層を
形成した細胞を球状の単一細胞として回収
し移植に用いることから、単層状態の崩壊、
細胞生存率の低下などの欠点を有している。
さらに、傷害を受けた組織（膀胱）に針で細
胞を注入するという手技によって、傷害の程
度がさらに増悪する可能性がある。 
 これらの細胞直接注入移植における欠点
を克服するため、本研究は、岡野らが開発し
た温度応答性培養器材(Biomaterials, 1995)を
利用し、骨髄由来細胞シートの作製を試みた。
温度応答性培養皿は、37℃のとき細胞接着面

を提供し、25℃以下のとき細胞遊離面に変化
する。この性質を利用することによって、温
度応答性培養皿で培養した細胞は、酵素処理
などを必要とせず回収できる。回収した細胞
は、培養期間中に形成した単層を維持し、シ
ート状を呈す。また、細胞シート移植は、傷
害部位へパッチ移植が可能であり、注入移植
のような傷害部位の拡大などのリスクがな
い。 
 本研究は、温度応答性培養皿を利用し作製
した細胞シートを傷害部位（膀胱）へのパッ
チ移植することにより機能的な膀胱の再生
が可能かどうか検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、放射線照射療法により機能障害
が生じた膀胱に対して、骨髄由来細胞を用い
て作製した細胞シートのパッチ移植によっ
て、機能的な膀胱が再生されるのかどうか動
物（ラット）を用いて検討した。 
 これまで、われわれは、ラット膀胱に放射
線を照射して膀胱組織に傷害を与え、排尿障
害を呈するラット放射線照射傷害膀胱モデ
ルを確立した（Imamura, et al. Tissue Eng. 
2012）。また、われわれは、ラット大腿骨か
ら骨髄細胞を採取し、初代培養を行うことで、
培養皿に接着伸展した骨髄由来細胞を得る
方法を確立している。そこで、本研究は、温
度応答性培養皿を用いて骨髄由来細胞シー
トの作製を試みた。さらに、作製した骨髄由
来細胞シートをラット放射線照射傷害膀胱
モデルにパッチ移植した。移植後、組織学的
解析、遺伝子学的解析、膀胱内圧測定によっ
て、細胞シートを移植した膀胱では、膀胱組
織が再生され、排尿障害が改善されるのかど
うか検討するとともに、再生機序いついて考
察した。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット放射線障害膀胱モデルの作製 
 10 週齢雌 SD ラットをペントバルビタール
ナトリウム(25mg/kg)にて全身麻酔をかけた
後、全身を保護する鉄板を被せ、恥骨に接す
る直径 1cm の円内に２グレイの放射線線量
を週 1 回照射した（下図）。これを 5 回繰り
返し、5 回目の照射終了後、2 週間通常飼育
を行った。これまでの研究から、この放射線
照射の条件で、膀胱平滑筋層と神経細胞の減
少、および、排尿間隔時間の延長と残尿量の
増大などの排尿障害を示す膀胱モデルが作
製されることを確認している（Imamura, et al. 
Tissue Eng. 2012、科学研究費：若手研究 B 平
成 20-21 年度、および、平成 22-23 年度、平
成 23 年度 若手研究者萌芽研究支援事業 
研究代表者 今村哲也）。また、このモデル
作製過程における、放射線照射後２週間の通
常飼育期間に、下記に示す骨髄由来細胞シー
ト作製を行った。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
（図）放射線傷害膀胱モデル作製：恥骨に接
する直径 1cm 円内（矢印）に 2 グレイの放射
線量を週 1 回照射し、これを 5 回繰り返す。 
 
（２）骨髄由来細胞シートの作製 
 17 週齢（移植時のレシピエント動物と同週
齢）雄 GFP トランスジェニック SD ラットの
大腿骨を摘出し、骨髄細胞を採取した。これ
までに確立した方法に従い、採取した細胞を
コラーゲンコートした培養皿で 1 週間初代培
養した（科学研究費：若手研究 B 平成 20-21
年度、および、平成 22-23 年度、平成 23 年度 
若手研究者萌芽研究支援事業 研究代表者 
今村哲也）。培養皿に接着・伸展した細胞を
骨髄由来細胞として回収し、1.0x106 cells/well
の骨髄由来細胞を温度応答性培養器材
(48well UPCell® 株式会社セルシード)へ継代
培養した。培養 2 日後、細胞シート回収用支
持体(CellShifterTM 株式会社セルシード)を培
養した細胞の上に置き、培養皿の温度を 20℃
以下にした。温度を下げて 5 分後、細胞支持
体をゆっくり剥がし、骨髄由来細胞をシート
状で回収（骨髄由来細胞シート）した。また、
本研究は、ドナーとレシピエントの個体が異
なる、同種同系移植となる。 
 
（３）放射線照射によって傷害を与えた膀胱
への骨髄由来細胞シートのパッチ移植 
 レシピエントラットを上記と同様に、麻酔
をかけ、放射線照射した膀胱を露出させた。
放射線照射した膀胱の前壁に骨髄由来細胞
シートを覆いかぶせ、5 分放置した。細胞が
膀胱組織から剥がれないように、慎重に、ゆ
っくり、細胞支持体のみを剥がした（パッチ
移植）。対照群には、無細胞シートを同様に、
膀胱全壁に覆いかぶせた。 
 
（４）骨髄由来細胞シート移植による膀胱組
織再生の解析 
 細胞シート移植 4週間後に、下記の膀胱内
圧測定を行った後、膀胱を摘出した。摘出し
た膀胱をパラフィン包埋し、組織標本とした。
膀胱組織に対して、H&E 染色（全体像の把握）、
マッソントリクローム染色（平滑筋層の把
握）、アセチルコリンエステラーゼ染色（末
梢神経の把握）、および、ピクロシリウスレ
ッド染色（線維化の把握）を行った。これら
により、組織全体を観察し、画像を得る。得
られた画像から膀胱平滑筋層や神経組織の
面積などを画像解析し、膀胱組織の再生を数
値化した。 
 移植した細胞の生着と分化について、GFP
抗体、および、平滑筋マーカーである、smooth 

muscle actin 抗体、あるいは、神経細胞マーカ
ーである、S100 抗体を用いた二重染色を行っ
た。 
 また、94 種類の細胞増殖因子、サイトカイ
ンの mRNA 発現について、リアルタイム
RT-PCR アレイを行った。細胞シート群にお
いて、無細胞シート対照群と比較して有意に
2 倍以上発現が増大した mRNA を検出した。 
 
（５）骨髄由来細胞シート移植による膀胱機
能回復の解析 
 細胞シート移植 4週間後に、膀胱カテーテ
ル留置手術を行った。手術 2 日後、無拘束・
無麻酔・絶飲食下にて、留置したカテーテ
ルを介して膀胱に生理食塩水を 10ml/hrで
注入し、膀胱基底圧、排尿閾値圧、排尿時
膀胱収縮圧、排尿間隔時間、一回排尿量、
残尿量、および、膀胱容量を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞シート移植による膀胱組織の再生 
 細胞シート移植 4 週間後、マッソントリク
ローム染色から、細胞シート移植群の平滑筋
層(0.28±0.02)は、無細胞シート対照群(0.18
±0.01)と比較して、有意に増大したことが示
された。同様に、アセチルコリンエステラー
ゼ染色から細胞シート移植群の神経細胞
(0.040±0.005)は、対照群(0.008±0.004)と比較
して、有意に増大したことが示された。 
 また、細胞移植群でのアポトーシスを誘発
した細胞数(4.46±0.49 個)は、対照群(13.74±
1.77)と比較して、有意に減少した。さらに、
ピクロシリウスレッド染色、線維化マーカー
P4HB 染色により、細胞移植群における平滑
筋層の線維化は、対照群と比較して、抑制さ
れる傾向が認められた。 
 以上の解析から、放射線照射によって傷害
を与えた膀胱に骨髄由来細胞シートを移植
すると、膀胱組織が再生することが示された。 
 
（２）細胞シート移植による膀胱機能の回復 
 移植 4 週間後の膀胱内圧測定において、細
胞シート群は、規則正しい排尿パターンを示
したが、対照群では、不規則な排尿パターン
が認められた。それぞれのパラメーターにつ
いて解析すると、膀胱基底圧と排尿時収縮圧
には、両群とも差がなかった。しかし、細胞
シート群の排尿閾値圧(17.59±2.56cmH2O)、
排尿間隔時間(6.83±0.75min)、一回排尿量
(1.25±0.12ml)、膀胱容量(1.27±0.12ml)は、対
照群のそれぞれ(10.93±0.69cmH2O、4.30±
0.61min、0.73±0.13ml、0.78±0.12ml)と比較
して、有意に増大した。さらに、細胞シート
群の残尿量(0.01±0.01ml)は、対照群(0.05±
0.03ml)と比較して、有意に低下した。 
 膀胱内圧測定から、放射線照射によって生
じた排尿障害は、骨髄由来細胞シート移植に
よって、排尿障害が改善することが示された。 
 
（３）膀胱再生機序の考察 



 上記（１）、（２）より、細胞シートを移植
すると機能的な膀胱が再生されることが示
された。そこで、膀胱再生機序について考察
した。 
 最初に、免疫組織染色によって、膀胱前壁
において、移植した細胞（シート）を検出し
た（下図）。しかし、検出された細胞の平滑
筋細胞、あるいは、神経細胞への分化は、認
められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図）移植した細胞（シート）の検出：移植
4 週間後、GFP（緑）陽性の骨髄由来細胞が
膀胱前壁において検出された。 
 
 続いて、リアルタイム RT-PCR アレイを行
い、細胞シート移植によって、有意に 2 倍以
上発現が増大した細胞増殖因子、サイトカイ
ン mRNA を検出した。細胞シート群において、
平滑筋再生に関与すると考えられる Growth 
differenitiation factor 10 (GDF10)、血管新生に
関与する Fibroblast growth factor 17 (FGF17)、
神経細胞再生に関与する Neurotrophin 3(Ntf3)
など、24 種類の細胞増殖因子、サイトカイン
mRNA が検出された。それらの細胞増殖因子、
サイトカインなどは、移植された細胞から産
生されるのか、レシピエント側から産生され
ているのかは、今後の研究課題である。 
 以上の解析から、放射線照射傷害膀胱に、
骨髄由来細胞シートを移植すると膀胱の再
生を促進するような細胞増殖因子、サイトカ
インなどが産生され、膀胱平滑筋層や神経細
胞が増大し、アポトーシス細胞、線維化の減
少により、機能的な膀胱が再生されたと考察
した。 
 
 本研究成果は、学術誌 Tissue Engineering 
Part A, 21, 2015, pp. 1600-1610 に採択され、ま
た、第 11 回泌尿器科再建再生研究会（2014/7/5、
青森市）にて研究会賞を受賞した。 
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