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長寿医療研究開発費	 平成２３年度	 総括研究報告 

 

筋再生メカニズムに基づいた腹圧性尿失禁に対する再生治療の開発（２３‐７） 

 

主任研究者	 橋本	 有弘	 国立長寿医療研究センター	 再生再建医学研究部	 (部長) 

 

研究要旨 

	 	 尿失禁は、認知症や骨粗鬆症などとともに、高齢者の QOLを著しく損なう原因となる

うえに、介護者の体力的・経済的負担が大きいため、解決の望まれている課題である。自

己骨格筋幹細胞を用いた再生医療は、腹圧性尿失禁に対する有効性が期待される、将来性

の高い治療法である。本研究は「高齢者の腹圧性尿失禁に対する自己骨格筋幹細胞移植治

療」の実現を目的とする。申請者らは、前臨床研究において高齢者の骨格筋から、再現性

よく筋幹細胞を分離・培養する独自の技術を確立した。本研究では、前臨床研究の成果を

臨床応用に発展させるために、試薬および細胞などの安全性を担保するとともに、再生医

療の実施に必要な施設・設備の改良および臨床研究設実施に必要とされる整備・管理運用

体制を提案し、国立長寿医療研究センターに『安全性と効率性を兼ね備えた再生医療の総

合的モデルシステム』を構築するために必要な調査検討を行う。そのうえで、『ヒト幹細胞

を用いる臨床研究に関する指針』にしたがって厚生労働大臣の承認を受け、臨床研究とし

て「高齢者の腹圧性尿失禁に対する自己骨格筋幹細胞移植治療」を実施することが、本研

究における当該研究期間内の最終目標である。 

	 主任研究者の橋本および分担研究者の岡村は、先行研究においてヒト骨格筋から再現性

よく筋幹細胞を分離・培養する独自の技術を確立し、世界的にみても当該再生医療の実現

に最も近い研究水準に達している。 

	 再生医療を実現するためには、ＧＭＰに相当する安全性を担保したうえで、前臨床研究

の成果を臨床研究に発展応用することが求められている。そのためには、前臨床で用いた

試薬・器具・プロトコルなどをＧＭＰレベルのもので代替することが必要になる。3年計画

の 1年目にあたる平成 23年度は、前臨床研究において得た成果を、臨床研究に適用可能に

することを最優先課題として取り組み、以下のような成果を得た。 

① 移植に用いるヒト未分化筋細胞の培養液を改良し、ウシ胎児血清以外の動物由来成分を

非動物由来成分で代替することに成功した。 

② 臨床研究に適用可能な「筋細胞純化法」を確立した。セルソーターに替わる方法として、

抗体磁気ビーズ法の有効性を確認し、作業工程を確立した。 

③ 免疫不全マウスに移植したヒト筋細胞の造腫瘍性について、マイクロダイセクション法

を用いて遺伝子レベルで検討し、増殖マーカー遺伝子の発現がないことを確認した。 
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④ 外尿道括約筋特異的に発現上昇が認められるタンパク質および遺伝子を同定した。さら

に、それらの生理的意義を解明するための解析系として、「不死化ヒト外尿道括約筋細胞

培養系」を確立し、その有用性を確認した。 

⑤ 臨床研究で必要とされる「標準作業手順書（Standard operation paratice）」を作成するた

めの基盤となるプロトコル（原案）を作成した。 

⑥ 国立長寿医療研究センターにおいて再生医療に関する臨床研究を実施するために必要な

施設・設備および臨床研究管理体制を整備するための調査を行った。それを基に、第二研

究棟 4階に設置された「再生医療用細胞調製施設（Cell Processing System）」を整備した。 

 

	 主任研究者 

	 	 橋本	 有弘	 	 国立長寿医療研究センター	 部再生再建医学研究部	 （部長） 

	 分担研究者 

	 	 岡村	 菊夫	 	 国立長寿医療研究センター	 手術・集中治療部	 （部長） 

	 	 宋	 	 時栄	 	 徳島文理大学	 神経科学研究所	 （教授） 

	 	 三股	 浩光	 	 大分大学	 医学部	 （教授） 

 

 

 

Ａ．研究目的 

	 尿失禁は、認知症や骨粗鬆症などとともに、高齢者の QOLを著しく損なう原因となるう

えに、介護者の体力的・経済的負担が大きいため、解決の望まれる課題である。自己骨格

筋幹細胞を用いた再生医療は、腹圧性尿失禁に対する将来性の高い治療法である。本研究

は「高齢者の腹圧性尿失禁に対する自己骨格筋幹細胞移植治療」の実現を目標とする。申

請者らは、前臨床研究において高齢者の骨格筋から、再現性よく筋幹細胞を分離・培養す

る独自の技術を確立した。本研究では、前臨床研究の成果を臨床応用に発展させるために、

試薬および細胞などの安全性を担保するとともに、再生医療の実施に必要な施設・設備の

改良および臨床研究管理体制の整備を行い、国立長寿医療研究センターに『安全性と効率

性を兼ね備えた再生医療の総合的モデルシステム』を構築する。 

	 世界的にみても高齢化の進行が著しいわが国においては、今後、尿失禁に悩む高齢者は、

さらに増加するものと考えられる。本研究によって腹圧性尿失禁の再生治療が開発されれ

ば、治癒できる可能性が高まり、高齢者の QOLは向上し、健康長寿社会の実現に大いに貢

献できるものと考えられる。 
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Ｂ．研究方法 

a) 骨格筋幹細胞の採取 

	 国立長寿医療センターにおいて泌尿器科疾患のため開腹手術を受けられる方で、本人か

らの同意が可能な方を対象とした。なお、梅毒や肝炎などの感染症に罹患している方およ

び主治医が不適当と認めた方は対象から除外した。同意が得られた方について、全身麻酔

下での開腹手術時に切開部の腹直筋あるいは錐体筋を1 g程度摘出した。 

b)ヒト筋細胞培養液成分の検討  

	 動物由来成分を含む培養添加物 Ultroser Gの増殖促進効果を代替する非動物性成分を探

索するため、High Content Screening系を確立した。独自に樹立した不死化ヒト筋細胞を、20％

ウシ胎児血清（FBS）含有ダルベッコ改変MEM培地（DMEM）に懸濁し、I型 collagen-coated 

96 well dish（スミロン）に、各 well当たり 300細胞となるように播いた。細胞は、水蒸気

を飽和させた細胞培養器内で、二酸化炭素 10％、空気 90％、36.7℃の条件下で培養した。

培養開始翌日に培養液を様々な組成の培養液（「20％FBS-DMEM」に成長因子などを添加し

たもの）に置き換え、6日間培養した。培地交換後、0、３、６日後に細胞をパラフォルム

アルデヒドで固定し、蛍光核染色試薬ＤＡＰＩ(1 ug/ml)および蛍光細胞質染色試薬 Cell 

Mask Red (Invitrogen, 1:20000)で染色した。In Cell Analyzer 2000 (GE)を用いて各 wellに含ま

れる全核数を定量した。 

c)CD56抗体結合磁気ビーズを 用いたヒト筋細胞の分離 

  緑色蛍光タンパク質 GFPで標識した不死化ヒト筋細胞と未標識ヒト非筋細胞を混合し、

CD56(NCAM)抗体を結合させた磁気ビーズ (Mylteny) と反応させた。磁気によって細胞を

分画し、I型 collagen-coated 24-well plateで培養した。培養翌日に細胞を固定し、抗 GFP抗

体、Cell Mask Redおよび DAPIで染色した後、In Cell Analyzer 2000 を用いて解析した。Cell 

Mask Red陽性細胞に含まれる核数(全細胞数に相当)およびGFP陽性細胞に含まれる核数（筋

細胞数に相当）を、それぞれ定量した。 

d)移植用ヒト筋細胞の安全性（リスク）評価 

	 カルディオトキシンによって筋再生を誘導した免疫不全マウス NOD/Scidの骨格筋に、	 

GFPで標識した初代培養ヒト筋細胞を移植し、5週間後に筋組織を分離した。移植後のヒト

筋細胞が腫瘍マーカーを発現しているか否かを検討するために、マイクロダイセクション

によって、組織切片から移植細胞を切り出し、その遺伝子発現パターンを RT-PCRで解析

した。 

e) ヒト外尿道括約筋細胞の不死化 

	 橋本、清野らの樹立したヒト筋細胞不死化法(Shiomi et al., 2011)にしたがって、3遺伝子

（ヒトテロメラーゼ、CDK4変異体、Cyclin D1）を初代培養ヒト外尿道括約筋細胞に導入

した。 

f) ヒト外尿道括約筋組織の発現解析 

	 前立腺全摘出手術時に尿道組織の摘出を伴う症例において、外尿道括約筋を含む組織を
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分離した。外尿道括約筋および肛門挙筋より RNAおよびタンパク質を調製し、DNAチッ

プによるトランスクリプトーム解析および質量分析（LC-MS/MS解析）によるプロテオー

ム解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

	 動物およびヒト材料を用いた実験に関しては、国立長寿医療研究センター、徳島文理大

学、大分大学の動物実験倫理委員会、生命倫理委員会、生物試料安全委員会の承認を得、

規定にしたがって実施する。ヒト骨格筋組織の採取に関しては、国立長寿医療研究センタ

ーの倫理委員会の承認および大分大学 IRBの承認をを受けた。臨床研究に関する倫理指針

に則り、患者に対しては、文書を用いて説明し、患者本人より文書にて同意を得た。 

 

Ｃ．研究結果 

1. 高齢者由来骨格筋幹細胞移植治療の確立 

①臨床応用のためのプロトコル作成 

	 臨床研究を実施するためのプロトコル（細胞調製以外の工程に関する原案）を作成した。

平成 24年度に作成する予定である「GMPレベル細胞調製施設（CPS）における作業プロ

トコル」と統合し、作業工程全体をカバーする『プロトコル』を完成させる。 

②ヒト筋細胞培養条件の改良	  

a) High-Content Screening系の確立	 前臨床研究において有効性が確認された培養液

(pmGM)に含まれる動物由来成分を安全性確認可能な試薬で置き換えるために、「細胞の有

する複数の特徴を、同時に個々の細胞毎に検出する」検定系を確立した。詳細な解析の気

結果、4あるいは７種類の成長因子など（組換え成長因子および合成ホルモン）を組み合

わせて添加することによって、ウシ胎児血清以外の動物由来成分の増殖促進活性を代替で

きることが明らかになった。特に、単独では増殖促進活性を示さない「塩基性繊維芽細胞

成長因子 bFGF」と「副腎皮質ホルモン、糖質コルチコイド」をともに添加すると著しい

相乗的増殖促進効果が認められた。 

b) ヒト筋組織からの筋前駆細胞分離法の改良	  

	 初代培養におけるヒト筋前駆細胞の収量は、年齢が高くなるにつれて、数的（細胞数）・

質的（純度）に低下する傾向が認められた。クローン解析によって確認したところ、筋前

駆細胞を高齢者筋組織から効率よく回収するためには、培養の早い段階（継代数 1）で非

筋細胞を除去することが有効であると考えられた。フローサイトメーターは、前臨床研究

においてヒト筋細胞の分画に有効であったが、GMPに対応していないため、臨床応用は

できない。緑色蛍光タンパク質 GFPで標識した不死化ヒト筋細胞と未標識ヒト非筋細胞

を混合し、CD56(NCAM)抗体を結合させた磁気ビーズで筋細胞の分離濃縮を試みたところ、

1％の筋細胞しか含まない標品を用いて、筋細胞を 50％まで濃縮できることが示された。

回収率は 90％だった。筋細胞８％を出発材料としたところ、筋細胞の含有率は 93％にま
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で向上した。以上の結果は、筋細胞を 1％程度しか含まない培養からでも、抗体ビーズに

よる分画を 2回行うことによって純度の高い細胞集団を分離することができることを示

唆している。 

	 さらに、抗体ビーズを用いたマニュアル法によって初代培養ヒト筋細胞の分画を試みた。

その結果、筋前駆細胞の純度の低い初代培養から、効率よく筋細胞を濃縮できることが明

らかになった。 

③培養ヒト筋細胞の安全性評価法 

	 ヒト筋細胞を免疫不全マウスの骨格筋に移植し、造腫瘍性の有無を遺伝子発現によって

評価する「分子生物学的解析技術」を確立した。ヒト筋細胞を移植した免疫不全マウスの

筋組織切片から、マイクロダイセクションによって、移植細胞を含む領域を切り出し、増

殖マーカー遺伝子の発現を定量的 PCR法によって解析したところ、Ki67などの細胞増殖

マーカーの発現増強は認められず、ヒト筋細胞の造腫瘍性は認められなかった。 

④移植用細胞の品質管理指標および品質管理手順の確立 

	 培養ヒト筋細胞の品質を評価するための指標分子として、CD56(NCAM)が適切であるこ

とを初代培養細胞で確認した。これまでは、フローサイトメトリー法によって NCAM陽

性細胞を検出してきたが、特別な機器操作技術の習得が前提となるため、臨床応用のため

には、より簡便で迅速な検出方法を確立する必要がある。 

⑤高齢者筋組織における加齢変化の解明	  

	 高齢者筋組織から抽出したタンパク質を i-Traq/LC-MAS/MASによって網羅的に解析し

た。成人筋組織と比較した結果、多様なタンパク質に変動が認められた。しかし、その多

くは収縮関連タンパク質であり、筋組織の加齢変化の原因となる微小変化（成長因子、サ

イトカイン、ホルモンなどの応答系など）を明らかにすることは難しいと判断した。そこ

で、分泌性因子に焦点を絞った遺伝子発現解析を行い、複数の候補分子を見出した。今後

は、機能補充治療、加齢性筋機能低下に対する薬物による予防･治療法開発の基盤情報を

得るために、定量解析を行う予定である。 

⑥ヒト尿道括約筋の特異性解明	  

a)ヒト外尿道括約筋細胞の細胞融合能	 3遺伝子（ヒトテロメラーゼ、CDK4変異体、Cyclin 

D1）の導入により、不死化ヒト外尿道括約筋細胞を世界で初めて分離・樹立した。不死

化ヒト外尿道括約筋細胞が不死化ヒト皮下筋由来筋細胞とも効率よく融合し、最終分化細

胞である筋線維を形成することを確認した。異所性筋細胞が外尿道括約筋細胞の再生に寄

与しうることが示唆された。 

b)外尿道括約筋組織の発現解析	 肛門挙筋組織との違いを、タンパク質および遺伝子レベ

ルで、網羅的に解析した。質量分析機を用いたタンパク質解析（LC-MS/MS解析）を行い、

尿道括約筋にのみ含まれるタンパク質 38個、および肛門挙筋に比べて尿道括約筋で量が

多いタンパク質 21個を同定した。また、cDNAマイクロアレイ解析の結果、発現量に 2

倍以上の差がある遺伝子を約 1万個同定した。これらの解析で尿道括約筋での発現が示唆
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された decorinについて、抗体染色、イムノブロット解析およびリアルタイム PCR解析の

結果、尿道括約筋における発現を確認した。 

2.	 再生医療に関する臨床研究を実現するための環境の整備 

①新設された「GMPレベル細胞調製施設（CPS）」を稼働させるための設備面での整備を行

った。順次ハード面での整備を行い、「ＧＭＰ基準を満たす設備」として使用可能な状態に

まで整備した。今後、当該設備の「ＧＭＰ基準を満たす設備としての機能」を維持し続け

るためには、適切な管理・運用をする必要があり、機関レベルで管理組織体制、運用規則

などを整備する必要がある。 

 

Ｄ．考察と結論 

	 前臨床研究において、私たちはヒト筋細胞の分離培養法を確立し、自己筋細胞移植治療

の実現可能性を示してきた。しかし、臨床研究を実現するためには、GMPに準拠した安全

性の担保が求められている。そのため、前臨床研究で用いられた試薬、器具、実験手法な

どを一から見直す必要がある。特に、ヒト筋細胞を培養するために、私たちが開発・改良

してきた培養液 pmGMには、動物由来の成分が含まれており、安全性の担保という点から

非動物成分による代替が強く望まれている。動物由来成分は、ウシ胎児血清と培養添加物

Ultroser Gに含まれている。しかし、これらに含まれる増殖促進因子が何であるか、は明ら

かではない。また、おそらく単一成分ではないと予想されるため、従来、解析は極めて困

難であった。今回、私たちは High-Content Screening系を導入・確立することによって、様々

な組成の培養液の増殖促進活性を比較検討することができた。その結果、Ultroser Gによる

増殖促進活性を、４あるいは７種類の因子（組換え成長因子および合成ホルモン）によっ

て、ほぼ完全に代替できたことは大きな進捗である。これら複数因子による増殖促進活性

の主要な部分は、「塩基性繊維芽細胞成長因子 bFGF」と「糖質コルチコイド」の相乗的増

殖促進効果に依存している。bFGFおよび糖質コルチコイドは、単独ではヒト筋細胞に対す

る増殖促進活性を示さない。したがって、これらが相乗的に働いてヒト筋細胞の増殖促進

をもたらす作用機序の解明が重要である。bFGFおよび糖質コルチコイドの横紋筋組織への

作用については、多くの研究が報告されているものの、ほとんどは増殖能を喪失した最終

分化細胞（筋線維）の萎縮あるいは肥大に関するものである。また、bFGFと糖質コルチコ

イドの相乗作用については報告がない。今回の知見は、bFGFおよび糖質コルチコイドの同

時投与によって、内在性筋幹細胞の増殖活性を制御できる可能性を示している。さらには、

成長因子およびホルモンの相乗効果を利用した、加齢にともなう筋再生能力の低下に対す

る予防法・治療法開発の端緒となることが期待される。 

	 ヒト筋細胞の初代培養においては、筋細胞の純度、増殖能などの個人差が大きい。個人

差は、年齢、性別をはじめとする様々な要因が原因となってと生じると思われるが、自己

筋細胞治療を適用するためには、是非とも克服しなければならない課題である。しかし、

これまで、初代培養における筋細胞の純度および増殖能力の違いを比較するための検定系
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は確立されていなかった。High-Content Screening系は、ヒト筋細胞の初代培養における筋

細胞の純度、増殖能を定量化することのできる検定系の有力な候補である。現在、私たち

は、増殖・分化能を保持した筋幹細胞が、どれくらいヒト筋組織に含まれているのか、を

示す指標として、筋分化能を有するコロニーの形成頻度（Capacity of Myogenesis (COM)of 

Human Muscle）を検討している。 

	 初代培養における筋細胞の含有率が低い場合、しばしば非筋細胞の増殖がさかんになり、

筋細胞の分離が困難になる場合がある。培養後、早い段階で筋細胞を分離・純化すること

によって、この問題は克服できることが、セルソーターを用いた前臨床研究によって示唆

されていた。しかし、ＧＭＰに準拠したセルソーターを臨床研究に用いることは、機器保

守のための作業負担が大きいことに加えて、経済的にも現実的ではない。一方、CD56抗体

磁気ビーズを用いた筋細胞分離法には、①ＧＭＰに準拠したプロトコルを作成することが

可能、②分画操作が簡便、③機器整備などのための初期投資がほとんど不要、という利点

がある。今回、ヒト筋細胞の分画における CD56抗体磁気ビーズの有効性が確認された。こ

れは、個人差による初代培養の成否のバラツキを減少させる技術的改善策の一つとなる。 

	 「移植用ヒト筋細胞の安全性（リスク）評価」は、最も重要な検討課題の一つである。

しかし、何をもって安全性が担保されたと判断するか、評価指標と基準については、明確

な線を引くことはできない。私たちは、免疫不全マウス骨格筋へのヒト筋細胞移植を行い、

造腫瘍性の有無を組織学的に検索するのみならず、マイクロダイセクション法を用いて、

より高感度かつ、分子レベルで正確に造腫瘍性を検定した。今後は、増殖マーカーのみな

らず、「前がん状態の細胞」を検出しうる分子指標を確立することが望まれる。 

	 ヒト外尿道括約筋の解析には、大きな制限があるため、その性質については不明の点が

多い。トランスクリプトーム解析およびプロテオーム解析によって、外尿道括約筋組織と

肛門挙筋組織における発現に差が認められた分子は、外尿道括約筋の特性を解明する端緒

となりうる。それらの外尿道括約筋細胞における機能を検討するための実験系として、私

たちが独自に樹立したヒト不死化外尿道括約筋細胞は、極めて有用性が高い。不死化外尿

道括約筋細胞は、これまで不明の点が多かったヒト外尿道括約筋の特性を解明するための

優れたアッセイ系を提供するとともに、創薬開発のためのきわめて有用な系を提供すると

期待される。 
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