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長寿医療研究開発費	 平成２２年度	 総括研究報告（総合報告及び年度報告）	 

	 

筋再生メカニズムに基づいた高齢者の尿失禁に対する新しい治療の開発（２１指‐６）	 

	 

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。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。綿足た

ちは、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・培養する独自技術

を確立した。当該研究期間においては、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』を構築するための基盤整備を実施した。	 

	 治療対象が高齢者であることから、私たちは後期高齢者を対象とした筋生検を実施し、後期高

齢者骨格筋から増殖能力の高い筋細胞を得ることに成功した。したがって、加齢に伴う筋幹細胞

の機能低下は、本治療の制限要因にはならないと考えられる。移植用筋細胞の安全性を担保し、

かつ筋細胞調製の効率化を図るために、ヒト筋細胞の初代培養条件を改良した。さらに、移植用

筋細胞の品質評価システムとして、NCAM(CD56)をマーカーとしたフローサイトメトリー法の有用

性を明らかにした。また、私たちは、独自に開発した技術によって、不死化ヒト筋細胞を樹立す

ることに成功した。不死化ヒト筋細胞は、ヒト筋細胞固有の性質を解明し、細胞培養および移植

法の改良を促進するために有用性が高い。さらに、私たちは「外尿道括約筋細胞」を不死化する

ことにも成功した。この「不死化ヒト外尿道括約筋細胞」は、世界的にも類例のない細胞であり、

将来的な創薬開発のためのアッセイ系としてきわめて重要である。	 

	 従来研究における「ヒト骨格筋組織の加齢にともなう変化」に関する解析結果は、限定的なも

のである。そこで高齢者骨格筋の病理組織学的解析および外尿道括約筋の網羅的発現解析をおこ

ない、治療対象である筋組織の特性を反映すると思われる結果を得た。これらの結果は、筋細胞

移植治療を補填する治療法開発のための基盤情報となる。	 

	 再生医療の実施に必要な施設・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。

その成果は、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）」

の整備計画に反映され、ハード面の整備に関しては、臨床研究実施の条件が整いつつある。	 

	 

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	 
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分担研究者	 

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

	 本山	 	 昇	 	 国立長寿医療研究センタ‐	 加齢健康脳科学研究部	 室長	 

	 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	 

	 

	 研究期間	 平成２１年６月２６日～平成２３年３月３１日	 

	 

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。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

【平成２１̶２２年度】	 

	 ①	 高齢者由来骨格筋幹細胞供給システムの確立	 

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)ヒト筋細胞調製法の検討	 	 

	 75 歳以上の後期高齢者の骨格筋より、筋幹細胞を分離・培養し、65 歳以上 75 歳未満の前期高

齢者および 65 歳未満の成人由来筋幹細胞との違いを比較検討した。	 
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c)	 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、ヒト筋

細胞を移植し、5週間後に筋組織を分離した。筋再生への寄与および腫瘍形成を組織病理学的に

検討した。さらに、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 で解析するための条件を確立した。	 

	 ヒト筋細胞の造腫瘍性を検討するために、定法に従って in	 vitro におけるソフト・アガー・

アッセイをおこなった。	 

d)	 高齢者骨格筋の病理組織学的解析	 

	 初代培養に供した高齢者骨格筋の凍結切片を作成し、組織病理学的に解析した。特に、後期高

齢者骨格筋を含むヒト骨格筋の加齢変化に注目して検討した。	 

e)ヒト外尿道括約筋の解析	 

	 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、トランスクリプトーム解

析およびプロテオーム解析を行った。さらに、橋本らの確立した新規ヒト筋細胞不死化法（Shiomi	 

et	 al.,	 2011）により、初代培養ヒト外尿道括約筋幹細胞を不死化した。	 

f)	 培養ヒト筋細胞の品質評価法の開発	 

	 培養ヒト筋細胞の品質評価するための指標分子を探索するため、定法によりフローサイトメト

リー解析および免疫蛍光抗体染色をおこなった。	 

g)	 ヒト初代培養細胞の培養下における増殖停止機構の解析	 

	 レンチウィルスベクターを用いて、ヒト初代培養筋細胞に hTERT、CDK4R24C および cyclin	 D1

遺伝子を導入・発現させ、細胞周期関連タンパク質の挙動をイムノブロット解析した。また、ヒ

ト繊維芽細胞に、実験的に増殖停止を誘導し、増殖停止過程における細胞老化関連遺伝子の発現

変化を検討した。	 	 

②	 臨床研究を実現するための施設・設備および制度的基盤の整備	 

	 国内他施設における細胞移植治療研究施設の状況を調査し、国立長寿医療研究センターに再生

医療を実施するための施設を整備するための情報を収拾した。それらをもとに再生医療用細胞調

製施設(Cell	 Processing	 System,	 CPS)およびそれに付随する研究施設の設計と立案を行った。

さらに、具体的な機器設備整備（案）を作成した。	 

	 

【平成２２年度】	 

	 ①	 高齢者由来骨格筋幹細胞供給システムの確立	 

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
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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)ヒト筋細胞調製法の検討	 	 

	 初代培養筋細胞を、低酸素濃度下で培養し、酸化ストレス低減による筋細胞増殖の昂進の可能

性を検討した。また、培養ヒト筋細胞の品質評価するための指標分子を、蛍光抗体染色によって

探索・検討した。	 

c)	 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、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 で解析するための条件を確立した。	 

	 培養ヒト筋細胞の造腫瘍性を検討するために、定法に従って in	 vitro におけるソフト・アガ

ー・アッセイをおこなった。	 

d)	 培養ヒト筋細胞の品質評価法の開発	 

	 培養ヒト筋細胞の品質評価するための指標分子を探索するため、定法によりフローサイトメト

リー解析および免疫蛍光抗体染色をおこなった。	 

e)ヒト外尿道括約筋の解析	 

	 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分離し

た。外尿道括約筋および肛門挙筋より RNA を調製し、トランスクリプトーム解析を行った。また、

橋本らの確立した新規ヒト筋細胞不死化法（Shiomi	 et	 al.,	 2011）により、初代培養ヒト外尿

道括約筋細胞を不死化した。	 

f)ヒト初代培養細胞の培養下における増殖停止機構の解析	 

	 レンチウィルスベクターを用いて、ヒト初代培養筋細胞に hTERT、CDK4R24C および cyclin	 D1

遺伝子を導入・発現させ、細胞周期関連タンパク質の挙動をイムノブロット解析した。また、ヒ

ト繊維芽細胞の SIRT1 遺伝子発現を RNAi によって阻害し、細胞増殖への影響を検討した。	 

	 

②	 臨床研究を実現するための施設・設備および制度的基盤の整備	 

	 国内他施設における細胞移植治療研究施設の状況を調査し、国立長寿医療センターに再生医療

を実施するための施設を整備するための情報を収拾した。それらをもとに再生医療用細胞調製施

設(Cell	 Processing	 System,	 CPS)およびそれに付随する研究施設の設計と立案を行った。さら

に、具体的な機器設備整備（案）を作成した。	 

	 

（倫理面への配慮）	 
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	 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	 

【平成２１－２２年度】	 

①	 高齢者由来骨格筋幹細胞供給システムの確立	 

a)	 高齢者を対象とした骨格筋幹細胞の採取	 

	 	 国立長寿医療研究センター泌尿器科で行う開腹手術時に、約１ｇ程度の骨格筋組織を得て、

共同研究者の行う後述の研究を進めた。2009-2010（9 月まで）年度は、後期高齢者 2例を含む 9

例の筋生検を実施した。全ての症例で、筋組織摘出の患者の予後に対する影響は認められず、後

期高齢者を対象とした場合でも、本摘出法の高い安全性が確認された。	 

	 

b)ヒト筋細胞調製法の検討	 

	 自己筋細胞移植治療を実現するためには、得られた初代培養筋細胞を凍結保存する技術を確立

する必要である。筋組織から調製し、培養に供していない細胞（P0）および継代後に凍結保存し

た細胞（P3）を融解-培養した。P0、P3 いずれからも増殖分化能を有する筋細胞が得られ、増殖

速度に顕著な差は認められなかった。しかし、核型を解析したところ、P3 細胞由来の筋細胞で

は 90％以上の細胞が正常二倍体を保っているのに対し、P0 細胞由来の筋細胞では、約 50％に止

まった。異なる対象者由来の細胞を比較したため、核型の異常が凍結時期の違いによるとは結論

できないが、凍結保存細胞の核型に異常の生じる場合があることが明らかになった。	 

	 75 歳以上の後期高齢者の骨格筋 2例（75 歳男性と 86 歳女性）から筋細胞を調製し、その性質

を検討した。いずれの初代培養においても、より年齢の若い成人筋組織から得られた初代培養筋

細胞と同様に、高い増殖性を持つ筋細胞が得られた。この結果は、後期高齢者の筋組織において

も、機能的に正常な筋幹細胞が存在することを示している。	 	 

	 低酸素濃度下で培養することにより、初代培養ヒト筋細胞の収量が 1.5-2 倍に増大することを

見いだした。一方、培養液添加物を牛胎児血清と bFGF（組換えタンパク質）のみにすると、初

代培養ヒト筋細胞は得られるものの、収量は低下した。牛胎児血清以外の動物由来成分を用いず

に、初代培養ヒト筋細胞を得られることが示された。収量の低下は、複数の培養条件を組み合わ

せて至適化することにより、改善できる可能性がある。	 

	 

c)	 移植用ヒト筋細胞の安全性（リスク）評価	 
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	 	 ヒト筋細胞を免疫不全マウスの骨格筋に移植し、筋再生への寄与を確認するとともに、腫瘍

が形成されないことを組織病理学的に検討確認した。さらに、移植後の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 で解析するための実験系を確立した。	 

	 ヒト筋細胞の造腫瘍性についての検討として、in	 vitro におけるソフト・アガー・アッセイ

をおこなった。不死化ヒト筋細胞ですら、造腫瘍性を示さないことを明らかにした。	 

	 

d)	 高齢者骨格筋の病理組織学的解析	 

	 50 歳から 86 歳までの、前立腺摘出術を受けた患者から手術時に得られた腹直筋生検標本を病

理組織学的に検討した。骨格筋の加齢性病変と考えられる	 rimmed	 vacuole	 の所見は、50 歳の

患者でも局所的に見いだされたが、高齢の患者では比較的大きな vacuole	 を有する筋線維が集

簇して見いだされる傾向が認められた。	 

	 

e)	 ヒト外尿道括約筋の特性解明	 

トランスクリプトーム解析の結果、外尿道括約筋組織と肛門挙筋組織では筋成分と間質成分の

比率が異なるため、多数の遺伝子発現に差を認めた。また、プロテオーム解析では、外尿道括約

筋特異的なタンパク質のスポットを同定したが、回収タンパク量が少なかったため、タンパク同

定にはいたらなかった。	 

	 ヒト外尿道括約筋由来初代培養細胞への外来遺伝子の導入により、継続的に増殖する細胞集団

を得た。ヒト外尿道括約筋由来初代培養細胞への外来遺伝子の導入により、継続的に増殖する「不

死化ヒト外尿道括約筋細胞」を分離・樹立した。ヒト外尿道括約筋の特性解明のための優れた解

析系となる。	 

	 

f)	 培養ヒト筋細胞の品質評価法の開発	 

	 	 培養ヒト筋細胞の品質を評価するための指標分子の候補と考えられる CD56(NCAM)の発現と筋

分化能との対応関係を検討した。未分化筋細胞における NCAM の発現は、フローサイトメトリー

法によって明瞭な細胞集団として検出・分離できた。一方、蛍光抗体法によるシグナルは、細胞

密度が高い場合に低下傾向を示し、発現細胞（NCAM+ve 細胞）を NCAM-ve 細胞と識別することが

困難な場合が多くなった。一方、フローサイトメトリー法によって分離した NCAM+ve 細胞を分化

条件下で培養すると高い筋分化能を示したが、NCAM-ve 細胞は筋分化しなかった。	 

	 

g)	 ヒト細胞の培養下における増殖停止機構の解析	 

	 初代培養ヒト筋細胞は、継代数 10 前後で増殖停止する。(1)その増殖停止は、がん抑制遺伝子

産物 Rb の活性化によって引き起こされること、(2)Rb の活性化を CDK4R24C および cyclin	 D1 に
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よって抑制すると、初代培養ヒト筋細胞は増殖停止を免れること、が明らかになった。一方、ヒ

ト繊維芽細胞に細胞老化を誘導したところ、p53 とその下流因子の発現上昇が認められた。実験

的に p53 および Rb の機能を抑制したところ、両方を抑制した細胞においてのみ細胞老化が抑制

された。	 

	 

②	 臨床研究を実現するための施設・設備および制度的基盤の整備	 

	 再生医療に適した細胞調製設備に関する調査・検討をもとに、再生医療用細胞調製システム

(Cell	 Processing	 System,	 CPS)およびそれに付随する研究施設の設計と立案を行い、システム

の外郭は完成した。さらに、具体的な機器設備整備（案）を作成した。	 

	 

【平成２２年度】	 

①	 高齢者由来骨格筋幹細胞供給システムの確立	 

a)高齢者を対象とした骨格筋幹細胞の採取	 

	 国立長寿医療研究センター泌尿器科で行う開腹手術時に、約１ｇ程度の骨格筋組織を得て、共

同研究者の行う後述の研究を進めた。	 

b)ヒト筋細胞調製法の検討	 

	 低酸素濃度下で培養することにより、初代培養ヒト筋細胞の収量が 1.5-2 倍に増大することを

見いだした。一方、培養液添加物を牛胎児血清と bFGF（組換えタンパク質）のみにすると、収

量は低下したものの、初代培養ヒト筋細胞は得られた。牛胎児血清以外の動物由来成分を用いず

に、初代培養ヒト筋細胞を得ることは可能であり、収量の低下は、複数の培養条件を組み合わせ

て至適化することにより、改善しうることが示された。	 

c)	 移植用ヒト筋細胞の安全性（リスク）評価	 

	 ヒト筋細胞を免疫不全マウスの骨格筋に移植し、筋再生への寄与を確認した。さらに、移植後

の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 で解析するための

実験条件を検討し、至適条件を確立した。	 

	 ヒト筋細胞の造腫瘍性についての検討として、in	 vitro におけるソフト・アガー・アッセイ

をおこなった。初代培養ヒト筋細胞は、ソフト・アガー中では全く増殖しなかった。不死化ヒト

筋細胞を継代し、培養期間を長くした場合でも、ヒト筋細胞は造腫瘍性を示さないことが明らか

になった。	 

d)	 ヒト外尿道括約筋の特性解明	 

外尿道括約筋組織と肛門挙筋組織の違いを、タンパク質および遺伝子レベルで、網羅的に解析

した。プロテオーム解析では、多数の量的、質的も差のある蛋白質の存在を認めた。一方、トラ

ンスクリプトーム解析では、両者における発現量に差のある、多数の遺伝子を同定した。さらに、
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遺伝子解析とタンパク質解析で共通して外尿道括約筋に高発現する分子として decorin を同定

した。	 

	 ヒト外尿道括約筋由来初代培養細胞への外来遺伝子の導入により、継続的に増殖する「不死化

ヒト外尿道括約筋細胞」を分離・樹立した。初代培養の時点で、きわめて大量の非筋細胞が含ま

れていたため、不死化後、フローサイトメトリーによる NCAM+細胞の分離を 2回行った結果、不

死化後の培養では 0.1％以下しか含まれていなかった筋細胞を、ほぼ完全に純化することに成功

した。さらに、不死化外尿道括約筋細胞の性質を検討するとともに、細胞クローニングを進めて

いる。不死化外尿道括約筋細胞は、ヒト外尿道括約筋の特性を解明するための優れた解析系とな

る。	 

e)	 培養ヒト筋細胞の品質評価法の開発	 

	 培養ヒト筋細胞の品質を評価するための指標分子の候補である CD56(NCAM)の発現と筋分化能

との対応関係を検討した。未分化筋細胞における NCAM の発現は、フローサイトメトリー法によ

って明瞭な細胞集団として検出・分離できた。一方、蛍光抗体法によるシグナルは、細胞密度が

高い場合に低下する傾向を示し、NCAM+ve 細胞であっても、NCAM-ve 細胞と識別することが困難

な細胞が目立つようになった。一方、フローサイトメトリー法によって分離した NCAM+ve 細胞は

高い筋分化能を示したのに対し、NCAM-ve 細胞は全く筋分化能を示さなかった。	 

f)	 ヒト筋細胞の培養下における増殖停止機構の解析	 

	 初代培養ヒト筋細胞は、継代 10 前後で増殖を停止する。(1)その増殖停止は、Rb の活性化に

よって引き起こされること、(2)Rb の活性化を CDK4R24C および cyclin	 D1 によって抑制すると、

増殖停止を免れること、を明らかにした。Rb の活性化を抑制する培養条件を確立することによ

って、初代培養筋細胞の収量の大幅な増量が期待できる。また、ヒト繊維芽細胞における老化制

御因子 NAD+依存性脱アセチル化酵素 SIRT1 の発現を抑制したところ、細胞増殖速度および飽和

細胞密度が増大した。	 

	 

②	 臨床研究を実現するための施設・設備および制度的基盤の整備	 

	 臨床研究実施に必要な組織体制を整備するため、東京女子医大、名古屋大学を訪問し、担当者、

専門家から直接情報を収集した。再生医療に適した細胞調製設備に関する調査・検討をもとに、

再生医療用細胞調製システム(Cell	 Processing	 System,	 CPS)およびそれに付随する研究施設の

設計と立案を行い、クリーンルームは完成した。さらに、具体的な機器設備整備（案）を作成し

た。また、これまでの筋生検を基盤として、臨床研究実施のためのプロトコール案を作成した。	 

	 

Ｄ．考察	 

	 先行研究において、私たちは、細胞移植治療のメインターゲットを前立腺手術後の腹圧性尿失

禁と考えたため、筋生検の対象者を「前立腺全摘除術を受ける男性」に限定してきた。また、後
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期高齢者にとって筋生検が負担となる可能性に配慮し、対象者の年齢については「75 歳以下」

という制限を設けた。20 例以上の筋生検を実施した結果、「手術・開腹時に切り口の腹壁の横

紋筋（腹直筋あるいは錐体筋）を摘出する」という、本筋組織摘出法の高い安全性を明らかにす

ることができた。そこで、本研究においては、自己筋細胞移植による再生治療の適用範囲を、女

性および後期高齢者に拡大するため、性別および年齢を対象者の除外基準から省くことにした。

平成 21-22 年度に、2名の後期高齢者（75 歳男性 1名、86 歳女性１名）を対象とした筋生検を

実施し、75 歳未満の男性の場合と同様、術後も筋摘出による合併症は見られず、安全性が確認

された。また、二例の後期高齢者骨格筋からは、高い増殖・分化能を有する初代培養筋細胞を得

ることができた。後期高齢者および女性の症例数は、まだ少数であり、今後更に検討を重ねる必

要がある。しかし、本研究の目指す再生治療の対象者を、女性および後期高齢者にまで拡大でき

る可能性が示された意義は大きい。	 

	 細胞移植治療を前臨床試験から臨床応用へと進めるためには、安全性の担保された移植用細胞

凍結保存法を確立する必要がある。今回、筋組織から分離後、培養せずに、直ちに凍結保存した

細胞に染色体構成の異常が見いだされたことから、現在の凍結保存法には改良の余地があると考

えられる。今後、核型が不安定化する危険性を低減・排除するための条件を検討し、安全性の担

保された凍結保存法を開発する必要がある。	 	 

	 移植用筋細胞の品質評価指標の確立は、臨床応用を実現するうえで、きわめて重要である。当

初、NCAM はヒト筋幹細胞のマーカーとして報告されてはいるもの、その発現はレベル初代培養

ヒト筋細胞では低く、十分信頼度の高い指標とはならないと考えられた。しかし、本研究の結果、

（1）ヒト未分化筋細胞における NCAM 発現レベルは、高細胞密度では低下する傾向が認められる

ために抗体染色法では適用に難点があるものの、（2）フローサイトメトリー法を用いれば、再現

性良く、明瞭に筋細胞を識別できることが明らかになった。その理由として、フローサイトメト

リー法では、筋細胞を単一細胞に分散させてから解析するため、細胞密度に依存した発現低下の

影響を免れることが考えられる。橋本らは、正常ヒト筋組織を NCAM 抗体で免疫染色し、NCAM が

ヒト筋幹細胞系譜のマーカー分子として妥当であることを支持する結果を得ている。	 

	 「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である。造腫瘍性の評

価は、in	 vitro におけるがん関連遺伝子の発現解析と in	 vivo 移植後の組織病理学的検索によ

って判断されてきた。本研究では、マイクロダイセクション法を至適化することによって、より

高感度かつ、分子レベルで正確に造腫瘍性を判定できる可能性を示した。この技術によって、従

来のアッセイでは困難であった「前がん状態の細胞」をも検出できる可能性があり、より精密に

造腫瘍性を評価することが期待できる。	 

	 外尿道括約筋の性質については、不明の点が多いものの、その解析には大きな制限がある。今

回、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

組織に差を認めた。このアプローチは、外尿道括約筋の性質解明の突破口となる可能性がある。
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また、私たちは、独自に開発した不死化技術を用いて外尿道括約筋細胞を不死化し、さらに、ほ

ぼ完全に細胞を純化することに成功した。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解析系となるばかりではなく、創薬開発の

ためにきわめて有用な系を提供するものと期待できる。	 

	 

Ｅ．結論	 

	 後期高齢者を対象とした筋生検を実施し、私たちの手技の安全性が確認できた。また、後期高

齢者の骨格筋から増殖能力の高い筋細胞が得られたことから、筋幹細胞に関する限り、年齢によ

る機能低下は、あるとしても僅かであると考えられる。また、より安全性の高い細胞保存法を確

立する必要性が明確に示された。さらに、初代培養ヒト筋細胞の増殖を制限する要因を排除し、

効率的細胞供給を実現するための基盤となる知見が得られた。	 

	 後期高齢者の骨格筋を含むヒト骨格筋の病理組織学的解析から、筋組織の加齢変化に関する新

たな知見が得られた。今後は、病理学的変化と筋再生能力との関連性を明らかにすることが課題

である。	 

	 外尿道括約筋の性質については、不明の点が多いため、RNA およびタンパク質の網羅的解析に

よって、その特性解明の端緒が得られた意義は大きい。また、外尿道括約筋由来筋細胞の不死化

は、創薬の可能性を開くために必要なバイオアッセイ系を確立するために克服することが必要な

課題である。私たちは、独自に開発した不死化技術を用いて外尿道括約筋細胞を不死化し、さら

に、ほぼ完全に細胞を純化することに成功した。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解析系となるばかりではなく、創薬

開発のためにきわめて有用な系を提供するものと期待できる。	 

	 マイクロダイセクション法による高感度造腫瘍性アッセイ法の開発、不死化外尿道括約筋細胞

の樹立は、長寿医療研究センターと徳島文理大学、大分大学との綿密な共同研究の成果である。

本研究班全体で協力して課題克服に取り組んだ結果、得られた成果であることを強調したい。	 

	 

Ｆ．健康危険情報	 

	 なし。	 
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contribute	 to	 fusion	 competence	 of	 myogenic	 cells.	 第32回日本分子生物学会年会、横浜、

2009年12月9-12日。	 
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of	 Myogenic	 Cells	 by	 Quenching	 Smad	 Signaling	 Pathway.	 	 FASEB	 Summer	 Conferences:	 

Skeletal	 Muscle	 Satellite	 and	 Stem	 cells,	 Phenix,	 USA,	 July	 18-23,	 2010.	 

7) 野尻佳克、	 岡村菊夫、荒井陽一、	 内藤誠二、	 永江浩史、	 長谷川友紀、	 松田公志、	 服
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