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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 GMP に対応した施設・設備の改良および臨床研究実施に必要とされる整

備・管理運用体制を提案し、『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、本研究における目標

である。 

	
 主任研究者の橋本らは、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 2 年目にあたる平成 24 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を調製するための培養液の安全性を担保するために、ウ

シ胎児血清の代替法を検討した。ウシ胎児血清とヒト血清の比較を行い、患者自己血清に

よって代替可能であることが示唆された。全ての動物由来成分を「非動物由来成分と患者

自己血清」で代替できることが明らかになった。 

②	
 移植したヒト筋細胞の造腫瘍性を検討するための手法として、病理学的解析による定性

的評価に加えて、細胞増殖マーカー遺伝子の超微量定量的解析系を開発した。マイクロダ
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イセクション法を用いて、固定組織切片から切り出した 5個の細胞からmRNAを抽出し、

遺伝子発現解析することに成功した。病理学的解析と分子生物学的解析を同一組織標本を

用いて行うことが可能になった。 

③	
 外尿道括約筋から、本研究において独自に分離・樹立した「不死化ヒト外尿道括約筋細

胞培養系」を用いて、TGF-β１が未分化ヒト外尿道括約筋細胞の増殖と分化を抑制するこ

とを明らかにし、TGF-β１が腹圧性尿失禁の治療標的分子となりうることを示した。 

④	
 臨床研究を実施するための厚生労働大臣確認申請の中核をなす「臨床研究実施計画書（原

案）」を作成した。また、細胞調製施設での作業行程を検討し、「生物製剤製造のための標準作

業手順(SOP)（原案）」を作成した。 

⑤	
 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

を整備するために、再生医療関連企業との協力体制を構築し、情報収集と調査を開始した。

また、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）」

の維持管理を行い、施設の機能を維持するとともに実際の使用に必要な消耗品などを整備

した。 
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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

改良整備を行い、『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。将来的には、モデルシステム全体を公開することによって、我が国における再生

医療の普及に貢献することをめざす。 

	
 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、
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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 

a) 骨格筋幹細胞の培養 

	
 昨年度までの研究によって分離樹立した不死化ヒト筋細胞を、I型コラーゲンを塗布した

培養皿（スミロン）に播種し、増殖培地pmGM（組成は分担研究報告参照）にて培養した。 

b)ヒト筋細胞培養液成分の検討  

	
 ウシ胎児血清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、昨年度確立した

High Content Screening 系を用いて検討した。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」あるいは「20％ヒト血清

-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。 

d)移植用ヒト筋細胞の安全性（リスク）評価のための高感度遺伝子発現解析法の開発 

	
 固定組織から凍結切片を作成し、様々な一次抗体による免疫染色を行った。組織病理学

的解析に加えて、マイクロダイセクション法によって、組織切片から特定少数（5、10、50

個）の細胞を切り出し、RNA 抽出、cDNA 合成、定量的 PCR の条件を詳細に検討した。 

e) ヒト外尿道括約筋細胞の機能解析 

	
 前年度までの本研究によって、前立腺全摘出手術時に外尿道括約筋を含む組織から分離

樹立した不死化ヒト外尿道括約筋細胞を培養し、成長因子 TGF-β1 がヒト外尿道括約筋細胞

の増殖と分化に与える影響を検討した。 

 

（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。 

 

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	
 ヒト筋細胞培養条件の改良：ヒト血清による牛胎児血清の代替	
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 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。昨年度までに、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。本年度は、ウシ

胎児血清の代替法を検討した。ウシ胎児血清濃度を低減すると、細胞増殖は顕著に低下し

た。市販の ES 細胞様無血清培地（組成は非公開）を用いても増殖は維持できなかった。

そこで、ウシ胎児血清を患者自己血清で代替する可能性を検討した。ウシ胎児血清の替わ

りに市販の成人ヒト血清（27 歳-53 歳、男女各 5 名の血清の混合物。コージンバイオ社。）

を添加し、High Content Screening 系を用いて細胞増殖を定量した。成人ヒト血清は、ウシ

胎児血清と同等あるいはそれに近い増殖促進活性を示すことが明らかになった。しかし、

検討した４種類の不死化ヒト筋細胞を比較検討すると、牛胎児血清では見られない、細胞

による増殖応答性の違いが認められた。 

②	
 培養ヒト筋細胞の安全性評価法 

	
 昨年度、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。しかし、培養ヒト筋細胞の安全

性評価に用いるためには、より少ないサンプルからの検出を可能にする、「高感度化」が

必要である。今回樹立したプロトコール（分担研究報告(宋)を参照）によって、4％ PFA

固定凍結切片、パラフィン包埋切片から、従来法に比して高品質の RNA 標品を得ること

ができた。さらに、抗体による免疫染色後の切片から切り出した５個の細胞から 3 種類の

遺伝子（β-actin、Gapdh、IP3受容体）を検出することに成功した。今回、検出できた

遺伝子は、比較的発現レベルの高い遺伝子であるが、この高感度化によって、目的とする

細胞 10 個を切り出すことができれば、造腫瘍性を評価するための細胞増殖マーカー遺伝

子を検出することが期待できる。 

③	
 高齢者筋組織由来不死化筋細胞の解析	
  

	
 ３種類の高齢者由来不死化筋細胞（75 歳男性、82 歳女性、86 歳女性に由来）の増殖特

性を、若年成人由来不死化筋細胞（23 歳女性由来）および不死化ディシェンヌ型筋ジス

トロフィー由来筋細胞と比較検討した。我々は、先行研究において若年成人由来筋細胞と

ディシェンヌ型筋ジストロフィー由来筋細胞は、ステロイドホルモンに対する応答性に違

いがあることを見いだしている。今回、高齢者由来不死化筋細胞のうち、2 つは若年成人

由来筋細胞と同様の応答性を示したが、１つの高齢者由来不死化筋細胞は、ディシェンヌ

型筋ジストロフィー由来筋細胞と同様に、ステロイドホルモンに対する応答性が低いこと

が明らかになった。筋ジストロフィーにおいて、再生と壊死が繰り返し起こるために、未

分化な筋細胞（幹細胞とそれに由来する前駆細胞）の増殖分化能力の低下が生じるのでは

ないかと考えられている。高齢者筋細胞において、筋ジストロフィー筋細胞と同様の機能

低下が生じている可能性が示唆された。 
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④	
 ヒト尿道括約筋細胞の性質および機能の解析	
  

	
 外尿道括約筋は，尿禁制における重要な構造物であるが，加齢とともに減少することが

知られている。昨年度、ヒト外尿道括約筋細胞に 3 遺伝子（ヒトテロメラーゼ、CDK4 変異

体、Cyclin D1）を導入し、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。

外尿道括約筋萎縮における TGF-β1 の関与の可能性を考え，外尿道括約筋細胞における

TGF-β1 の作用について検討を行った。不死化ヒト外尿道括約筋細胞クローン US2KDpp1

を成長因子 TGF-β1 で刺激したところ、TGF-β1 がヒト外尿道括約筋細胞の増殖と分化を阻

害することが明らかになった。 

 

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「再生医療用細胞調製施設（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整備し、そ

の機能を維持するための管理業務を行った（本研究の範疇ではないが、管理担当者が決ま

っていないため、当研究課題担当者が対応した）。大臣確認申請のために必要な情報提供を

うけるため、実際に再生医療に関わっている企業（ジェイテック）との秘密保持契約を結

んだ。今後、当該設備を「ＧＭＰ基準を満たす設備」として運用し、その機能を維持し続

けるためには、機関としての管理組織体制、運用規則などを整備する必要がある。 

②厚生労働大臣確認申請書類の準備状況	
 

	
 大臣確認申請のために準備すべき書類の主なものは、下記の通り（「申請書類リスト」）である。

申請書類 1-9 のうち、特別な情報収集などの必要がある 1-3 について優先的に準備を進めた。特

に事前の準備検討が必要な 1-2 については、原案を作成した。3 についてはバリデーション作業

の準備（試薬などの絞り込みとバリデーションに必要な情報収集）を開始した。	
 

	
 大臣確認申請の中核となる「臨床研究実施計画書」および「製造工程に関する標準作業手順書

(SOP)」に関しては、昨年度までの「案」に加筆・訂正を加えて完成に近づいた。内容の詳細は、

分担研究報告（吉田）を参照されたい。「試薬・器具の安全性証明書(バリデーション)」につい

ては、使用する試薬の種類をできるだけ減らし、かつ GMP あるいは日本薬局方に適合したレベル

の標品のみを使用するよう、検討を行った。その結果は、上記 SOP（案）に明記した。また、バ

リデーション作業には専門性を要するので、再生医療に関わっている企業（ジェイテック）

と「秘密保持契約」を結び、情報（ノウハウ）提供をお願いできる体制を構築した。	
 

	
 

「厚生労働大臣確認申請書類リスト」	
 

1.	
 臨床研究実施計画書：申請書原案（第 4 版）	
 

2.	
 製造工程に関する標準作業手順書(SOP)（第 4 版）	
 

3.	
 試薬・器具の安全性証明書(バリデーション)：トレーサビリティー	
 

4.	
 被験者等に関するインフォームドコンセント	
 

5.	
 被験者に対して重大な事態が生じた場合の対処方法（有害事象取り扱い）	
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6.	
 個人情報保護の方法、連結可能匿名化の方法	
 

7.	
 同様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況	
 

8.	
 同意説明書	
 

9.	
 本臨床研究の概要についての説明（被験者対象）	
 

	
 	
 （以上は、申請者が作成する提出資料）	
 

以下は、研究機関が規程にもとづいて作成する資料（規程等運用については作成準備中）	
 

10.研究機関の施設の状況：細胞培養施設の管理運用状況（施設管理の SOP）	
 

11.臨床研究に伴う被験者の健康被害に対する補償について（実施機関の対応）	
 

 

Ｄ．考察と結論 

	
 これまでの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

胞移植治療の可能性を示してきた。しかし、臨床研究を実施するためには、GMP に準拠し

た高いレベルで安全性を担保することが求められている。そのためには、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、ヒト筋細胞の分離・

培養工程で用いる試薬・器具には、動物由来成分を含むものがきわめて多く、その代替方

の開発に多くの時間と労力を費やしてきた。その結果、以下のように動物由来成分を使用

しない、あるいは検査済みウシ胎児血清以外の動物由来成分を排除したヒト筋細胞調製法

を確立することができた。 

	
 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

ていた。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。昨年度と

今年度の研究によって、Ultroser G の細胞増殖促進活性を塩基性繊維芽細胞成長因子とグル

ココルチコイドによって、ほぼ代替できることが明らかになった。ウシ胎児血清に関して

は、ヒト成人血清によって代替が可能であることが確認できた。患者自己血清を使用する

ことによってウシ胎児血清を使用しない培養が可能になることが示唆された。しかし、現

状においては、患者自己血清を用いた場合、細胞増殖促進活性に個人差がある可能性が懸

念される。特に患者が高齢者の場合、加齢による血中ホルモンなどの量的変化が、血清の

活性に影響する可能性は少なくない。一方、再生医療への応用を想定して、FDA の基準に

適う証明済みウシ胎児血清が供給されるようになった。このような安全性が担保されたウ

シ胎児血清を用いることによって、安定した細胞調製結果が期待できるとともに、患者自

己血清を使用する場合の調製工程の標準化など、臨床研究実施のために越えなければなら

ない課題を低減することができる。したがって、私たちは、証明済みウシ胎児血清の使用

を第一選択として SOP（案）を作成した。患者自己血清の使用については、ウシ胎児血清

の適用が困難な場合の第二選択となりうる。 

	
 「移植用ヒト筋細胞の安全性（リスク）評価」は、培養自己筋細胞移植治療を実施する

上で、最も重要な検討課題の一つである。如何にして造腫瘍性の有無を判定するか、評価
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指標と基準について、明確な数値を設定することはできない。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してきた。しかし、

生着するヒト筋細胞数は、必ずしも多くないため、病理学的な造腫瘍性の判定だけでは不

十分であり、「前がん状態の細胞」を検出しうる評価系を確立する必要があると考えられる。

分担研究者の宋らは、固定凍結切片からマイクロダイセクション法を用いて切り出した、

わずか５個の細胞から RNA を抽出し、遺伝子発現を検出することに成功した。この技術開

発によって、免疫不全マウスに移植したヒト筋細胞の造腫瘍性の有無を、きわめて高感度

に検出する分子レベルの評価系が構築可能になった。 

腹圧性尿失禁のうち、外尿道括約筋不全に起因するものには難治性のものが多く、内科

的に有効な治療法はない。このような場合、外尿道括約筋細胞の増殖分化を促進すること

ができれば、新たな治療法となりうるのではないかと期待される。	
 TGF-β1 は、加齢によ

る筋再生の低下に密接に関与することが報告されており、外尿道括約筋の機能低下との関

連性が考えられる。本研究で独自に樹立した不死化ヒト外尿道括約筋細胞を用いて、

TGF-β1 の作用を詳細に解析したところ、TGF-β1 がヒト外尿道括約筋細胞の増殖と分化を

著しく阻害することが明らかになった。TGF-β1 は外尿道括約筋において筋再生を抑制性に

調節していると考えられ、腹圧性尿失禁の新たな治療標的となりうることが示唆された。	
 

	
 以上のような前臨床研究の成果を基盤として、臨床応用を実現するために、厚生労働大

臣確認申請の準備を進めた。同申請の中核をなす「臨床研究実施計画書」および「製造工程

に関する標準作業手順書(SOP)」の原案を作成した。当該研究のめざす方向性および優先的に解

決すべき課題を明確にすることができた。臨床研究の実現に向けたマイルストーンとして、意義

がある。	
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