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研究成果の概要（和文）：両側尿管を膣に植え替えて萎縮膀胱を作成し、次いで片側尿管を萎縮膀胱へ再吻合し
機能回復を観察できた。膀胱容量、コンプライアンスの有意な低下および回復が確認できた。UPK1B, CST6, 
PIEZO2の遺伝子発現量の有意な減少は、ウサギ膀胱DNAマイクロアレイ、ウサギ萎縮膀胱粘膜RT-PCR、ヒト萎縮
膀胱粘膜のRT-PCRで一致した。AGTR2の遺伝子発現量の有意な減少は、ウサギ膀胱回復時の筋層RT-PCRおよび回
復時のウサギ筋層DNAマイクロアレイで一致した。

研究成果の概要（英文）：The defunctionalized bladder was successfully developed after re-anastomosis
 of bilateral ureters to the vagina. The functional recovery of thee bladder was successfully 
observed after 2nd re-anastomosis of the unilateral ureter to the defunctionalized bladder. The 
significant downregulation of UPK1B, CST6, and PIEZO2 expression was observed among microarray in 
rabbit defunctionalized bladder, RT-PCR in rabbit defunctionalized bladder mucosa, and RT-PCR in 
human defunctionalized bladder mucosa. The significant downregulation of AGTR2 expression was 
observed among microarray in rabbit functionally recovered bladder and RT-PCR in rabbit functionally
 recovered bladder mucosa.

研究分野：泌尿器科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果は、長期透析や尿路変更に伴う廃用性萎縮膀胱の形成過程および尿流の回復過程において膀胱筋層
および粘膜における遺伝子発現の変化を観察した初めての研究である。また廃用性萎縮膀胱とその回復における
膀胱粘膜および筋層の形態的変化を観察することが出来た。これらの遺伝子発現の変化から、今後、神経因性膀
胱などに伴う萎縮膀胱やその回復をモニターするバイオマーカーや膀胱再生医療につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
長期透析による乏尿は透析期間に応じて膀胱容量を廃用性に減少させ、腎移植後に膀胱容量

は回復する（Tanagho EA J Urol 111, 102-109, 1974, Inoue Transplantation 2011;92: 

311–315）。また、長期透析によって腎移植レシピエントの膀胱は、容量だけでなく膀胱コンプライアン

スも有意に悪化するが、腎移植施行後に尿量が回復し膀胱に尿が流入すると、膀胱コンプライアンス

も正常範囲にまで回復する（Inoue et al. Int J Urol 23:694-700, 2016）。また小児における尿道や

尿管狭窄に伴う高位の尿路変更や膀胱皮膚瘻においても、廃用性萎縮膀胱はしばしば認められる

（Serrano DP J Urol 156, 1996）。我々は動物モデルを用いて萎縮膀胱モデルを作成し、上記現象

の分子生物学的な背景を探った。 

この廃用性萎縮膀胱の機能回復機構の排尿生理学的な検討は十分になされているが、分子生

物学的な詳細なメカニズムは未だ研究されていない。また腎移植患者における廃用性萎縮膀胱にお

いて、正常膀胱とその分子生物学的機序機構を比較した研究は殆ど無い。 

 

２．研究の目的 

本研究ではウサギを用いて両側尿管を膣に植え替えることで尿路変向術を行った。すべての尿を膣

に流入させることで萎縮膀胱を作成しウロダイナミクス検査を用いてその機能を検証した。次いで片

方の尿管を萎縮膀胱へ再吻合させることで、腎不全を防止しつつ膀胱全体での萎縮膀胱機能の回

復を観察した。またこれらの膀胱を摘出し、ウサギマイクロアレイを用いて廃用性萎縮膀胱および尿

流入による機能回復膀胱における遺伝子発現の網羅的解析を行い、RT-PCR を用いてこれを検証し

た。また当科で行っている腎移植におけるレシピエントの膀胱筋層および粘膜を用い、これを検証し

た。 
 
３．研究の方法 
動物 

すべての動物実験は秋田大学動物実験センターの Internal ethical committee の承認を得て施

行した。週齢 18週から 26週の日本白色種の雌ウサギを 1匹ずつ飼育箱に入れ、通常食を与えて飼

育した。ウロダイナミクスや手術では、ウサギを仰向けに固定台に固定し、ketamine （25 mg/kg b

ody weight）で全身麻酔を行い、イソフルレンで麻酔維持した。安楽死は、イソフルレン麻酔下で pe

ntobarbital 50-75mg/kgを術中に静注して行った。 

ウロダイナミクス検査 

 ウサギ尿道に 6Fの double lumen catheterを挿入した。ウサギ尿道は膣内にあり目視は困難で

ありブラインド操作で膀胱内にカテーテル挿入は困難であるため、開腹して膀胱を露出し、膀胱尿道

を触知しつつカテーテルを尿道へ導いた。膀胱を空にした後、2mL/分の速度で、シリンジポンプで膀

胱内に温生食を注入した。膀胱内圧を圧トランスデューサーで持続的に測定し、アンプで増幅してコ

ンバータで変換し、コンピュータソフトで解析した。リークポイントの膀胱内圧（cmH2O）と注入量＝膀

胱容量（mL）を記録した。ついで膀胱内圧と膀胱容量から膀胱コンプライアンスを計算した。 

尿路変向術および尿管膀胱再吻合術 

恥骨上を剃毛し、皮膚を約 4cm切開、腹直筋を左右に分けて腹腔へ入った。ウロダイナミクス検

査のあと、膀胱を尾側に牽引し、膀胱に入る両側の尿管および尿管を栄養する血管を同定した。尿

管を栄養する血管は尿管膀胱接合部の再近傍で流入しており、この血管を温存して両側尿管を剪刀

で切断した（Figure 1A）。膀胱側断端は 5-0 Prolene縫合糸（Ethicon, NJ）で結紮した。尿管断端

を Spaturateし、先端に 5-0 Proleneをかけて膣壁に直径約 2-3mmの孔を開けて通し、約 1cm遠

位から糸を出して結紮し固定した（Figure 1B）。以後ウサギは膣より排尿（もともと膣の途中に外尿



道口は開口）とした。 

次いでウサギ膀胱が萎縮膀胱となったら、同様に恥骨上を剃毛し、皮膚を約 4cm 切開、腹直筋

を左右に分けて腹腔へ入り、膀胱を触知しつつウロダイナミクス検査を行った。膀胱周囲を剥離し膀

胱を露出させ、膣に吻合した両側尿管のうち 1本を切断した。尿管断端をSpaturateし、先端に 5-0 

Proleneをかけて膀胱頂部壁に外部から直径約 2-3mmの孔を開けて通し、約 1cm遠位から糸を出

して結紮し固定した（Figure 1C）。 

次いで 6週後に、同様に恥骨上を剃毛し、皮膚を約 4cm切開、腹直筋を左右に分けて腹腔へ入

り、膀胱を触知しつつウロダイナミクス検査を行った後、尿管を切断し、膀胱を膀胱頸部で膣との合流

部まで追って切断し、膀胱を摘出した。摘出膀胱は写真、重量、大きさを計測の上、膀胱を半分に切

離し、膀胱全層をホルマリンで処理し、膀胱粘膜および膀胱筋層を分けて液体窒素で凍結させ、また

RNA later内に-80度で保存した。 

 

患者および膀胱組織採取 

2015年 9月から 2017年 4月までの期間に秋田大学附属病院で生体腎移植術を受けた 50症例

のうち、膀胱組織を採取できた 44 症例を対象とした。生体腎移植術中に、腎動脈および腎静脈を外

腸骨動脈あるいは内腸骨動脈および外腸骨静脈に吻合した後、尿管膀胱吻合時に、患者膀胱筋層

および粘膜から組織を採取した。 
 
４．研究成果 
ウサギ萎縮膀胱とその回復モデルの作成 

ウサギを 3 群に分け、回復群（recovery group: n = 6）は 0W でウロダイナミクス検査後に両側

尿管膣吻合術を行い、8 週後にウロダイナミクス検査後に膀胱周囲剥離し片方の尿管のみ尿管膀胱

再吻合を行い、14週後にウロダイナミクス検査後に膀胱周囲剥離し膀胱摘出を行った。萎縮群（defu

nctionalize group: n = 6）は 0Wでウロダイナミクス検査後に両側尿管膣吻合術を行い、8週後に

ウロダイナミクス検査後に膀胱周囲剥離のみ行い、14 週後にウロダイナミクス検査後に膀胱周囲剥

離し膀胱摘出を行った。コントロール群（control group: n = 6）は 0Wで皮膚切開（Sham operati

on）の上ウロダイナミクス検査を行い、8 週後に皮膚切開の上ウロダイナミクス検査を行い、14 週後

に皮膚切開の上ウロダイナミクス検査を行った。 

 

膀胱容量、膀胱内圧およびコンプライアンスの推移 

回復群 6 例の膀胱容量の中央値は、8W で 0W に比較して有意に低下し（P = 0.002, 

Mann-Whitney U test）、14Wで 8Wに比較して有意に改善した（P = 0.026, Figure 2A）。膀胱コ



ンプライアンスの中央値は、8Wで 0Wに比較して有意に低下し（P = 0.002）、14Wで 8Wに比較し

て有意に改善した（P = 0.009, Figure 2B）。 

回復群では対照群と比較して 8W 測定時の容量およびコンプライアンスが有意に低下し （p = 

0.009 and p = 0.002, Figure 2C, 2D）、萎縮群と比較して 14W 測定時は有意に回復した（P = 

0.026 and p = 0.002, Figure 2C, 2D）。萎縮群では対照群と比較して 14W測定時のコンプライアン

スと容量がそれぞれ有意に低下していた（P = 0.002、P = 0.002）。(Fig.2C, 2D)。 

 
膀胱の形態、重量、厚さ、弾性線維の定量 

14 週後のコントロール群、膀胱萎縮群、萎縮膀胱回復群の膀胱の重量の比較では、平均値がそ

れぞれ 4.497g, 2.778g, 4.066gと萎縮膀胱群で膀胱重量が減少していた（Figure 3C）。膀胱組織の

厚みの比較ではいずれの 2群間にも有意差を認めなかった（Figure 3D）。 

HC image を用いた膀胱膠原線維率の比較では、対照群 vs萎縮群 (p=0.004)、萎縮群 vs回復

群 (p=0.025) で有意な線維組織の増生を認めた（Figure 3E）。筋層の占有率は 3群で有意差を認

めなかった（Figure 3F）。筋層に対する線維組織の率は、対照群 vs 萎縮群 (p=0.006)、萎縮群 vs

回復群 (p=0.010) で有意な線維組織の増生を認めた（Figure 3G）。 

 



DNAマイクロアレイ 

採取した膀胱組織のうち、各群 4検体の筋層組織を用いて DNAマイクロアレイ解析を行った

（Affymetrix GeneChip™ Rabbit Gene 1.0 ST Array を使用）。解析ソフトウェア GeneChip® 

Command Console®および、データマイニングソフト Affymetrix® Transcriptome Analysis 

Console による発現差解析を行った。 

コントロール群に比較して萎縮群で発現量が有意に増加した遺伝子および有意に減少した遺伝子

のうち、名称と機能が知られている遺伝子の上位 30個の、ヒートマップを記載した。これらの計 60個

の遺伝子のうち、膀胱萎縮時と膀胱回復時の両者で有意に遺伝子発現に変化を認め、その発現が

萎縮時に upregulate し、回復時に downregulate したものは、AGTR2, ADM, AOX1であり、萎縮

時に downregulateし、回復時に upregulateしたものは、CST6, ASPN, IGFBP2, VLDLであった

（Figure 4B, 4C）。 

 
PT-PCRによるウサギ粘膜、筋層およびヒト粘膜、筋層の遺伝子発現の検証 

ウサギ膀胱萎縮時の筋層 RT-PCR において、DNA マイクロアレイの結果と一致したのは、

UPK1B および CST6 であった。ヒト萎縮膀胱筋層と正常膀胱筋層との RT-PCR の比較において、

ウサギ筋層 DNAマイクロアレイの結果と有意に一致したのは、HGF, PECAM1, UPK1B, UPK2, 

CST6であった。 

ウサギ膀胱萎縮時の粘膜 RT-PCRにおいて、ウサギ筋層 DNAマイクロアレイの結果と有意に一

致したのは、HGF, PECAM1 であった。P2RX1 については、有意ではあるものの、粘膜では逆向き

の結果となった。ヒト萎縮膀胱粘膜と正常膀胱粘膜との RT-PCRの比較において、ウサギ筋層DNA

マイクロアレイの結果と有意に一致したのは、UPK1B, CST6, PIEZO2であった。UPK2については、

有意ではあるものの、粘膜では逆向きの結果となった。 

ウサギ膀胱回復時の筋層 RT-PCRにおいて、回復時のウサギ筋層 DNAマイクロアレイの結果と有

意に一致したのは、AGTR2であった。 

また、萎縮群で線維組織の比率が上昇したことを受け、筋層間質に多く分布するコラーゲン 1型、3

型の遺伝子である COL1A1、COL1A2、COL3A1についても膀胱筋層組織を用いて RT-PCR を行

った。ウサギ筋層 DNA マイクロアレイでは有意な変化は認めなかった。ウサギ膀胱萎縮時の筋層

RT-PCRについて、COLA2および COLA1では、有意に発現が低下していた。 
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