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研究成果の概要（和文）：腹圧性尿失禁に対する、医師主導治験中の非培養自己皮下脂肪由来再生細胞
（ADRCs）の傍尿道注入治療の有効性に関するメカニズムの基礎的検討、および前立腺癌細胞に対する影響の検
討を行い、ADRCsのラット傍尿道注入が細胞数（用量）依存性に尿道抵抗増加効果を示すこと、注入細胞が平滑
筋に分化すること、ADRCsが多彩な再生サイトカインを分泌すること、前立腺癌細胞の増殖抑制効果を示すこと
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：No minimally invasive surgical treatment is available for male stress 
urinary incontinence (SUI), and development of minimally invasive regenerative treatment has been 
expected. We have been conducting a prospective,multicenter investigator-initiated clinical trial of
 periurethral injection of non-cultured autologous adipose-derived regenerative cells for male SUI 
with an approval of the PMDA and completed an enrollment of all 45 patients by 2018. On the other 
hand, PMDA requested to investigate the mechanism of action of the treatment and the safety of 
ADRCs, in terms of their effects on prostate cancer cells, which were clarified in the present 
study. The outcome of the present study should accelerate an approval by PMDA and coverage of health
 insurance of this world-first regenerative treatment for male SUI.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： 再生治療　脂肪由来再生細胞　尿失禁　尿道括約筋障害

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
男性腹圧性尿失禁に対しては、低侵襲外科的治療がなく、低侵襲再生治療の開発が期待されている。我々はPMDA
との対面助言を実施し、男性腹圧性尿失禁を対象に自己非培養ADRCsの経尿道的傍尿道注入治療の多施設共同医
師主導治験を実施中で、2018年度までに45例の組み入れを終了し、現在薬事承認・保険収載を目指している。他
方、PMDAから保険収載にあたりADRCs作用メカニズムの解明と前立腺癌症例に投与する際の安全性の基礎的検討
を求められており、本研究で得られた成果により、本治療の薬事承認、保険収載が早期に実現されることが期待
される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
再生医療の開発は、「再生医療の実用化ハイウェイ構想」に基づく重要な施策であり、我々は体
性幹細胞の一つである ADRCs(adipose-derived regenerative cells)を用いた腹圧性尿失禁治療
の開発を行っている。臨床応用されている再生治療の多くの細胞が骨髄由来であることから、
わが国が再生医療分野において世界を先導するには、骨髄以外の組織より抽出する体性幹細胞
を活用した再生医療を戦略的に確立することが喫緊の課題である。 
本邦では女性腹圧性尿失禁の罹患者は 400万人以上で、また男性では前立腺手術、特に前立腺
癌に対する根治的前立腺全摘除術後の合併症として腹圧性尿失禁が発生し、約 82 万人の男性
腹圧性尿失禁患者がいると推定されている。仕事、家事、社会的活動等の日常生活の多くの領
域で支障を及ぼす尿失禁に対する治療開発は、重要かつ喫緊の課題であり、世界に先駆けた新
規治療の開発を行う必要がある。 
男性における腹圧性尿失禁に対しては、低侵襲外科的治療がないのが現状であり、重度の尿失
禁に対しては平成 24 年 4 月に人工尿道括約筋植込・置換術が保険適応となったが、異物であ
る機器を体内に植込むことが欠点であり、また長期的には植込機器の動作不良・故障が問題と
なり、再手術率は 25％に及ぶ。また、軽度から中等度の尿失禁に対しては有効な治療がないの
が現状である。そこで我々は、2001年に発見同定された多分化能を有する脂肪由来幹細胞に注
目した①。我々は、尿失禁ラットモデルを用いて培養脂肪由来幹細胞を傍尿道部に投与するこ
とにより、尿道内圧の上昇と尿失禁の改善が得られることを示し、（１）尿道粘膜下への投与細
胞による尿道閉鎖効果（bulking effect）が得られること、（２）投与細胞が平滑筋へ分化する
こと、（３）投与細胞から尿道括約筋細胞の分化増殖や血管新生を促進する肝細胞増殖因子
（Hepatocyte Growth Factor：HGF）や血管内皮細胞増殖因子（Vascular Endothelial Growth 
factor：VEGF）が産生されること、を確認した②。そこで、非臨床試験で認められた効果を
期待し、皮下脂肪組織を脂肪吸引法で採取後、採取した脂肪組織から細胞分離装置
（CelutionTM800/CRS：Cytori Therapeutics, Inc.）を用いて ADRCsを抽出し、経尿道内視鏡
下に尿道括約筋及び尿道粘膜下に ADRCsを投与すること（以下、本治療）により、腹圧性尿
失禁の治療を行うことを計画し、腹圧性尿失禁患者（目標症例数 30 例）を対象に非盲検非対
照試験を実施し（2011年 3月 15日承認：厚生労働省発医政 0315第 3号）、本治療法の一定の
有効性及び安全性を確認した③④。当該治療の開発では、2014年度に PMDAとの対面助言を
実施し、2015年 9月より男性腹圧性尿失禁を対象に多施設共同医師主導治験を実施中であり、
2018年度までに 45例の組み入れを終了し、現在保険収載を目指している。他方、PMDAから
保険収載にあたり ADRCs作用メカニズムの解明と前立腺癌症例に投与する際の安全性の基礎
的検討を求められており、本研究では非培養 ADRCs傍尿道注入の尿失禁改善メカニズムの探
索、前立腺癌細胞に対する ADRCsの安全性の基礎的検討を行う。PMDAとの対面助言、医師
主導治験開始前までに、低血清培養により培養した脂肪組織由来幹細胞については、傍尿道注
入による尿道抵抗増大効果、注入された脂肪由来幹細胞の平滑筋への分化やサイトカイン産生
による血流増加効果などは確認したものの、ADRCs、特にヒト ADRCsに関する基礎的検討が
不足していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では医師主導臨床治験が終了する 2018年度までに、ADRCsの傍尿道注入治療の有効性
に関するメカニズムの基礎的検討、および前立腺癌細胞に対する影響に関する基礎的検討を行
い、治験による臨床データと合わせ、本再生治療の薬事承認と保険収載を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ADRCs 傍尿道注入治療の有効性に関するメカニズムの基礎的検討については、ラット皮
下脂肪から ADRCs を含む SVF(stromal vascular fraction)を採取し、腹圧性尿失禁ラットモデ
ルの傍尿道に ADRCs を注入し尿漏出圧（leak point pressure）を測定することによる尿道抵抗
上昇の検討、組織学的及び免疫組織学的検討による ADRCs の平滑筋細胞への分化について検討
する。 
（２）ADRCs 細胞特性の検討として、医師主導治験にて治療を行う患者から採取したヒト ADRCs
について、細胞数及び生存率の測定、フローサイトメトリーによる表面マーカーの測定、Luminex
によるサイトカイン分泌能の測定、コロニー形成能の測定、平滑筋へ分化能を検討する。 
（３）前立腺癌への影響の検討ではヒト ADRCs、ヒト前立腺癌細胞株（LNCaP）、及びヒト
ADRCs+LNCaP の混合物を培養し、48 時間後の培養上清中の PSA 値を測定し比較検討するととも
に、培養細胞を位相差顕微鏡で観察し、ADRCs の前立腺癌細胞に対する影響を形態学的も検討
する。またヌードラットに LNCaP 単独、又は LNCaP+ADRCs 混合物を背部皮下に移植し、腫瘍サ
イズの経時変化を測定する。 
 
４．研究成果 
（１）尿失禁モデルラットでのラット ADRCs（脂肪組織由来再生細胞）傍尿道注入による尿漏
出圧測定と注入 ADRCs の平滑筋分化の検討を行った。ラット皮下より ADRCs を含む SVF を採取
し、コラゲナーゼ処理後、ADRCs 懸濁液を作成した。ラット（10週齢）を麻酔後、腹部正中切
開にて膀胱周囲および尿道を剥離し（腹圧性尿失禁モデル）、ADRCs 懸濁液を尿道粘膜下に投与



した（シャム手術群、PBS コントロール投与群、細胞数 1x105、1x106、1x107生細胞数/mL 各投
与群）。手術後 28日目に尿漏出圧（膀胱内圧）を測定した。漏出圧（cmH2O）は PBS コントロー
ル群(n=6)28.2±3.7、105群(n=6) 32.5±8.5、 106群(n=6) 42.1±8.0、107群(n=6) 32.9±5.0
で、105群、10６群においてコントロールに対して細胞数依存的に漏出圧が上昇した（図 1）。107

群ではコントロールに対しては漏出圧が高い傾向だったが細胞依存的効果は認められず、SVF
注入は尿道括約機能改善効果を示し、有効細胞数は 10５〜10６個と考えられた。尿漏出圧測定実
験終了後、ADRCs 注入部尿道を摘出し、ADRCs の平滑筋への分化確認のため免疫染色を行った。
摘出尿道のα-SMA（smooth muscle actin）（図 2）、calponin 1、 MHC(myosin heavy chain)免
疫染色により尿道筋層から粘膜下層に筋原性染色用生細胞が存在し、注入細胞の平滑筋への分
化が確認された。 

                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

（２）５例の患者から採取した脂肪組織から ADRCs を分離後、細胞数及び生存率の測定、表面
マーカー測定、サイトカイン分泌能測定、コロニー形成能測定及び平滑筋への分化能測定を行
った。分離 ADRCs は約 4×106個得られ、CD31、CD34、CD44、CD45 の表面マーカー発現が認めら
れたが、Stro-1 の発現はほとんど認められなかった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
平滑筋分化培地培養ではαSMA、Calponin 等の平滑筋マーカー発現が認められ、約 1.5%の細胞
がコロニーを形成した。ADRCs は様々な細胞から構成され、平滑筋への分化能があることが確
認された。さらに、３例の患者から採取した ADRCs、培養脂肪幹細胞において付着細胞と浮遊
細胞培養を行い、総合的に数十種類のサイトカインをマルチプレックス法で測定評価した。培
養脂肪幹細胞では検出限界以下であったサイトカインが ADRCs で多数検出された。また、ADRCs
で有意に高く検出されているサイトカイン （IL-6, GRO, MCP-1)、有意差はないが培養脂肪幹
細胞、ADRCs ともに検出されたサイトカイン (EOTAXIN, FLT-3L, IL-7, INFα, RANTES, VEGF, 
FGF-2, Fractalkine) に分けられた（図４）。測定した 41種類のサイトカインの中では、培養
脂肪幹細胞で有意に高く検出されたサイトカインはなかったことからも、ADRCS は培養脂肪幹
細胞と比較して有意に多彩な再生サイトカインを分泌する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）CelutionTMで分離したヒト脂肪由来再生細胞（ADRCs）、ヒト前立腺癌細胞株、及び ADRCs
とヒト前立腺癌細胞株の細胞比１対１での混合培養で、それぞれ上清の PSA 産生量を比較検討
したところ、ADRCs 上清には PSA は検出されず、ヒト前立腺癌細胞株培養とヒト前立腺癌細胞
株・ADRC 混合培養上清中の PSA を比較すると、混合培養上清での上昇は認めず、むしろ前立腺
癌株単独培養上清中 PSA に比べて低下傾向を示した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに ADRCs と PSA 産生能を持つ LNCaP 細胞混合培養（48 時間）時の細胞形態的変化を位相差
顕微鏡で観察したところ、LNCaP 周辺を ADSCs が取り囲み LNCaP 増殖の抑制が示唆され、前立
腺癌細胞増殖促進の所見は見られなかった。 
LNCaP を市販のヒト ADRCs（インビトロジェン社）、および CelutionTM system で分離した患者
由来の ADRCs と混合培養し、上清 PSA 値を比較検討したところ、48時間、96時間いずれの培養
においても、前立腺癌細胞と ADRCs との混合培養により、前立腺癌細胞単独培養に比較して
ADRCs 細胞比率依存的に上清 PSA は減少する傾向が認められた。 
ヌードマウスに LNCaP を単独、あるいは ADRCs と混合して移植を行ったところ、単独群はヌー
ドマウスの皮下に明らかな腫瘤を形成した。それに対して混合移植群は腫瘍サイズが小さく、
壊死を伴う潰瘍形成を示した。移植 28日後の腫瘍サイズの比較では、混合群は単独群と比較し
て、明らかに腫瘍サイズの減少を認め、ADRCs の前立腺癌に対する増殖抑制効果を認めた（図
６）。以上より、ADRCs および脂肪由来幹細胞は前立腺癌細胞増殖促進作用を有せず、むしろ抑
制する可能性が示唆された。 
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