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研究成果の概要（和文）：不死化ヒト膀胱平滑筋細胞hBS11を樹立することに成功した。hBS11は培養下で、未分化増殖
状態と分化状態を双方向に行き来できるきわめてユニークな性質を示した。病理組織学的解析結果から、生体内の平滑
筋細胞は、組織再生過程において、「分化状態⇒未分化増殖状態⇒分化状態」と細胞の性質を変化させると考えられて
いる。hBS11細胞は、平滑筋細胞が本来持っている分化の可塑性を保持していることが示された。
hBS11は、平滑筋細胞分化の分子機構、平滑筋組織の再生機構、平滑筋細胞の機能制御機構の解明に加えて、下部尿路
機能障害の発症機構の解明および新規治療法の開発に、これまでにない有用な解析系を提供する。

研究成果の概要（英文）：We have established human immortalized bladder smooth muscle cell (hBS11). The 
hBS11 showed the extremely unique property that could bi-directionally go back and forth in the 
undifferentiated proliferative state and differentiation state under culture. It is thought that from a 
result of the histopathological analysis in a reproduction process the in vivo smooth muscle cell changes 
the property of the cell, that is "differentiation state ⇒ undifferentiated proliferative state ⇒ 
differentiation state". The present study demonstrates that the hBS11 cell maintains plasticity of the 
differentiation that a smooth muscle cell originally has.
 Immortalized hBS11 cell provides useful analytical system for elucidation of the pathophysiological 
mechanism of lower urinary tract dysfunction and the development of the new treatment options, in 
addition to the elucidation of molecular differentiation mechanism, reproduction mechanism, and the 
function control mechanism of the smooth muscle cell.

研究分野： 泌尿器科学
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１． 研究開始当初の背景 
膀胱は尿排泄に関わる重要な臓器であり、

膀胱平滑筋は自律神経の調節のもと、弛緩と
収縮を繰り返し蓄尿と排尿を担う組織であ
る。蓄尿に際しては交感神経が活性化し、ノ
ルアドレナリンによる膀胱平滑筋のβ3 受
容体を介した膀胱の弛緩がおこり、排尿期に
は副交感神経が活性化され、アセチルコリン
によるムスカリン M3 および M2 受容体を介
した膀胱の収縮が惹起される。しかしこのよ
うな膀胱平滑筋機能は加齢やさまざまな病
的状態により変化を来す。 
たとえば、加齢に伴い膀胱は過敏な状態に

なるとともに、膀胱収縮力の低下を来す（い
わゆる DHIC: detrusor hyperactivity with 
impaired contraction）。これまで、正常ある
いは加齢や病的状態に伴う膀胱平滑筋の形
態や機能について、組織学的、薬理学的、分
子生物学的検討が行われ、膀胱平滑筋の線維
化や自律神経受容体の数、反応性や親和性の
変化、細胞内伝達系の変化などが報告されて
きているが、未だ十分に解明されているとは
いえない。 
膀胱平滑筋の多彩な機能および加齢や病

的膀胱でのそれらの機能変化を検討する一
つの方法として、培養膀胱平滑筋細胞を利用
した実験系がある。また、この系は下部尿路
機能障害の新規の薬剤を開発する際にも有
用であると考えられる。しかしながら、通常
の膀胱平滑筋細胞の培養を試みても、細胞は
わずか１〜２週間で増殖を停止し、継代が不
可能となり、機能も低下するために、安定し
た研究ができないのが現状である。このため、
培養系での実験は困難であることが多く、膀
胱平滑筋の機能の解明や新規薬剤の開発に
関する実験を進めるためには、膀胱平滑筋細
胞を不死化する技術が必要と考えられる。 
我々はこれまで、「横紋筋再生メカニズム

に基づいた腹圧性尿失禁に対する再生医療
の研究」の中で筋細胞純化法による「不死化
ヒト外尿道括約筋細胞培養系」を確立し、ヒ
ト外尿道括約筋細胞の不死化に成功した. 
本研究ではこれまでに蓄積されたヒト外

尿道平滑筋の不死化の技術を応用して、不死
化ヒト膀胱平滑筋細胞の樹立を試みる。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、不死化ヒト膀胱平滑筋

細胞を樹立することである。膀胱は畜尿と
排尿という複雑な機能を営み、その機能は
加齢や様々な病態により変化し下部尿路機
能障害を来すことが知られている。そのよ
うな変化の詳細やメカニズムを解明するた
めに、in vivo, in vitro の実験系において、
組織学的、薬理学的あるいは分子生物学的
検討が行われてきているが、必ずしも十分
とは言えない。特に、培養膀胱平滑筋細胞
を用いた実験では細胞の継代や機能の喪失
などにより安定した研究が行われていない
のが現状である。不死化ヒト膀胱平滑筋細

胞を樹立することにより、細胞レベルでの
様々なメカニズムの解明が可能となるだけ
でなく、下部尿路機能障害の治療、特に新
規薬剤の開発にも寄与しうると考えられる。 

 
３．研究の方法 
本研究では不死化ヒト膀胱平滑筋細胞を

樹立することを目的として、以下の検討を行
う。1)ヒト膀胱平滑筋細胞培養液成分の検討。
2）CD56 抗体結合磁気ビーズを 用いたヒト
膀胱平滑筋細胞の分離。3)ヒト膀胱平滑筋細
胞の不死化のための遺伝子導入。4）ヒト膀
胱平滑筋組織の発現解析。5)ヒト膀胱平滑筋
組織の機能解析。 
平滑筋細胞の不死化については、これまで

我々が「横紋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医療の研究」におい
て樹立したヒト不死化外尿道括約筋細胞に
関する実験方法に準じて行う。発現解析につ
いては各種のマーカーや受容体などの組織
免疫染色、immunoblotting 法、RT-PCR 法な
どを用いて行う。また、平滑筋機能の解析は
各種刺激で増加する細胞内伝達物質を測定
することにより行う。 
ヒト膀胱平滑筋の培養液の組成および不

死化のための遺伝子導入の方法は以下のと
おりである。ヒトのテロメラーゼ遺伝子
（hTERT）CDK4 変異体遺伝子（24 番目のアル
ギニンをシスチンに置換したもの）および
cyclin D1 遺伝子を、レンチウィルスベクタ
ーに導入し、複製能欠損組換えレンチウィル
スを作成した（14）。68 歳白人男性由来から
分離された、継代数６の初代培養ヒト膀胱平
滑筋細胞（PromoCell 社、Lot6110301.10）に、
組換えウィルスを感染させ、不死化した。培
養液は、4.5 g/L グルコース含有ダルベッコ
改良最少必須培地を基本培地とし、増殖培地
pmGM には、20%ウシ胎児血清および 2％
Ultroser G (Biosepra 社)を、分化培地 pmDM
には、2％ウシ胎児血清、10 nM セレン、5μ
g/ml トランスフェリン、10μg/ml インシュ
リンを添加した(15)。培養器は、通常の細胞
培養用ディッシュ等を用い、細胞外基質等の
コーティングは行わなかった。培養は、10%
炭酸ガスを含む飽和水蒸気中で、36.8℃で行
った。 
 

４．研究成果 
これまで得られた研究成果は以下のとおり
である。 
(1) CDK4R24C, Cyclin D1, hTERT の３遺伝子

を、レンチウィルスベクターを使って初
代培養膀胱平滑筋細胞に導入した。初代
培養膀胱平滑筋細胞は、継代数 7-9 で増
殖を停止したが、３遺伝子を発現させた
細胞（hBS11）は、population doublings
が 50（50 回分裂したことを意味する）
を超えても増殖し続けることを確認し
た。 

(2) 不死化細胞 hBS11 は、正常二倍体を維持



しており、染色体の構成異常は認められ
なかった。 

 
(3) 増殖培地中において、不死化細胞 hBS11

は、小型で多角形の形態を示した。タイ
ムラップスによる直接測定の結果、18±
3.2 h という非常に短かい細胞周期での
分裂を繰り返していた。 

 
(4) 分化条件下では、hBS11 は、徐々に細胞

分裂を停止した。培養初期（1-3 日）で、
細胞は紡錘型の形態となり、培養後期
（9-12 日）では、著しい肥大を示した。 

 
(5) 平滑筋マーカーであるαSMA, γSMA, 

Calponin および MYH11 は、増殖条件下に
おいても発現が認められた。 

(6) 分化条件下では、αSMA, γSMA, 
Calponinの発現は増大したが、MYH11は、
変化しなかった。 

(7) 分化条件下においてのみ、平滑筋特異的
な Caldesmon アイソフォーム
(h-caldesmon)が検出された。 

(8) 増殖中の hBS11 細胞には、アクチン線維
（ファイバー）に乏しく、短い線維が細
胞膜直下に少数検出されるにとどまっ
た。 

(9) 分化培地中では、アクチン線維が発達し、
細胞あたりの本数と長さが著しく増加
した。 

(10) アクチン線維を構成するアクチン・アイ
ソフォームは、増殖条件下および分化培

養初期では、βアクチンであったが、分
化培養後期では、βアクチン線維にα
SMA が追加される。すなわち、分化に伴
って、アクチン線維を構成するアクチ
ン・アイソフォームが変化した。 

(11) ムスカリン性アセチルコリン受容体サ
ブタイプ 2（ｍAChR2）は、分化-未分化
状態とも、かなり大量に発現している。
一方ムスカリン性アセチルコリン受容
体サブタイプ 3（ｍAChR3）の発現レベル
は低かったが、分化に伴って増加した。 

(12) 分化細胞を Calbachol で刺激すると、細
胞内カルシウムの上昇が誘導された。し
かし、細胞の収縮は見られなかった。細
胞は、接着構造を介して基質面に強固に
接着しているため、物理的に収縮が阻た
げられたものと考えられた。 

(13) Calbachol による細胞内カルシウムの上
昇は、接触する細胞に伝播することが明
らかになった。 

(14) 細胞外液のカリウム濃度を高くする（90 
mM KCl）ことによって細胞膜の脱分極を
誘導すると、細胞内Ca濃度が上昇した。
これは、電位依存性カルシウムチャンネ
ルの開口によるものと考えられる。 

(15) カルシウムイオノフォア A23187 5 μM
によって、細胞内カルシウム濃度を急激
に上昇させると、アクチン線維は短縮し、
細胞は急速に収縮した。 

(16) Gap junction の構成タンパク質である
Connexin 43 は、分化培養すると細胞表
面に分布するようになり、細胞接触部位
に集積した。(13)で示したカルシウムの
細胞間伝播は、Gap junction を介したも
のと考えられる。 

(17) 分化させたhBS11に増殖培地を与えると、
細胞は厚みのある小型細胞に形態を変
えた。アクチン線維は消失し、やがて細
胞は分裂増殖を再開した。 

(18) 結論：不死化ヒト膀胱平滑筋細胞 hBS11
を樹立することに成功した。hBS11 は、
培養下で、未分化増殖状態と分化状態を
双方向に行き来できる、きわめてユニー
クな性質を示した。病理組織学的解析の
結果から、生体内の平滑筋細胞は、組織
再生過程において、「分化状態⇒未分化
増殖状態⇒分化状態」と細胞の性質を変
化させると考えられている。しかし、従
来の研究では、培養下では、平滑筋細胞
は速やかに分化形質を失い、「分化状態
⇒脱分化増殖状態」という一方向性の応
答しか報告されていない。hBS11 細胞は、
平滑筋細胞が本来持っている分化の可
塑性（reversible differentiation）を
保持していると考えられる。不死化ヒト
膀胱平滑筋細胞 hBS11 は、従来、適切な
実験系がないために、解析が進んでいな
かった、平滑筋細胞分化の分子機構、平
滑筋組織の再生機構、平滑筋細胞の機能
制御機構の解明に加えて、下部尿路機能



障害の発症機構の解明および新規治療
法の開発に、これまでにない有力な解析
系を提供する。 
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