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研究成果の概要（和文）：尿失禁は尿が不随意に漏れる状態であり、社会的・身体的に問題となる状態と定義さ
れ、本邦でも多くの患者が存在する。本申請研究では、人工多能性幹細胞等による尿道括約筋機能再生を目指し
た基盤的研究を行なった。複数の条件下において、尿道括約筋幹細胞候補株を誘導することができた。その一部
の細胞株では、免疫組織学的染色により平滑筋細胞マーカーの発現を確認した。

研究成果の概要（英文）：Urinary incontinence is associated with negative effects on a woman's social
 and physical well-being and the prevalence is increasing in Japan. In this study, we conducted a 
regenerative research for the establishment and application of urinary smooth muscle stem cells for 
the urethral sphincter. In the selected stem cells, expression of smooth muscle markers was 
confirmed by immunohistochemistry.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 

 尿失禁とは尿が不随意に漏れる状態であ

り，社会的，衛生的に問題となる状態と定義

され，腹圧性，切迫性，混合性，溢流性，機

能性尿失禁の５種類に分類される。本邦にお

ける疫学調査では，40 歳以上の潜在保有者は

腹圧性尿失禁が780万人，混合性尿失禁が500

万人に達すると推測されている。特に腹圧性

尿失禁に対しては，有効な薬物療法はなく，

メッシュや人工尿道括約筋装着術など異物

を利用，埋設する手術療法に頼らざるを得な

いことに加え，いずれも非生理的な方法であ

る。そのため，device 感染などの合併症が

大きな欠点となっている。2006 年に発見同定

された多分化能を有する人工多能性幹細胞

(iPS)細胞をはじめ再生治療の可能性も示唆

されているが，実用化には至っていない。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまで人工多能性幹細胞(iPS)細

胞に注目し，人工多能性(iPS)幹細胞による

尿道括約筋機能再生を目指した基盤的研究

を行なってきた。iPS 細胞を尿道周囲括約筋

部へ直接移植する方法では，機能を回復させ

るだけの十分量の平滑筋細胞に分化させる

ことができず，その効率性に問題がある。生

体内移植により自律性をもって増殖，平滑筋

細胞に分化しうる尿路平滑筋幹細胞の樹立

ができれば，排尿機能，尿道括約筋機能回復

に寄与することが期待できる。しかしながら，

尿路平滑筋幹細胞の樹立は未だ為されてい

ないため，臨床応用に直結するような研究も

ない。本研究では,これらの分化万能性細胞

を経ることなく,我々が独自に開発した逆行

性幹細胞誘導法に基づき平滑筋幹細胞を誘

導・分離することを試み，尿路平滑筋幹細胞

移植による尿道括約筋再生を目指した基盤

的研究を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）購入したヒト iPS 細胞にレチノイン酸

（Retinoic Acid 10-5 mol/L）を添加し，iPS

細胞を培養し，平滑筋細胞の分化誘導実験を

行った。平滑筋細胞への分化は，コントロー

ル群（無添加）を設定し，形態学的比較，な

らびに RT-PCR 法で平滑筋細胞特異マーカー

（SMA）の発現で確認した。また，他にも

Myocardin，Myosin-heavy chain などの平滑

筋細胞表面マーカーを用いて，コントロール

群と比較することにより，免疫組織学的に平

滑筋細胞への分化誘導を確認した。 

（２）購入したヒト正常間質組織由来の初代

培養細胞に山中４因子(OCT3/4, SOX2, KLF4, 

C-MYC) をトランスフェクションすることに

より，逆行性に尿路平滑筋幹細胞を誘導した。

誘導された幹細胞は，Epigenetic memory に

よる各由来組織への分化志向性を有すると

考えられる。また，当該幹細胞を利用した細

胞移植法についての予備実験を行った。 

 

４．研究成果 

 本研究では，平滑筋幹細胞を誘導・分離し，

それらを膀胱尿道括約筋部へ移植すること

により，尿道括約筋機能再生による新規尿失

禁治療を開発するための基盤となる実験を

行った。 

 平成 26 年，27 年度は，主にヒト iPS 細胞

から平滑筋への分化誘導を試みた。具体的に

は，iPS 細胞にレチノイン酸を添加すること

で尿路平滑筋細胞への誘導を行なった。免疫

学組織学的染色（SMA，Myocardin，Myosin-HC，

desmi）により平滑筋への誘導を確認した。

また，分化誘導過程において，平滑筋幹細胞

を含むと思われる細胞コロニーを認めた。 

 また，ヒト正常間質組織由来の初代培養細

胞に山中４因子をトランスフェクションす

ることにより，逆行性に尿路平滑筋幹細胞の

誘導を行った。これらの研究の中で，臨床応

用を目指す観点から，間葉系幹細胞を含む細

胞コロニーから，平滑筋幹細胞を効率よく分

離する必要があると考えられた。そこで我々



が独自に開発した Advanced TSTA(Ad-TSTA)

システム（ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀｰとﾎﾟﾘｸﾞﾙﾀﾐﾝを組み

合わせたﾓﾁｰﾌを TSTA 遺伝子発現ｼｽﾃﾑ内部に挿入

することで，機能的に重要であるにもかかわらず

転写活性が弱い多くの特異的プロモーター群に

おいて，転写活性を飛躍的に高めることができる）

を 用 いて， 平 滑筋幹 細 胞に特 異 的 な

Myocardin プロモーター活性ならびに hTERT

プロモーター活性により分化の各段階の幹

細胞群をハサミ打ちして，尿路平滑筋幹細胞

を分離させるための予備実験を行った。 

尿失禁は尿が不随意に漏れる状態であり，

社会的・身体的に問題となる状態と定義され，

本邦でも多くの患者が存在している。本申請

研究では，人工多能性幹細胞等による尿道括

約筋機能再生を目指した基盤的研究を行な

い，複数の条件下において，尿道括約筋幹細

胞候補株を誘導することができた。その一部

の細胞株では，免疫組織学的染色により平滑

筋細胞マーカーの発現を確認することがで

きた。 
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