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研究成果の概要（和文）：我々は、外尿道括約筋細胞とその幹細胞の転写制御ネットワークを詳細に検討し、外尿道括
約筋細胞とその幹細胞に特異的な転写因子を見出し、最終的には、それらを線維芽細胞に導入し、ダイレクト・リプロ
グラミングによる外尿道括約筋細胞とその幹細胞の作製による新たな尿失禁療法の開発を目指している。
今回は、本テーマの基盤となる効率的な外尿道括約筋衛星細胞の増殖・回収を図るべく、長時間トリプシン添付培養な
どを試み、比較的簡便かつ効率的に外尿道括約筋衛星細胞の増殖・回収が可能となる手技を確立した。

研究成果の概要（英文）：Our ultimate goal is to develop direct reprogramming of fibroblasts toward 
external urethral sphincter for future regenerative therapy in urinary incontinence. After analysis of 
specific transcriptional factors for satellite cells in urethral rhabdosphincter, we plan to deliver 
these genes into fibloblasts for direct reprogramming toward external urethral sphincter. At the 
beginning of this project, we have to culture and collect satellite cells in urethral rhabdosphincter 
effectively.
In this study, we established an effective method to culture and collect satellite cells in urethral 
rhabdosphincter using long-term trypsin incubation.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 外尿道括約筋は横紋筋のひとつであ

りながら、四肢や骨盤内の横紋筋と

は発生学的及び解剖学的に著しく異

なっている。（Suminoら, J Urol, 

2006）。 

(2) 骨格筋衛星細胞は、骨格筋の発生や

損傷後の骨格筋再生に重要な役割を

果たしており、骨格筋の幹細胞とさ

れている。分裂・増殖して筋芽細胞

から筋管細胞へと分化し、骨格筋の

再生に寄与することが知られている。

(Hawkeら, J Appl Physiol, 2001)こ

れまでにわれわれはヒト外尿道括約

筋にもこの衛星細胞が存在すること

を証明し、さらに分離培養法を確立

し、その増殖分化および細胞死に対

する各種サイトカインの作用につい

て 検 討 し て き た 。 (Sumino ら 

Neurourol Urodyn, 2007) (Hanadaら 

J Urol, 2010) (Akitaら, Int J Urol, 

2013) 

(3) サイトカインや幹細胞注入による外

尿道括約筋再生が期待されたが、局

所投与したサイトカインは周囲に拡

散し、速やかに分解されてしまうた

め、サイトカインの局所注入の効果

は限定的であり、また繰り返し投与

は新たな外尿道括約筋損傷を来す恐

れがある。 また、骨格筋や脂肪、

骨髄に由来する幹細胞の局所注入も、

注入した細胞のわずか1〜3％未満の

細胞しか生着せず、ほとんどは数日

以内に死滅してしまうため、大量の

細胞注入が必要とされている。さら

に、生き残った細胞が必ずしも横紋

筋に分化するとは限らないことも問

題である。 

 

 
 

２．研究の目的 

外尿道括約筋は、尿禁制保持にきわめて

重要な横紋筋であるが、加齢により減少

し、線維組織や脂肪細胞に置き換わり、

高齢者の尿失禁の原因となる。最近、目

的とする細胞に特異的な特定の因子を導

入することによって、特定の組織幹細胞

や機能細胞に分化させる手法が開発され

ており、ダイレクト・リプログラミング

と呼ばれている。本研究では、すでにわ

れわれが見出している外尿道括約筋に特

異的に高発現する転写因子に加えて、横

紋筋の幹細胞である衛星細胞に特異的に

高発現する転写因子をも網羅的に探索し、

転写制御ネットワークを再構築し、絞り

込んだ因子を線維芽細胞に導入すること

で、ダイレクト・リプログラミングによ

る外尿道括約筋再生療法の開発を目指す。

本手法が成功すれば、筋ジストロフィー

症等の骨格筋疾患の治療にも応用できる

ことが期待される。 

 
３．研究の方法 

ダイレクト・リモデリングによる外尿道

括約筋衛星細胞の作製に向けた基盤とな

る研究を行った。具体的には、転写制御

ネットワークの解明に不可欠な、既存の

外尿道括約筋衛星細胞の効率的な回収を

目指した研究を行った。骨格筋衛星細胞

の転写因子としては、Pax (Paired Box) 

familyに属するPax-7が重要であること

が知られている。通常、幹細胞はその特

異的な細胞表面マーカーを標的とする

flow cytometry を用いて収集されること

が多いが、Pax-7 は細胞表面に局在して

いないため、外尿道括約筋衛星細胞の高

率な回収が困難であり、これまで研究邁

進の妨げとなってきた。 

(1) 予め同意を得た膀胱全摘出術の患者

から外尿道括約筋を採取しNCAMをマ

ーカーとして衛星細胞を分離培養し



た。Rb 活性化を抑制するため、橋本

らの樹立したヒト筋細胞不死化法

(Shiomi et al.2011)に従い、human 

telomerase reverse transcriptase 

(hTERT)、 human cyclin D1 および

human mutant CDK4 (CDK4R24C) を

entry vector に結合させ、 pDONR221

を donor vector とするレンチウイル

スベクターを用いて遺伝子導入を行

い、不死化ヒト外尿道括約筋衛星細

胞(US2KD)を作成した。 

(2) 高率な外尿道括約筋衛星細胞の回収

を目指し、IL-6(Interleukin-6)によ

る Pax-7 陽性の外尿道括約筋衛星細

胞の増殖実験を行った。0.1-10ng/ml

のIL-6を長寿化したヒト外尿道括約

筋衛星細胞(US2KD)と錐体筋細胞

(HU5)に添付し、抗 Pax-7 抗体を用い

て、その陽性細胞数をカウントした。 

(3) さらに効率的な外尿道括約筋衛星細

胞の回収を目指し、幹細胞のストレ

ス耐性に注目し、最近報告されてい

る 長 時 間 ト リ プ シ ン 添 付 培 養

(LTT:long-term trypsin 

incubation)を行った。長寿化したヒ

ト外尿道括約筋衛星細胞(US2KD)を

長時間トリプシン添付培養し、1 時

間・6時間処理後に、抗 Pax-7 抗体を

用いて、その陽性細胞数をカウント

した。 

 
４．研究成果 

(1) US2KD は 40 代まで継代が可能だった。

分化実験では US2KD は SV40T 抗原の

遺伝子導入による長寿化細胞と比較

し高率に筋管細胞への分化がみられ

た。 

(2) US2KD において、IL-6 の濃度依存的

に Pax-7 陽性細胞数は増加する傾向

にあったが顕著ではなく、HU5 と比較

しても、その増加傾向は有意ではな

かった。(図１) 

 

(3) 長 時 間 ト リ プ シ ン 添 付 培 養

(LTT:long-term trypsin 

incubation)にて、Pax-7 陽性細胞数

は経時的に有意に増加した。（図 2）

外尿道括約筋衛星細胞の転写制御ネ

ットワークを詳細に検討するため、

効率良く外尿道括約筋衛星細胞の増

殖・回収を行える手技が確立された。 
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