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研究成果の概要（和文）： 

 前立腺全摘後や加齢に伴う腹圧性尿失禁では、外尿道括約筋の脆弱化が原因のひとつである。

本研究はヒト外尿道括約筋の再生による新規の尿失禁治療法開発を目的として、ヒト外尿道括

約筋衛星細胞を分離培養し、各種サイトカインの作用とシグナル伝達経路について検討した。 

TNF-αは濃度依存的にヒト外尿道括約筋衛星細胞の増殖を抑制し、一部の細胞にアポトーシ

スを誘導した。また、抗 TNF-α治療薬はこれらの作用を抑制しうることが示された。 

Myostatin は骨格筋特異的増殖抑制因子であるが、ヒト外尿道括約筋は Myostatin を mRNA 及

び蛋白レベルで発現している。Myostatin は濃度依存的にヒト外尿道括約筋衛星細胞の増殖を

抑制し、Myostatin の阻害因子であるフォリスタチンは、これらの作用を阻害することが示さ

れた。抗 TNF-α治療薬や Myostatin の阻害剤によって外尿道括約筋の再生が可能となり、腹圧

性尿失禁の新たな治療法となる可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

     Fragility of urethral rhabdosphincter is one of the causes for urinary stress 

incontinence following prostatectomy and in the elderly. To develop new treatment 

modality of urinary incontinence by regeneration of urethral rhabdosphincter, human 

satellite cells of urethral rhabdosphincter were separated and cultured to explore the 

effects of variety of cytokines on them and the signal transduction. 

     TNF-αdose-dependently suppressed the growth of satellite cells of human urethral 

rhabdosphincter and induced apoptosis in part, and anti- TNF-αdrugs inhibited these 

effects. Myostatin, skeletal muscle-specific growth inhibiting factor, was expressed on 

mRNA and protein levels in satellite cells of human urethral rhabdosphincter. Myostatin 

suppressed their growth dose-dependently, and its inhibitor, Follistatin, reversed its 

inhibitory effect.  

     Regeneration of human urethral rhabdosphincter may be possible with anti-TNF-α

drugs and Myostatin inhibitors and prove a novel therapeutic modality for urinary 

incontinence. 
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１． 研究開始当初の背景 

  損傷後の骨格筋再生には骨格筋衛星細

胞が重要な役割を果たしている。骨格筋衛星

細胞は単核で筋細胞膜と基底膜の間に介在

し、骨格筋の幹細胞と考えられており、通常

は静止状態にあり活動に乏しいが、筋組織に

損傷や刺激が加わると活発に分裂・増殖して

筋芽細胞から筋管細胞へと分化していく

(Dev Biol 218:115, 2000)。損傷の急性期に

は IL-1βや IL-6、TNF-αなどの炎症に関連

するサイトカインが局所で産生され、これら

のサイトカインには細胞死を惹起して自己

崩壊的な二次損傷を起こしたり、骨格筋幹細

胞の増殖分化を阻害して、筋再生を阻害する

ことが知られている。 

一方、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ことが

知られている。マウスでは四肢や骨盤内の横

紋筋は胎生14日で既に発生しているが、尿道

周囲には平滑筋組織しか存在せず、新生仔以

降に尿道平滑筋から分化転換によって外尿道

括約筋が発生することが示されている

(Borirakchanyavatら J Urol, 1997)。したが

って外尿道括約筋には四肢の横紋筋とは異な

る細胞生物学的特徴を有している可能性があ

り、ヒト外尿道括約筋の増殖分化について研

究することは極めて重要と思われるが、この

ような研究は国内外では全く行われていない。 

われわれは前立腺全摘除術の際に前立腺尖部

に付着した微量の外尿道括約筋を採取して初

代培養系より、骨格筋衛星細胞の指標である

neural cell adhesion molecule (NCAM)に対

する抗体を用いたmagnetic cell sorting 

(MACS)法によってヒト外尿道括約筋衛星細胞

を分離培養法を確立した。この細胞は長期培

養によって筋管細胞に分化するとともに、

bone morphogenetic protein-2によって骨芽

細胞に、さらにγ-リノレン酸によって脂肪細

胞にも分化することより、多分化能を有する

ことなどを確認している。さらにSV40のlarge 

T抗原を遺伝子導入して長寿化し、各種増殖因

子の外尿道括約筋衛星細胞の増殖に及ぼす影

響ついて検討した結果、IGF-IとHGFがMAPK経

路のERK1/2をリン酸化して外尿道括約筋衛星

細胞の増殖を促進することを明らかにしてき



た。そして外尿道括約筋細胞はこれらの増殖

因子を産生し、無血清培地下では抗HGF抗体お

よび抗IGF-I抗体によって増殖が阻害される

ことより、これら増殖因子はオートクリン作

用によってヒト外尿道括約筋衛星細胞の増殖

を促進することを明らかにした(Sumino Y, et 

al. Neurourol Urodyn. 2007, 26:552-61)。 

 

２．研究の目的 

われわれはヒト外尿道括約筋にも幹細胞が存

在することを報告しており、この幹細胞の増

殖分化および細胞死に対する各種サイトカイ

ンの作用を解明することを目的とした。さら

にこれらのサイトカイン受容体に対する阻害

剤や、シグナル伝達機構を阻害することによ

って、ヒト外尿道括約筋再生を促進する新た

な尿失禁治療法の開発を目指した。 

１）炎症関連のサイトカインによるヒト外尿

道括約筋衛星細胞の増殖抑制及びアポトーシ

ス誘導 

 最近、Strasserらは加齢とともにヒト外尿

道括約筋の横紋筋細胞がアポトーシスによっ

て減少し、線維組織や脂肪組織に置換されて

いることを明らかにし、高齢者に多く見られ

る尿失禁の原因のひとつであることを示唆し

た(Lancet 1999, J Urol 2000)。加齢ととも

に外尿道括約筋の横紋筋細胞がアポトーシス

を起こす機序は不明であったが、われわれが

初めてサイトカインのTNF-αがヒト外尿道括

約筋衛星細胞にアポトーシスを誘導すること

を2007年の日本泌尿器科学会総会にて報告し

た。本研究ではさらにヒト外尿道括約筋にお

けるTNF-αの受容体やシグナル伝達経路を解

明し、アポトーシス誘導を阻害する薬剤につ

いて検討する。さらに他の炎症関連サイトカ

インであるIL-1βやIL-6の作用についても検

討し、これらの受容体発現とその機能につい

ても検討する。 

 

２）骨格筋特異的増殖抑制因子Myostatinのヒ

ト外尿道括約筋衛星細胞の増殖分化に及ぼす

影響とそのシグナル伝達の解明 

 Transforming Growth Factor (TGF)- β

superfamilyであるmyostatinの突然変異によ

って全身の著明な骨格筋肥大が起こることが

報告され (Proc Natl Acad Sci USA 94: 12457, 

1997)、myostatinは骨格筋細胞の増殖や肥大

を抑制することが明らかにされた(Nature 

387:83)。myostatinはactivin受容体に結合し、

activinの阻害蛋白であるfollistatinを投与

すると骨格筋細胞の増殖が促進されることも

報告されている(Proc Natl Acad Sci USA  98: 

9306, 2001)。われわれは既にヒト外尿道括約

筋衛星細胞もmyostatin添加によって増殖が

阻害されることを明らかにしているが、本研

究では外尿道括約筋細胞におけるmyostatin

の受容体とシグナル伝達経路を同定し、

myostatinによる負の増殖制御機構について

検討する。 

 

３．研究の方法 

 １）インフォームド・コンセントの得られ

た前立腺全摘および膀胱全摘症例より前立

腺尖部に付着する外尿道括約筋を微量採取

する。 

 ２）標本を細切し、コラゲナーゼ処理後に

初代培養する。抗 NCAM 抗体結合させた磁気

ビーズを用いて MACS 法にて初代培養細胞よ

り NCAM を発現した骨格筋衛星細胞を分離す

る。骨格筋特異転写因子(Myf-5 と MyoD)の免

疫染色を行い、骨格筋系列の細胞であること

を確認し、PSA 染色して前立腺癌細胞の混入

を除外する。 

 ３）外尿道括約筋衛星細胞に SV40 virus

の large T 抗原を遺伝子導入して長寿化し、

以下は長寿化外尿道括約筋細胞を用いて実

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sumino%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Neurourol%20Urodyn.');


験を行う。 

 ４）長寿化外尿道括約筋衛星細胞より

RNeasy total RNA system (QIAGEN)を用いて

total RNA を抽出する。サイトカイン受容体

の primer を作成し、RT-PCR 法にて増幅後、

アガロースゲル電気泳動を行い、外尿道括約

筋衛星細胞におけるサイトカイン受容体の

mRNA 発現を検討する。また細胞を 10% SDS を

含むバッファー内で溶解し、SDS-PAGE で電気

泳動し、Western blotting 法にて各種サイト

カイン受容体の蛋白発現も検討する。 

 ５）炎症性サイトカイン（IL-6 や TNF-α

など）を長寿化外尿道括約筋衛星細胞に添加

し、アポトーシス誘導について TUNEL 法およ

び Flow Cytometry にて検討する。 

 ６）長寿化外尿道括約筋衛星細胞を TNF-

αで刺激後に 10% SDS を含むバッファー内で

溶解し，12000Xg で遠心後、上清を抗チロシ

ン抗体とインキュベートする。protein 

A-Sepharoseで免疫沈降してSDS-PAGEで電気

泳動する。さらにニトロセルロース・メンブ

レンにブロッティングし、JAK/STAT 系や IKK、

JNKおよびNF-κBのリン酸化について検討す

る。 

 ７ ） TNF- α 受 容 体 の 阻 害 薬 で あ る

etanercept 及び infliximab を長寿化外尿道

括約筋衛星細胞に加えた後、TNF-αで刺激し

IKK、JNK および NF-κB の活性化について検

討する。さらにアポトーシス細胞について

TUNEL 法及び Flow Cytometry で測定し、

etanercept 及び infliximab の作用を検討す

る。 

ヒ ト 外 尿 道 括 約 筋 衛 星 細 胞 に お け る

Myostatin の発現とその意義について 

 １）ヒト外尿道括約筋衛星細胞における

Myostatin の発現について、RT-PCR 及び

Western blotting によってそれぞれ mRNA お

よび蛋白の発現を検討する。 

 ２）ヒト長寿化外尿道括約筋衛星細胞に

Myostatin を添加して、その増殖抑制につい

て検討する。 

 ３ ） Myostatin の 属 す る TGF- β 

superfamily はセリン・スレオニンキナーゼ

を介して smad のリン酸化によってシグナル

伝達が行われることより、Myostatin 添加後

のヒト外尿道括約筋衛星細胞の smad リン酸

化について検討する。 

 ４）TGF-β superfamily は activin 受容体

に結合し、Follistatin によって拮抗阻害さ

れることが知られているので、ヒト外尿道括

約筋衛星細胞における Myostatin の受容体を

RT-PCR および Western blotting にて検討し、

さらに Follistatin による Myostatin の阻害

作用について検討する。 

 

４． 研究成果 

①ヒト外尿道括約筋衛星細胞にTNF-αを作用

させたところ、Flowcytometryによる細胞周期

解析では経時間的および濃度依存性にsub-G1 

populationが有意に増加し、Annexin-V陽性細

胞が出現することより、アポトーシスが誘導

されることが示された。さらにcaspase-3活性

化とPARPの切断によってもアポトーシス誘導

を確認した。また、RT-PCRおよびWestern 

blottingによって、ヒト外尿道括約筋衛星細

胞におけるTNF-α受容体の発現をmRNA及び蛋

白レベルで確認し、TNF-α受容体下流に位置

するIκBのリン酸化が生じることを証明した。

さらに抗TNF-α治療薬であるInfliximabや

Etanerceptによって、ヒト外尿道括約筋衛星

細胞におけるTNF-αのアポトーシス誘導を阻

害することも確認した。 

 ②Myostatinは濃度依存性にヒト外尿道括

約筋衛星細胞の増殖を抑制した。Myostatin

の阻害因子であるフォリスタチンは濃度依存

性にこの増殖抑制を阻害した。ヒト外尿道括



約筋衛星細胞はmRNAおよび蛋白レベルで

Myostatinを発現していた。Immunoblot法にて

Myostatinのシグナル伝達はsmad-2のリン酸

化によることが示された。 

【考察】高齢者における外尿道括約筋のアポ

トーシスは、加齢と伴に増加する血中 TNF-

αによって生じている可能性があり、抗 TNF-

α治療薬がアポトーシス誘導を阻害できる

ことより、高齢者尿失禁の新たな治療法や予

防法の開発につながることが示唆された。 

また、ヒト外尿道括約筋には Myostatin が

蛋白レベルで発現しており、これを抑制する

ことで外尿道括約筋の再生が確認できれば、

腹圧性尿失禁の治療として臨床応用できる

可能性があると思われる。 
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