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研究成果の概要（和文）： 

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) に着目し、STAT3 が下部尿路

閉塞（以下 BOO）に関与するかについての検討を行った。ラットを用い、BOO モデルを作製し膀

胱平滑筋を摘出し蛋白発現を調べた。また STAT3 に対する small interfering RNA（siRNA）ト

ランスフェクションの後、膀胱平滑筋細胞に、周期的な機械的伸展刺激を与え、α-smooth 

muscle actinおよび STAT3の発現を評価した。BOOモデルラット膀胱において、STAT3、α-smooth 

muscle actin の増加を確認した。また免疫組織学的に、機械的伸展刺激を加えた膀胱平滑筋細

胞ではα-smooth muscle actin の増加を認め、STAT3 に対する siRNA トランスフェクション群

ではその増加が抑制された。 

研究成果の概要（英文）：We examined the involvement of signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT3) in bladder outlet obstruction (BOO)-induced bladder smooth muscle 

hypertrophy using rat in vivo and in vitro study. BOO induced an increase in bladder weight and the 

thickness of bladder smooth muscle layer 1 week after operation. In the profiling study, we found an 

increase in the expression of STAT3. Significant increase in the nuclear phosphorylated STAT3 

expression was confirmed in bladder smooth muscle tissue by immunohistochemistry and Western blot 

analysis. Cyclical stretch-relaxation (1 Hz) at 120% elongation significantly increased the expression of 

STAT3 and α-smooth muscle actin in primary cultured bladder smooth muscle cells. Furthermore, 

blockade of STAT3 expression by the transfection of STAT3 small interfering RNA (siRNA) 

significantly prevented stretch-induced increase in α-smooth muscle actin expression. These results 

suggest that STAT3 has an important role in the induction of bladder smooth muscle hypertrophy. 
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１．研究開始当初の背景 

前立腺肥大症などの下部尿路閉塞により、尿
道抵抗が増加した場合、膀胱平滑筋が代償性
に肥大することは良く知られている。しかし、
その状態が長期に渡れば、徐々に代償しきれ
なくなり、その収縮力は損なわれ、非代償期
へと移行する。今後高齢化社会を迎え、前立
腺肥大症に伴う下部尿路閉塞における膀胱
平滑筋の肥大及び過活動膀胱に関連する機
能的なメカニズムの解明は重要な課題とな
ってくるものと考えられる。  

 

２．研究の目的 

Signal Transducer and Activator of Transcription 

3 (STAT3)は、炎症反応やサイトカインの伝
達に関連する転写因子であり、組織再生や、
また近年では心肥大の関連因子として注目
されている。また、STAT3 の活性化が TGF-

βを阻害し、心筋の線維化を抑制するとの報
告もある。当該研究の目的は、STAT３の機
能を明らかにし、肥大平滑筋や過活動膀胱の
治療における標的となりうるか否かを明ら
かにし、有効な治療法を開発するための科学
的基盤を形成することである。 

 

３．研究の方法 

実験動物 

全 て の 実 験 に お い て 、 8 週 齢 雌
Sprague-Dawley ラット（体重 180-200g）を
用いた。 

ラット膀胱頚部部分閉塞モデルの作製 

Sodium pentobarbital 麻酔下に、腹部正中切
開にて膀胱を露出。直径 1mm のカテーテル
を尿道に平行に沿わせ、尿道ごと 4-0 絹糸に
て結紮した後にカテーテルを抜去し、部分閉
塞モデルとした。 

膀胱組織からの蛋白抽出 

膀胱を摘出した後、膀胱粘膜上皮を可及的に
除去し、液体窒素で凍結保存した。膀胱組織
を粉砕した後、組織は 50 mM Tris-HCl (pH 

7.5)と 5% SDSを含む溶液の中でホモジネー
トした。16,000 rpm、20 分間遠沈分離した
後、上清を抽出した。 

抗体アレイ 

抽出した蛋白に Cy3 あるいは Cy5 の蛍光色素
でラベルして抗体アレイ (BD Clontech Ab 

Microarray 380, #K1847-1, BD Biosciences 

Clontech, Palo Alto, CA, USA)を用いて profiling

を行った。 

ラット膀胱平滑筋初代培養細胞の作製 

膀胱を摘出した後、膀胱粘膜上皮を可及的に
除去し、0.2 % trypsin + RPMI-1640 培地 

(Invitrogen) 内で、30 分間 37℃恒温槽内で
振 蕩 。 次 い で 、 0.1 % collagenase + 

RPMI-1640 培地内で、膀胱標本を細切し、
再度 30 分間 37℃恒温槽内で激しく振蕩した。
2000 回転・5 分間遠沈し、上清を除去した後
の 沈 渣 に 10% FBS + 1% 

penicillin/streptomycin + RPMI-1640 培地
を加え、ピペッティングを行った。培養皿に
細胞を播種し（20,000/㎠）、37℃、5%CO2

のインキュベター内で細胞培養を行った。 

膀胱平滑筋初代培養細胞への伸展刺激 

ラット膀胱平滑筋培養細胞を 10.24 cm
2
 のコラ

ーゲンコートしたシリコンチャンバーに 5 X 10
5
 

cells/cm
2
 の濃度で移し、そのチャンバーを専

用の伸展装置(NS-500, Strex, Nagoya, Japan) 

に設置し、24 時間一定方向に最大 120% , 1 

Hzの刺激を加えた。 

RNA 干渉法による STAT3 の発現抑制 

Silencer siRNA Transfection Kit (Ambion, 

Austin, TX, USA)を用いて平滑筋培養細胞に
伸展刺激を加える前に STAT３に対する
siRNA を 1 時間 transfect させ上記の方法で 24

時間伸展刺激を行った。また、同時に
scrambled control siRNA を transfect した細胞
も伸展刺激を加え比較した。 

ウェスタンブロッティング法 

20 mM Tris-HCl (pH 7.5)と 1% SDS を含む
溶解バッファー中で、摘出した膀胱をホモジ
ネートした。15,000 rpm、15 分間遠沈分離
した後、その上清 50μg を SDS-PAGE ゲル
上に電気泳動を行い、蛋白質を分離した。メ
ンブレンに蛋白質を転写した後、STAT3、
phosphorylated STAT3、α-smooth muscle 

actin、anit-NF-kB、anti-phosph-NF-kB p65、
bFGF に対しする特異抗体を一次抗体として
ブロッティングした。二次抗体と反応後、
enzyme-linked chemiluminescence 

detection kit (Amersham Pharmacia 

Biotec)を用いてそれぞれの蛋白のバンドを
検出した。各サンプルにおいて、抗 GAPDH

抗体 (Chemicon International, Inc.)を用い
て総蛋白量を定量し、補正した。各蛋白の発
現量の定量には、NIH image ソフトウエアを
用いた。 

H-E 染色法と組織学的検討 

摘出した膀胱は、重量測定した後、 4% 

paraformaldehyde で固定を行い、厚さ 10

μm の薄切切片を作成した。H-E 染色後、膀
胱壁、並びに膀胱筋層の厚みについて顕微鏡
下で観察・計測した。 

免疫組織学的検討 

Vecstatin-ABC System Polyclonal Kit 

(Vector Laboratories)を用いて、



anti-phospho-STAT3(Tyr705)に対する特異
的な抗体を使用して、膀胱組織内のリン酸化
された STAT３の膀胱壁内の局在について検
討した。 

免疫細胞学的検討 

機械的な伸展刺激を加えた膀胱平滑筋初代
培養細胞を、4% paraformaldehyde にて固定
し、抗α-smooth muscle actin 抗体(Sigma 

Aldrich) を 一 次 抗 体 、 fluorescent 

isothiocyanate conjugated secondary 

antibody (Sigma Aldrich)を二次抗体に用い
て蛍光免疫染色を行った。共焦点レーザー顕
微鏡 (Carl Zeiss)にて細胞を観察した。 

統計学的解析 

データは、平均値±SEM で示し、Student t 

test もしくは post-hoc Fisher ’s PLDS test

にて検定し、p<0.01 を有意差ありとした。 

 
４．研究成果 
膀胱重量は、術 1 週間後には BOO 群は 215

±24.8 mg (118 – 335 mg)と偽手術群 60.5±
5.11 mg (30 – 77 mg)と比べ有意に増加した。
組織学的には、術 1週後には偽手術群に比し、
膀胱筋層の有意な肥厚を認めた(Fig.1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

抗体アレイを用いた profiling では、BOO 群
と偽手術群との比（INR）が 2 以上あるいは、
0.5 以下の基準を満たした蛋白が 389 中 64

確認された。これらはすべて 2 以上と
up-regulation したものであった。 

今回抗体アレイで発現が増加していた蛋白
の中で STAT３に着目し、先の BOO 群の組
織で、免疫組織染色においてリン酸化 STAT

３細胞の数が偽手術群に比べ有意に増加し
ていることが確認された。 

さらに、ウェスタンブロッティングでは、
STAT３および活性化されたリン酸化 STAT

３の発現は、術後 1 週では偽手術群と比較し
有意に増加していた。また、既報で膀胱平滑
筋肥大において発現が増加するとされてい

る bFGF, NF-kB p65, リン酸化 NF-kB p65, 

α-smooth muscle actin のいずれも BOO モ
デル術後 1 週間で有意に増加していた。 

ラット膀胱平滑筋培養細胞に機械的な伸展
刺激を加え、STAT３ ,α -smooth muscle 

actin の発現がどのように変化するかを確認
した。STAT３は伸展刺激を加えた後、3 時間
後にその発現が最大となり、以降 24 時間ま
で徐々に減少したが、いずれもコントロール
より有意に発現は増加していた。一方α
-smooth muscle actin は伸展刺激 1 時間後よ
り有意に発現が増加し、24 時間後まで徐々に
その発現は増加した。また、 siRNA を
transfect した細胞では伸展刺激を加えても
有意にα-smooth muscle actin の発現は抑制
されていた(Fig.2)。 
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