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研究成果の概要（和文）：本研究は、尿禁制の回復における解剖学的な外尿道括約筋筋膜の機能的役割を検討し、Tiss
ue Engineering技術を応用した骨髄、脂肪由来細胞の細胞シートによる尿禁制の回復ができるのかどうかを明らかにす
ることである。最初に、ウサギ尿道括約筋筋膜欠損モデルの確立を目指した。しかし、ウサギには、ヒトと類似する明
らかな外尿道括約筋筋膜を同定できなかった。そこで、尿道括約筋筋膜を含むと考えられる尿道組織に熱傷を与え、ウ
サギ尿道括約筋筋膜欠損様尿失禁モデルを作製した。続いて、熱傷を与えた部位に、骨髄、あるいは、脂肪由来細胞で
作製した細胞シートをパッチ移植し、機能的な尿道の再生について検討を行った。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the functional roles of fascia of external urethra 
sphincters in recovery of continence. And then, this study determined if bone marrow- or adipose-derived 
cell sheets that imitated the fascia could recover the continence. We attempted to produce injured fascia 
of external urethra sphincters in rabbits. However, we could not identify the fascia that was similar to 
the one in human. Thus, we injured external urethra sphincters with the monopolar. Finally, we 
transplanted cell sheets on the injured regions, and investigated the recovery of functional urethra.

研究分野： 泌尿器科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  泌尿器外科領域において、尿道括約筋の
再建手術、あるいは、再生医療は、患者の生
活の質を確実に向上させることが期待され
る技術である。尿道括約筋には、尿禁制機能
と排尿機能の２つの機能を併せ持ち、巧妙な
制御を受けている。尿道括約筋が損傷された
場合、現在の再建手術では、このどちらか一
方の機能しか回復させることができない。 
  尿道括約筋が損傷し機能不全が問題と
なる手術は、前立腺全摘術である。現在、前
立腺全摘術後に生じた尿失禁には、有効な治
療がなく、患者の生活の質を著しく低下させ
る。前立腺全摘手術において、骨盤底の筋膜
が損傷すると術後の尿禁制保持が困難にな
る傾向がある。このことから、われわれは、
骨盤底筋膜（肛門挙筋筋膜）を外括約筋付近
まで温存する完全骨盤底筋膜温存法に拘る
ようになり、術後の尿禁制の回復率が改善し
た。この術式を行うと、骨盤底筋膜のみだけ
ではなく、外尿道括約筋を被う筋膜様構造も
温存されることが判明した。MRI で前立腺お
よび外尿道括約筋を撮影すると、血流の豊富
な厚い筋膜構造で被われていた。このことか
ら、外尿道括約筋を被う筋膜様構造（外尿道
括約筋筋膜）は、尿道括約筋組織の保護、お
よび、損傷した部位の再生に重要な役割を果
たすのではないかと考えた。 
  現在の再生医療研究では、前立腺全摘後
の尿失禁に対して、幹細胞の局所注入によっ
て機能的な尿道括約筋の再生を目指した研
究が精力的に行われている。しかし、解剖学
的な視点での外尿道括約筋を被う筋膜様構
造の温存による尿禁制回復の機序、あるいは、
その外尿道括約筋筋膜の再生による尿失禁
改善の有無についての研究は、皆無である。 
  本研究は、解剖学的な外尿道括約筋筋膜
の尿禁制の回復おける役割を解明するとと
もに、筋膜を模倣した細胞シートによる尿禁
制の回復が可能かどうか検討した。 
 
２．研究の目的 
（１）尿禁制の回復における解剖学的な外尿
道括約筋筋膜の機能的役割の解明 
  前立腺全摘術において尿道括約筋を被
う筋膜様構造（外尿道括約筋筋膜）を温存す
ると尿禁制が回復することに注目し、外尿道
括約筋筋膜の尿禁制回復における機序につ
いて検討した。実験動物には、ウサギを用い
て、外科的手術により外尿道括約筋筋膜に傷
害を与えると尿失禁が生じるのかどうか検
討した。 
 
（２）細胞シート移植による尿禁制の回復に
ついての検討 
  外尿道括約筋筋膜を再生させることに
よって尿失禁が改善されるのかどうか検討
する。Tissue Engineering 技術を応用し、外
尿道括約筋筋膜を模倣した骨髄由来細胞、あ
るいは、脂肪由来細胞の細胞シートを作製す

る。傷害を与えた尿道に細胞シートをパッチ
移植することによって、尿禁制が回復できる
のかどうかを明らかにする。また、細胞シー
ト移植により、外尿道括約筋の組織構造が再
生されるのかどうか検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）ウサギ尿道括約筋筋膜傷害モデルの作
製 
  10 週齢雄 New Zealand White (NZW)
をセボフルラン吸入により全身麻酔をかけ
た。下腹部を切開し、膀胱—尿道を露出させ、
尿道を取り囲む組織をはがした。研究開始時
は、尿道（外尿道括約筋）を被う筋膜様構造
を確認した後、手術用顕微鏡下で、尿道外側
から外尿道括約筋筋膜を焼灼メスによって、
剥離、除去するという方法を考案していた。
しかし、ウサギには、ヒトと類似する明らか
な外尿道括約筋筋膜を同定することができ
なかった。そこで、尿道括約筋筋膜を含むと
考えられる広範な尿道組織をモノポーラで
熱傷を与え、ウサギ尿道括約筋筋膜欠損様尿
失禁モデルを作製した。また、開腹し、膀胱
—尿道露出する偽手術をしたウサギを対照群
とした。 
  手術から１，2 週間後に、漏出時圧（Leak 
Point Pressure: LPP）測定を行った（下記）。
このとき、外尿道括約筋に傷害を与えた群と
対照群とを比較し、LPP 値が有意に低下して
いる（尿が漏れやすい）かどうか評価した。
LPP 測定終了後に、膀胱尿道組織を摘出し、
4%パラフォルムアルデヒド溶液に浸漬し、固
定した。固定後、尿道組織をトリミングし、
パラフィン包埋した。包埋した組織を簿切し、
組織標本を作製して、組織学的解析を行った
（下記）。 
 
・漏出時圧（Leak Point Pressure: LPP）測
定：ウサギをセボフルラン吸入にて麻酔をか
け、排尿反射を完全に抑制する。続いて、尿
道からカテーテルを膀胱に挿入し、生理食塩
水を連続的に注入する。同時に、尿道から生
理食塩水が漏れだしたときの膀胱内圧を測
定（記録）する。この尿漏れが確認されたと
きの膀胱内圧を漏出時圧とみなす。また、膀
胱内圧の記録から、膀胱基底圧、漏出直前の
閾値圧、注入された生理食塩水量からの膀胱
容量、膀胱コンプライアンス（膀胱の伸びや
すさ）などの値も算出する。 
 
・組織学的解析：作製した尿道組織標本に対
して、H&E 染色（全体像の把握）、マッソン
トリクローム染色（括約筋層、あるいは、平
滑筋層の把握）、アセチルコリンエステラー
ゼ染色（末梢神経の把握）、および、ピクロ
シリウスレッド染色（線維化の把握）を行う。
これらにより、組織全体を観察し、画像を得
る。得られた画像から尿道組織の括約筋層、
神経組織や平滑筋層の面積などを画像解析
し、尿道組織の再生を数値化する。得られた



数値を、対照群との比較、あるいは、時系列
での比較を行うことによって、組織再生など
の評価を行う。 
 
（２）骨髄由来細胞の培養 
  ウサギの大腿骨から骨髄細胞を採取し
た。骨髄細胞に関しては、大腿骨に小児用骨
髄針を２本穿刺して、片側から生理食塩水を
フラッシュし、もう片方の骨髄針から流れ出
てきた細胞を採取した。採取した細胞を遠心
分離し、細胞を回収した。回収した細胞をコ
ラーゲン培養皿で 1 週間初代培養を行い、接
着・伸展した細胞を骨髄由来細胞として用い
た。初代培養を終えた細胞をコラゲナーゼ処
理、遠心分離によって、骨髄由来細胞を回収
した。回収した細胞を細胞標識試薬(PKH26)
で標識した。細胞標識を終えた細胞を温度応
答性培養皿(48well UPCell® 株式会社セルシ
ード)へ継代培養した。 
 
（３）脂肪由来細胞の培養 
  ウサギの腹部を正中切開し、脂肪組織を
採取した。採取した脂肪組織を 0.2%コラゲ
ナーゼで約 1 時間酵素処理を行い、遠心分離
をかけ、下層部に集積した細胞を回収した。
回収した細胞をコラーゲン培養皿で 1週間初
代培養を行い、接着・伸展した細胞を脂肪由
来細胞とした。回収した細胞を細胞標識試薬
(PKH26)にて標識し、骨髄由来細胞と同様に、
48well 温度応答性培養皿へ継代培養した。 
 
（４）細胞シートの作製 
  温度応答性培養皿に継代した骨髄由来
細胞、脂肪由来細胞がコンフルエントに達
するまで培養を行った。それぞれの細胞が
コンフルエントに達した後、温度応答性培
養皿の温度を 20℃以下まで低下させ、細胞
支持体を用いて培養した細胞をシート状に
回収した。これを移植に用いた。 
 
（５）ウサギ外尿道括約筋筋膜傷害部位への
細胞シート移植 
  10 週齢雄 NZW の骨髄由来細胞、あるい
は、脂肪由来細胞細胞シートを作製した。作
製後、細胞を採取したウサギに対して、外尿
道括約筋（筋膜）にモノポーラにて熱傷によ
り傷害を与えた。傷害を与えた後、傷害部位
へ作製した骨髄由来細胞シート、あるいは、
脂肪由来細胞シートをパッチ移植した。この
移植は、自家細胞移植となるようにした。ま
た、無細胞シートを用いた手術を行ったもの
を対照群とした。 
 
（６）細胞シート移植による外尿道括約筋再
生の評価 
  細胞移植１、２週間後に、LPP 測定を行
い、尿道機能を解析した。対照群との比較、
時系列での比較を行い、骨髄由来細胞シート、
あるいは、脂肪由来細胞シートパッチ移植に
よる尿失禁の改善（LPP 値の有意な増大）の

有無を評価した。 
  LPP 測定終了後に、膀胱尿道組織を摘出
し、4%パラフォルムアルデヒド溶液に浸漬し、
固定した。固定後、尿道組織をトリミングし、
パラフィン包埋した。包埋した組織を簿切し、
組織標本を作製して、組織学的解析を行った。
また、再生機序を考察するために、移植した
細胞の分化について、骨格筋マーカーである
myosin 抗体、平滑筋マーカーである、smooth 
muscle actin 抗体、desmin 抗体、calponin 抗体、
あるいは、神経細胞マーカーである、S100 抗
体、CGRP 抗体、tubulin beta3 抗体を用いた免
疫組織染色を行った。これによって、PKH26
標識細胞が、骨格筋マーカー抗体に陽性を示
したときは、移植した細胞が骨格筋細胞に分
化したことを示す。同様に、PKH26 標識細
胞が平滑筋や神経細胞マーカー抗体に陽性
を示すとき、移植した細胞が平滑筋、あるい
は、神経細胞に分化したことを示す。 
 
４．研究成果 
（１）ウサギ尿道括約筋筋膜傷害モデルの新
規尿失禁モデルとしての評価 
  本研究の当初の計画では、実験動物にウ
サギを用いて、外尿道括約筋筋膜を同定し、
その筋膜を欠損させることにより、尿失禁が
生じるかどうか検討するものであった。しか
し、ウサギには、ヒトと類似する外尿道括約
筋筋膜を同定することができなかった。 
 したがって、当初の計画を変更し、外尿道
括約筋筋膜が含まれると考えられる広範囲
に熱傷害を与えた、尿道括約筋筋膜欠損様尿
失禁モデルを作製することにした。モノポー
ラによって、膀胱頸部から恥骨付近までの尿
道の外側から熱傷害を与え、外尿道括約筋を
損傷することにした（図１）。 

 
図１ウサギ尿道括約筋筋膜欠損様尿失禁モ
デル（左）熱傷害を与える範囲（右）熱傷害 
 
  熱傷害を与えてから 1 週間後に、LPP 測
定を行ったところ、外尿道括約筋筋膜欠損群
は、偽手術を行った対照群と比較すると、
LPP 値が低下する傾向が認められた。しかし、
2週間後に、同様にLPP測定を行ったところ、
外尿道括約筋筋膜欠損群と偽手術群には、有
意な差を認めることができなかった。一連の
実験を繰り返し実施したが、外尿道括約筋に
熱傷を与えることによって、尿が漏れやすい
（対照群と比較して有意に低い LPP 値を示



す）モデルの作製の成功には至らなかった。
この原因として、外尿道括約筋（筋膜も含ま
れると考えられる広範囲に）熱傷害を与えて
も、動物のもつ自然治癒力によって、何も処
置しなくても傷害部が回復してしまうこと
が考察された。 
  したがって、細胞シートを移植しても２
週間後での解析では、細胞シートによる再生
なのか、自然治癒によるものかの判断ができ
ないため、細胞移植後、１週間目での解析、
評価を行うことにした。 
 
（２）自家骨髄由来細胞シート、自家脂肪由
来細胞シートの尿道括約筋筋膜欠損様尿失
禁モデルへの移植 
  骨髄由来細胞、脂肪由来脂肪を培養によ
って得てから、それぞれの細胞シートを作製
した。続いて、尿道括約筋筋膜欠損様尿失禁
モデルを作製し、自家細胞移植となるように、
細胞シートを傷害部位にパッチ移植した。移
植１週間後、LPP 測定を行ったところ、骨髄
由来細胞シート群と脂肪由来脂肪シート群
では、偽手術の対照群と比較して高い傾向を
示したが、３群間での有意な差を認めること
ができなかった。したがって、細胞移植によ
る再生なのか、自然治癒によっての回復なの
か判断することができなかった。 
  移植１週間後での組織学的解析におい
て、細胞シートを構成している、骨髄由来細
胞、脂肪由来細胞の生着が認められた。 
 
（３）本研究の今後の展開 
  本研究では、当初の計画通りには、進ま
なかった。その原因は、大きく２点に絞られ
る。第一に、動物では、ヒトに類似する外尿
道括約筋筋膜を同定することができなかっ
たことである。第二点目は、尿道（括約筋）
に不可逆的な傷害を与えることが困難であ
った。自然治癒力が高く、傷害を与えても回
復してしまう。反対に、回復が難しいような
強い傷害を与えると死亡してしまう。ヒトで
問題なるような、つまり本研究の背景で述べ
たような難治性の尿失禁を動物で再現する
ことは非常に困難であった。 
  これまで、われわれは、尿失禁モデルと
して、膀胱前壁を切開し、内尿道口に液体窒
素を噴霧し、尿道括約筋に凍傷を与えるモデ
ルを確立してきた。この従来のモデルでは、
LPP 値の低下（尿が漏れやすい）が安定して
維持されるので、今後は、このモデルを応用
したものを用いて、研究を進める予定である。 
  さらに、昨年より、新規技術である３D
バイオプリンターを導入した。この新技術に
より、リング状の尿道括約筋構造体を作製す
ることができるようになった。この構造体を
用いた移植は、機能的な尿道再生という視点
では、細胞直接注入移植、細胞シート移植よ
りも、優位性、有益性があると考えられる（図
２）。したがって、本研究成果を踏まえ、さ
らに、新規技術を取り入れることによって、

臨床応用可能な尿道再生技術を構築してい
く予定である。 
 

 
図２（上段）内尿道口から液体窒素を噴霧し
て括約筋に凍結傷害を与える。（下段）凍結
傷害を与えた後に、リング状の尿道括約筋構
造体を移植する実験を予定している。 
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