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緒言 

 

前立腺肥大症は加齢とともに有病率が増加する疾患であり、組織学的にみる

と 60 歳の男性では 50%以上に、85 歳までの男性の約 90%に認められ、その 1/4

に臨床症状が出現する 1。そのため、社会の高齢化が進む現代では、泌尿器科の

日常診療で扱う機会が多くなっている。前立腺肥大症では機械的な下部尿路通

過障害が生じるが、一方、神経因性膀胱においても排尿筋‐尿道括約筋協調不

全により機能的な下部尿路通過障害が生じることがある。これらの前立腺肥大

症や神経因性膀胱により、通過障害に起因する膀胱組織・排尿機能の変化が見

られることが知られている 2,3。これは、膀胱の出口部尿道が部分的閉塞を起こ

すことにより、慢性的な高圧排尿状態、慢性的な尿閉状態で膀胱壁の過進展が

生じ、そのために虚血状態が続くことが一因であると考えられている 4。 

前立腺肥大症や神経因性膀胱によって生じる下部尿路閉塞では、膀胱排尿筋

の変化として初期には下部尿路閉塞の抵抗に抗って排尿を行うために代償性に

膀胱排尿筋の過形成が起きるが、晩期には膀胱排尿筋の平滑筋組織が次第にコ

ラーゲンを主体とした線維性組織に置換されることが知られている 3。これらの

変化が進むと、下部尿路閉塞が外科的治療などで解除されたとしても、下部尿

路機能障害や下部尿路症状が持続し、排尿筋過活動、過活動膀胱や低活動膀胱

の病態がみられることがある 5。特に 70 歳以上の下部尿路症状は膀胱収縮障害

によることが多いといわれている 5。しかし、これらの膀胱の二次的変化の機序

は未だに不明な点が多く、根本的な治療も確立されていない。 

尿路上皮細胞は、様々な受容体、イオンチャネルを表面に発現させ、自らも

ATP、Nitric oxide、Prostaglandine、アセチルコリンなどのメディエーターを

産生し、排尿・蓄尿機能に関与している。また、膀胱壁の虚血や炎症、酸化ス

トレスによってもこれらのメディエーターの発現が変化することが知られてい

る。下部尿路閉塞膀胱においても同様に虚血や炎症、酸化ストレス状態がおこ

るため、様々なメディエーターが膀胱の二次的変化にかかわっていることが想

定できる。 

近年、心臓において心不全などの圧負荷がかかる疾患では、炎症性サイトカ

インである Interleukin-1β (IL-1β)が心臓のリモデリングに関与するという報告

がある。膀胱でも下部尿路閉塞状態において組織での IL-1β 発現が高くなるこ

とが示されているが 6、どのような役割を果たしているのかは明らかになってい
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ない。 

一方、近年の組織再生医学の進歩に伴い、自身の細胞を使うことで免疫学的

拒絶反応や慢性的なドナー不足に苦慮することなく、障害を受けた臓器を再生

させようとする研究が精力的に進められている。放射線治療などで組織が障害

された膀胱においても、こうした再生医療の研究の可能性が試みられている 7。

下部尿路閉塞に長期間さらされた結果、二次的な組織学的・形態学的変化を起

こした膀胱においても、こうした再生技術をヒトにおいて確立されれば、外科

的もしくは薬物治療による閉塞解除と併用することで、前立腺肥大症や神経因

性膀胱によって生じる下部尿路機能障害や下部尿路症状の改善に大きく寄与す

る可能性がある。 

本研究では、前立腺肥大症や神経因性膀胱などによって生じる下部尿路閉塞

によって生じる組織学的および機能学的変化の機序を明らかにすることを目的

とした。第１章では下部尿路閉塞後の膀胱に生じる組織学的・機能学的変化に

おける炎症性サイトカインである IL-1β の関与について、つづいて第 2 章では

下部尿路閉塞膀胱に遊走・接着した骨髄由来間質細胞（Bone marrow-derived 

mesenchymal stem cells: BMSC）について免疫組織化学的手法を用いて下部尿

路閉塞後の膀胱に生じる組織学的変化への骨髄由来細胞の関与について検討し

た。 
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略語表 

 

本文中及び図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

αSMA  alpha smooth muscle actin 

BC  bladder capacity 

BMSC          bone marrow-derived mesenchymal stem cells 

DMEM         Dulbecco`s modified Eagle medium  

FBS            fetal bovine serum  

GFP  green fluorescent protein 

HE  hematoxylin and eosin  

IGF-Ⅰ          insulin-like growth factor-Ⅰ  

IL-1β           interleukin-1β 

KO             knockout 

MP  micturition pressure  

mRNA          messenger ribonucleic acid 

NVC  non voiding contraction   

pBOO  partial bladder outlet obstruction  

PBS  phosphate buffered saline 

PFA  paraformaldehyde  

PVR  post-void residual urine volume  

RT-PCR        reverse transcription–polymerase chain reactions  

SD  Sprague-Dawley 

SDF-Ⅰ  stromal cell-derived factor-Ⅰ 

TGF-β     transforming growth factor-β 

WT  wild type 
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第１章 

 

 

下部尿路閉塞膀胱における炎症性サイトカイン IL-1β の関与 

～IGF-Ⅰを介したリモデリングの機序の解明～ 

 

An inflammatory cytokine IL-1β involved in bladder remodeling 

 after partial bladder outlet obstruction 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7 

 

緒言 

 

前立腺肥大症や神経因性膀胱などの partial bladder outlet obstruction 

(pBOO)において、低酸素/虚血と機械的進展が膀胱壁の形態学的および機能的変

化に関与している。低容量および排尿筋過活動もしくは排尿筋低活動などの下

部尿路機能障害ばかりでなく、頻尿、排尿障害、残尿量の増加、尿意切迫感や

切迫性尿失禁などの下部尿路症状を引き起こす。 

近年、成長因子やサイトカインまたはケモカインが膀胱の炎症を誘導し、

pBOO 後の膀胱組織のリモデリングに関与していることが指摘されている。ま

た、pBOO 膀胱では炎症性サイトカインの発現が高くなっていることも明らか

になっている。しかしながら、炎症が pBOO 膀胱における膀胱リモデリング関

与しているかについては、いまだ議論のあるところである。 

また、心臓において心不全などの圧負荷がかかる疾患では、炎症性サイトカ

インである Interleukin-1β (IL-1β)が心臓のリモデリングに関与するという報告

が近年みられている。膀胱でも下部尿路閉塞状態において組織での IL-1β 発現

が高くなることが示されているが 6、どのような役割を果たしているのかは明ら

かになっていない。 

本研究では代表的な急性期の炎症性サイトカインである IL-1β に焦点を置き、

IL-1β が pBOO での膀胱の形態学的・機能的変化に関与しているという仮説を

立て、IL-1β ノックアウトマウスを用いて仮説を検証した。 

pBOO の実験動物モデルを作製し、膀胱重量の変化や組織学的変化,サイトカ

インの messenger ribonucleic acid (mRNA)レベルでの定量、膀胱機能学的検査

を行った。結果、pBOO 膀胱では IL-1β が Insulin -like growth factor-Ⅰ (IGF-

Ⅰ)発現亢進を通して膀胱平滑筋の過形成にかかわっており、膀胱機能検査にお

いても膀胱容量や排尿時圧といった尿流動態のパラメータに変化を及ぼすこと

が明らかになった。また、IL-1β は TGF- β の発現を亢進させており、TGF-β は

後述するように臓器の線維化にかかわる成長因子であることから、pBOO 後の

膀胱の末期の状態としての膀胱壁の線維化においても IL-1β が役割を担う可能

性が考えられた。 
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実験方法 

 

１．実験動物 

体重17-19gの生後8週齢雌性C57/BL6系統マウス（Japan Slc. Inc., Shizuoka, 

Japan）をwild type (WT)群として使用した。また、東京大学岩倉洋一郎教授よ

り分与していただいた IL-1β-/- miceをknockout (KO)群として使用した。本研究

に関する実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会によって承認された。

飼育および実験に関しては、北海道大学医学研究科「動物実験に関する指針

（Guide for the Care and use of Laboratory Animals）」に準拠した。WTおよ

びKOにおいて、後述する方法で近位部尿道を結紮しpBOO手術を施行し、それ

ぞれWT-pBOO群、KO-pBOO群とした。また、後述するsham手術をWTに施し、

WT-sham群とした。さらに、KOに対しpBOO手術を施した後にIGF-Ⅰを腹腔

内投与 (50μg/kg/day) した群をKO-IGF-Ⅰ群とした。 

  

２．pBOO 手術および sham 手術 

ペントバルビタール (0.04mg/g body weight; Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, 

Japan)の腹腔内投与により麻酔した。下腹部正中切開後に膀胱および尿道を露

出した後に、傍尿道血管の損傷に注意しつつ膣壁より尿道を注意深く剥離した。 

直径0.55mmの金属ロッドを近位部尿道に沿わせ、4-0絹糸にて尿道とロッドを

共に結紮した。その後ロッドを取り除き、閉腹した（KO-pBOO群, WT-pBOO

群, KO-IGF-Ⅰ群）。WT-sham群では、尿道を全周性に同様に剥離するのみで結

紮を行わないsham手術を施行した。後述する検討3, 検討4, 検討6では、手術後

1, 3, 12週後にマウスを屠殺した後に膀胱を摘出した。各群とも各週あたりn=8

とした。検討5については手術後3週後で検討を行い、各群n=6とした。 

 

３．膀胱重量測定 

摘出した膀胱は周囲脂肪組織を取り除き、尿を完全に排出したのち、電子天秤

(CP124S,sartorius社,Germany）にて膀胱重量を測定した。 

 

４．組織学的検討 

膀胱は4％paraformaldehyde (PFA)溶液で固定し、中心で縦に二分割したの

ちにパラフィン包埋した。ミクロトームにて3μmの厚さに薄切し、組織学的検
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討のためHematoxylin and eosin(HE) 染色を行った。  

 

５．膀胱機能学的検討 

マウスにジエチルエーテル (Kanto Chemical.CO., Inc., Tokyo, Japan)にて

吸入麻酔を行った後に下腹部正中切開をおき、膀胱頂部からポリエチレン製カ

テーテル(PE-50, Clay Adams, Parsippany, NJ)を挿入し、先端を膀胱内にカテ

ーテル留置した。カテーテル周囲より明らかなリークがないことを確認した後

に、もう一方の先端をマウスの背側から体外に出した。マウスが完全に麻酔か

ら覚醒したのちに、カテーテルを圧モニターおよび生理食塩水注入用ラインと

して使用して尿流動態測定システム（Nihon Kohden,Japan）にて下部尿路機能

検査を行った。下部尿路機能では以下の尿流動態検査の項目を測定した: 1) 膀

胱容量 bladder capacity (BC); 2) 排尿時圧 micturition pressure (MP); 3) 無

抑制収縮の回数 non-voiding contraction (NVC); 4)残尿量 post-void residual 

urine volume (PVR)。 

 

６．RNA抽出、reverse transcription–polymerase chain reactions (RT-PCR) , 

Quantitative real-time PCRs 

膀胱は、摘出後液体窒素で速やかに-80℃に凍らせた。サイトカイン (IL-1β, 

IGF-1, TGF-β)のmRNA発現を測定するためにRT-PCRを施行した。RNAを 

ISOGEN(Wako, Osaka, Japan)を用いて抽出しcDNAへ逆転写した。 

RT-PCR は RNA 全 量 (400ng) を 20μL と し 、 50°C, 30 分 の 条 件 で

Rever-Tra-Plus (Toyobo, Osaka, Japan)を用いて行った。PCRでは、94°C, 20

秒変性、60℃, 20秒アニーリング、72°C, 30秒伸長反応を25-28サイクル施行し

た。プライマーシークエンスは以下の通りである。 

Ppia, forward: 5’-GAGCTGTTTGCAGAC AAAGTTC-3’; 

Ppia, reverse: 5’-CCCTGGCACATGAATCCTGG-3’;  

IL-1β forward: 5’-GGGATGATGATGATAACCTG-3’, 

IL-1β reverse: 5’- TGGTCGTTGCTTGGTTC TCCT-3’  

TGF-β,forward:5’-AGCTGGTGAAACGGAAGCG-3’; 

TGF-β,reverse:5’-GCGAGCCTTAGTTTGGACAGG-3’;  

IGF-Ⅰ,forward:5’-CTCTGCTTGCTCACCTTC-3’; 

IGF-Ⅰ, reverse: 5’-CCTTCTCCTTTGCAGCTTC-3’;.  
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Quantitative real-time PCRはSYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA)を用い、StepOne Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems)で施行した。 

 

７．統計学的解析 

データは中央値±標準誤差で示した。解析は群間の比較にnon-parametric 

Mann-Whitney U-testを用い、p-value <0.05を有意差ありとした。 
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結果 

 

１．膀胱重量 (図1) 

WT-pBOO 群において、WT-sham 群よりも膀胱重量は有意に増加していた。

WT-pBOO 群での膀胱重量は手術後 1 週間後で最大となり、その後緩徐に減少

するものの、12 週の時点で WT-sham 群よりも有意に大きかった。KO-pBOO

群において、WT-pBOO 群に比し膀胱重量の増加は有意に抑えられた。しかし

KO-IGFⅠ群ではWT-pBOO群で見られたような膀胱重量の増加が再現された。 

 

 

図. 1：膀胱重量の変化 

WT-pBOO 群では WT-sham 群に比べ有意に膀胱重量が高値であったが、

KO-pBOO 群においては、膀胱重量の増加が有意に抑制された。一方、

KO-IGF-Ⅰ群では膀胱重量の増加が再現された。 

 

２．組織学的検討 (図 2) 

HE 染色では、WT-pBOO 群において手術後 1 週後で間質の浮腫がみられ、
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手術後 3 週後で膀胱平滑筋の過形成が見られた。KO-pBOO 群では平滑筋の過

形成は WT-pBOO 群に比べて軽度であったが、KO-IGF-Ⅰでは WT-pBOO 群と

同様な平滑筋の過形成が見られた。 

 

図 2：組織学的検討 pBOO 手術後３週後 

WT-pBOO 群では間質の浮腫と平滑筋の過形成が観察される。一方 KO-pBOO

群では筋過形成は緩徐であり、IGF-Ⅰ投与により WT-pBOO 群と同等の筋過形

成が再現された。 

 

３．サイトカイン発現量 

WT-pBOO 群では WT-sham 群に比べ、手術後 1 週で IL-1β が有意に高く発

現していた(図 3)。また、IGF-Ⅰは、WT-pBOO 群で pBOO 後すべての週にお

いて WT-sham 群に比べ有意に発現量が高かった。TGF-β は手術後 6 週後にお

いて WT-pBOO 群で WT-sham 群に比べて有意に発現量が高かった(図 4)。KO

動物では IL-1β は感度以下で検出されず、IGF-Ⅰおよび TGF-β は WT-pBOO 群

および WT-sham 群の間に有意な差はなかった(図 4)。 
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図 3：WT における IL-1β 発現量 

IL-1β は pBOO 手術後 1 週後に有意に発現が上昇し、その後減少するも

のの、手術後 12 週後でも高発現を示した。 
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図 4: サイトカイン発現量 

(A) pBOO 手術後有意に IGF-Ⅰの発現が亢進していた。KO-pBOO 群で

は、IGF-Ⅰは WT-pBOO 群に比べ有意に発現が低かった。 

(B) pBOO 手術後 TGF-β の発現は有意に亢進していた。KO-pBOO 群で

は、TGF-β は WT-sham 群と有意差が見られなかった。 

 

４．下部尿路機能学的検査 

下部尿路機能検査では、WT-pBOO 群において WT-sham 群に比べ BC およ

び MP は有意に高値であった(表 1)。KO-pBOO 群において、WT-pBOO 群に比

べ BC および MP は有意に低かった。NVC および PVR はいずれも各群で明ら

かな有意差は見られなかった。 
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表 1 ：下部尿路機能検査の各パラメータ 

KO-pBOO 群では WT-pBOO 群に比べ有意に BC, MP が低く、pBOO

手術後の下部尿路機能の変化が抑えられた。 
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考察 

 

下部尿路閉塞膀胱では、膀胱壁の虚血や低酸素状態、および機械的進展によ

って、形態学的、機能学的変化を引き起こすことが知られている。実際、低容

量および排尿筋過活動もしくは排尿筋低活動などの下部尿路機能障害や、頻尿、

排尿障害、残尿量の増加、尿意切迫感や切迫性尿失禁などの下部尿路症状を引

き起こす。今回の研究では、IL-1β ノックアウトマウスを用い、pBOO 後の膀胱

において IGF-Ⅰの発現を亢進させることで膀胱平滑筋の過形成を引き起こし、

膀胱機能の面からも下部尿路機能障害を起こすことを明らかにした。これは

pBOO 膀胱において、膀胱のリモデリングに IL-1β が関与することを示した最

初の報告である。 

pBOO 手術後 1 週後において、炎症性サイトカインである IL-1β の発現が高

値となり、膀胱にも平滑筋の過形成や線維化などの形態的変化が見られたとす

る報告がある 6。しかしながら、今回の研究では術後 12 週においても IL-1β の

発現が高い状態持続した。これは慢性期においても IL-1β が膀胱のリモデリン

グに何らかの役割があることを示唆していると考える。pBOO 手術後において、

IL-1β ノックアウトマウスでは IGF-Ⅰの有意な発現上昇はみられず、平滑筋の

過形成は野生型に比べ軽度であったが、IGF-Ⅰを投与することで平滑筋の過形

成が引き起こされた。このことは、pBOO 膀胱の平滑筋過形成に、持続的な 

IL-1β の刺激およびそれによる IGF-Ⅰ分泌亢進が関わっていることを示唆して

いる。IGF-Ⅰについては、血管・膀胱などの平滑筋の過形成を促進する作用が

指摘されており、pBOO 動物モデルでの膀胱平滑筋では IGF-Ⅰの mRNA 発現

量が上昇していることが報告されている 8。また、膀胱再生への有用性を示す報

告もみられている 9。  

膀胱重量については、pBOO 手術後 1 週後に有意な上昇がみられた。これは

主として間質の浮腫からくるものと考えられ、その後 pBOO 手術後 1 週後には

平滑筋の過形成が見られた。今回の研究での膀胱重量の変化は、以前の報告と

比較しても同様であり、pBOOモデルを再現できていることを示している 10,11。 

Metcalfe らは pBOO による膀胱の形態学的変化についても報告しており 3、炎

症性反応としての間質の浮腫が最初にみられ、続いて平滑筋の過形成が生じる

と述べている。今回の研究でのサイトカインの発現量を併せて考えると、間質

の浮腫および平滑筋の過形成は、IL-1β および IGF-Ⅰの発現の亢進によって生
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じていると考えられた。 

下部尿路機能検査に関しては、野生型において、pBOO 手術後 3 週後での BC

および MP は sham 手術した群に比べ有意に高かった。しかしながら IL-1β ノ

ックアウトマウスでは、このような変化は見られなかった。これは IL-1β がお

そらくは炎症に関与しており、下部尿路機能の変化に関わっていることを示唆

した。  

他臓器に着目すると、最近の報告では IL-1β が圧負荷または容量負荷の心疾

患において、心臓のリモデリングに関与することが明らかになっている 12-15。

慢性心不全では、高い末梢血管抵抗に抗って心拍出量を維持しようとするため

に心筋の過形成が生じる。圧負荷および機械的進展が IL-1β 産生を誘導し、IGF-

Ⅰ産生を通して心筋過形成と間質の線維化を引き起こすと報告されている 12。 

このように IL-1β は組織のリモデリングを促進する働きを担ていると考えられ

る。今回の研究では、膀胱においても同様に IL-1β-IGF-Ⅰ経路を介して膀胱平

滑筋の過形成生じていることを示した。 

IL-1β-IGF-Ⅰ経路以外では、膀胱壁の虚血・低酸素と機械的進展がpBOOに

よる膀胱のリモデリングのトリガーになっていることが知られている6,16,17。ま

た我々は、古くから知られているケモカインの一つであるstromal cell-derived 

factor-1（SDF-1）αがpBOO膀胱で発現が亢進していることを報告したが、

SDF-1αはpBOOでの虚血により発現が亢進し、pBOO膀胱での膀胱組織への

BMSCの遊走に関与していた18,19。他の報告では、ヒト骨髄内皮細胞において

IL-1βがSDF-1αの発現を促進するとされている20。また、IL-1βの刺激により、

半月板細胞とbone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSC)が協調性

をもって軟骨基質を産生することが明らかにされている21。このようにIL-1βは、

BMSCを介した臓器再生にも関わっていることが推察される。実際、膀胱の平

滑筋過形成および線維化にもBMSCは関与しており、膀胱の線維化を抑える治

療においてBMSCの有用性を示唆する報告もある22。IL-1βを介したこのような

様々な経路が、pBOO膀胱のリモデリングに関わっている可能性があり、これら

の機序のさらなる解明が必要である。 

pBOO膀胱の線維化については、今回の検討ではIL-1βが線維化のトリガーに

なるか否かについて詳細な検討を行っていない。しかしながら今回の結果では、

pBOO後のIL-1β上昇によりTGF-β発現量が高くなっていた。TGF-βは臓器の線

維化にかかわっていることが明らかになっており、これまで腎臓、肺、肝臓な
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どで報告がみられる23-25。またpBOO膀胱においても膀胱の線維化が生じ3、

TGF-βが膀胱の線維化を促進する可能性が報告されている26,27。以上より、IL-1β

がTGF-β発現亢進を介して膀胱線維化にも関わっている可能性が推察される。

IL-1βと線維化の関係についても、さらなる研究が今後必要である。  
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第 2 章 

 

 

下部尿路閉塞膀胱における骨髄由来間質細胞の膀胱再生への寄与 

 

Contribution of bone marrow derived stromal cells to the regeneration of the 

bladder after partial outlet obstruction.  
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緒言 

 

下部尿路閉塞状態では、低酸素/虚血と機械的進展が慢性的に続くことで膀胱

壁の形態学的および機能的変化がおきる。形態学的には、当初下部尿路閉塞の

抵抗に抗い排尿を実現するために平滑筋の過形成がみられるが、その後線維性

組織へと置換していく 3。こうした膀胱の組織学的変化は非可逆的であり、低容

量および排尿筋過活動もしくは排尿筋低活動などの下部尿路機能障害ばかりで

なく、頻尿、排尿障害、残尿量の増加、尿意切迫感や切迫性尿失禁などの下部

尿路症状を引き起こす。 

近年の組織再生医学の進歩に伴い、自身の細胞を使うことで、免疫学的拒絶

反応や慢性的なドナー不足に苦慮することなく、障害を受けた臓器を再生させ

ようとする研究が精力的に進められている。放射線治療などで組織が障害され

た膀胱においても、こうした再生医療研究の可能性が試みられている 7。下部尿

路閉塞に長期間さらされた結果、二次的な組織学的・形態学的変化を起こした

膀胱においても、こうした再生技術をヒトにおいて確立されれば、外科的もし

くは薬物治療による閉塞解除と併用することで、下部尿路機能障害や下部尿路

症状の改善に大きく寄与する可能性がある。 

今回、下部尿路閉塞膀胱に遊走・接着した骨髄由来間質細胞（BMSC）につ

いて免疫組織化学的手法を用いて下部尿路閉塞後の膀胱に生じる組織学的変化

への骨髄由来細胞の関与について検討した。GFP を発現するトランスジェニッ

クラットからの同種異型の骨髄細胞移植をしたキメララットを用い、組織染色

および免疫蛍光法を pBOO 手術から 6 週後に行った。結果、BMSC が pBOO

膀胱に遊走し、尿路上皮細胞や排尿平滑筋細胞などの複数の構成成分に分化し、

pBOO 膀胱の形態学的な変化に関与する可能性を示した。 
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実験方法 

 

１．GFP キメララットの作製 

10 週齢の雌性 Sprague-Dawley(SD)ラット（Japan Slc.Inc ,Shizuoka, 

Japan) および、同齢の大阪大学岡部教授が作製された green fluorescent 

protein (GFP) トランスジェニック SD ラット（GFP ラット）（Japan Slc. Inc.）

を使用した。GFP ラットは BMSC のドナーとするために用いた。本研究に関す

る実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会によって承認された。飼育お

よび実験に関しては、北海道大学医学研究科「動物実験に関する指針(Guide for 

the Care and use of Laboratory Animals)」に準拠した。 

 

２．GFP ラット骨髄からの BMSC 抽出 

GFP ラットはペントバルビタール (100 mg/kg, Dainippon Seiyaku, Osaka, 

Japan)を腹腔内投与することにより安楽死させ、以前より確立されている方法

により GFP ラットの大腿骨および脛骨より BMSC を得た。骨髄を 10 % fetal 

bovine serum (FBS, Sigma) および抗生剤(100U/ml penicillin, 100 μg/ml 

streptomycin, 0.25 μg/ml amphotericin B) (GIBCO.NY, USA) を含んだ

Dulbecco`s modified Eagle medium (DMEM) / Ham’s F12 (1:1) (Sigma, Mo, 

USA)にてフラッシュすることで BMSC を得た。 

 

３．放射線照射および骨髄移植 

SD ラット自身の骨髄細胞を死滅させることを目的に、放射線照射 (12 

Gy/body) (HITACHI MBR-1520R-3) を行い、その翌日に GFP ラットより得ら

れた BMSC (5×106 個)を尾静脈より投与することにより骨髄移植を施行した。

骨髄移植施行後６週後に末梢血を採取し、フローサイトメトリおよび蛍光顕微

鏡にて GFP とのキメリズムを確認した。キメララットの末梢血は赤血球溶解後

に約 30%の GFP 陽性細胞を含むことを確認し、以前の報告と同様であった。 

  

４．pBOO 手術および sham 手術 

キメララットはペントバルビタール (40 mg/kg)腹腔内投与により麻酔した。

下腹部正中切開後に膀胱および尿道を露出した。尿道は傍尿道血管の損傷に注

意しつつ膣壁より注意深く剥離した。 直径 0.9mm の金属ロッドを近位部尿道
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に沿わせ、4-0 絹糸にて尿道とロッドを共に結紮した（pBOO 群、n=4）。その

後ロッドを取り除き、閉腹した。対照群(sham 群、n=4) では、尿道を全周性に

同様に剥離するのみで結紮を行わず、閉腹して終了する sham手術を施行した。 

 

５. 組織染色および免疫蛍光染色   

 pBOO または sham 手術後６週目に、致死量のペントバルビタール (100 

mg/kg)を腹腔内投与することで麻酔を行い、200 ml phosphate buffered saline 

(PBS) 、次いで氷温の 4% paraformaldehyde (PFA) 固定液 PBS 500ml にて心

腔内還流し安楽死させた。膀胱を摘出し 4％PFA 液にて 4℃下 24 時間固定した

のち、3～5 日間 30%ショ糖液に浸漬した。組織は OCT compound (Sakura 

Finetechnical Co. , Japan)で包埋し、-80˚C で保存した。クライオスタットにて

ミクロトームを用い 10 μm の厚さで凍結切片を作製した。正荷電ガラススライ

ドに載せ HE 染色を行った。 

免疫蛍光組織染色のため切片を PBS で洗浄し、0.3 % Triton-X100 で 5 分浸

透させた。切片は 60 分室温で 10 %ヤギ血清にてブロッキングした(Vector 

laboratories, CA, USA)。その後 4℃で抗GFPポリクローナルウサギ抗体(1:200, 

anti-GFP antibody、 CHEMICON international Inc.、 CA、 USA)、および

基底膜（抗 Laminin マウスモノクローナル抗体、1:25、 Sigma)）、尿路上皮（抗

AE1/AE3 マウスモノクローナル抗体、1:50、 DAKO)）、線維芽細胞（抗 Vimentin

マウスモノクローナル抗体、1:400、 Sigma)）、平滑筋細胞（抗 alpha Smooth 

Muscle Actin (SMA)マウスモノクローナル抗体、1:400、 Sigma)）に対するマ

ウスモノクローナル抗体を、それぞれ 24 時間反応させた。その後 PBS で洗浄

し、60 分室温で fluorescein conjugated anti-rabbit IgG antibodies (1:200, 

Jackson Immuno Research, PA, USA) お よ び rhodamine conjugated 

anti-mouse IgG antibodies (1:200, Jackson Immuno Research,)で処理した。

スライドは PBS で洗浄し、Permafluor (Beckman Coulter, CA, USA)で包埋し

た。共焦点レーザー蛍光顕微鏡(MRC-1024; Bio-Rad Laboratories, CA, USA)

を用いて鏡検した。 
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結果 

 

１．BMSC の膀胱への遊走 

HE 染色では、pBOO 群において、対照群にくらべ平滑筋の過形成による膀

胱壁の肥厚がみられた(図 1)。 

 

図 1：膀胱 HE 染色 (pBOO 手術後 6 週後） 

pBOO 手術後の膀胱壁は、sham 手術後に比べ肥厚し平滑筋の過形成がみ

られる。 

 

免疫蛍光組織染色では pBOO 群において、対照群よりもより多くの GFP 陽

性 BMSC が観察された。  

ほとんどの GFP 陽性 BMSC は基底膜および尿路上皮下の粘膜固有層に存在

していた(図 2)。 
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図 2：膀胱での BMSC の局在（免疫蛍光組織染色）  

sham に比べ pBOO 膀胱では GFP 陽性の BMSC が多数遊走しており、こ

れらの BMSCは基底膜もしくは尿路上皮下の lamina propria に多く観察

された。 

 

２．BMSC の尿路上皮への分化 

pBOO 群での抗 Laminin 抗体および抗 GFP 抗体での二重染色では、BMSC

は主に基底膜および尿路上皮下の間質組織に遊走していた(図 3-A)。GFP および 

AE1/AE3 陽性の BMSC は尿路上皮層に遊走していた(図 3-B)。この結果は

pBOO群において、尿路上皮に分化するBMSCが存在することを示唆している。

これらの結果は sham 群ではみられなかった。 

 

３．BMSC の膀胱間質組織(線維芽細胞)への分化 

間質組織に存在する BMSC のなかには、抗 GFP 抗体および抗 vimentin 抗

体により二重染色されるものがあり、BMSC が線維芽細胞に分化することを示

唆した(図 3-C)。これらの結果は sham 群ではみられなかった。 
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４．BMSC の膀胱平滑筋組織への分化抗 SMA 抗体による染色では、平滑筋

層に遊走した BMSC は紡錘形の形態を示し、その中には抗 GFP 抗体および抗

SMA 抗体に二重染色され、BMSC が排尿筋に分化することを示唆した(図 3-D)。

これらの結果は sham 群ではみられなかった。 
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図 3：pBOO 膀胱における BMSC の膀胱構成細胞への分化 (免疫蛍光組

織染色）  

(A) 基底膜および尿路上皮下の間質にみられるGFP陽性BMSC細

胞。  

(B) 尿路上皮層の BMSC 細胞。AE1/AE3 との二重染色に染まる

GFP 陽性細胞が観察される。  

(C) 間質に存在する BMSC 細胞のうち、vimentin との二重染色に

染まる GFP 陽性細胞が観察される。 

(D) 平滑筋層に存在する BMSC 細胞は紡錘形の形態を示し、SMA

との二重染色に染まる GFP 細胞が観察される。  
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考察 

 

今回の研究では pBOO モデルにおいて BMSC が形態学的に膀胱組織細胞に

変化することに焦点をあてた。GFP を発現するトランスジェニックラットから

の同種異型の骨髄細胞移植をしたキメララットを用い、組織染色および免疫蛍

光法を pBOO 手術から 6 週後に行った。BMSC が pBOO 膀胱に遊走し、尿路

上皮や排尿筋などの複数の構成成分に分化することを示した。ゆえに BMSC は

pBOO 膀胱の形態学的な変化に関与する可能性が考えられた。BMSC が造血系

細胞だけでなく、非造血系細胞にも分化する潜在能力を持っていることは 1960

年代に Friedenstein らにより初めて報告された 28。また、BMSC は免疫応答を

調節し細胞の微小環境ニッチ形成に寄与することも報告されている 29,30。再生

医療における BMSC の可能性は様々な実験でも検討されている。心筋梗塞にお

いて BMSC が血管の再生に寄与することが実験動物レベル 31および 臨床試験

32 において報告されている。BMSC の自家移植は虚血性疾患の患者で安全かつ

有効であるという報告があり 33 、そのほか非代償性肝硬変 34、脳梗塞 35、脊髄

損傷 36,37の治療においても将来的な可能性を秘めている。近年、1 型糖尿病での

膵島移植においても BMSC を用いた治療について研究が進められている 38。  

しかしながら、組織に遊走または移植した BMSC が生存していることを確か

めることは難しい。今回我々は、GFP トランスジェニックラットから、致死的

量の放射線照射により自身の骨髄細胞をほぼ失った SD ラットに骨髄を移植を

することでキメララットを作製した。これによりドナー由来の BMSC を可視化

することができ、組織で BMSC が生着していることを確認した。 

pBOO において、膀胱壁の進展と高い膀胱内圧が慢性的に継続することによ

り、膀胱壁の虚血/低酸素状態が引き起こされる。下部尿路閉塞の存在により、

部分除神経や C 線維の出現、平滑筋の過形成、間質の線維化がみられる。これ

らのリモデリングは排尿筋の過活動や膀胱コンプライアンスの変化などを引き

起こす結果、膀胱の機能障害をもたらす。いくつかのサイトカインやケモカイ

ンが膀胱のリモデリングに関与することが報告されており、我々はケモカイン

の一つである SDF-1α が pBOO 膀胱の虚血状態により誘導され、BMSC の膀胱

への遊走にかかわることを報告した 19。 

今回の研究では下部尿路閉塞における膀胱組織の変化に BMSC が関与する

ことを示した。BMSC の所作が膀胱機能に影響しているのか否かは今回検討さ



 

28 

 

れていないが、BMSC を pBOO 膀胱に直接移植する研究では、膀胱機能の改善

が見られたことが報告されている 39。この結果からは、骨髄から pBOO 膀胱に

BMSC が遊走することでも膀胱機能の改善が見込めるのではないかと期待でき

る。 
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総括および結論 

 

第 1 章 

１．下部尿路閉塞膀胱において、炎症性サイトカイン IL-1β は膀胱のリモデ

リングに関与し、尿流動態にも影響を与えた。 

２．特に IL-1β の刺激により IGF-Ⅰの発現が亢進し平滑筋の過形成が起こる

ことが明らかとなった。 

第 2 章 

１．BMSC は pBOO 膀胱に遊走し、これらの細胞は膀胱の複数の構成細胞に

分化した。 

２．BMSC は pBOO 膀胱の形態学的変化に寄与する。 

 

今回の研究によって、炎症性サイトカイン IL-1β が IGF-Ⅰ発現を刺激するこ

とにより下部尿路閉塞膀胱での平滑筋過形成を誘導していることが明らかにな

った。さらに TGF-β 発現を刺激することで膀胱壁の線維化にかかわっている可

能性も示唆された。諸家の報告と合わせると、骨髄由来細胞の膀胱リモデリン

グにおいても IL-1β が関与している可能性があり、IL-1β が下部尿路閉塞膀胱で

の膀胱の二次的変化において果たす役割につきさらなる解明が期待される。 

下部尿路閉塞膀胱においる骨髄由来細胞の膀胱組織への遊走に関しても、遊

走した骨髄由来細胞自らが、膀胱組織それぞれの構成細胞に分化することが示

された。今回の研究では遊走した BMSC が膀胱機能に影響しているのか否かに

ついて検討を行っていないが、他の報告とあわせると pBOO 膀胱により多くの

BMSC が遊走することによって、膀胱機能の改善が見込めるのではないかと期

待できる、このように、今後の膀胱における新しい再生医療の分野を切り拓く

糸口となる可能性に期待したい。 
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