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第 1章	
 緒	
 言	
 

	
 

1.1	
 目	
 的	
 

本研究の目的は、尿道損傷後の尿道狭窄症の予防と経尿道的手術後の再狭窄予防

を目指すものである。	
 

	
 

1.2	
 尿道狭窄症	
 

尿道狭窄症は様々な原因により尿道内腔が狭小化して排尿障害をきたす疾患で

ある。尿道内腔の狭小化が進行すると、排尿障害のみならず、尿閉、尿路感染症、

敗血症、膀胱結石症、廔孔、腎不全を併発して、患者の quality of life（QOL）を著

しく低下させる原因となる(1)。尿道狭窄症の原因として、外傷、尿路感染症、医

原性、特発性などが挙げられ、その多様な原因のためにあらゆる年齢層に起こりう

る(2)。先進国で最も多いとされているのが、尿道カテーテル留置、膀胱癌や前立

腺肥大症に対する標準術式である経尿道的手術の合併症として発生する医原性尿

道狭窄症である(3)。若年者で問題になるのが、会陰部の騎乗型損傷や骨盤骨折に

伴う外傷性尿道狭窄症であり、尿道狭窄症に対する治療が長期化すると QOLの低

下や就労への影響が大きい。	
 

尿道狭窄症の病態は先に述べた様々な原因により尿道粘膜や尿道海面体に損傷

が生じ、出血や炎症を経て再生へと創傷治癒が進み、その治癒過程で再生と線維化

の不均衡により線維化が進むと考えられている(4)。組織損傷後に線維化が進む原

因にはいくつかのトリガーが提唱されており、尿道狭窄症に関しては尿道粘膜損傷

に続発する尿道海綿体への尿溢流がトリガーのひとつと考えられている(5, 6)。	
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1.3	
 尿道狭窄症の治療の課題	
 

尿道狭窄症の治療は大きく 2つに分けられる。1つは開放手術により根本的に尿

道を再建する方法（尿道形成術）、もう一つは内尿道切開術などに代表される経尿

道的手術である。	
 

経尿道的手術に比べて尿道形成術の成功率（無再狭窄率）は格段に高く、重篤な

尿道狭窄症を根治できる唯一の治療である(7)。しかしながら尿道形成術は内尿道

切開術に比べて難易度が高い手術であり(8)、多くの泌尿器科医にとって馴染みの

薄い手術である(9, 10)。我々が行った本邦の調査でも経尿道的手術の経験がある医

師は 90%以上であったのに対して、尿道形成術の経験のある医師は 36.5%であった。

このように尿道形成術はごく一部の施設でしか行われていないのが現状である。経

尿道的手術は簡便で多くの施設で施行可能であるが、再狭窄率が 47～61%と高い

(11-13)。再狭窄率が高いため経尿道的手術を繰り返し行う場合があるが、経尿道的

手術を繰り返しても成功する可能性は限りなく低い(13)。我々が報告した内尿道切

開術の成績は、術後 5年時点で再狭窄率は 79.7%であり、特に内尿道切開術の施行

回数が 3 回目以降の再狭窄率は 100%であった(14)。このような背景から、内尿道

切開術の適応はごく一部の軽症例に限られてきている(8)。	
 

尿道狭窄症の診療をしていくうえで大事なことは尿道損傷後の瘢痕形成を軽減

し、尿道狭窄症の発症をいかに予防するか、そして成功率は低いが広く普及してい

る内尿道切開術の治療成績を向上する付加技術を考慮していくことである。	
 

	
 

1.4	
 組織工学を用いた新しい尿道狭窄症の予防または治療の開発	
 

このような内尿道切開術の治療の問題点を克服するためにいくつかの研究がさ

れている。内尿道切開術における再狭窄の予防、あるいは尿道外傷後の尿道狭窄症

の予防に関してはドセタキセル、マイトマイシン C、ボツリヌス毒素、タダラフィ

ルなどの抗線維化作用のある薬物を用いた研究が行われており、一定の効果を認め

ているが、それら薬物の副作用や安全性の観点から臨床応用には至っていないのが

現状である(15-18)。	
 

そこで我々は尿道障害後または内尿道切開後の尿道狭窄症の予防を目的とした
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薬剤徐放性尿道カテーテルの開発を行った。まず第 2章にてインスリンが上皮細胞

増殖に必要な成長因子であることを同定した。第 3章ではインスリンよりも徐放に

適している insulin-like growth factor 1（IGF-1）がインスリンと同様の上皮細胞に対

する増殖能があることを証明した。第 4章では動物モデルとしてウサギ尿道傷害モ

デルの作製を行った。続いて第 5章では IGF-1のカテーテルからの徐放性能につい

て評価した。最後の第 6章にて薬剤徐放性尿道カテーテルの尿道狭窄予防効果をウ

サギ尿道傷害モデルにて検討した。	
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第 2章	
 尿道上皮再生に必要な成長因子の同定	
 

	
 

2.1	
 背景と目的	
 

ヒト上皮細胞培養は 1975 年に Rheinwald らが新生児の陰茎包皮にて初めて分離

培養に成功している(19, 20)。ヒト口腔粘膜細胞は 1983年にMuller-Glauserらが初

めて分離培養に成功し(21)、その後より他家培養口腔粘膜細胞による臨床応用の報

告が散見される(22, 23)。当初は口腔粘膜細胞の培養にはマウスの 3T3細胞や fetal 

bovine serum（FBS）の使用が必須であり、臨床使用に関して異種細胞やタンパク

の混入が懸念されていた。近年では無血清培地による培養が可能であるが、これら

の培養に使用される培地には epidermal growth factor（EGF）や basic fibroblast growth 

factor（bFGF）に代表される成長因子やインスリン、ヒドロコルチゾンやトリヨー

ドチロニンに代表されるホルモンなどが豊富に含まれている。	
 

現在、上皮細胞を増殖させる汎用培地には、EGF や bFGF などの成長因子、ヒ

ドロコルチゾンやトリヨードチロニン及びインスリンなど多くの添加物が高濃度

で含有されているため、in vitro での細胞増殖活性は高い。しかしながら、生体内

において上皮細胞が増殖し、適切な上皮細胞層を形成するためには、これらの成長

因子を必要な期間だけ傷害部位に停留せる必要がある。また、多くの物質を傷害部

位に停留させることは困難であるため、尿道上皮細胞増殖に最も関係のある成長因

子を同定する必要がある。	
 

尿道上皮細胞は分離、培養が確立していないため、それらの細胞で実験すること

は困難である。そこで尿道上皮細胞の代替となる細胞種を使用する必要がある。口

腔粘膜上皮細胞は尿道上皮細胞と同様の扁平上皮であり、分離培養技術がすでに確

立されている(24)。常に液体（唾液）に接触していることなど尿道粘膜上皮細胞と

多くの類似点があり、実臨床においても口腔粘膜組織は最も優れた尿道の代用組織
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として使用されている(25, 26)。	
 

そこで我々は、口腔粘膜上皮細胞を用いてその増殖に必要な成長因子の同定を行

った。当初、in vitro での口腔粘膜上皮細胞増殖に関連する様々な因子の中から口

腔粘膜上皮細胞の増殖に必須な因子を colony forming assayにより検討した。また、

その適正濃度をMTT assayにて評価した。	
 

 

2.2	
 方	
 法	
 

本実験プロトコルはすべて防衛医科大学校倫理委員会の承認を得て行われた。

（承認番号	
 1171）	
 

	
 

2.2.1	
 口腔粘膜細胞の採取	
 

ヒト口腔粘膜細胞は口腔粘膜を利用した尿道形成術の際に生じた余剰組織より

取得した。全例で、手術に先立って患者には文書にて口腔粘膜を実験で利用するこ

とに同意を得た。	
 

採取した口腔粘膜を生理食塩水 20 mL にて 2 回洗浄し、抗菌薬入りの生理食塩

水に入れ、2時間静置した。その後、ディスパーゼⅠ（Godo Shusei Co., Ltd. Japan） 

が入った生理食塩水に口腔粘膜を 4 °Cで 1晩静置した。鑷子にて口腔粘膜から上

皮組織のみを剥離した。その後、鋏にて上皮細胞を細断し細胞混濁液とした。細胞

混濁液を遠心分離機にて 1000 rpm、5分間遠心分離した。マイクロチューブの底に

沈んだ細胞塊を取り出してその後、細胞を分散させる目的でプロテアーゼ、コラー

ゲン分解酵素活性を持つアキュターゼ（NACALAI TESQUE, INC., Japan）中に 37 °C

で 10分間処理した。アキュターゼを取り除くために phosphate buffered saline（PBS）

にて洗浄し、再度遠心分離して上澄みを吸引した。この洗浄の作業を 3回繰り返し、

口腔粘膜上皮細胞の混濁液を得た。口腔粘膜上皮細胞の培養はCnT-PR（CELLnTEC, 
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Bern, Switzerland）を用いた。この培地は上皮細胞専用の培地であり、その中には

EGF、bFGF、ヒドロコルチゾン、トリヨードチロニン、インスリンが含まれてい

る。洗浄された口腔粘膜上皮細胞の懸濁液を 10 mlフラスコに入れ、CnT-PRで培

養した。培地は 48 時間毎に交換した。70～80%コンフルエントになった時点で、

アキュターゼにて細胞を分離し、継代した。実験には 1継代目の口腔粘膜上皮細胞

を使用した。 

口腔粘膜は 10名の患者から採取した。その内、継代までの期間が 7日以内であ

った 5名の口腔粘膜細胞のみを実験に使用した。一連の実験には同一細胞のみを使

用した。 

	
 

2.2.2	
 培地の作製	
 

成長因子を含まない培地として CnT-BM（CELLnTEC, Bern, Switzerland）を使用

した。CnT-BMは前述した CnT-PRから成長因子を除いた培地である。その培地に

成長因子としてヒドロコルチゾン 72.4 µg/L、EGF 10 µg/L、トリヨードチロニン 5 

µg/L、bFGF 5 µg/L、インスリン 5 µg/mLを添加したものを controlとした。また、

それぞれの成長因子を controlより 1種類ずつ除いた培地を作製した。合計 6つ培

地を作製し、実験に使用した。 

	
 

2.2.3	
 細胞増殖能の評価	
 

細胞増殖能の評価は Takagiらの実験と同様の手法を用いた(24)。Takagiらは口腔

粘膜上皮細胞の培養の際に用いられる成長因子であるインスリンの代替物質とし

てヒューマリンを、ヒドロコルチゾンの代替物質としてサクシゾンを、コレラ毒素

の代替物質としてプロテノールを、FBSの代替物質として自己血清を使用し、細胞

増殖能の評価を colony forming assayで行っている。その場合でも口腔粘膜上皮細胞
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は従来の培地と同様の細胞増殖効果を示すということを明らかにしたものである。 

2.2.1にて採取した口腔粘膜細胞を 6ウェルプレートに 1.0 × 103	
 細胞/ウェルで

control である培地にて 24 時間前培養し、プレートに接着させた。その後、control

である培地、インスリンを除いた培地、トリヨードチロニンを除いた培地、ヒドロ

コルチゾンを除いた培地、EGFを除いた培地、bFGFを除いた培地に交換し、1週

間培養した。colonyは PBSで洗浄した後、10%中性ホルマリンで固定した。メチレ

ンブルー染色を行い、それぞれの処理群の colony 数を計測した。実験は、各条件

で 5ウェルずつ行い、colony数の平均値を評価した。	
 

	
 

2.2.4	
 インスリンの最適濃度の検討	
 

2.2.3にて同定したインスリンの細胞増殖に必要な最適濃度を MTT assayにて評

価した。口腔粘膜上皮細胞を 96ウェルプレートに 5.0 × 102	
 細胞/ウェルで control

である培地にて 24 時間前培養してプレートに細胞を接着させた。その後、control

のインスリン濃度を 0～1.5 µg/mLに調整した培地に交換し、48時間培養した。そ

の後、生細胞測定試薬（NACALAI TESQUE, INC., Japan）を加えてから 1時間後に

マイクロプレートリーダーを用いて、450 nm の波長で吸光度を計測した。それぞ

れのグループにおいて 32ウェルずつ使用し、吸光度の平均値を評価した。	
 

 

2.2.6	
 統計学的分析方法	
 

Colony forming assay、MTT assayの実験では one-way ANOVA testを用いた。さら

に colony forming assayの実験では controlの培地と他の 5つの培地の 2群間の比較

に Tukey’s honestly significant difference testを用いた。MTT assayの実験ではインス

リンを含まない培地を control として各培地で培養した吸光度の平均値を Tukey’s 

honestly significant difference testを用いて比較検討した。 
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解析は JMP 13 （SAS Institute, Cary, NC, USA）を使用し、p < 0.05をもって有意

な差とした。	
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2.3	
 結	
 果	
 

	
 

2.3.1	
 インスリンは上皮細胞増殖に不可欠である	
 

Controlより各種成長因子を除いた培地で培養し、その後 colony forming assayを

行った実験においては、インスリンを除いた培地で培養した上皮細胞の群のみ

controlと比較して有意に colony形成が低下していた（図 1AB、p = 0.0008）。この

ことよりインスリンは上皮細胞増殖に不可欠であることが証明された。	
 

	
 

2.3.2	
 インスリン	
 は 0.75 µg/mL以上の濃度で有意に上皮細胞増殖を促進する 

細胞増殖に必要なインスリンの最適濃度をMTT assayにて評価した(図 2)。イン

スリン濃度を 0～1.5 µg/mLの範囲で調整した培地別の検討においては controlであ

るインスリンなしと比べてインスリン濃度が 0.75 µg/mL 以上で有意に細胞増殖能

が高かった（p < 0.001）。 

	
 

2.4	
 考	
 察	
 

第 2章では口腔粘膜上皮細胞を使用して、上皮細胞増殖に不可欠な成長因子の同

定を行った。まず、種々の成長因子を含有する完全培地から 1種類の成長因子を除

いた培地で口腔粘膜を培養し colony forming assayで評価する実験から、インスリン

は上皮細胞増殖に必須であることを証明した。またMTT assayの結果、上皮細胞増

殖能はインスリン濃度が 0.75 µg/ml以上で上昇し、定常状態となることを突き止め

た。	
 

インスリンの代表的な作用としては骨格筋において糖取り込みの増加、グリコー

ゲンの合成促進などが挙げられる。このような代謝作用に加えて mitogen-activated 

protein kinases（MAPK）経路を介した細胞増殖作用が知られている(27)。しかしな
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がら口腔粘膜上皮細胞においてインスリンの有用性を示した研究は調べた限りで

は報告されていない。 

Takagi らは既存の培地に含まれる成長因子をすでに臨床応用されている薬剤に

変更することで口腔粘膜上皮細胞の増殖効果を検討した。具体的にはインスリンの

代替物質としてヒューマリンを、ヒドロコルチゾンの代替物質としてサクシゾンを、

コレラ毒素の代替物質としてプロテノールを、FBSの代替物質として自己血清を使

用しても口腔粘膜細胞の増殖効果は同等であったと報告しているが、それぞれの因

子の必要性については検討していない。今回、我々は成長因子やホルモンを 1つず

つ除いた培地を用いることで、ヒドロコルチゾン、EGF、トリヨードチロニン、bFGF、

インスリンの中でインスリンが口腔粘膜細胞に重要な物質であることを証明した。 
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第 3章	
 上皮細胞において IGF-1 がインスリンと同様の細胞増殖活性を示す

かどうかの検討	
 

	
 

3.1	
 背景と目的	
 

第 2 章において我々はインスリンが上皮細胞の増殖に必須であることを示した。

薬物や成長因子などのタンパク質を目的の場所で徐放させるためには徐放させる

ための基材が必須である。近年、インスリンを徐放させるための基材として poly 

lactic-glycolic acid（PLGA）(28)やナノ粒子化された poly acrylic acid（PAA）(29)を

用いる研究が報告されている。NandaらはPLGAナノ粒子内にインスリンを封入し、

多孔性コラーゲン内に凍結乾燥技術にて PLGA を固定することでインスリンの徐

放に成功している(28)。また Linらは PAAにインスリンを結合させ、多重シートを

作製することで経皮的なインスリンの徐放に成功した(29)。しかしながらどちらも

高度なナノレベルでの高い技術が必要である。その一方、インスリンと同様の生物

学的活性を示す IGF-1(30, 31)は滴下するだけでコラーゲンやゼラチンなどのハイ

ドロゲルと電荷的な結合（ポリイオンコンプレックス）を形成し、徐放が可能であ

る(32, 33)。よって IGF-1がインスリンと同様の上皮細胞増殖効果を認めることが確

認できれば、より簡便な徐放方法が選択可能と考えた。 

以上より、第 3章では第 2章と同様の手法を用いて IGF-1がインスリンと同様に

上皮細胞増殖活性を示すかどうかを colony forming assayを用いて確かめ、適正濃度

をMTT assayを用いて検討した。 

	
 

3.2	
 方	
 法	
 

本実験プロトコルはすべて防衛医科大学校倫理委員会の承認を得て行われた。

（承認番号	
 1171）	
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3.2.1	
 口腔粘膜細胞の採取	
 

2.2.1と同様の手法にて口腔粘膜細胞を採取し、1継代目の口腔粘膜上皮細胞を実

験に使用した。	
 

	
 

3.2.2	
 IGF-1がインスリンの代替となりうるかどうかの検討	
 

細胞を 6ウェルプレートに 1.0 × 103	
 細胞/ウェルで controlである培地にて 24時

間前培養し、プレートに接着させた。その後、第 2章で使用した controlの培地（イ

ンスリン	
 5 µg/mL含有）、controlからインスリンを除いた培地、インスリンの代替

として IGF-1を 1 µg/mL、10 µg/mL加えた培地に交換し、1週間培養した。colony

は PBSで洗浄した後、10%中性ホルマリンで固定した。メチレンブルー染色を行い、

それぞれの処理群の colony 数を計測した。実験は、各条件で 5 ウェルずつ行い、

colony数の平均値を評価した。	
 

	
 

3.2.3	
 IGF-1の最適濃度の検討	
 

3.2.2にて同定した IGF-1の細胞増殖に必要な最適濃度を MTT assayにて評価し

た。口腔粘膜上皮細胞を 96ウェルプレートに 5.0 × 102	
 細胞/ウェルで controlであ

る培地にて 24 時間前培養してプレートに細胞を接着させた。その後、control の

IGF-1濃度を 0～10 µg/mLに調整した培地に交換し、48時間培養した。その後、生

細胞測定試薬（NACALAI TESQUE, INC., Japan）を加えてから 1時間後にマイクロ

プレートリーダーを用いて、450 nm の波長で吸光度を計測した。それぞれのグル

ープにおいて 16ウェルずつ使用し、吸光度の平均値を評価した。	
 

	
 

3.2.4	
 統計学的分析方法	
 

Colony forming assay、MTT assayの実験では one-way ANOVA testを用いた。さら
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に colony forming assay の実験では control の培地とインスリンを含む培地、IGF-1

を含む培地との比較にTukey’s honestly significant difference testを用いた。MTT assay

の実験では IGF-1 を含まない培地と各培地で培養した吸光度の平均値を Tukey’s 

honestly significant difference testを用いて比較検討した。	
 

解析は JMP 13 （SAS Institute, Cary, NC, USA）を使用し、p < 0.05をもって有意

な差とした。	
 

	
 

3.3	
 結	
 果	
 

	
 

3.3.1	
 上皮細胞において IGF-1はインスリン同様に細胞増殖に必須である。	
 

インスリンの代替として IGF-1を添加（1 µg/mL、10 µg/mLし、インスリンを含

む controlとの間の細胞増殖能を colony forming assayで評価した（図 3）。 

インスリンを含まない群は controlと比較して有意に colony形成が低下していた

（p < 0.001）。一方、IGF-1を 1 µg/mL添加した群（p = 0.135）、10 µg/mL添加した

群（p = 0.986）は controlと比較してともに有意差を認めなかった。 

 

3.3.2	
 IGF-1は 1 µg/mL以上の濃度で有意に上皮細胞増殖を促進する 

細胞増殖に必要な IGF-1の最適濃度をMTT assayにて評価した(図 4)。インスリ

ンの代替の成長因子として IGF-1を使用し、0～10 µg/mLの範囲で調整した培地別

の検討においてはコントロールである IGF-1 なしと比べて IGF-1 濃度が 1 µg /mL

以上で有意に細胞増殖能が高かった（1 µg/mL、10 µg/mL vs control：p < 0.001、p < 

0.001）。 

	
 

3.4	
 考	
 察	
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第 3章ではまず colony forming assayを用いて IGF-1とインスリンの口腔粘膜上皮

細胞に対する増殖活性の比較をした。インスリンの代替物質として IGF-1を含む培

地を作製し、インスリンを含む controlとの比較を colony forming assayにて実施し

た。その結果、IGF-1を含む培地はインスリンを含む controlである培地と比較して

有意差を認めず（1 µg/mL、10 µg/mL vs control：p = 0.135、p = 0.986）、同等の上皮

細胞増殖効果が示された。また同時にインスリンや IGF-1を含まない培地と比較し

て有意に上皮細胞増殖効果を示すことも証明した（p < 0.001）。 

骨格筋細胞において、インスリンは細胞表面のインスリン受容体に結合し、イン

スリン受容体基質（insulin receptor substrate: IRS）をリン酸化する。さらに、下流

シグナル分子である Akt の活性化を介して細胞増殖に寄与すると考えられている

(27, 34)。IGF-1 も細胞表面のインスリン様成長因子 1 受容体（insulin like growth 

factor 1 receptor: IGF1R）に結合しシグナルを伝達する。IRSも IGF1Rも共通部位を

持ち、シグナル伝達分子も多く共通しているといわれている(30, 31)。このことよ

り上皮細胞においても IGF-1はインスリン同様、上皮細胞増殖効果を示すと考えら

れる。	
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第 4章	
 尿道傷害モデルの作製	
 

	
 

4.1	
 背景と目的	
 

第 4章の研究目的は、尿道傷害モデルを確立することにある。	
 

尿道傷害の動物モデルにはすでにいくつかの報告がある。ウサギの尿道のサイズ

は 1歳の男児と同じであり、薄い上皮層を血流豊富な海綿体が裏打ちしているとい

う組織の特徴があり、ヒトと類似している(35)。その為、近年はウサギを用いた尿

道実験が多く行われている(15, 18, 36-40)。近年、報告されているウサギ尿道傷害モ

デルは、尿道内視鏡を用いて経尿道的に尿道粘膜を電気凝固させ、狭窄を作製する

というものであるが、その方法は小児用尿道膀胱内視鏡が必要であること、再現性

に乏しいこと、合併症が多いことが難点である(37, 39)。そこで我々はより簡便で

合併症の少ない新しい尿道傷害モデルの手法の開発を試みた。	
 

ボール型電極は実臨床において汎用される電極であり、全周性に均一のエネルギ

ーを加えることができる電極である。また、電気メスのハンドピースに装着可能で

ある。このボール型電極を外尿道口から挿入し尿道を電気凝固すれば、内視鏡シス

テムなどの特殊な器具は不要であるため、尿道内視鏡を用いた経尿道的な電気凝固

より簡便に電気凝固が可能である。そこで我々はこのボール電極を用いて簡便な新

しいウサギ尿道傷害モデルの作製を試みた。	
 

	
 

4.2	
 方	
 法	
 	
 

一連の実験は防衛医科大学校動物倫理委員会の承認を得て行われた。（承認番号

14104）	
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4.2.1	
 電気メスの出力の検索	
 

予備実験として、鶏ささみ肉を用いてさまざまな条件下（時間・出力）で電気凝

固を行い、モデル作製条件を設定した。電気メスの電極を鶏ささみ肉に接触させ、

それぞれの出力下で 1～10秒間電気凝固させ、熱変性を評価した。	
 

	
 

4.2.2	
 ウサギ尿道傷害モデルの作製と評価	
 

2羽の Japanese White rabbitの雄（3.5、3.6 kg）を実験に用いた。雄ウサギはすべ

て北山ラベス社（長野県）から購入した。	
 

麻酔はケタミン（Daiichi Sankyo Pharmaceutical Ltd., Japan）35 mg/kgおよびキシ

ラジン（Bayer, Germany）5 mg/kgを大腿部に筋肉内注射することにより行った。

麻酔下、仰臥位にしたウサギの尿道にボール電極を挿入し、尿道を電気凝固（40 W、

5秒間）させた。直後に逆行性尿道造影にて凝固部位の狭窄が認められることを確

認した。その後、細径動物用内視鏡（TESARA；Olympus, Japan）にて尿道粘膜に

熱変性があることを確認した。凝固直後に尿閉予防のため 8 Fr のネラトンカテー

テル（Terumo, Japan）を挿入した。麻酔覚醒後のウサギ自身によるカテーテル抜去

防止のため、エリザベスカラーを装着し飼育した。2週間後にネラトンカテーテル

を抜去し、尿道造影、尿道内視鏡にて尿道障害モデルの評価を行った。尿道造影は

外尿道口から 8 Fr のネラトンカテーテルを挿入し、逆行性に尿道を造影した。造

影剤はイオパミドール（Bayer, Germany）を使用した。内視鏡検査は外尿道口から

逆行性に内視鏡を挿入し、傷害部の性状を観察した。以上の手技はすべて単一術者

（著者）にて施行された。	
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4.3	
 結	
 果	
 

	
 

4.3.1	
 出力は 40 Wが最も秒数によるタンパク変性の変化が大きかった	
 

電気メスの出力を 20～50 Wまで 10 W毎に変化させ、それぞれの出力下で 1～

10秒間電気凝固した（図 5）。20 Wと 30 Wの条件下では 10秒間電気凝固しても

鶏ささみ肉の熱変性は軽度であった。50 Wでは 1秒間の電気凝固において高度の

熱変性が認められた。一方、40 Wにおいては 1秒間の電気凝固で軽度の熱変性が

認められ、電気凝固時間が延びるにつれてより高度の熱変性を認めた。 

 

4.3.2	
 ボール電極にて安定した尿道障害モデルが作製可能であった。	
 

40 W、5秒間の電気凝固にて 2羽とも凝固直後の尿道造影にて凝固部位の狭窄を

認め、尿道内視鏡検査にて尿道粘膜に熱変性を確認した（図 6A）。2週間後の逆行

性尿道造影で同部位の狭窄を確認した。尿道内視鏡所見でも同部位の狭窄と粘膜面

の欠損を認めた(図 6B)。	
 

	
 

4.4	
 考	
 察	
 

第 4章ではボール電極を用いたウサギ尿道傷害モデルの作製を行った。尿道傷害

動物モデルは未だ確立されたものはなく、それぞれの研究者が独自に作製したモデ

ルを使用している。しかしながら多くのモデルは再現性や合併症の面で課題がある

(41, 42)。Meriaらは尿道内視鏡下に尿道を電気凝固することでウサギ尿道傷害モデ

ルを作製した(39)。しかしながら、尿道狭窄を続発したウサギは 18羽中 9羽（50%）

のみにとどまり、モデルの再現性に課題が残った。Faydaci らは尿道内視鏡下に電

気凝固したモデルと電気切開したモデルを比較し、電気凝固したモデルは合併症を

認めなかったものの尿道狭窄は 1例も続発せず、電気切開したモデルは全例におい
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て尿道狭窄を続発したが、10羽中 6羽（60%）に尿道出血を認めたと報告した(37)。

我々のモデルは 2羽と症例数が少ないが経過中に合併症なく、2週間後に 2羽とも

狭窄を認めた。 

小児内視鏡下に電気傷害するにはループ電極が用いられており、術者が内視鏡を

見ながら限局した場所を傷害させるため、術者ごとに凝固範囲や凝固深度が異なる

可能性がある。しかしながら我々が使用したボール電極は尿道内を全周性に同じ出

力で凝固できるため、術者によるバイアスを軽減できると考えられる。実際に凝固

直後の尿道内視鏡の内腔の観察では全周性に均一な熱変性を認めた。 

過去の 2 つの報告(37, 39)では小児内視鏡を使用して経尿道的にウサギの尿道を

損傷させているが、小児内視鏡は特殊な機器で高額であるため、これらのモデルは

限られた施設でしか作製できない。今回、我々が用いたボール電極は臨床診療の場

面で多く使用されている安価で、汎用性の高い機器であり、どの施設でも導入しや

すい機器と考える。 

	
 

4.5	
 小	
 括 

第 4章において我々は、ボール電極を用いた簡便で再現性の高いウサギ尿道障害

モデルの作製に成功した。	
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第 5章	
 生体内でのコラーゲンチューブからの IGF-1 徐放の確認	
 

	
 

5.1	
 背景と目的	
 

第 2章、第 3章においてわれわれは上皮細胞増殖にはインスリンまたは IGF-1が

必須であることを証明した。これらの結果からインスリンまたは IGF-1を必要な期

間だけ尿道上皮損傷部位に停留させることで、欠損部位周辺に存在する尿道上皮前

駆細胞の増殖を活性化させ、尿道粘膜上皮組織の欠損部位の再生を促す可能性があ

る。	
 

近年、Ⅰ型コラーゲンは様々な成長因子を徐放させる基材として注目されている

(43, 44)。そこで我々は IGF-1を局所徐放させる生分解性コラーゲンを装着した尿道

カテーテルの開発を試みた。第 5章では IGF-1徐放性尿道カテーテルの作製と生体

内での IGF-1の徐放について検討した。	
 

	
 

5.2	
 方	
 法	
 

本実験プロトコルはすべて防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認を得て行

われた。（承認番号 16012）	
 

	
 

5.2.1	
 IGF-1徐放性コラーゲンカテーテルの作製	
 

IGF-1としてMecasermin	
 (商品名:ソマゾン)（OrphanPacific, Inc., Japan）を使用

した。IGF-1を徐放させる生体材料としてチューブ型のブタⅠ型コラーゲン（tubular 

collagen：TC）（Atree Inc., Japan）を用いた。IGF-1を 1 mg/mLとなるように生理食

塩水に溶解した。2 cmの TCに 200 µLの IGF-1溶液を滴下し、37℃の条件下で 60

分静置した（図 7A）。その後、8 Frネラトンカテーテルに 4-0 吸収糸にてコラーゲ

ンを固定した。 
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5.2.2	
 生体内での IGF-1の徐放期間の検討	
 

ICG Labeling Kit （DOJINDO, Japan）を用いて IGF-1に蛍光物質であるインドシ

アニングリーン（ICG）をラベル化した。ICGラベル化 IGF-1を生体分解性コラー

ゲンチューブに滴下し、37 度で 1 時間静置しコラーゲンチューブに含浸させた。

前述と同様の手順で IGF-1徐放性コラーゲンカテーテルを作製した（図 7B）。	
 

このコラーゲンカテーテルをウサギ尿道に挿入し、ICGの蛍光を観察できる PDE

カメラ（Hamamatsu Photonics Co., Hamamatsu, Japan）を用いて尿道部位の蛍光を観

察し、コラーゲンチューブに残存している ICG ラベル化 IGF-1 を経時的に観察し

た。ICGは赤外光（760 nm）によって励起され波長の異なる近赤外蛍光（830 nm）

を発する。この蛍光を PDE カメラで測定することによりコラーゲン内に残存する

IGF-1を測定するというものである。	
 

実験は、6羽のウサギで行い、蛍光輝度の平均値を評価した。蛍光輝度の測定は

Image J softwareを使用した。尿道から PDEカメラの距離は 20 cmと一定にして実

験を施行した。	
 

	
 

5.3	
 結	
 果 

 

5.3.1	
 ICGの蛍光は 1週間は観察可能であった 

ウサギ尿道に挿入直後より蛍光輝度は徐々に低下していくが、全例において 7

日までは蛍光は確認できた（図 7C）。	
 

	
 

5.4	
 考	
 察	
 

近年、さまざまな研究の蓄積により細胞増殖や細胞維持に関して細胞外マトリッ

クス（Extracellular matrix, ECM）の重要性が明らかになってきている。単純な構造
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体としての役割だけではなく細胞の機能維持や細胞間の情報の伝達や分化制御の

役割を担っている(45, 46)。生体内 ECMの代表であるⅠ型コラーゲンは細胞培養基

材として非常に一般的である。実際にⅠ型コラーゲンは古くから足場材料として皮

膚欠損や軟骨欠損に対して臨床応用されている(47, 48)。また、細胞増殖因子のリ

ザーバーとしても注目されている。Kanematsu らはヨウ化ナトリウムを標識した

bFGF、HGF、PDGF、VEGF、EGF、IGF-1をそれぞれⅠ型コラーゲンに含有させ、

マウスの皮下に植え込み、その放射能を測定することで生体内での徐放性について

評価している。その結果、すべての成長因子で 10 日以上の徐放能が確認されてい

る(44)。徐放速度や徐放期間についてはコラーゲンの架橋強度を変化させることで

コントロールも可能と言われている(49)。実臨床でも bFGF 徐放性コラーゲンスポ

ンジを用いることによって皮膚の再生能力が促進されることが報告されている

(50)。 

我々の実験においてもⅠ型コラーゲン内の IGF-1の量は最低 1週間は残存してい

ることが確認できたが、3日目では約 1/10、７日目では約 1/100となっていた。前

述の Kanematsuらの報告においても IGF-1は 10日以上の徐放は確認されていたも

のの、最初の 3日間にて当初の約 10 %まで IGF-1の量は低下してしまっている。

今回の我々の実験では最初に 200 µgの IGF-1をコラーゲンに結合させているため、

7日目でも2 µgが残存していると考えられる。我々は3章において上皮細胞は IGF-1

が 1 µg/ml 以上において細胞増殖が活性化することを証明しているが、これは in 

vitro でのデータであるため生体内での効果については不明である。生体内では培

地中とは異なり細胞周囲からの成長因子の影響やコラーゲンそのものによる足場

作用の影響などが組織再生に関わると考えられる。今回の実験で得られた IGF-1の

量が生体において尿道損傷からの再生に寄与するかどうかは今後の検討が必要で

ある。	
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第 6 章	
 IGF-1 徐放性尿道カテーテルを用いた尿道上皮再生と狭窄予防の検

討	
 

 

6.1	
 目	
 的	
 

第 2 章、第 3 章において我々は上皮細胞増殖にはインスリンまたは IGF-1	
 が必

須であることを証明した。そして第 5章において IGF-1は我々が作製した IGF-1	
 徐

放性尿道カテーテルから 1週間は IGF-1 の徐放が可能であることが確認できた。	
 

Kanatani らはコラーゲンチューブのみで 1.5 cm のウサギの尿道の欠損を回復で

きたことを報告しているが、6ヶ月の長期間の観察であり、急性期の創傷治癒につ

いては評価されていない。また彼らは尿道狭窄についても尿道造影および尿道内視

鏡にて評価しているが、「狭窄」の定義が記載されておらず客観性に欠ける。 

本章では第 4 章で確立したウサギ尿道障害モデルを用いて、in vivo において

IGF-1徐放性尿道カテーテルは尿道障害の尿道上皮再生および尿道狭窄を予防でき

るかを検討した。	
 

	
 

6.2	
 方	
 法	
 

本実験プロトコルはすべて防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認を得て行

われた。（承認番号 16012）	
 

	
 

6.2.1	
 IGF-1徐放性尿道カテーテルによる尿道上皮再生および狭窄予防の実験	
 

計 12羽の Japanese White rabbitの雄（2.5～3.0 kg）を実験に用いた。雄ウサギは

すべて北山ラベス社から購入した。第 3 章のごとくウサギ尿道をボール電極にて

40 Wで 5秒間、電気凝固後にランダムに 3群に分け、下記の尿道カテーテルをそ

れぞれ挿入した（図 8）。group 1（n = 7、IGF+ コラーゲン+）では電気凝固後に
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第 4章のごとく IGF-1（ソマゾン 200 µg）水溶液を 37 °Cで 1時間含浸させた生体

分解性コラーゲンチューブ（2 cm）を尿道カテーテルに装着したものを挿入した（図

8AB）。group 2（n = 7、IGF- コラーゲン+）では電気凝固後に IGF-1を含まない生

体分解性コラーゲンチューブを尿道カテーテルに装着して挿入した。group 3（n = 5、

IGF-	
 コラーゲン-）では尿道カテーテルのみを挿入した。挿入した 2週間後に尿道

カテーテルを抜去し、尿道造影、尿道内視鏡、肉眼的所見および組織学的所見から

狭窄部の状態と尿道上皮組織の再生について評価した。尿道造影では最も狭窄が強

い箇所の尿道幅を測定した。造影剤注入時の圧力による尿道幅のバイアスを除外す

るため、最も狭窄が強い箇所の尿道幅と直近の正常な尿道幅の比を開存率と定義し

(15, 16)、狭窄の程度を評価した。尿道内視鏡では損傷粘膜の状態を観察し、外径

2.7 mmの内視鏡が抵抗なく通過するか試し、通過した割合を通過率と定義した(51)。	
 

尿道造影、尿道内視鏡検査後にウサギの耳介静脈よりペントバルビタール

（Kyoritsu Seiyaku Co., Ltd., Japan）を大量投与し安楽死させた。その後、ウサギ尿

道を摘出し、尿道腹側を縦切開して尿道粘膜面を肉眼的に観察した。Image J 

softwareにより尿道粘膜の欠損面積を測定し、各群で比較した。肉眼的観察後に摘

出尿道を 10%ホルマリン溶液で 3日間固定し、パラフィン包埋ブロックを作成、薄

切後に hematoxylin-eosin染色を行い、損傷部を組織学的に観察した。尿道海綿体へ

の損傷の波及を各グループ間で評価した。AE1/AE3染色により keratinocyteの発現

を確認し、尿道粘膜上皮細胞を評価した。	
 

	
 

6.2.2	
 統計学的解析手法	
 

尿道幅、開存率、欠損面積の比較には one-way ANOVA testを用いた。それぞれ

の各 group間の比較には Tukey’s honestly significant difference testを用いた。通過率、
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海綿体への損傷の有無の比較はカイ二乗検定を用いた。解析は JMP 13 （SAS 

Institute, Cary, NC, USA）を使用し、p < 0.05をもって有意な差とした。	
 

	
 

6.3	
 結	
 果	
 

ボール電極による電気凝固直後の尿道造影および内視鏡にて、全例で尿道粘膜の

損傷が確認された。実験期間内にウサギの合併症や死亡は認めなかった。また全例

において 2週間尿道カテーテルは留置されていた。各群の術前の体重や凝固直前と

直後の尿道幅はそれぞれ有意な差を認めなかった（表 1）。	
 

	
 

6.3.1	
 尿道造影所見	
 

各 groupの尿道造影所見を図 9に示す。全例とも狭窄は認められたが、尿道の完

全閉塞や廔孔は認められなかった。狭窄部の平均尿道幅は group 1が 5.4 ± 0.6 mm、

group 2が 3.9 ± 0.9 mm、group 3が 1.9 ± 1.0 mmで 3群間に有意な差を認めた（p < 

0.0001）。また 2群間のおける解析では group 3に比べて group 1と group 2の尿道

幅が有意に改善していた（group 1 vs group 3、group 2 vs group 3 : p < 0.0001、p = 

0.004）。また、group 2に比べて group 1で尿道幅の有意な改善を認めた（p = 0.009）。

平均の開存率は group 1が 50 ± 6.9%、group 2が 35 ± 7.2%、group 3が 21 ± 13%で 3

群間に有意な差を認めた（p = 0.0002）。また 2群間のおける解析では group 3に比

べて group 1と group 2の開存率が有意に改善していた（group 1 vs group 3、group 2 

vs group 3 : p < 0.0001、p = 0.04）。また、group 2に比べて group 1で開存率も有意な

改善を認めた（p = 0.01）。 

	
 

6.3.2	
 尿道内視鏡所見	
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各 groupの尿道内視鏡所見を図 10に示す。group 1では大部分の尿道表面は粘膜

で被覆されていた。その一方、group 2では一部の粘膜の欠損を認めた。group 3で

は粘膜の大部分に損傷を認めた。通過率は group 1が 71.4% （5/7 羽）、group 2が

57.1% （4/7 羽）、group 3が 20% （1/5 羽）で 3群間に有意な差を認めなかった（p 

= 0.19）。 
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6.3.3	
 尿道肉眼的所見	
 

各 groupの尿道肉眼的所見を図 11に示す。平均粘膜欠損面積は group 1が 22.0 ± 

7.7 mm2、group 2が 32.0 ± 7.6 mm2、group 3が 36.0 ± 7.6 mm2で group 1 < group 2 < 

group 3の傾向を認めたが 3群間に有意差はなかった（p = 0.46）。	
 

 

6.3.4	
 組織学的所見	
 

各 groupの組織学的所見を図 12に示す。group 1では尿道の損傷は軽度であり、

cytokeratin陽性の上皮細胞が表面を覆っていた。また、group 1のみに粘膜下に SMA

陽性である平滑筋を認めた。その一方、group 2、3では全例で上皮細胞の欠損を認

めた。海綿体まで損傷が及んでいた割合は group 1が 28.6% （2/7 羽）、group 2が

57.1% （4/7 羽）、group 3が 80% （4/5 羽）で group 1で少ない傾向があったが、

3群間に有意な差を認めなかった（p = 0.19）。 

	
 

6.4	
 考	
 察	
 

尿道狭窄症は一旦発症すると治療が困難であるため、予防が重要である。尿道障

害後の予防の動物実験についてはいくつかの報告がある。Andersenらは抗線維化作

用のある lanreotide によりウサギの尿道障害後の線維化が予防されたと報告した。

ウサギの尿道を外科的に損傷後、ポンプにより lanreotide を持続的に注入したとこ

ろ、尿道造影での改善は認めないものの、組織学的に線維化が改善していることを

示した(36)。Sahinkanat らはラットの外科的尿道障害後のボツリヌス毒素による狭

窄予防効果について報告している。尿道障害後にボツリヌス毒素を尿道周囲に注射

することで組織学的な線維化の程度が改善することが示された(40)。近年では 2015

年に dexpantenolを 1日 2回で 15日間の経尿道的投与にてラットの尿道障害後の組

織的な炎症所見と線維化所見が改善したと報告されている(52)。しかしながら、こ
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れらの研究のほとんどは組織学的な評価のみしか行われておらず、実臨床で尿道狭

窄症の診断に必要な尿道造影や尿道内視鏡を施行されていない。今回の実験におい

ても group 1は内視鏡所見では大部分のウサギの尿道内腔は粘膜で覆われているよ

うに見えたが、実際の摘出尿道の上皮欠損面積の測定では上皮組織は一部欠損を認

めていた。このように評価手法の違いにより結果も若干異なるため、多くの方法で

評価を行うことは重要である。今回の研究では組織学的な評価に加え、実臨床と同

様に尿道造影、尿道内視鏡を用いて尿道狭窄を評価した。両者とも IGF-1薬剤徐放

性カテーテル挿入群に尿道狭窄の有意な改善を認めた点において、本研究は有意義

であると考える。さらに、上皮細胞の再生を cytokeratinのマーカーである AE1/AE3

染色を用いた組織学的な面でも評価した点は本研究の特長のひとつと言える。	
 

本研究の最大の独自性は尿道カテーテルから薬剤を徐放させることに成功し、そ

の技術により尿道狭窄を改善させた点である。前述の動物実験は薬剤を全身投与、

組織内局注あるいはポンプを植え込むことにより投与するという手法をとってい

る。薬剤の全身投与は副作用の懸念があり、組織内への局所注入や人工物の植え込

みなどは組織へのダメージや感染のリスクなどを内包する。尿道カテーテルから必

要最小限の薬剤を局所的に徐放させる手法は全身への副作用や組織へのダメージ

のリスクを限りなく低減させうると言う点で大きな利点があると考えられる。また

尿道造影における尿道幅や開存率がコラーゲンのみの尿道カテーテルを挿入した

group 2と比べて有意に改善したことからも IGF-1の徐放により尿道傷害後の尿道

狭窄のさらなる予防効果も示すことができた。 
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第 7章	
 総合討論	
 

今回我々は第 2章において多くの成長因子の中からインスリンと IGF-1が上皮細

胞増殖に必要な因子であることを同定した。今回我々が使用した IGF-1 である

Mecasermin はヒト遺伝子組換えソマトメジン製材である。その有効性と安全性は

すでに臨床試験にて証明されている(53)。本邦でも、Mecaserminはインスリン受容

体異常に対する高血糖や高インスリン血症、成長ホルモン抵抗性の成長モルモン単

独欠損症による成長障害に対して保険収載されている。 

IGF-1はすでに肝臓、軟骨、角膜、内耳の分野において抗線維化作用や創傷治癒

促進作用が認められている(54-59)。その中でも軟骨や内耳においてはゼラチンやコ

ラーゲンから IGF-1 を徐放させることにより軟骨再生の促進や突発性難聴の改善

などの効果が認められている。しかしながら尿道において薬剤徐放性カテーテルの

報告はされていない。今回我々は IGF-1を、コラーゲンを基材として徐放させる尿

道カテーテルの開発を行った。さらに、IGF-1徐放性尿道カテーテルを用いて尿道

の上皮再生および尿道狭窄の予防効果を示した。我々が知る限り、本研究は IGF-1

徐放性尿道カテーテルによる尿道狭窄予防の世界初の報告である。	
 

第 5章の実験において、コントロールである group 3と比較して IGF-1を徐放さ

せている group 1のみではなくコラーゲンのみの group 2も狭窄幅、開存率におい

て有意に尿道狭窄を改善していた。このことはコラーゲンのみでも尿道狭窄が改善

することを示唆するものである。実際に小腸を脱細胞化した生体由来のマトリック

スを用いて膀胱損傷の再建手術を施行した動物実験も報告されている(60, 61)。ま

た尿道でも Kanataniらはコラーゲンチューブのみで 1.5 cmのウサギの尿道の欠損

を回復できたことを 6ヶ月間の長期の観察にて報告している(62)。しかしながら彼

らの研究は「狭窄」についての定義が明らかでなく、尿道損傷においての急性期に

おける創傷治癒については評価されていない。我々の研究では尿道造影については
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狭窄幅や開存率、内視鏡所見においては内視鏡通過率にて尿道狭窄所見を客観的に

評価している。またコラーゲンのみの groupと IGF-1を徐放させる groupを比較す

ることで IGF-1による効果も評価している。実際に尿道損傷後、2週間という早期

の段階においても、コラーゲンのみでも尿道の組織再生効果は認められているが、

我々はそこに IGF-1 を徐放させることによりさらなる尿道狭窄予防効果を証明し

た。	
 

尿道損傷後の尿道再生技術の開発は近年盛んにおこなわれている。特に細胞を生

物学的足場材料（スキャホールド）に含有させたものは高い効果を上げており、骨

髄細胞、脂肪幹細胞、上皮細胞、平滑筋細胞など種々の細胞が使用されている(63-66)。

これらの文献では細胞を使用したスキャホールドは組織再生を促し、尿道再建の成

績も良好であったと報告されている。しかしながら、細胞を使用した再生医療には

いくつかの問題点が指摘されている。1つ目は細胞を採取されるドナーサイトへの

侵襲の問題である。免疫拒絶を予防するために多くは自己の細胞が必要となるため、

正常の組織から細胞を採取しなければならない。そのため、ドナーサイトの出血や

感染などの 2次的な合併症の危険性がある。2つ目は安全性と費用面での問題であ

る。細胞を採取した後、分離・培養・加工などの工程が必要となるが、その過程で

細菌やウイルスなどの混入の危険性がある。それを回避するためにヒト細胞加工製

品は good tissue practice（GMP）に準拠した細胞プロセシングセンター（CPC）で

作製されなければならない。このため、細胞を使用するスキャホールドは細胞を使

用しないスキャホールドと比べて約 6倍の費用がかかると言われている(67)。最後

に細胞の癌化の問題がある。スキャホールドに使用される細胞は幹細胞や前駆細胞

であるのでドナーサイトと異なる部位に移植された場合の分化のメカニズムや癌

化の懸念などは未だに解決されていない(68)。	
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もちろん我々の研究には今後への課題も残されている。それは経過観察期間の問

題である。我々は尿道傷害後、2週間後に評価を行っている。この時期の尿道の組

織標本では出血壊死が主体であり、まだ創傷治癒の初期段階と考えられる。尿道狭

窄症の病態の主体は尿道の線維化である(5)。Kurt らはウサギの尿道傷害後にタダ

ラフィルを全身投与することで 30 日目の尿道の粘膜下組織の線維化がプラセボ群

と比較して改善したことを示している(16)。我々の研究では尿道傷害後 2週間目の

評価であり、線維化が起こる前に評価をしてしまっている可能性が否定できない。

我々も今後長期モデルにて IGF-1 やコラーゲンによる線維化の改善効果の有無を

検討する必要がある。	
 

以上のような解決すべき課題は残されているが、当研究においてコラーゲンから

徐放可能である IGF-1が上皮細胞増殖に有効であることが示され、IGF-1徐放性尿

道カテーテルによりウサギの尿道狭窄予防効果を確認することができた。	
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第 8章	
 結	
 論	
 

尿道外傷後の IGF-1 徐放性尿道カテーテルの開発とその効果についての研究を

行った。本研究は、今後の尿道損傷後の狭窄および内尿道切開後の再狭窄の予防に

寄与するものと考える	
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表 1 各 Groupの背景 
 

 Group 1 Group 2 Group 3 p 値  

実験数（羽）  7 7 5  

体重（kg）  
mean±SD 

2.8±0.20 2.9±0.23 2.9±0.18 0.84 

凝 固 直 前 の 尿 道 径

（mm）  
mean±SD 

8.9±0.70 9.1±1.7 9.4±1.5 0.83 

凝 固 直 後 の 尿 道 径

（mm）  
mean±SD 

2.3±0.62 2.1±0.83 2.6±0.51 0.54 
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（A） 

 

      

 control ｲﾝｽﾘﾝ(-) 
ﾄﾘﾖｰﾄﾞﾁﾛﾆﾝ

(-) 
ﾋﾄﾞﾛｺﾙﾁｿﾞﾝ

(-) 
EGF(-) bFGF(-) 

ｲﾝｽﾘﾝ (+) (-) (+) (+) (+) (+) 
ﾄﾘﾖｰﾄﾞﾁﾛﾆﾝ (+) (+) (-) (+) (+) (+) 
ﾋﾄﾞﾛｺﾙﾁｿﾞﾝ (+) (+) (+) (-) (+) (+) 
EGF (+) (+) (+) (+) (-) (+) 
bFGF (+) (+) (+) (+) (+) (-) 
 
 

（B） 

 
 
図 1 Colony forming assayを用いた増殖因子の検討 

口腔粘膜上皮細胞を用いて各種成長因子の増殖能を colony forming assay
にて行い（A）、colony forming efficiency（mean ± SD, n = 5）にて評価した
（B）。成長因子を全て含む培地を controlとして、そこから各種成長因子
を除いた培地との比較を行った。その結果、インスリンを除いた培地で

培養した上皮細胞の群のみ controlと比較して有意に colony形成が低下し
た（※p < 0.05 vs control）。  
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図 2 MTT assayを用いたインスリン最適濃度の検討 
口腔粘膜細胞を用いた各インスリン濃度におけるMTT assay（mean ± SD, 
n = 32）の結果。口腔粘膜上皮細胞を 96ウェルプレートに 5.0× 102 細胞/
ウェルで完全培地にて 24 時間前培養してプレートに細胞を接着させた。
その後、完全培地のインスリン濃度を 0～1.5 µg/mLに調整した培地に交
換し、48時間後にMTT assayを行った。その結果、controlであるインス
リンなしと比べて培地中のインスリン濃度が 0.75 µg/mL以上の時で有意
に細胞数が多かった（※p < 0.05 vs インスリンなし）。 
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（A） 

 

    
 control    

ｲﾝｽﾘﾝ 5 µg/mL (-) (-) (-) 

IGF-1 (-) (-) 1 µg/mL 10 µg/mL 

 
 
（B） 

 
 control    
ｲﾝｽﾘﾝ 5 µg/mL (-) (-) (-) 
IGF-1 (-) (-) 1 µg/mL 10 µg/mL 

 
図 3 IGF-1を培地に添加した際の colony forming assayの結果 

インスリン 5µg/mLを含む培地を controlとして、インスリンを含まない
培地とインスリンの代替として IGF-1（1、10 µg/mL）を添加した培地で
colony forming assay を行った（A）。またその結果を colony forming 
efficiency（mean ± SD, n = 5）で評価した（B）。その結果、IGF-1を 1 µg/mL
または 10 µg/mL添加した培地では controlと同様の細胞数であった。 
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図 4 MTT assayを用いた IGF-1最適濃度の検討	
 
口腔粘膜細胞を用いた各 IGF-1濃度の培地を用いたMTT assay（mean ± SD, 
n = 16）の結果。口腔粘膜上皮細胞を 96ウェルプレートに 5.0× 102細胞/
ウェルで controlの培地にて24時間前培養してプレートに細胞を接着させ
た。その後、control培地の IGF-1濃度を 0～10 µg/mLに調整した培地に
交換し、48時間培養した。その結果、IGF-1なしと比べて IGF-1濃度が 1 
µg /mL以上の濃度で有意に細胞数が多かった（※p < 0.05 vs IGF-1なし）。 
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 ①  ②  ③  ④  ⑤  ⑥  ⑦  ⑧  

出力  40 W 40 W 40 W 40 W 30 W 30 W 30 W 30 W 

秒数  10 s 5 s 3 s 1 s 10 s 5 s 3 s 1 s 

 
 
 

 ⑨  ⑩  ⑪  ⑫  ⑬  ⑭  ⑮  ⑯  

出力  50 W 50 W 50 W 50 W 20 W 20 W 20 W 20 W 

秒数  10 s 5 s 3 s 1 s 10 s 5 s 3 s 1 s 

 
 
 
図 5 電気メスで鶏ささみ肉を凝固する際の出力、時間の検討 

電気メスの出力を 20～50 Wまで変化させ、それぞれの出力下で 1～10秒
間鶏ささみ肉を電気凝固した。その結果、40 Wが最も秒数に依存したタ
ンパク変性が見られた。 
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図 6A ボール電極によるウサギ尿道傷害モデルの作製 

外尿道口よりボール電極を挿入し、透視下に球部尿道を 40 W、5秒間で
電気凝固を施行した。凝固直後に尿道造影にて尿道狭窄があることと尿

道内視鏡検査にて尿道粘膜に熱変性（矢印）を認めることを確認した。 
 
 
 

 
 
図 6B 尿道障害後、2週間目の逆行性尿道造影と尿道内視鏡所見 

凝固部位に一致して尿道狭窄を認め、粘膜面の損傷（矢印）を認めた。 
  

凝固前	
 凝固中	
 凝固直後	
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図 7A ブタⅠ型コラーゲンと IGF-1徐放性尿道カテーテルの作製 

2 cmのチューブ型のⅠ型コラーゲンに 200 µLの IGF-1溶液（1 mg/mL）
を滴下した。 

 
 
 
 

 
 
図 7B IGF-1への ICGラベル化 

ICG Labeling Kitを用いて IGF-1に蛍光物質である ICGをラベル化した。
PDE カメラを用いて蛍光強度を観察することでコラーゲンに残存する
IGF-1を測定した。 

  

IGF-1をインドシアニン 

グリーン（ICG）でラベル化 
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図 7C ICGラベル化 IGF-1徐放性コラーゲンカテーテルの蛍光測定 

ICG を標識した IGF-1 徐放性コラーゲンカテーテルを挿入し尿道内の残
存蛍光を経時的に観察した（n = 6）。尿道から PDEカメラの距離は 20 cm
と一定にして実験を施行した。写真の上段は暗視野、下段は明視野。徐々

に蛍光輝度は低下したが、全例において 7 日目までは蛍光は観察可能で
あった。 
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図 8 IGF-1徐放性尿道カテーテル 

Ⅰ型コラーゲンは 4-0PDS にて 8	
 Fr 尿道カテーテルに固定した。ウサギ

尿道を電気凝固後、尿道カテーテルを外尿道口から挿入した。	
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 Group 1 Group 2 Group 3 

尿道造影所見 

   

 

 

 
図 9 各実験 groupの尿道造影所見と尿道幅、開存率の比較 

尿道造影において最も狭い部位の尿道幅と開存率はgroup 1が最も改善し
ていた（p < 0.0001）。また 2群間の比較において尿道幅では全ての group
間で有意差を認めた。開存率では group 3と比べて group 1と 2は有意に
改善していた（※p < 0.05）。  
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図 10 各 groupの尿道内視鏡所見と内視鏡通過率の比較 

group 1の尿道内腔は大部分が粘膜に被覆されていたが、group 2と 3では
大部分の粘膜が損傷を受けていた。尿道内視鏡の通過率は group間で有意
差は認めなかった（p = 0.19）。  

 Group 1 Group 2 Group 3 

尿道内視鏡所見 

   

通過率 71.4% 57.1 % 20 % 
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図 11 各実験 groupの肉眼的所見と上皮欠損面積の比較(bar = 10 mm)。 

粘膜の平均欠損面積は group 1が最も小さい傾向があったが 3群間で有意
差は認めなかった(p = 0.46)。 
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 Group 1 Group 2 Group 3 

HE染色 

   

AE1/AE3 

染色 

   

αSMA 

染色 

   

 
図 12 各実験 groupの組織学的所見の比較 

HE 染色において尿道海綿が尿道内腔に露出している割合は group 1 が
最も小さい傾向であったが 3群間に有意差は認めなかった（p = 0.19）。 
AE1/AE3染色では group 1に上皮細胞が再生していることが確認できた
が、group 2、group 3では全例において上皮細胞は欠損していた。αSMA
染色では group 1のみに粘膜下に平滑筋（矢印）を認めた。 
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