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研究成果の概要（和文）：ヒト不死化尿路上皮細胞およびマウス尿路上皮において、概日時計が存在する事、
Cx43が概日リズムを呈し、ATP放出経路となりうるヘミチャネル機能も有していることが明らかとなった。ま
た、マウスの尿路上皮特異的に主要時計遺伝子Bmal1および、Cx43をノックダウンさせたマウスを作製すること
に成功した。さらに、ヒト不死化尿路上皮細胞にP(Bmal1)::dLucを遺伝子導入させたレポーター細胞を作製し、
尿路上皮の概日リズムに影響を与えうる、数種類の候補薬剤を同定した。
これらの結果をもとに尿路上皮末梢時計が膀胱機能や日内排尿リズムに関連し得る病態へ与える影響についての
研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：We have found that a functional circadian rhythm exists in the urothelium, 
and it coordinates connexin43 (Cx43) expression and function as hemichannels that provide a direct 
pathway of ATP release for mechanotransduction and signaling in the urothelium. In addition, we have
 generated conditional knockout C57BL/6 mice lacking a major clock gene Bmal1 or Cx43 in the 
urothelium only. Furthermore, we have generated P(Bmal1)-dLuc reporter cell lines derived from 
immortalized human urothelial cells and have identified a few candidate compounds that could modify 
the circadian rhythm of the urothelium. 
We presently progress the research to investigate the role of peripheral clock in the urothelium for
 the bladder function and diseases characterized as disorders of micturition rhythm including 
nocturnal enuresis and nocturia.

研究分野：排尿機能学、分子生物学、時間生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱は夜間にしっかりと尿を溜め、日中はしっかり排尿するようにその機能の日内変動を有し、個体の生命活動
をサポートしている。膀胱機能の昼夜差の形成メカニズムを解明することは、夜間頻尿や夜尿症など、排尿の昼
夜差が乱れた疾患の機序解明に貢献すると考えられる。本研究から、尿路上皮でのCx43の発現や機能を制御する
こと、それに伴うATP放出を制御すること、概日時計に作用することをターゲットとした薬剤が夜間頻尿や夜尿
症の新たな治療薬の候補となることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1) 哺乳類では、睡眠覚醒、体温調節、ホルモン分泌をはじめとする数多くの 24 時間周期の生
理機能が、時計遺伝子の形成する概日時計の制御を受けている。我々はこれまで、膀胱の概日
時計の存在とその日内排尿リズムへの関与を、ギャップジャンクション（GJ）構成蛋白である
コネキシン 43（Cx43）に着目し、主に筋原性メカニズムの面から明らかにした（①）。 
 
2) 一方、膀胱機能において、尿路上皮が ATP や PGE2、アセチルコリンなどを放出し、刺激情
報を尿路上皮間、間質、筋層に伝達することで膀胱機能を調節していることが分かってきてい
る。Cx43 は細胞の間の GJだけでなく細胞外へヘミチャネルを形成し、ATP を放出する経路とな
ることが星状膠細胞等で近年報告されており、尿路上皮においても Cx43、時計遺伝子の発現に
概日リズムを認め、尿路上皮からのシグナルの経時的変化が日内排尿リズムに関与していると
いう仮説を得るに至った。 
 
２．研究の目的 
尿路上皮で、Cx43 が GJ やヘミチャネルとして機能を有するのか、さらに尿路上皮はどのよう
に日内排尿リズムと関連するのかを検討し、夜間排尿や夜尿症といった日内排尿リズムの破綻
や未形成と考えられる病態のさらなる解明を目指す。 
 
３． 研究の方法 
1) 尿路上皮の末梢時計の検証とシグナル伝達機能の日内変動の解析 
尿路上皮の末梢時計の存在を、不死化尿路上皮細胞を用いて証明する。尿路上皮におけるシ
グナル伝達経路としての Cx43 ヘミチャネル機能を解析し、さらに ATP 放出の日内変動を検証す
る。 
2) 尿路上皮末梢時計の機能解析 
 尿路上皮機能の日内リズムが排尿行動や膀胱機能に関与するかを検討するため、マウスの尿
路上皮特異的に末梢時計、Cx43 の機能を破綻させたノックダウンマウスを作製する。BAC シス
テムを用いて尿路上皮特異的に Cre を導入した UPK2-CreERT2 マウスと、Bmal1-flox マウス、
Cx43-flox マウスを交配し、目的マウスを得る。このマウスを用いて、尿路上皮末梢時計の破
綻が排尿にどのような影響を与えるのかを検証し、さらに分子制御機構の検討を行う。 
3) 尿路上皮末梢時計の調律因子の同定 
 尿路上皮末梢時計の日内リズムが何によって影響を受けるのかを明らかにするため、
Per2:Luc マウスを用いた発光リズムを評価する実験系にてスクリーニングを行う。 
4）ヒト尿中物質の日内変動の検討 
 成人ボランティアの日中、夜間の尿を用いて、ATP や研究結果にて候補にあがった分子を測定
して、尿中での日内変動を確認する。さらの夜間頻尿患者で病態に関与するかを検討する。 
 
４． 研究成果 
1) 尿路上皮の末梢時計の検証とシグナル伝達機能の日内変動の解析 
 不死化尿路上皮細胞において主要時計遺伝子である Bmal1、Per2、Rev-erbαに加え、Cx43 の
発現に概日リズムがあり、ATP 放出量に日内差があることを確認した。また Bmal1 の発現を抑
制した場合、Cx43、ATP 放出量とも日内差が不明瞭化した。さらに Cx43 のノックダウン、また
は過剰発現させた場合、機械刺激による ATP 放出量は、Cx43 の変化に相関して有意に低下、お
よび上昇することを確認した。 
マウス尿路上皮においても概日リズムが存在し（図１）、ATP 放出量にも日内差があることを確
認した（図２）。 
 
図１）マウス尿路上皮における概日リズム 
 

 



図 2)マウス膀胱拡張時の膀胱内 ATP の日内差 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、尿路上皮における転写制御機構の解明のため、不死化尿路上皮細胞にレポーターアッ
セイを行い、Sp-1 と時計遺伝子 Rev-erbαによる転写制御機構を明らかにした。 
以上より、尿路上皮に概日時計が存在する事、Cx43 が概日リズムを呈し、ATP 放出経路となり
うるヘミチャネル機能も有していることが明らかとなり、国際学会で発表し、論文発表した。 
 
また、2 孔子励起顕微鏡を用いた in vivo imaging の手法で、マウスの生体内での尿路上皮の
観察を行った。その結果マウスの尿路上皮に進展刺激が加わることで放出された ATP は、尿路
上皮細胞で細胞外シグナルキナーゼ（ERK）活性を上昇させることを in vivo imaging で確認す
ることに初めて成功し、論文発表した。 
 
2) 尿路上皮末梢時計の機能解析 
 マウスの尿路上皮特異的に主要時計遺伝子 Bmal1 および、Cx43 をノックダウンさせたマウス
を作製するため、UPK2-CreERT2 マウスと Bmal1-flox、Cx43-flox マウスを交配させ、目的マウ
スの作成をおこなったが、尿路上皮での遺伝子の組み換えを DNA レベルでは確認されたが 
、mRNA、タンパクレベルでのノックダウン効率は不十分な結果であった。そのため CreERT2 で
はなく、外因性のタモキシフェンを必要としない Cre マウスを入手して、交配を行い目的マウ
スを作製した。遺伝子型の確認は、ｍRNA、タンパク、免疫染色にて評価を行い、尿路上皮特異
的に Bmal1 および Cx43 がノックダウンされていることを確認した。（図３） 
 
図３)マウス尿路上皮のノックダウンの確認 

 



 
 
これらのマウスに対して、排尿行動解析、膀胱内拡張時の尿中 ATP 測定、DNA マイクロアレイ
での遺伝子変異の網羅的解析を進めている。 
 
3) 尿路上皮末梢時計の調律因子の同定 
当初は Per2::Luc マウスを用いたレポーターアッセイでのスクリーニングを考えていたが、マ
ウス尿路上皮の安定した培養は困難であった。そのためまずヒト不死化尿路上皮細胞に
P(Bmal1)::dLuc を遺伝子導入させたレポーター細胞を作製し、再現性のある発光リズムを呈す
る事を確認した（図４）。 
 
図 4) ヒト不死化尿路上皮細胞に遺伝子導入し、レポーター細胞を作製 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
このレポーター細胞を用いて、臨床的に候補となりうる物質を加え、尿路上皮の概日リズムに
どのような影響があるかを検討し、数種類の候補薬剤を同定した。 
また、Per2::Luc マウスの代用として、per1-Luc ラットをナショナルバイオリソースプロジェ
クトクトから購入し、ラット尿路上皮の体外培養が概日発光リズムがあることを確認した。 
候補薬剤がラット尿路上皮を用いた発光リズムに影響を与えるか検証中である。 
 
4）ヒト尿中物質の日内変動の検討 
 ATP 以外の候補となりうる物質の同定には至っていないが、マウスの尿路上皮末梢時計の破綻
による排尿機能への影響と分子制御機構を検証し、順次、候補物質を検証することを予定して
いる。 
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