
山梨大学・大学院総合研究部・医学研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３５０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

蓄尿制御分子としての代謝型グルタミン酸受容体と酸感受性イオンチャネルの機能解析

Functional analysis of the metabotropic glutamate receptor and the 
acid-sensitive ion channels as a urine collection control molecule

２０４２２６９４研究者番号：

芳山　充晴（YOSHIYAMA, Mitsuharu）

研究期間：

１６Ｋ１１０４２

年 月 日現在  元   ５ ３０

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：マウスの下部尿路機能制御において、代謝型グルタミン酸受容体(mGluR)サブタイプ
1、及び、5が膀胱からの興奮性求心性信号伝達に関与すること、そして、その表現型に雌雄差があることを、同
受容体遺伝子欠損(KO)マウスとmGluR5拮抗薬を用いて明らかにした。更に、酸感受性イオンチャネル(ASICs)が
正常排尿と酸誘発性膀胱過活動の両方において興奮性求心性信号変換に関わることを示した。本研究の結果は、
mGluR1、mGluR5、ASICsが下部尿路機能障害、特に頻尿の治療薬開発の標的分子になり得ることを示しており、
同症状に苦しむ人々の生活の質改善と社会的生産性向上に寄与するであろう。

研究成果の概要（英文）：The study using metabotropic glutamate receptor subtype 1 (mGluR1) gene 
deficit (KO) mice and mGluR5 antagonist revealed that mGluR1 and mGluR5 are involved in excitatory 
afferent signal transmission from the bladder in control of lower urinary tract (LUT) function and 
that the mGluR phenotype has a sex difference in the LUT function. Moreover, another study showed 
that acid-sensing ion channels (ASICs) are associated with excitatory afferent signal transduction 
in acid-induced bladder hyperreflexia as well as normal bladder activity. The present studies show 
that mGluR1, mGluR5 and ASICs can be target molecules for development of pharmacotherapy of lower 
urinary tract dysfunction such as bladder overactivity and thus these results would contribute to 
ameliorating a quality of life of patients who suffer from such dysfunction and to improving social 
productivity.

研究分野：神経泌尿器科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膀胱過活動症状はヒトの日常生活の質と生産活動性を著しく低下させる。故に、その発症機構の解明と治療法の
開発は、同症状による損失を回避する上で重要である。本研究は、膀胱からの興奮性求心性信号伝達に代謝型グ
ルタミン酸受容体(mGluR)と酸感受性イオンチャネル(ASICs)が関与することを解明した。一方、このmGluR関与
の程度には雌雄差があることも明らかにした。この結果は、標的分子の表現型に性差がある可能性を念頭に研究
を実施するべきであることを示唆する。近年、医学研究において、遺伝子関連の表現型や薬物療法への反応性に
性別を考慮することの重要性が提唱されており、本研究結果はそれに同調する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 過活動膀胱とは、尿意切迫感を必須症状とし、通常は夜間頻尿と頻尿を伴う症状症候群で

ある。原因となる疾患は、神経因性と非神経因性から多岐にわたる。更に、尿意切迫感（尿意

亢進・頻尿）に加え膀胱痛を呈する病態は膀胱痛症候群に分類され、ヒトの日常生活の質、社

会的生産性を著しく低下させる。 

 

(2) 代謝型グルタミン酸受容体(metabotropic glutamate receptor)、acid-sensing ion 

channels (ASICs)の遺伝子が膀胱からの求心性信号伝達経路に発現していることから、これら

分子が膀胱機能制御に関与していることが推察される。蓄尿期の膀胱知覚伝達に関わる分子を

標的とした研究は、過活動膀胱や膀胱痛症といった下部尿路症状を改善する治療法開発へ発展

する。 

 

２．研究の目的 

(1) 代謝型グルタミン酸受容体(mGluR)サブタイプ 1と 5は、膀胱求心路の後根神経節、脊髄後

角に多く発現する。mGluR は様々な生理機能と疼痛・異常知覚を含む病態形成に関与している

ことから、膀胱知覚求心路における信号伝達においても機能的役割を持つことが推察される。

本研究では、同受容体が膀胱知覚伝達制御に関与することを明らかにする。 

 

(2) 膀胱上皮、排尿筋、膀胱後根神経節に遺伝子が発現している ASICs は、生体内において知

覚受容器として機能している。本研究では、ASICs の、正常または病態（例えば、侵害性刺激

誘発膀胱過活動）における機能的役割を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスの膀胱、L6/S1 後根神経節、L6/S1 脊髄分節、脳幹における mGluR1、mGluR5、ASIC1、

ASIC2、ASIC3 の遺伝子発現を定量的に測定する。ウエスタン・ブロティング法でこれら蛋白質

発現を確認し、免疫組織学的染色法を用いて脳幹、脊髄、後根神経節、膀胱における局在を同

定する。 

 

(2) 正常、及び病的下部尿路活動（膀胱内侵害性刺激誘発頻尿、等）における mGluR1, mGluR5, 

ASICs の関与を明らかにし、これらの機能的役割を解明する。薬理学的手法を軸に、現有の

mGluR1 遺伝子欠損マウスも活用する。我々が確立した in vivo 下部尿路機能評価法（自発排尿

行動と無麻酔下反射排尿の二重解析法）を用いて、薬理学的研究を実施する。 

 

４．研究成果 

(1) Real time RT-PCR 法を用い mGluR1 と mGluR5 の遺伝子発現定量測定を行った。mGluR1 と

mGluR5 共に下部尿路末梢臓器には全く存在せず、後根神経節(DRG)に極少量存在するのみ。一

方、中枢神経系には多く発現していた（GluR1: L6/S1 脊髄＜橋＜中脳；GluR5:橋＜L6/S1 脊髄

＜中脳）。 

 

(2) 下部尿路機能に対する mGluR5 拮抗薬 2-Methyl-6-(phenylethynyl)-pyridine (MPEP)[①]

の効果を調べた。シストメトリー検査において、vehicle投与群とMPEP投与群の間で排尿量(VV)、

排尿後残尿量(RV)、膀胱容量閾値(VT)、排尿効率(VE)を比較した(Table 1)。MPEP 投与群では、



vehicle 投与群に比し、排尿量(VV)と膀胱容量閾値(VT)が著しく増加していた。 

Table 1   Effects of MPEP 30 mg/kg i.p. on storage and voiding functions in mice 

 Female  Male 

 VV 

(μl) 

RV 

(μl) 

VT 

(μl) 

VE 

(%) 

 VV 

(μl) 

RV 

(μl) 

VT 

(μl) 

VE 

(%) 

Vehicle 156±27 6±2 162±28 97±1  94± 16 7±2 101±18 93±1 

MPEP 226±11* 6±1 232±11* 97±0  172±19* 7±2 179±20* 96±1 

*P < 0.05, statistical difference from vehicle (by Mann-Whitney test). 

 

(3) mGluR1 遺伝子欠損マウス(KO)と野生型(WT)の下部尿路機能を比較し、mGluR1 の機能的役割

を検討した。代謝ケージを用いた覚醒下自発排尿行動評価：雌において、KOは野生型(WT)と比

べ、有意に一回排尿量が多く（79.3%増）、一日排尿回数が少なかった（49.1%減）。しかし、一

日飲水量、一日排尿量では、KOと WT に差が無かった。一方、雄では全ての検討項目で KOと WT

に差が無かった。除脳無麻酔マウスにおける反射排尿シストメトリー検査：雌において、KOは

WT と比べ、一回排尿量と排尿容量閾値が大きく（それぞれ、89.5%増と 92.2%増）、排尿効率が

低かった（3.5%減）。他方、雄では、KOが WT に比べて、有意に大きな排尿容量閾値（36.2%増）

と低い排尿効率（4.0%減）を呈したものの、一回排尿量では差を示さなかった。以上の結果は、

mGluR1 が膀胱からの興奮性求心性信号伝達に関与し、蓄尿期において重要であることを示す。

一方、その関与の程度には性差があり、雄に比べて雌で mGluR1 欠損の影響が顕著であった。こ

れ故、研究実施にあたり調査対象分子の表現型に性差がある可能性を常に念頭に置く必要があ

ると結論付ける。 

 

(4) ASIC1、ASIC2、ASIC3 遺伝子発現量を膀胱粘膜、膀胱平滑筋、L6/S1 後根神経節における比

較した。膀胱粘膜ではASIC1が他に比べ圧倒的に多く発現していた。一方、膀胱平滑筋ではASIC2

が多く、これに ASIC1 発現が続いた。L6/S1 後根神経節では ASIC2 が他に比べ圧倒的に多く、

続いて ASIC3 と ASIC1 は同程度の量を発現していた。 

 

(5) 下部尿路機能に対する非選択的 ASIC 阻害薬 A-317567[②]腹腔内投与の効果をシストメト

リー法にて精査した。検討したパラメター：排尿収縮圧閾値(PT)、最大排尿収縮圧(MVP)、膀胱

コンプライアンス(BCP)、膀胱収縮時間(BCD)、排尿収縮間隔(ICI)を Table 2 に示す。更に、希

釈酢酸(pH 3)の膀胱内灌流により誘発された膀胱過活動に対するA-317567腹腔内投与の効果も

調べた(Table 3)。結果は、通常の排尿、酸誘発性膀胱過活動状態の双方に対して、非選択的

ASIC 阻害薬 A-317567 腹腔内投与が蓄尿量を増加させることを示した。 

Table 2   Effects of A-317567 on normal lower urinary tract activity 

 PT 

(mmHg) 

MVP 

(mmHg) 

BCP 

(µl/mmHg) 

BCD 

(s) 

ICI 

(s) 

Before 5.9±0.6 22.6±1.8 37.7±2.8 26.1±2.3 313.0±26.5 

After 19.1±5.4* 26.1±3.9 19.1±5.2* 40.7±8.9 398.9±39.7* 

Table 3   Effects of A-317567 on A/A-induced bladder hyperreflexia 

 PT 

(mmHg) 

MVP 

(mmHg) 

BCP 

(µl/mmHg) 

BCD 

(s) 

ICI 

(s) 



Before 3.9±0.3 15.7±1.8 16.5±1.7 20.3±4.0 79.2±9.1 

After 4.8±0.4* 15.7±1.0 22.9±3.4* 15.8±1.0 134.9±12.0* 

*P < 0.05, statistical difference from vehicle (by Mann-Whitney test). 

 

(6) 下部尿路機能に対する非選択的 ASIC 阻害薬 A-317567 膀胱内灌流投与の効果を調べた。

A-317567 (100 μM)を膀胱内灌流投与したところ、膀胱圧閾値(PT)、最大膀胱収縮圧(MVP)、膀

胱コンプライアンス(BCP)は変化しなかった(Table 4)。この結果は、上述の A-317567 腹腔内投

与（全身投与）で確認された膀胱容量増加効果が、中枢神経、又は、後根神経節への作用によ

るものだと示唆している（末梢臓器内のチャネルへの作用を否定）。 

Table 4   Effect of intravesical perfusion of A-317567 on the bladder activity 

  PT (mmHg) MVP (mmHg) BCP (μl/mmHg) 

Baseline 5.0±0.1 22.2±1.2 47.3±5.9 

100 μM 4.6±0.3 21.6±0.9 47.7±8.5 
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