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研究成果の概要（和文）：既知の管腔臓器の自発収縮のペースメーカーの多くは筋層に分布する。しかしモルモ
ット精嚢の収縮を生み出す平滑筋の自発電気及びCa2+活動の発生には粘膜組織の付着が不可欠なため、自動能の
起源は粘膜に在ると示唆される。本研究では、血小板由来成長因子αを発現する上皮下間質細胞(SIC)が精嚢平
滑筋の自発活動を駆動することを見出した。SICの自発的な同期性Ca2+振動と電気的スローウエーブは、粘膜に
付着する精嚢平滑筋のCa2＋振動と同期していた。細胞内に注入した色素の拡散所見から、SICと平滑筋間の機能
的合胞体の形成が示唆された。SICの自発電気活動の伝導により精嚢平滑筋の興奮・収縮が起こると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：Pacemaker cells driving spontaneous contractions are typically found in the 
muscular layer of most visceral hollow organs. However, the smooth muscle of guinea pig seminal 
vesicles (SVs) relies on the attached mucosa for generating electrical and Ca2+ activity, leading to
 spontaneous phasic contractions. This indicates that pacemaker cells reside in the SV mucosa.
 In this study, we found that subepithelial interstitial cells (SICs) expressing platelet-derived 
growth factorα (PDGFRα) act as a pacemaker to drive SV smooth muscle contractions. SICs 
demonstrated spontaneous synchronous Ca2+ oscillations and corresponding electrical slow waves in 
the mucosal tissue. The spontaneous Ca2+ oscillations in SICs were synchronized with those in SV 
smooth muscle. The dye-coupling between SICs and SV smooth muscle indicates that they form a 
functional syncytium. SICs in SV mucosa are appeared to drive the spontaneous activity in SV smooth 
muscle by sending electrical signals.

研究分野： 平滑筋生理学

キーワード： 精嚢　自動能　粘膜　PDGFRα陽性間質細胞　平滑筋　細胞内カルシウムストア　L型カルシウムチャネ
ル　ギャップ結合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
精嚢は、体内受精の成立に不可欠な成分を分泌する男性生殖器であり、射精期には交感神経活動により収縮する
ことが知られている。本研究で明らかにした精嚢の新たな収縮制御機構は、非射精期に自発収縮をもたらし混和
作用による精漿の質の維持に寄与すると考えられ、精嚢の分泌・駆出機能を改善させる不妊治療の開発に繋がる
知見となりうる。
　また、多くの平滑筋管腔臓器に備わる自発収縮能は、生理機能や病態形成に関与している。消化管では平滑筋
の興奮を抑制することで知られるPDGFRα陽性間質細胞が、精嚢では自発収縮のペースメーカーとして機能する
という新たな知見は、各種平滑筋組織における収縮制御機構の解明への一助となりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 精嚢は、精漿の約 7割を産生する袋状の男性生殖器であり、精嚢粘膜は精子機能の発現に不可
欠な果糖と種々の生理活性物質を分泌している。射精時には交感神経活動を受けて精嚢壁が収
縮することで、これらの分泌物が尿道へ駆出される。一方、精嚢は分泌物を蓄えている非射精期
にも軽い自発収縮と弛緩をくり返す報告はあるが、その機序についてはほとんど不明だった。 
 
 我々は、成熟モルモットの摘出精嚢を用いて、精嚢平滑筋における自発収縮の特徴について以
下の報告をした：①神経活動には依存しない、②精嚢壁の伸展刺激によって誘発もしくは促進さ
れる、③周期性の自発収縮は、精嚢（全長 7-12 cm）のどの領域から採取した組織片でも観察さ
れるが、筋層から粘膜を剥離すると消失する。 
 
これまでの知見では、非神経細胞に由来する自発収縮能は、消化器系、泌尿生殖器系、脈管系

をはじめとする多くの平滑筋管腔臓器に備わっており、生理機能や病態の発現に関与している。
これらの臓器における自動能の起源は、多くの場合、筋層内に分布する間質細胞や筋細胞自身な
どに存在することが報告されている。膀胱粘膜においては近年、尿路上皮細胞が、膀胱壁の伸展
に応答して分泌する生理活性物質が自発収縮を促進することが明らかにされたが、精嚢のよう
に『完全に粘膜に依存する自発収縮発生機構』についての報告はなかった。 
 
 精嚢の収縮機構を薬理学的に検討したところ、神経活動に依存する収縮、および自発収縮のい
ずれも、精嚢平滑筋における L 型 Ca2+チャネルの活性化を必要としていた。自発収縮の場合、
L 型 Ca2+チャネルの活性化による細胞外 Ca2+の流入は、精嚢平滑筋の周期的な細胞膜電位変化
と細胞内 Ca2+濃度上昇に伴って起こっていた（3～7 回/分）。さらに、粘膜を剥離した平滑筋組
織では、神経刺激による収縮は維持されたにもかかわらず、自発的な周期性の膜電位変化とカル
シウム活動の両者とも消失したことから、精嚢粘膜組織内に自動能を有する細胞が存在し、平滑
筋の周期性自発活動の起源となっていることが示唆された。 
そこで精嚢粘膜における自発活動発生細胞を探索したところ、粘膜標本の基底部（筋層との境

界）に、非同期性に不規則な細胞内 Ca2+濃度上昇を起こす細胞群を見出した。平滑筋の周期性活
動とは同期しないことから、これらの未同定の細胞における自発活動が自発収縮に関与してい
るのかは不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、精嚢の粘膜依存性収縮機構を解明するために、精嚢粘膜内で自動能を有し、かつ
平滑筋の周期性自発活動を誘発する細胞を探索し、その細胞種の同定、および粘膜層から筋層へ
のシグナル伝達機構を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）標本作製 

  成熟雄モルモットから精嚢壁の小切片（2-4 mm× 2-4 mm）を採取し、粘膜層を機械的に筋 
層から剥離した粘膜標本を作製した。目的に応じて、 
①粘膜内で自発活動を発生する細胞を観察する際には、筋層を完全に剥離した粘膜標本（ 

以下、粘膜標本；図１A）を用いた。 
②粘膜の細胞と平滑筋細胞の活動の同期性や連結の有無を調べる際には、粘膜標本の一部に
平滑筋組織が残存している標本（以下、筋束付き粘膜標本；図１B）を用いた。 

 
 A：粘膜標本                 B:筋束付き粘膜標本 
（粘膜における自発活動の探索）         （粘膜の細胞と平滑筋細胞の関係を検討） 

 

 

 
 

 図１ モルモット精嚢標本の細胞・組織構築 （本研究における形態学的解析結果を含む模式図） 

 筋層と境界部から細胞内カルシウム活動や細胞膜電位を測定するために、上皮層を試料槽の
底面に向けて標本を伸展させて針固定し、記録は基底側（筋層側）から行った。 

 



（2）細胞内 Ca2+イメージング 

 ① 粘膜標本：Ca2+蛍光指示薬 Cal-520 またはその後継品である Calbryte-520 を負荷した標本 
から、自発的に起こる細胞内 Ca2+濃度上昇を記録し、粘膜組織内で発生する自発 Ca2+活動
の規則性、同期性、持続時間を解析した（サンプリング周波数 7-10 Hz）。 
自発 Ca2+濃度上昇の機序として、L型 Ca2+チャネル、Ca2+ストアの関与を薬理学的に検討

した。電位依存性 Na+チャネル阻害薬への不応性により、神経活動非依存性であることも確
かめた。 
また、非同期性に不規則な自発 Ca2+活動を起こす細胞群は、ATP の投与により著明な一過

性 Ca2+濃度上昇を一斉に起こしたため、ATP 誘発細胞内 Ca2+濃度上昇時の写真を用いて自
発 Ca2+活動発生細胞の形態的特徴を解析した。 
 

 ② 筋束付き粘膜標本：Calbryte-520 を負荷した標本を用いて、筋組織とその近傍の粘膜組織
における自発 Ca2+活動の同期性を調べた（サンプリング周波数 50-102Hz）。 

 

（3）細胞内電位記録 

 ① 粘膜標本：基底側からガラス微小電極を刺入し、粘膜内で自発的に脱分極を発生する細胞    
の膜電位変化を記録した。自発的に起こった脱分極の規則性や持続時間を、別の標本で観察    
された自発 Ca2+濃度上昇の経時的変化と比較した。 

自発的な電気活動の発生機序として、L 型 Ca2+チャネル、小胞体 Ca2+ストアの関与を薬
理学的に検討した。電位依存性 Na+チャネル阻害薬への不応性により、神経活動非依存性で
あることも確かめた。 
 

 ② 筋束付き粘膜標本：筋束が周期性の自発収縮を発生することを確認し、筋束、または粘膜
から細胞内電位変化を記録し、各種細胞の波形の特徴、自発活動と収縮の関係を観察した。 

 

（4）細胞内染色 

  (3)①、②で細胞内膜電位を記録した細胞に、刺入したガラス微小電極からニューロビオチ
ンを注入し、自発活動発生細胞の形態、および注入した色素が同種細胞や異種細胞へ拡散する
か否かを調べた。細胞内のニューロビオチンは、蛍光標識ストレプトアビジンを用いて可視化
し、さらに細胞マーカーを用いた蛍光免疫染色による多重染色を行い、細胞種を同定した。 

 

（5）蛍光免疫染色 

  粘膜層、および粘膜層と筋層の境界部の構造と構成する細胞の種類を明らかにするために、
粘膜標本と筋束付き粘膜標本を用いて、パンサイトケラチン染色（上皮細胞のマーカー）、ビ
メンチン染色（間質細胞のマーカー）、α平滑筋アクチン染色（平滑筋細胞のマーカー）によ
り各種細胞の形態と分布を、またラミニン染色により粘膜層における基底膜の位置を調べた。
さらに、平滑筋興奮性を調節する間質細胞のマーカーとして知られる c-Kit と血小板由来増
殖因子受容体α（PDGFRα）の分布も調べた。観察法としては、共焦点レーザー顕微鏡により、
標本の基底側から上皮層にかけて厚さ 0.5 μm～の連続断層像を取得した。  

  

（6）FIB/SEM トモグラフィ法による細胞形態の三次元再構築 

  モルモット精嚢全層試料の粘膜から筋層にかけて、収束イオンビーム搭載走査型電子顕微 
鏡（FIB/SEM）を用いて厚さ 100 nm の連続切片画像を取得後、三次元再構築により粘膜および  
筋層との境界部を構成する細胞の形態、密度、位置関係を調べた。 

 

４．研究成果 

（1）精嚢粘膜の構築（蛍光免疫染色と FIB/SEM トモグラフィ） 

精嚢粘膜標本（図１A）は、上皮層と上皮下間質細胞層で構成されていた。上皮層と上皮下
間質細胞層は、基底膜により隔てられていた。上皮層には、基底膜上に一層の上皮細胞（パン
サイトケラチン陽性）が配列しており、円柱上皮細胞、及びこれより高さの低い基底細胞で構
成されていた。基底膜直下には、薄いシート状の間質細胞（ビメンチン陽性）が 1～数層重な
り、平滑筋層へと続いていた。上皮下間質細胞は PDGFRα陽性であった。消化管ペースメーカ
ーであるカハールの間質細胞は c-Kit 陽性であるが、精嚢には c-Kit 陽性間質細胞は検出さ
れなかった。また、腎盂のペースメーカーとして非定型平滑筋細胞が知られているが、精嚢粘
膜では検出されず、α-平滑筋アクチン陽性を示したのは血管平滑筋のみであった。 

 
 



（2）粘膜組織内に分布する二種類の自発活動発生細胞（粘膜標本を用いた検討） 

  ①基底細胞は、非同期性・不規則な自発カルシウム活動と自発一過性脱分極を発生する。 

   粘膜標本からは、持続時間や振幅、発生頻度が不規則な自発一過性脱分極が記録され、細
胞内染色により、パンサイトケラチン陽性の基底細胞であると同定された。粘膜内にて非同
期性・不規則な自発 Ca2+濃度上昇を起こしていた細胞群の形態とも、類似していた。不規則
な自発一過性脱分極、および非同期性・不規則な自発 Ca2+活動の両者とも、L型 Ca2+チャネ
ル阻害薬ニフェジピン 10 μM には影響を受けず、小胞体 Ca2+ポンプ（SERCA）阻害薬 CPA 
10 μMにより消失した。これらより、基底細胞が非同期性に不規則な自発 Ca2+活動、自発
一過性脱分極を発生していることが示唆された。 
 本研究期間内には、基底細胞の自発活動が、精嚢平滑筋の自発活動制御に関与することを 
示唆する証拠は得られなかった。基底細胞と精嚢平滑筋細胞は、基底膜と上皮下間質細胞層 
によって隔てられているため、基底細胞の膜電位変化が直接平滑筋の自発活動を促すこと 
は考えにくい。1個の基底細胞内に注入した色素は、周囲の基底細胞には容易に拡散したが 
円柱上皮細胞、上皮下間質細胞、精嚢平滑筋細胞のいずれの細胞種への拡散も認められなか 
った。基底細胞から自発収縮制御に関わる何らかの液性因子が分泌されるのかについても、 
今後の検討課題である。 

 
   ②上皮下間質細胞群は、周期性の自発カルシウム活動と電気的スローウエーブを同期して

発生する。 
 
   粘膜標本では、2-5 回/分の頻度で発生する周期性の膜電位変化（以下、電気的スローウ

エーブ）が記録され、細胞内染色により、ビメンチン陽性、PDGFRα陽性の上皮下間質細胞
であると同定された。電気的スローウエーブにおける膜電位の経時的変化は細胞毎にほぼ
一定のパターンでくり返され、静止膜電位-68～-60mV から最大値約-20 mV にいたる脱分極
が数秒～10秒以上持続するものだった。 

一方、Calbryte-520 を負荷した粘膜標本において、基底細胞とは異なる細胞群による自
発 Ca2+活動が観察された。その特徴として、複数の細胞が同期して、電気的スローウエー
ブと同様の頻度、持続時間の自発 Ca2+濃度上昇が発生しており、基底細胞との位置関係、
および細胞の形態から、上皮下間質細胞であることが示唆された。電気的スローウエーブ発
生細胞に注入された色素が、周辺の上皮下間質細胞へ広範に拡散したことからも、上皮下間
質細胞同士はギャップ結合によって機能的合胞体を形成しており、電気的スローウエーブ
も同期性に起こっていると考えられた。 
電気的スローウエーブ、同期性自発 Ca2+活動の両者ともニフェジピン 3 μＭにより抑制

されたことから、活動期には L 型 Ca2+チャネルを介した細胞外 Ca2+の流入が起こっている
と考えられた。自発 Ca2+活動の同期性は、ニフェジピン存在下でも維持されていた。また、
残存成分は CPA 10 μMにより小胞体 Ca2+ポンプ活動を阻害すると消失したことから、電気
的スローウエーブの脱分極相は、小胞体からの Ca2+放出を起点に発生していることが示唆
された。なお、ニフェジピン 3 μＭにより、電気的スローウエーブの脱分極成分の振幅は
維持されたまま持続時間が短縮したのに対し、自発 Ca2+活動では細胞内 Ca2+濃度上昇の振
幅自体が著明に抑制されていた。 
以上のことから、上皮下間質細胞では、小胞体からの放出により細胞内 Ca2+濃度が上昇

する結果、未同定の Ca2+感受性分子の応答により発生した脱分極が膜電位依存性 L 型 Ca2+

チャネルの開口をもたらし、ここから細胞外の Ca2+が流入することで数秒間の脱分極が持
続していることが示唆された。 
 

（3）上皮下間質細胞群と精嚢平滑筋群の同期性自発活動（筋束付き粘膜標本を用いた検討） 

  伸展条件下（37℃）にて、標本内の筋束は 3—4 回/分の自発収縮を発生した。これらの標 
本では、平滑筋細胞群の細胞内 Ca2+濃度上昇および収縮は、上皮下間質細胞群の周期性自 
発 Ca2+濃度上昇の発生と同期して起こっていた。10-20 ミリ秒毎の記録でも、両細胞種の 
Ca2+濃度上昇が開始するタイミングは同時であった。 
粘膜を剥離した場合には筋の周期性活動は全く起こらないことから、上皮下間質細胞群 

の周期性自発活動が精嚢平滑筋の自発活動を生み出していることが強く示唆された。また、 
両細胞種が興奮するタイミングに遅延がなく非常に素早く伝播することから、上皮下間質 
細胞からのシグナル伝達様式としては、液性因子の伝達よりも電気シグナルが直接平滑筋 
に伝導する可能性が高いと思われた。 
 実際、上皮下間質細胞または精嚢平滑筋のどちらかの細胞に色素を注入した場合、色素は
いずれも周囲の上皮下間質細胞と精嚢平滑筋の双方に拡散したことから、両者にはギャッ 
プ結合による連結が存在することが示唆された。 
 
以上より、①精嚢平滑筋の自発収縮のペースメーカーは、粘膜に分布する PDGFRα陽性上 



  皮下間質細胞であり、平滑筋細胞と機能的合胞体を形成していること、②上皮下間質細胞で 
発生した周期性の電気シグナルの伝導により、精嚢平滑筋に周期的な膜電位変化と細胞内 
カルシウム濃度上昇をもたらしていることが示唆された。 
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