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研究成果の概要（和文）： 
 マウス膀胱上皮細胞の伸展刺激時におけるＡＴＰ放出に関して、小胞型ヌクレオチドトラン

スポーター（ＶＮＵＴ）の関わりについて評価した。ＶＮＵＴは、膀胱上皮に強く局在してお

り、また培養細胞においてもＶＮＵT は変わらず発現していた。ＲＮＡ干渉法によってＶＮＵ

Ｔの発現を抑え、伸展刺激時のＡＴＰ放出にＶＮＵＴが大きく関与していることを証明した。

さらに開口放出阻害剤の処置によってもＡＴＰ放出が抑制されたことが示され膀胱上皮におけ

るＡＴＰ放出メカニズムとしてＶＮＵＴ/開口放出の経路が重要な役割を担っていると考えら

れた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have investigated exocytotic release of ATP from urothelium, especially focusing on 
vesicular nucleotide transporter (VNUT). VNUT gene and protein was highly expressed in 
the epithelial layer of mouse bladder tissue and primary urothelial cell culture. The 
stretch-evoked ATP release was significantly reduced by the treatment of VNUT siRNA or 
several inhibitors of vesicular exocytosis. These findings suggest that VNUT plays an 
important role in stretch-elicited ATP release from urothelium. 
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１．研究開始当初の背景 
 人口の高齢化とともに尿失禁、頻尿、排尿
障害などの患者数も増加の一途をたどって
いる。尿失禁、頻尿、排尿障害などの原因の
一つとして過活動膀胱など蓄尿障害が挙げ
られる。日本排尿機能学会の推定では、４０
歳以上の過活動膀胱患者は推定で８１０万
人いると報告されている（ Honma et 
al.2003）。尿失禁、頻尿などの症状は特に高
齢者のＱＯＬを損う大きな原因の一つにな

っており、今後その症状を呈する多数の高齢
者のＱＯＬの改善・維持するため、また元気
な高齢者を支えていくためにも排尿障害の
治療は大きな役割を担っていくものと思わ
れる。 
今日、過活動膀胱や排尿筋過活動といった

蓄尿障害疾患に対し抗コリン剤の投与が一
般的に行われている、しかし、その薬理学的
作用部位が膀胱以外の他の部位にもあるた
め、副作用として口渇・便秘・眩目・尿閉な
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どが問題となり、治療効果・有害事象の両面
において未だ満足すべき評価は得られてい
ない。そのため蓄尿時における求心路の生理
的メカニズムを解明し、蓄尿障害疾患の治療
につなげていくことは急務であり、蓄尿障害
に苦しんでいる患者からも切望されている。 
近年、膀胱上皮は単なる防御機構としての

機能のみならず、伸展刺激や侵害刺激を感知
し、求心性伝達を担う役割を果たしていると
考えられ（ Ferguson et al.1997;Sun et 
al.,2001;Birder and de Groat et al.,2007）、
精力的な研究が行われ知見が報告されてき
た。膀胱上皮が伸展刺激に応答し、ATP や
NO、アセチルコリン、PG などの mediater
を放していると多数報告されているが
（ Yoshimura et al.,2002;Andersson et 
al.,2002;Lewin GR et al.,2004;Xu L et 
al.2008）、未だ確証たるものはなく、現在に
おいても未解決のままである。特に ATP に
関しては、知覚神経の神経終末に存在するプ
リン受容体を刺激し知覚神経活動を促進性
に働かせる中心的な役割があると考えられ
ている。刺激による ATP 放出の経路として
は、connexin hemichannels、anion channels, 
nucleoside transporter, exocytosis などと考
えられてきた（Sabirov et al.,2005; Coco et 
al.,2003）。しかし、どのような経路を通って
ATP が放出されるのかについては未だに結
論が得られていない。2008 年、画期的発見
がされた。それはＶＮＵＴ（ vesicular 
nucleotide transporter）という細胞内の分泌
小胞に ATP を能動輸送するﾄﾗﾝｽﾎﾟｰﾀｰが同定
された（Sawada et al., PNAS 2008）。 
神経、副腎などで細胞からの ATP 放出の経
路としてＶＮＵＴを介してＡＴＰを分泌小
胞に蓄積させ開口放出するシステムが確立
されたのである。 
２．研究の目的 
過活動膀胱などの蓄尿障害疾患に対し、抗

コリン剤を中心に治療しているが治療効
果・有害事象の両面において未だ満足すべき
結果は得られていない。そのため蓄尿時の求
心路の生理的機構を解明することが蓄尿障
害疾患の解決につながると考えられている。
今回、我々は 2008 年に発表され、画期的な
発見である小胞型ヌクレオチドトランスポ
ーター（VNUT）が膀胱上皮にも局在している
ことを確認した。この VNUT を研究の中心に
置き、ATP 放出機構を通して排尿生理のメカ
ニズムを解明することを目的とした。この研
究は、今まで中心的に行われていた受容体の
研究ではなく、その伝達物質自体の放出シス
テムを解明することであり、画期的な治療法
につながり得る。マウスの膀胱上皮において、
特に伸展刺激におけるＡＴＰ放出システム
の中でＶＮＵＴが主な役割を果たしている
かどうかを検討している。膀胱上皮の伸展を

感知し Ca 流入から ATP 放出に至る分子機構
を、VNUT を介した細胞内小胞への ATP 蓄積な
らびに開口放出の視点から解明する。 
今回の神経伝達物質の放出メカニズムに

焦点を当てた研究により、これまでの情報を
受け取る側の受容体への研究を中心に進め
られていたが解明できなかった病態を ATPな
ど神経伝達物質の放出メカニズムを通じて
解明することができ、新たな生理的機構の確
立、画期的な治療法への道を開く可能性を秘
めている。 
３．研究の方法 
 雄マウス(C57BL/6Cr)を使用し膀胱上皮初
代培養細胞を作成した。RT-PCR法による VNUT
遺伝子の発現、免疫蛍光染色法による培養上
皮細胞と膀胱組織における蛋白局在の確認、
蛍光標識した VNUT・ATP・分泌小胞の共局在
の確認、機械刺激時の開口放出現象の視覚化
を行った。機械伸展刺激による膀胱上皮培養
細胞からの微量 ATP 放出量の測定を、ルシフ
ェリン・ルシフェラーゼ法とフォトン顕微鏡
を用いてリアルタイムに行った。同様の手法
で RNA 干渉法による VNUT ノックダウンや各
種開口放出放阻害剤の使用による ATP放出抑
制効果を比較検討した。 
４．研究成果 
マウス膀胱上皮において遺伝子ﾚﾍﾞﾙ・蛋白

ﾚﾍﾞﾙでそれぞれ VNUT が発現していた。VNUT
は ATP含有小胞ならびに酸性小胞に局在して
いた。機械刺激に対して、ラベルされた ATP
分泌小胞の開口放出様動態の視覚化に成功
した。RNA 干渉法にて VNUT ノックダウンされ
た膀胱上皮細胞では、伸展刺激時の ATP の放
出量が有意に低下した。また開口放出阻害剤
の使用でも、伸展刺激時の ATP の放出量が有
意に低下した。 

＜VNUT の発現＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

＜開口放出様動態＞ 
 
 
 
 
 

 
 



＜伸展刺激時の ATP の放出量＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
【考察】ATP は膀胱求心路を促進性に働かせ
る重要な神経伝達物質である。その放出経路
は各種イオンチャネルや開口放出など様々
な機構が提唱されている。今回の研究により
膀胱上皮は VNUT を発現し、伸展刺激時に ATP
を開口放出により分泌することを実証した。
開口放出は自由拡散よりも調節性・積極性に
富んだ仕組みであり、それを持ち合わせてい
る膀胱上皮は高等な感覚受容器であると言
える。 
【結論】マウス膀胱上皮には VNUT が強く発
現しており、ATP放出にVNUTが関係している。
マウス膀胱上皮細胞に対する伸展刺激時の
ATP 放出経路として開口放出が重要な役割を
担っており、下部尿路機能障害に対する新し
い治療法につながる可能性が考えられた。 
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