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研究成果の概要（和文）：尿路上皮から分泌されたATPには初期尿意を引き起こし、膀胱コンプライアンスを増加させ
る。われわれは、尿路上皮が開口放出によってATPを細胞外に分泌していることを証明した。このようなATPの開口放出
はVNUT（a vesicular nucleotide transporter）によって制御されている。たとえば、VNUT-KOマウスは初期尿意が欠
如し、膀胱コンプライアンスが低いために頻尿であり、排尿する場所が一定しない。ヒトの膀胱内圧測定のパラメータ
のなかで、膀胱上皮でのVNUTmRNAの発現と相関関係のあるのは初期尿意のみで、負の相関を示した。

研究成果の概要（英文）：ATP produced from urothelial cells have 2 functions. The 1st is to induce initial 
sensation of fullness of the urinary bladder, and 2nd is to improve compliance of the urinary bladder. We 
proved that urothelial cells can release ATP by exocytosis. This form of ATP release is regulated by VNUT 
(a vesicular nucleotide transporter). For example, VNUT-KO mice lack the initial sensation of fullness of 
the urinary bladder, reveal urinary frequent due to lower compliance of the urinary bladder than wild 
type, and do not urinate at similar locations as wild type. Among all parameter of urodynamic 
examination, only initial sensation of fullness of the urinary bladder shows a statistically significant 
negative correlation with quantitative expression of the urothelial cells.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： 下部尿路機能障害　過活動膀胱　排尿機能　ＴＲＰイオンチャネル　VNUT
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１．研究開始当初の背景 
ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 は ボ ツ リ ヌ ス 菌
（Clostridium boturinum）由来の毒素であ
り、コリン作動性神経終末前シナプス膜から
のアセチルコリン小胞の開口放出を抑制し、
SNARE 蛋白 SNAP-25 間隙における持続的
神経伝達遮断を起こすことにより、その作用
を発揮すると考えられている（Am J Physiol 
289:F604, 2005）。 ボツリヌス毒素には 7
種の血清型の存在が知られているが、医学的
に利用されているのはＡ型毒素（BTX-A、ボ
トックスⓇ）であり、以前から眼科、神経内
科、形成外科で使用されてきた。 
泌尿器科領域では、脊髄損傷患者の排尿筋

外尿道括約筋協調不全を対象に、BTX-A尿
道括約筋（骨盤底筋）内注入により尿道を

弛緩させ、尿排出を促す目的で用いられた

（ J Urol 155:1023, 1996, J Neurol 
Neurosurg Psychiatry 63:474, 1997）。 そ

の後、排尿筋過活動に対する BTX-A膀胱壁

内注入が試みられ、まれに尿閉を起こす以

外に重大な副作用はなく、優れた効果を示

している（J Urol 176:177, 2006, Urology 

68:1193, 2006）。 

 最近では、BTX-Aの泌尿器科領域におけ

る臨床応用範囲が拡大し、前立腺肥大症に

よる下部尿路症状患者に対する前立腺組織

内注入が試みられ、予備的な臨床データに

よれば有用性が示されて確証はない。 
 
２．研究の目的 
BTX の前立腺肥大症以外の新しい臨床応用
として、間質性膀胱炎や慢性前立腺炎などの
Painful bladder syndrome に対する使用が
ある。 理論的には、BTX-Aは求心性神経に
おける神経伝達物質の開口放出に対しても
阻害作用を示すはずであるが、臨床データは
いまだ不十分である（Eur Urol 49:704, 2006, 
J Urol 177:42, 2007, J Urol 174:977, 2005, 
Eur Urol 49:644, 2006）。 前述の文献（J 
Urol 174:977, 2005）は、BTX-Aの求心性神
経に対する作用を調べることを目的とした
研究である。この論文では、排尿筋内 BTX-A
注射によって臨床的にも尿流動態検査上で
も１６週後まで有効であった３８例の排尿
筋過活動（DO）患者（２２例神経因性、１
６例特発性）に対して、BTX-A投与前、投与
４週後、１６週後に膀胱生検を行った。 得
られた膀胱粘膜検体に対してPGP9.5、AChE、
TRPV1(VR1)、P2X3 抗体を用いた免疫組織
化学実験を行い、画像解析装置で陽性率を解
析した。 その結果、P2X3、 TRPV1 陽性
神経密度はDO患者において対照群よりも有
意に増加しており、BTX-A投与後 4週で有意
に減少し、１６週ではさらに減少した 

(paired t test ではそれぞれ p=0.0004 and 
p=0.0008)。 P2X3陽性神経密度は 4週およ
び１６週で尿意切迫感の頻度と有意に相関
した（４週；p=0.0013、１６週；p=0.02）が、
最大膀胱容量や排尿筋圧には変化はなかっ
た。 TRPV1 陽性神経も同様の結果を示し
た。 神経密度全体を示す PGP9.5陽性神経
には優位な変化はなかった。 尿路上皮にお
ける P2X3、TRPV1 の発現には変化はなか
った。 以上のデータからは、P2X3 および
TRPV1 陽性知覚神経の減少は、DO に対す
る BTX-A の効果に関係するかもしれないと
の結論であった。膀胱上皮、上皮下神経、お
よび間質細胞には、機械的センサー機能を有
する陽イオンチャネル（上皮型ナトリウムチ
ャネル；ENaC、TRPイオンチャネルファミ
リーなど）が発現し、尿の貯留、温度変化、
pH 変化などを求心性神経に伝達しており、
その際、ATPなどの伝達物質の分泌を介して
いることが想定されている（Du S, Urology 
2004, Du S, Urology 2007, Birder, 2005 
Amer J Physiol, Araki I et al: Roles of 
mechanosensitive ion channels in bladder 
sensory transduction and overactive 
bladder. Int J Urol, 15:681-687, 2008.）。 
 
（1）研究期間内に何をどこまで明らかにし
ようとするのか 
①BTX-Aの膀胱壁内投与によって、膀胱上皮
細胞、上皮下の神経細胞、および間質細胞の
ＴＲＰイオンチャネルの発現が変化する
か？ 
②BTX-Aの膀胱壁内投与によって、膀胱上皮
細胞、上皮下の神経細胞、および間質細胞か
らの伝達物質の産生が変化するか？ 
 
（2）当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意義 
 BTX-A の作用機序に関する研究はこれま
では SNARE蛋白 SNAP-25が主体であった
が、最近、SV2受容体の関与が報告されてい
る（Science 312:592, 2006）。 また、BTX-A
と求心性神経伝達機構との関連が報告され
始め、BTX-A TRPV1、CGRP、P2X3、ATP
分泌の減少などが示唆されている（Eur Urol 
49:644, 2006, Neurochem Int 47:291, 2005）。 
しかしながら、膀胱上皮、上皮下の知覚神経、
そして上皮から知覚神経への情報伝達に重
要な役割が有ると考えられつつある間質細
胞（筋繊維芽細胞）における機械的センサー
である TRP イオンチャネル、ENaC などの
発現との関連に関する報告はない。 本研究
によって、BTX-Aの新しい作用機序の解明と、
それに基づく新しい治療法の開発の可能性
が広がる。 
 
３．研究の方法 
Ａ型ボツリヌス毒素（BTX-A）によって、膀
胱上皮細胞、上皮下の神経細胞、および間質
細胞に発現する各種機械センサー分子群（上



皮型ナトリウムチャネル；ENaC、TRP イオン
チャネルファミリ－など）の発現と情報伝達
物質産生機能がどのように変化するかを調
べた。 In vivo、in situ レベルでは、ラッ
ト膀胱内局所注入による変化を調べ、in 
vitro では膀胱上皮・平滑筋・上皮下間質細
胞の培養系を確立し、細胞レベルでの探求と、
siRNA を用いた機能解析も行った。 
 
多方面からの検討状況 
研究内容 
（1）BTX-A の膀胱壁内投与によって、膀胱上
皮細胞、上皮下の神経細胞、および間質細胞
の機械的センサー分子の発現が変化する
か？ 
①ラット膀胱平滑筋細胞、上皮細胞培養系、
上皮下に存在する間質細胞（筋繊維芽細胞）
の培養系の作成： 教室代表者の平成２０－
２２年度基盤研究（Ｂ）研究課題番号 ２０
３９０４２３「下部尿路知覚神経伝達におけ
るイオンチャネルの役割と新規治療応用に
関する研究」（代表者 武田正之)によって、
一部は施行済み。 
対象と方法：ラット；摘出組織を用いて、通
常の explant culture 法によって作成する。 
上皮下に存在する間質細胞（筋繊維芽細胞）
の培養系の作成は、レーザー顕微鏡システム
等を用いて行う。平滑筋細胞、上皮細胞培養
系の作成は既に成功している。使用器具：ク
リオスタット、レーザー顕微鏡システム 
 
（2）ヒト膀胱平滑筋細胞、上皮細胞培養系、
上皮下に存在する間質細胞（筋繊維芽細胞）
の培養系の作成： 上記平成２０－２２年度
基盤研究（Ｂ）研究課題番号 ２０３９０４
２３（代表者 武田正之)によって、施行中
である。 
対象と方法：ヒト組織；インフォームドコン
セントを得た上で、手術の際に摘出した下部
尿路組織を用いる。 通常のexplant culture
法によって作成する。 上皮下に存在する間
質細胞（筋繊維芽細胞）の培養系の作成は、
レーザー顕微鏡システムを用いて行う。 使
用器具：クリオスタット、レーザー顕微鏡シ
ステム 
 
（3）ヒトおよびラット下部尿路における
ENaC 、 TRP チ ャ ネ ル フ ァ ミ リ ー
（TRPV1,TRPV4,TRPM8,TRPA1）の BTX-A に対
する反応に関する検討： 
対象と方法： 
①ヒト組織；インフォームドコンセントを得
た上で、手術の際に摘出した下部尿路組織を
用いる。In vitro で、寒冷刺激によって上皮
から放出される伝達物質（ATP、アセチルコ
リン）の測定、BTX-A による各種イオンチャ
ネル（mRNA、蛋白質）の発現の変化を測定す
る。 
②ヒト培養細胞；培養細胞に対する BTX-A に
よる放出物質の測定、遺伝子・蛋白質発現の

検討。 
使用器具：ノーザンブロッテイング装置一式、
ウエスタンブロッティング装置一式、定量
PCR、HPLC 
③ラット；丸ごとラット摘出組織を用いる膀
胱内圧測定、代謝ケージによる排尿回数、排
尿量の測定による行動評価。 
④ラット培養細胞；培養細胞に対する BTX-A
による放出物質の測定、遺伝子・蛋白質発現
の検討。 
⑤使用器具：小動物手術器具、動物用膀胱内
圧測定装置、代謝ケージ、ノーザンブロッテ
イング装置、HPLC、オーガンバス装置、定量
PCR 装置、DNA マイクロアレイシステム 
 
４．研究成果 
尿路上皮に発現するTRPV4が伸展刺激に対し
て強く反応し、求心性伝達機構に重要と考え
られる ATP の分泌に関与することを証明し
た。 
尿路上皮が ATP を分泌し、様々な膀胱機能を
制御する。尿路上皮から分泌された ATP には
2 つの機能があり、いわゆる初期尿意を引き
起こすこととおよび 膀胱コンプライアンス
を増加させるように尿路上皮に作用してい
る。しかしながら、この ATP の分泌機序は不
明である。われわれは、尿路上皮が開口放出
によってATPを細胞外に分泌していることを
証明した。このような ATP の開口放出は VNUT
（a vesicular nucleotide transporter）に
よって制御されている。たとえば、VNUT-KO
マウスは初期尿意が欠如し、膀胱コンプライ
アンスが低いために頻尿であり、排尿する場
所が一定しない。ヒトの膀胱内圧測定のパラ
メータのなかで、膀胱上皮での VNUTmRNA の
発現と相関関係のあるのは初期尿意のみで、
負の相関を示した。 
結論として、尿路上皮由来の VNUT 依存性の
ATP 分泌は、蓄尿相初期において膀胱機能を
独立して制御する因子であると考えられる。 
マウス膀胱組織において発現するATP受容体
P2Y 受 容 体 各 サ ブ タ イ プ mRNA は
P2Y1.2.6.12.14 であった。P2Y6KO マウスは
著しい頻尿を認めた。また膀胱内圧測定上、
WT と比較して膀胱容量、膀胱コンプライアン
スは共に有意に少なかった(p<0.05)。P2Y6 受
容体は蓄尿・排尿機能に関して、重要な役割
を担っていることが示唆された。 
Piezo1 は細胞膜を 30 回以上貫通する構造を
有する陽イオンチャネルであり、マウス膀胱
に発現する新たな機械的刺激感受性チャネ
ルの候補である。膀胱上皮には Piezo1 が発
現しており、伸展刺激に応答して細胞内 Ca
２＋濃度調節行い、情報伝達物質である ATP
放出に関与することを実証した。以上の研究
結果から Piezo1 は膀胱上皮細胞におけるメ
カノセンサーとして機能し、求心性シグナル
伝達のkey molecular のひとつであると考え
られる。 
時計遺伝子のうちClockをコードする遺伝子



に突然変異をきたしたマウスで、野生型に比
較し夜間頻尿・夜間多尿の表現型を示す事を
初めて見出した。 
変異マウスは野生型と比較し体重などの身
体的特徴・昼夜の行動パターン、総尿量など
に変化がないにも関わらず、ヒトと類似した
夜間頻尿・夜間多尿パターンを呈する。本発
明のマウスを用いる事により、夜間頻尿・夜
間多尿の病態解明の一助となり、治療薬の評
価系にも適している。 
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