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研究成果の概要（和文）：本研究における実験結果から、膀胱上皮に発現するVNUTが膀胱知覚神経伝達（尿意知覚）に
関与していると考えられた。さらに、排尿障害を背景に持つヒト膀胱上皮にもVNUTが発現していることを確認し、初期
尿意との関連性が示唆された。従って、膀胱上皮におけるVNUTを制御することで過活動膀胱などの排尿障害に対する新
しい治療薬の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have been trying to research on mechanism of VNUT in urinary bla
dder epithelium in various conditions. Knock down of VNUT in bladder epithelium culture cells decreased AT
P release upon mechanical stretch stimulation. Furthermore, we investigated VNUT in human urinary bladder.
 mRNA and protein of VNUT were highly expressed in the human urinary bladder epithelium. The mRNA of VNUT 
level was demonstrated to be negatively correlated with First desire to void. According to these results, 
control of VNUT may provide a novel strategy for the treatment of bladder dysfunction.
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１．研究開始当初の背景 
 
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
られている（Ferguson et al.1997;Sun et 
al.,2001;Birder and de Groat et al.,2007）。
これまで膀胱上皮が伸展刺激に応答し、ATP
や NO、アセチルコリン、PGE などの mediater
を放しているとの報告が多数なされているが
（ 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
ン受容体を刺激している最も注目すべき物質
であり、その膀胱上皮からの刺激による 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。最近の研
究で、神経、副腎などで細胞からの ATP 放出
の経路として VNUT（vesicular nucleotide 
transporter Sawada et al., PNAS 2008）が
同定された。研究代表者（吉良 聡）の所属
する山梨大学医学部泌尿器科学講座では、マ
ウス、及び人の膀胱上皮（細胞）に VNUT が発
現していることを発見した（Nakagomi, H., 
Neurourol. Urodyn., 2011）。また、伸展に
よってマウス膀胱上皮が機械的刺激感受性チ
ャネル TRPV4の活性化を介して ATP 分泌を起
こすことを証明した（Mochizuki T, et al., J 
Biol. Chem., 2009）。さらにマウスおよびヒ
トの膀胱上皮において、伸展刺激によるＡＴ
Ｐ放出についても VNUT が主な役割を果たし
ているかどうかを検討している。そこで次の
段階として、膀胱上皮の伸展を感知したTRPV4
の活性化から 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。 
本研究のコンセプトは、従来、情報を受け取
る側の受容体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 などの神
経伝達物質の放出メカニズムを追求すると
いうパラダイムシフトによって解明すると
いうものであり、画期的な治療法への道を開
く可能性を秘めていると信じている。 

 
２．研究の目的 
 
過活動膀胱や排尿筋過活動といった蓄尿障
害疾患に対し有効かつ副作用の少ない治療

法を開発するためには蓄尿時における求心
路の生理的メカニズムを解明することが急
務である。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（ＡＴＰを分泌小胞に能動輸送
するタンパク Sawada et al.,PNAS 2008）が
膀胱上皮にも発現し伸展刺激に対してATP放
出応答していることを発見した。この小胞型
ヌクレオチドトランスポーターを研究の中
心に置き、今回我々は病態モデルマウス（閉
塞膀胱モデル、炎症膀胱モデル）、VNUT Knock 
Down 培養細胞を用いて上記排尿生理メカニ
ズムがどのように変化しているのかを明ら
かにしたいと考えている。さらに、可能であ
れば排尿障害を背景に持つヒトサンプルに
おいても同様な検討を行いたい。 
 
３．研究の方法 
 
病態モデルおよび VNUT 遺伝子を Knock Down
させた膀胱上皮初代培養細胞を用いた in 
vitro の生理学実験を中心に行った。病態モ
デルおよび VNUT Knock Down 膀胱上皮培養
細胞に伸展刺激を負荷し、細胞の応答や情報
伝達物質の放出を非病態野生型（WT）マウス
と比較検討した。また、VNUT の膀胱における
遺伝子レベル・タンパクレベルでの発現およ
び局在についても改めて WT、病態モデル、
VNUT Knock Down 群において再度 PCR や免疫
染色を実施した。また、主に排尿障害を背景
に持つヒトサンプルにおいても上記同様な
検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）マウス（C57BL/6Cr）を用いた膀胱上
培養細胞系を、これまでより安定して確実に
作成できるように発展させた。病態モデルマ
ウス群からの膀胱上皮培養細胞の作成に関
しては、現在試行中である。 
（２）siRNA を用いて、VNUT 遺伝子を Knock 
down させたマウス膀胱上皮培養細胞系を作
成した。Knock Down 細胞は、WT 由来のもの
と比較して有意に VNUT の mRNA レベルでの発
現量が少ないことを確認した。また、蛋白レ
ベルでも（Western blotting 法）KD 群の蛋
白量が少ないことを確認した。この VNUT 
Knock Down培養細胞に伸展刺激を加えた時の
ATP の放出量を、Control siRNA を処理した
上皮培養細胞に伸展刺激を加えた際のATP放
出量と比較検討した結果、有意に VNUT 
Knock down 群が ATP放出量が低下しているこ
とを確認した。（Hiroshi Nakagomi,  
Tsutomu Mochizuki, Masayuki Takeda : The 
107th Annual Meeting of The American 
Urological Association） 
（３）VNUT を含む各種開口放出を抑制する薬
剤を処置した上皮培養細胞群と Cotorl 投与
群とで伸展刺激に対するATP放出量を比較検
討したところ、開口放出抑制薬投与群で有意



に低下していることを認めた。（同上） 
（４）さらに背景として排尿障害を持つヒト
膀胱上皮におけるVNUTのｍRNAの発現量及び
各種排尿パラメータの関連に関して検討を
行った。VNUT は排尿障害を持つヒト膀胱上皮
において強く発現していることを認め、また
first desire to void（FDV）と VNUT ｍRNA
の発現量に負の相関を認めた。（Hiroshi 
Nakagomi, Satoru Kira, Masayuki Takeda : 
42nd Annual Meeting of the International 
Continence Society(ICS)） 
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