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研究成果の概要（和文）：本研究は、３っつの大きな目標を掲げていた。一つ目は、新規cAMP関連蛋白である
EpacのCa感受性を、ヒト膀胱排尿平滑筋を用いた膜脱膜化標本で調べた。収縮張力に対して、Epac選択的cAMPで
ある8-pCPT-2'-O-Me-cAMPは、弱い弛緩作用しか示さなかった。
２つ目は、トロポニンシステムをTgマウスを作成し、平滑筋で構築する計画であったが、うまく奏功せず作成を
断念した。３っつ目は、尿道平滑筋の、細胞外Ca濃度依存性の収縮聴力の発生について検討した。この細胞外Ca
濃度依存性の収縮張力は、温度依存性も有し、37℃付近で最大張力を発生することがわかった

研究成果の概要（英文）：This study was aiming at three main targets. Firstly, the contribution of 
Exchange Protein directly Activated by cAMP (Epac) has been investigated to Ca sensitization of 
detrusor smooth muscle. In alpha-toxin treated skinned muscle fiber used human detrusor smooth 
muscle, Epac selective agonist, 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP induced little relaxation in the contraction 
strip induced by 1 microM intracellular Ca. On the other hand, PKA selective cAMP, 6-Bnz-cAMP 
remarkably induced relaxation by approximately 50%. Taken together, cAMP-induced relaxation in human
 detrusor was mainly via PKA down stream but not via Epac system. Secondly, the troponin  system had
 been tried to set up in smooth muscle. However, this project had not been successful due to the 
difficulty of designing transgenic mouse. The final project was to reveal the extracellular Ca and 
temperature dependency of contraction of urethral smooth muscle. The maximum tension force was 
obtained at 5mM [Ca]out and 37 celsius degree.
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１．研究開始当初の背景 
下部尿路では、蓄尿時には膀胱は弛緩し、
尿道は収縮し、排尿時には膀胱は収縮し、
尿道は弛緩するといった巧妙な協調運動に
よって機能を発揮する。ゆえにその機能が
障害されたり不全に陥った場合の治療は、
特に薬物治療となると、ターゲットとなる
神経や平滑筋に対して、興奮と同時に抑制
というまったく逆の作用を同時に発揮させ
なければならないので、非常に困難である。
本邦では、この領域では、確かに前立腺肥
大症治療薬の1 ブロッカー、過活動膀胱治
療薬の各種抗コリン薬、最近では3 ブロッ
カーと、世界に先駆けてこの領域の治療薬
が開発されて、治療成果をあげている一方
で、薬剤による効果が得られない難治性の
患者、副作用が強くでて薬剤が服用できな
い患者も少なくない。故に、膀胱排尿筋と
尿道括約筋の各々の収縮弛緩機構の特徴を
明らかにし、包括的に検討して、その相違
点を見いだすことにあった。 
２．研究の目的 
下部尿路平滑筋の特徴として、蓄尿時には、
膀胱排尿筋は弛緩し、尿道平滑筋は収縮をし
ているのに対し、排尿時には、膀胱排尿筋は
収縮し、尿道平滑筋は弛緩するといった相反
する作業を協調的に行わなければならない。
しかも、時間的には1日でみても蓄尿時間は、
99.7~99.8%、排尿時間は 0.2~0.3%と各々の収
縮と弛緩の占有時間が圧倒的に異なる。神経
学的にも神経支配や、神経伝達物質は異なる
のであろうが、排尿筋と尿道平滑筋の収縮弛
緩機構に特徴があることは多いに予想され
ることである。今回は、この膀胱排尿筋と尿
道平滑筋の収縮弛緩機構を包括的に検討し、
近年報告されている Ca sensing receptor や
Epac を中心として、その各々の筋の特徴を明
らかにし、新たな機序を有する治療薬開発の
端緒としたいと考えている。 
３．研究の方法 
(1)材料 
①ヒト膀胱排尿筋 
 膀胱癌などにより膀胱摘出術を施行した
患者より同意を得て提供された。九州大学病
院倫理審査委員会承認済み 
②ブタ膀胱排尿筋 
福岡食肉より購入 
③トロポニンI,及びCを組み込んだ平滑筋組
織を有する Tg マウスの作成 
(2)実験方法 
①分子生物学的手法及び免疫組織化学 
(i)RT-PCR 法及び realtime RT-PCR 法 
(ii)Western Blotting 法 
平滑筋の心筋型トロポニンのT,I,Cのサブユ
ニット、あるいは平滑筋特異的な収縮関連蛋
白であるカルデスモンやカルポニンの発現

の確認に適用 
②電気生理学的手法 
等尺性収縮張力の測定及び膜脱膜化標本の
作製 
ヒト膀胱排尿筋、ブタ膀胱排尿筋、マウス膀
胱排尿筋に適用した。膜脱膜化標本は、
alfa-toxin、を用いて標本を作製した。 
 
４. 研究成果 
(1)新規 cAMP 関連蛋白 Epac の排尿平滑筋に
おける役割 
 

•上記図のように、ヒト膀胱排尿筋による細

胞内での cAMP の弛緩作用は、Epac よりもプ
ロテインキナーゼAを主に介していることが
わかった。 
•cAMPはRho キナーゼ活性化と拮抗作用を有

するが、PKC 活性化とは拮抗しなかった。 
 
(2)ヒト膀胱排尿平滑筋のトロポニンサブユ
ニットの包括的検討 
トロポニンは、トロポニン T、I、Cのサブユ
ニット 3 量体から形成され、各々に心筋型、
骨格筋速筋型、骨格筋遅筋型がある（トロポ
ニン Cでは心筋型と骨格筋遅筋型を共有）の
で、現在までに計８種類のサブユニットが報
告されている。今までの研究で、平滑筋にも、
心筋タイプのトロポニンが発現しているこ
とを確認したので、残りの TnI,TnT を発現さ
せて、平滑筋でのトロポニンシステムの構築
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を、Tg マウスを作成し検討したが、胎生期ま
での発現は、確認できたが、出生後は消失し
てしまい、何らかの強力なサプレッサーが出
生時に遺伝子レベルで働いているものと思
われた。 
③ヒト尿道平滑筋の細胞外 Ca 濃度依存性の
収縮聴力の発生について   
尿道平滑筋の細胞外Ca2+濃度 5mMのとき
の収縮張力に対する N 型 Ca2+チャネル阻
害薬であるω-conotoxin(1 M)、T 型 Ca2+

チャネル阻害薬である mibefradil(10  M)
による抑制はほとんど認められなかった。L
型 Ca2+チャネル阻害薬である nifedipine(10 
μM)、Ca2+活性化 Cl-チャネル阻害薬である
niflumic acid(30 μM)はこの収縮反応を完全
ではないが 26.9±3.5%、22.0±4.7% (n = 
12-13)に各々よく抑制した。 

 

Ca2+ストア関連薬剤である SKF96365(30  
M)、CPA (10 μM)、2-APB (100 )は 5mM
の細胞外 Ca2+による収縮張力をそれぞれ
65.7±4.2%、49.3±5.3%、 20.7±3.7% (n = 
7-10)に抑制し、10 μM CPA と 10 mM 
caffeine を合わせて添加すると完全に抑えら
れた。（上図参照） 

 

Q−PCR 法では、細胞外カルシウム感知機構は、
候補として、揚げた Ca sensing receptor や
GPRC6A などは、選択的なアゴニスト、アンタ

ゴニストが反応せず、候補として否定的であ
る。しかしながら、Q-PCR 法で膀胱と比較し
て有意に遺伝子レベルで発現していた TRPC1

及び TRPC3 channel は、尿道の細胞外カルシ
ウム感知機構としての可能性を秘めている。
現在は、細胞外カルシウムのみならず、温度

に対しても、収縮機構が反応することから、
thermal bilogyも視野に入れた、広い範囲で、
この尿道の細胞外カルシウム感知機構を明

らかにしていきたいと考えている。 

 
４.まとめ 
本研究において、新規 cAMP 関連蛋白である
exchange protein directly activated 
bycAMP (Epac)は、膀胱の収縮弛緩機構にお
いては、主たる役割を果たしておらず cAMP
は PKA を介して、弛緩を導いていることが明
らかなとなった。しかしながら、病理学の見
地から見てみると、Epac は膀胱上皮には正常
に発現しているのに対し、膀胱上皮がんには
有意にその発現が少ないことがわかった。現
在この、現象を検証しつつ、そのメカニズム
を明らかにして、膀胱がんの治療の礎とした
いと考えている。トロポニンシステムの平滑
筋のでの構築は奏功しなかったが、未だに釈
然としない、平滑筋の収縮関連蛋白である、
カルデスモンやカルポニンなどの平滑筋に
特徴的な蛋白の収縮弛緩機構における役割
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を明らかにしていきたいと考えている。また、
尿道において発見した細胞外カルシウム感
知機構は、本研究の期間では明らかにできな
かったが、諸平滑筋臓器にもこのシステムが
あることを発見したので、今後は、包括的に
検討していくことで、平滑筋の細胞外カルシ
ウム感知機構を明らかにしていきたいと考
えている。 
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