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研究成果の概要（和文）：排尿行動検査用代謝ケージでは、ある特殊なClock遺伝子変異マウスを夜間多尿・夜間頻尿
疾患モデルマウスとして公開特許を取得し、論文投稿中。野生型マウスでは、各種時計遺伝子群の概日リズムは保存さ
れ、TRPチャネル、Piezo1などの機械センサー群、VNUTコネキシン26などのATP産生機構の概日リズムも保存されていた
。上記のClock遺伝子変異マウスにおいて、ex-vivo 膀胱上皮細胞は、各種時計遺伝子群の日内変動が消失し、これと
同期してTRPチャネル、Piezo1などの機械センサー群、VNUTコネキシン26などのATP産生機構の概日リズムも消失してい
た。

研究成果の概要（英文）：Micturition behabior was examined using a special metabolic cage. Male C57BL/6 
mice aged 8-12 weeks old (WT) and male C57BL/6 ClockΔ19/Δ19 mice aged 8 weeks old were used. They were 
bred under 12-h light/dark conditions for 2 weeks and voiding behavior was investigated by measuring 
water intake volume, urine volume, urine volume/void, and voiding frequency in metabolic cages in the 
dark and light periods.ClockΔ19/Δ19 mice showed the phenotype of Nocturia(NC)/Nocternal Polyuria(NP). 
The ClockΔ19/Δ19 mouse may be used as an animal model of NOC and NP. We investigated the gene 
expression rhythms of the mechanosensory cation channels(TRPV4, Piezo1), and a main ATP release mediate 
molecules (ARMM)such as VNUT and Cx26 in the urothelium, in addition to clock genes.Disruption of 
circadian rhythms in mechano-sensors and ARMM, in addition to abnormalities in clock genes, could be one 
of the causes of NOC because of the hyper-sensitivity of bladder wall extension.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
機械的受容体、時計遺伝子と下部尿路機能
障害の研究は比較的歴史が浅く、小胞型ヌ
クレオチドトランスポーターに関しては
極めて新しいものである。これらを組み合
わせ、さらに正常各種尿意、病的尿意の発
症機序との関係を調べることによって、難
治性夜間頻尿・過活動膀胱の治療法を開発
する糸口となる。 

 
２．研究の目的 
（１）尿意（常温時と寒冷時）と温度感受性

TRP チャネル、Piezo1、小胞型ヌクレオチ
ドトランスポーター、時計遺伝子との関係
を調べる。 

（２）夜間就寝中の尿意と温度感受性 TRP
チャネル、Piezo1、小胞型ヌクレオチドト
ランスポーター、時計遺伝子との関係を調
べる。 

（３）難治性下部尿路機能障害における温度
感受性 TRP チャネル、Piezo1、小胞型ヌ
クレオチドトランスポーター、時計遺伝子
の異常との関係を調べる。 

 
３．研究の方法 
（１）温度感受性 TRP チャネル、Piezo1、VNUT
および時計遺伝子異常と睡眠行動、24 時間
排尿行動の異常との関連性を調べる。 
①ヒト；遺伝子多型と臨床データの比較を
行う。 
山梨大学医学部附属病院および関連施設
の外来患者を対象として行う。倫理審査に
関しては、「人権の保護及び法令等の遵守
への対応」の通りである。 
対象者；夜間頻尿・夜間多尿と同年齢・性
別の正常対照者 
対象遺伝子；温度感受性 TRP チャネル、
Piezo1、VNUT および時計遺伝子 
方法；血中メラトニン、AVP 、ANP、BNP の
測定。 
睡眠の定量は、アクチグラム(新規購入 
予定)で行う。 
メタボロミクスによるトランスポーター 
機能の探索を行う。 
②In vivo 動物実験；遺伝子改変動物の排
尿行動を調べる。 
１）遺伝子改変動物の排尿行動；排尿 
行動検査用代謝ケージ（既存）を用いる。 
２）遺伝子改変動物のメタボロミクスに 
よるトランスポーター機能の探索。 
③In vitro；培養膀胱上皮細胞、培養膀胱
平滑筋細胞の時計遺伝子の Knockdown と 
機械センサー機能、VNUT への影響、関連す
る miRNA を調べる。       

（２）尿意（常温時と寒冷時）との関係： 
①ヒト新鮮尿中の剥離上皮細胞を用いた
遺伝子変異と臨床データの比較。 
上記②および③による検討を行う。 

（３）夜間就寝中の尿意との関係：①－③ 
（４）難治性下部尿路機能障害での検討：①

－③ 
 
４．研究成果 

温度感受性 TRP チャネル、Piezo1、VNUT お
よび時計遺伝子異常と睡眠行動、24 時間排
尿行動の異常との関連性に関する研究 
（１）ヒト遺伝子多型、血中・尿中バイオ
マーカー候補と臨床症状（IPSS, OABSS, 排
尿日誌など）の探索 
山梨大学医学部附属病院および関連施設
の外来患者を対象として行った。 
①夜間頻尿・夜間多尿の血中・尿中バイオ
マーカー候補の探索 
対象者；夜間頻尿・夜間多尿と同年齢・性
別の正常対照者 
対象遺伝子；温度感受性 TRP チャネル、
Piezo1、VNUT および時計遺伝子 
方法；血中・尿中メラトニン、AVP 、ANP、
BNP の測定。それ以外に、メタボロミクス
解析を実施した。 
対象者；夜間頻尿・夜間多尿男性患者 50
名（平均年齢 65 歳）と同年齢・性別の正
常対照者（夜間排尿回数 1回以下）40 名（平
均年齢 65 歳）であった。 
結果；CE TOFMAS、LC TOFMAS による血中、
尿中物質のメタボローム解析を行った。 
②難治性過活動膀胱患者の血中・尿中バイ
オマーカー候補の探索 
対象者；難治性過活動膀胱患者と同年齢・
性別の正常対照者 
対象遺伝子；温度感受性 TRP チャネル、
Piezo1、VNUT および時計遺伝子  
方法；血中・尿中メラトニン、AVP 、ANP、
BNP の測定。それ以外に、メタボロミクス
解析を実施した。 
結果：脂質系の複数個の候補物質が検出さ
れた。 
対象者；難治性過活動膀胱患者 26 名（平
均年齢 67 歳）と同年齢・性別の正常対照
者 32 名（平均年齢 65 歳）であった。 
結果；結果；CE TOFMAS、LC TOFMAS による
血中物質のメタボローム解析を行った。血
漿から少なくとも 6種類、尿から少なくと
も 3種類の候補物質が検出された。 
（２）In vivo 動物実験： 
遺伝子改変動物の排尿行動；排尿行動検査
用代謝ケージ（既存）を用いた結果、ある
特殊な Clock 変異マウスにおいて、夜間多
尿・夜間頻尿を呈することが判明し、現在、
疾患モデルマウスとして公開特許を取得
し、論文投稿中である。 
（３）In vitro 実験： 
①マウス、ラットの ex-vivo 膀胱上皮細胞
培養系の作成と実験；野生型マウスでは、
各種時計遺伝子群の概日リズムは保存さ
れ、TRP チャネル、Piezo1 などの機械セン
サー群、VNUT、コネキシン 26 などの ATP
産生機構の概日リズムも保存されていた。
上記のある特殊なClock変異マウスにおい
て、ex-vivo 膀胱上皮細胞は、各種時計遺



伝子群の日内変動が消失し、これと同期し
て TRP チャネル、Piezo1 などの機械センサ
ー群、VNUT、コネキシン 26 などの ATP 産
生機構の概日リズムも消失していた。 
②Ex-plant culture 法による in vitro 実
験：ラット、マウス摘出組織を用いて、通
常の explant culture 法によって初代培養
細胞系を作成した。このマウス膀胱上皮培
養細胞では、伸展などの刺激に対する細胞
内カルシウムイオン濃度の変化、細胞外の
ATP 放出量は、野生型では概日リズムが保
存され、Clock 変異マウスでは消失してい
た。 
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