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研究成果の概要（和文）：機能的膀胱容量をコントロールする分子であるコネキシン43(Cx43)は

、概日時計の関連遺伝子の一つRev-erbαと非関連遺伝子であるSp-1との相互作用による制御を

受けることで日内変動していることを見いだした。この結果、膀胱平滑筋細胞間のギャップジャ

ンクション活性に日内リズムを生じることで、睡眠期に一回蓄尿量が多く活動期に少ない排尿リ

ズムの形成に関与していた。これにより概日時計が排尿リズムを形成する一要素であることが示

された。 

研究成果の概要（英文）：We discovered circadian oscillation of Connexin43 (Cx43), a 
molecule controlling functional bladder capacity, is regulated thorough interaction by 
Rev-erbα,  a gene related with the circadian clock,  and Sp-1, a molecule unrelated with the 
clock. As a result, circadian rhythm is generated in gap junction activity among bladder 
smooth muscle cells and contributes to micturition rhythm, with bladder capacity larger 
during sleep phase than during active phase. Thus, circadian clock is a regulator of 
micturition rhythm. 
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 哺乳類では、睡眠覚醒、体温調

節、ホルモン分泌をはじめとする数多く

の24時間周期の生理機能が、時計遺伝子

に代表される生物時計システムにより制

御されており、このシステムはほとんど

すべての器官や組織に存在しているとさ

れている。 

(2) 健常な成人は、夜間よりも日中の

排尿回数が多い日内排尿リズムを有して

いる。その障害として、例えば 小児期

の 夜尿症 はこの形成過程の遅れによる

夜間機能的膀胱容量不足によって説明可

能である一方、中高齢者に多くみられる

夜間頻尿は、いったん完成した日内排尿

リズムの破綻と捉えうるが、下部尿路症

状の中でも最も生活上苦痛を伴う症状で

ある。その発症機序は、夜間尿産生量、

膀胱容量、就床時間と複雑に絡み合って

おり原因として尿産生、膀胱容量の日内

変動リズムの消失が示唆されている。こ

のように排尿リズムの形成とその障害は

重要な臨床的問題であるが、それを制御

するメカニズム にはなお未知の領域が

多い。 

(3) 我々は本研究開始時までに膀胱の

機能再生を目指した基礎研究を継続して

きた。その過程で尿路閉塞時に膀胱尿路

上皮が産生するbFGFの特異な機能に着目

し、bFGFがConnexin43(Cx43)の産生を通

じて筋層のギャップジャンクションを増

加させ頻尿症状を誘導することを見出し

ていた。 興味深いことに、Cx43の転写機

序の解析へと研究を発展させる過程で意

外にもCx43がラットの膀胱において劇的

な日内変動をしていることを見いだした 

 
２．研究の目的 

以上の背景から、我々は日内排尿リズムの形

成に、尿路固有の末梢生物時計が関与してい

るという仮説を得た。そこで、膀胱における

Cx43の概日時計支配遺伝子としての機能とと

もに、概日時計の排尿行動に及ぼす影響を明

らかにすることを目的とした。 

3. 研究の方法  

(1) 濾紙を使用した自動巻き取り型マウス排

尿解析装置automated Voided Stain on 

Paper法（aVSOP法）を開発した。 

(2) 自由行動下の雌Cx43+/-マウスとその同腹

雌野生型（WT）マウスの排尿行動解析を

行った。 

(3) 雌野生型マウスおよびラット膀胱におけ

るCx43とPer2, Bmal1などの時計遺伝子の

概日発現リズムをReal-time RT-PCR法に

て、Cx43タンパクの発現リズムをウエス

タンブロッティング法にて検討し、排尿

行動解析と比較対照した。 

(4) 時計遺伝子Cry1,2のダブルノックアウト

(Cry-null)マウスは体内時計の機能がほ

ぼ完全に破綻していることが知られてい

るが、このマウスの10週令雌の排尿行動

解析を行った。 

(5) In-silico解析からCx43の転写リズム形

成の候補となった時計遺伝子Rev-erbαに

よるCx43の転写制御機構をRev-erbαの

siRNA法、Cx43のプロモーターレポーター



アッセイ法、ウエスタンブロッティング

法、共免疫沈降法、クロマチン免疫沈降

法にて解析した。 

(6) cDNAマイクロアレイ法(Agilent社 44k)

を用いてマウスの膀胱にて日内変動する

遺伝子を網羅的に解析した。 

 

４．研究成果 

 

(1) マウス排尿解析装置 automated 

Voided Stain on Paper法（aVSOP法）に

より、経時的にマウスの排尿行動記録が

可能となった。 

(2) Cx43+/-マウスは、同腹野生型マウ

スと比較し膀胱の Cx43 mRNA の発現量が

約 40％に低下する一方、一回排尿量が有

意に増大していたが、体重、総尿量に有

意な差はなかった。 

(3)  WT マウスやラットでは一回排尿量

は覚醒期に減少し、睡眠期に増大する有

意な日内変動を示した。膀胱における

Cx43 の mRNA 発現は時計遺伝子群ととも

に明確な日内変動を示し、Cx43タンパク

レベルは覚醒期中期で最高に、睡眠期中

期で最低となった。(2)(3)より Cx43の発

現量が一回排尿量と逆相関することが示

された。 

(4) Cry-null マウスでは膀胱の Cx43、

Per2、Bmal1の mRNAの発現リズムと日内

排尿リズムが消失しており、膀胱の体内

時計の排尿リズムへの関与が示唆された。 

(5) 従来 Rev-erbαは恒常的に転写活性

を抑制する因子であると考えられていた

が、Cx43 については別の転写因子である

Sp-1と結合することで転写活性を逆に増

強しており、時計遺伝子の新しい作用メ

カニズムが明らかとなった。 

(6) マイクロアレイにて184の有意に日

内変動する遺伝子が膀胱に存在したが、

ほとんどは転写因子で既知の膀胱機能関

連遺伝子はわずかであり、Cx43はその最

上位にあった。 

(7) 時計遺伝子による膀胱での Cx43 の

日内変動が日内排尿リズムの形成に寄与

していると考えられた。 
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