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研究成果の概要（和文）： 間質細胞ミトコンドリアは Ca2+バッファー機構として機能し、小胞

体との Ca2+シャトルを介して細胞内 Ca2+ウエーブ形成に関与していたが、主要な ATP 産生源と

しては機能していない。ペリサイトは細胞内 Ca2+オシレーター依存性に自発脱分極を発生し、

電位依存性 Ca2+チャネルを介して細胞間で同期することにより、膀胱粘膜下細静脈の自動性を

駆動して組織代謝制御に重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Perinuclear mitochondria in interstitial cells may regulate 

endoplasmic reticulum Ca2+ release by buffering Ca2+ within microdomains between both 

organelles, and play a dominant role in the spatial regulation of Ca2+ wave generation. 

Pericytes in bladder suburothelium generate spontaneous Ca2+ transients and associated

contractions relying on cytosolic Ca2+ oscillator and voltage-dependent synchrony, and 

thus may function as active drainage machinery of tissue metabolites.
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１．研究開始当初の背景

（１）泌尿生殖器系組織に分布する間質細胞

は、同種および異種細胞間の情報伝達制御に

関与していると考えられ、新たな治療標的と

しての可能性が示唆されている。

KIT 受容体陽性間質細胞の発見以来、消化管

に存在するカハールの間質細胞（ICC）と同

様に平滑筋自動運動の電気的ペースメーカ

ー細胞あるいは神経・筋伝達の介在細胞とし

ての機能が推定されてきたが、未だ直接的な

証明はなされていない。さらに KIT 陰性間質

細胞やペースメーカー細胞の存在が明らか

になり、また ICC 減少に伴う消化管機能異常

を認める変異マウス（W/Wvおよび Sl/Sld）に
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おいて、泌尿生殖器系の間質細胞の分布や自

動性および神経性機能制御が障害されてい

ないことが示された。したがって泌尿生殖器

系には多様な間質細胞が存在していると考

え、その組織特異的な機能について新たな視

点で再検討する必要がある。

（２）LUTS と ED の相関が示され、その発症

が加齢に伴って増加し、メタボリック症候群

がリスクファクターであることを考慮する

と、病態の背景には組織代謝障害が共通して

存在すると考えられる。

間質細胞は豊富なミトコンドリアを構造上

の特徴とすることから、その機能はミトコン

ドリア代謝基質であるグルコースと酸素の

供給低下すなわち糖代謝異常と虚血を鋭敏

に反映すると考えられる。さらに間質細胞の

自発細胞内 Ca2+濃度上昇が小胞体とミトコン

ドリアの機能協調を起点としていることか

ら、ミトコンドリア機能は細胞内情報伝達系

の Ca2+依存性制御に密接に関連し、したがっ

て泌尿生殖器系の間質細胞は代謝性変化を

早期に感知する組織内センサーとして機能

している可能性が考えられる。

２．研究の目的

（１）間質細胞の自発 Ca2+濃度変動の発生お
よび伝播におけるミトコンドリア機能の役
割を明らかにし、自発 Ca2+濃度変動を維持す
るための細胞内エネルギー産生基盤につい
て検討する。間質細胞の自発活動の細胞代謝
依存性変化を理解することを目的とする。

（２）各種間質細胞における細胞間の機能的
連絡、周辺細胞（平滑筋および異種間質細胞）
との情報伝達について検討し、また遠心性お
よび求心性神経による間質細胞の機能制御
について調べる。間質細胞から平滑筋あるい
は線維芽細胞への表現型変換の可能性とそ
の組織代謝環境との関係について考察する。

注）研究遂行の過程において膀胱粘膜下細静
脈の自発収縮発生におけるペリサイトの重
要性が明らかになり、その組織代謝制御にお
ける役割を検討した。

３．研究の方法

（１）単離間質細胞ライブイメージング

酵素処理により単離した間質細胞に Ca2+感受

性蛍光色素（Fluo-4）を負荷し、細胞内 Ca2+

濃度の変化を可視化する。細胞内におけるカ

ルシウム濃度変化の局在および経時的変化

について、核、ミトコンドリアおよび小胞体

との空間的関係を検討する目的で、ミトコン

ドリア選択的蛍光色素（MitoTracker-Red）、

小胞体（ER-Tracker）および核(DAPI)による

細胞内小器官の分布との多波長ライブイメ

ージングを行う。ミトコンドリアへの Ca2+流

入および ATP産生はミトコンドリア電位に依

存しているので、Rhodamine123 および TMRM

をミトコンドリア内膜電位依存性に負荷し、

ミトコンドリアおよび細胞質の蛍光強度の

変化によりミトコンドリア脱分極反応を可

視化する。

（２）組織標本を用いた機能的検討

膀胱粘膜筋板、排尿筋平滑筋層内側および外

側、腎盂および前立腺組織標本において細胞

内 Ca2+蛍光指示薬（Fluo-4 および Fluo-8）に

よる Ca2+イメージングを行い、各種間質細胞

の Ca2+シグナルの特性と同期性について検討

する。また細胞内電位記録により各組織の平

滑筋から記録される電気現象形成における

間質細胞の役割を調べる。

微小血管を含む膀胱粘膜下組織標本を作成

し、ビデオカメラに接続した血管壁追跡画像

システムにより血管径の変化を経時的に計

測する。壁細胞の細胞内 Ca2+動態を調べると

ともに細胞内電位記録法により壁細胞の電

気活動の特性を検討する。

（３）組織標本を用いた形態学的検討

共焦点レーザー顕微鏡を用いて、ペリサイト

（αSMA、PDGFRβ、NG-2）、Kit 陽性間質細胞、

筋線維芽細胞（ビメンチン）および線維芽細

胞（PDGFRα）の３元的分布を検索する。ま

た 間 質 細胞 の 機能 的マ ー カー で ある

ANO1/TMEM16A（Ca2+活性化塩素イオン-チャネ

ル）および SK3（Ca2+活性化カリウムイオンチ

ャネル）についても陽性細胞の分布を検討す

る。さらに交感神経（チロシンハイドロキシ

ラーゼ）、副交感神経（VACht）および求心性

神経（cGRP、サブスタンス P、TRPV1）と間質

細胞との解剖学的関係についても検討する。

放射線照射により骨髄機能を抑制したマウ

スに、GFP 標識トランスジェニックマウスを

ドナーとして骨髄移植を行い、骨髄由来細胞

の膀胱壁における分布について解析を行う。

透過型電子顕微鏡によりペリサイトおよび

血管平滑筋と内皮細胞の微細構造を観察し、

細胞間の接合様式についての検討を行う。

FIB（集束ガリウムイオンビーム）により超

薄切片を標本表面から連続して削り取り SEM

により透過型電子顕微鏡レベルの超高解像

度画像を取得、得られた超薄連続切片の画像

を再構築し 3次元細胞構築の解析を行う。

４．研究成果

（１）尿道間質細胞ミトコンドリアの役割



ウサギ尿道縦走筋から酵素処理により単離し

た間質細胞では、核周囲にミトコンドリアと

小胞体が集積しており、自発細胞内Ca2+濃度上

昇は核周囲のミトコンドリア―小胞体集合体

を基点として起こり細胞内を伝播した。

小胞体内のCa2+を減少させるCPA、リアノジン

およびTPENは自発Ca2+波を消失させ、その後の

カフェインによる小胞体刺激により誘発され

るCa2+オシレーションを阻害した。しかしミト

コンドリア内膜のプロトン勾配を消失させる

CCCPは自発細胞内Ca2+波を消失させたが、その

後のカフェイン誘発Ca2+遊離オシレーション

を阻害せず、小胞体へのCa2+取り込みはミトコ

ンドリアによるATP産生に依存しないことが

示唆された。小胞体へのCa2+取り込みは

Deoxy-glucoseによる解糖系阻害によっても

抑制されなかったが、α-Iodoacetamideによ

るクレアチンリン酸代謝阻害により抑制され

た。また自発Ca2+波はミトコンドリアへのCa2+

取り込みを担うCa2+ユニポーター阻害剤であ

るRU360により抑制され、ミトコンドリアから

のCa2+遊離を担うNa+/Ca2+交換輸送体を阻害す

るCGP37157により頻度が低下した。

以上の結果から、ミトコンドリアは小胞体へ

のCa2+取り込みに必要なATP供給を介してでは

なく、Ca2+バッファー機構として間質細胞の自

発Ca2+濃度上昇に関与していると考えられた。

（２）前立腺間質細胞の自発カルシウム信号

モルモット前立腺の単離間質細胞は細胞内を

伝播するCa2+波と細胞全体で同期して起こる

Ca2+フラッシュの２種類の自発Ca2+上昇を発

生した。自発細胞内Ca2+濃度上昇はミトコンド

リアおよび小胞体によるCa2+サイクルに依存

していたが、電位依存性L型Ca2+チャネルを介

するCa2+流入にも依存しており、膜電流測定に

より電位依存性Ca2+電流が確認された。

この結果は前立腺間質細胞によるL型Ca2+チャ

ネル非依存性のペースメーカー電位の発生に

疑問を呈する結果であったが、組織標本で記

録されるスローウェーブの頻度が脱分極によ

り増加し、過分極により抑制ないし消失する

現象に合致していた。

図１モルモット前立腺の単離間質細胞と平

滑筋細胞

（上段）間質細胞は複数の突起を有し（左）、

静止状態（中央）と Ca2+濃度上昇時（右）で

細胞形状が変化しなかった。

（下段）平滑筋細胞は静止状態（左）から Ca2+

濃度上昇に伴い（中央、右）強い収縮を生じ

た。Ca2+濃度上昇はいずれも細胞外カリウム

濃度上昇による。

（３）腎盂ペースメーカー機構

マウス腎盂蠕動に関与する３種類の細胞の

機能形態的識別を行った。電位依存性 K+チャ

ネルKV4.3およびα-SMA発現細胞は定型的平

滑筋細胞、ANO1/TMEM16A および電位依存性

K+チャネルKV7発現細胞はα-SMA陰性間質細

胞、そして自発内向き電流を発生するα-SMA

陽性は非定型平滑筋細胞であった。

マウス腎盂においてカルバコール（CCh）及

びニコチンは自発収縮の振幅の上昇および

頻度の低下を生じ、この反応はアトロピンに

より抑制されずヘキサメソニウムおよびカ

プサイシンにより抑制された。CCh は定型平

滑筋を過分極させ，自発活動電位およびカル

シウム濃度上昇の頻度を低下させたが，この

反応はATP感受性カリウムチャネル阻害薬に

より抑制された。一方 CCh による非定型平滑

筋のカルシウム濃度上昇頻度の低下はグリ

ベンクラミドにより抑制されずカプサイシ

ンにより抑制された。CCh は神経節に作用し

てCGRPの放出を起こしていると考えられた。

（４）膀胱壁の内因性制御機構

ラット膀胱平滑筋の内層（輪走筋）は外層（縦

走筋）に比べ、神経性収縮に対する自発収縮

の比が有意に大きかった。また輪走筋の粘膜

付着標本では経壁神経刺激による一過性収

縮に引き続いて持続的な基線の上昇および

自発収縮の活性化が認められ、この遅延性反

応はカプサイシンにより抑制された。以上の

結果から、排尿筋平滑筋の内外層の機能的役

割の違いとともに、粘膜（おそらく粘膜下求

心性神経）から収縮性物質が放出されること

が示唆された。

膀胱急性伸展により副甲状腺ホルモン関連

蛋白(PTHrP)の発現が上昇し、PTHrP および受

容体 PTHrP１は排尿筋平滑筋に優位に発現し

ていることを示した。PTHrP は平滑筋自発収

縮を濃度依存性に抑制したが、経壁神経刺激

による収縮に対する抑制効果はわずかであ

り、内在性弛緩因子として蓄尿機能を促進す

ることが示唆された。

（５）膀胱粘膜微小血管ペリサイトの機能



ラット膀胱粘膜下細静脈の壁細胞は、主に平

滑筋細胞により構成されていたがペリサイト

も分布しており、いずれも同期した自発細胞

内Ca2+濃度上昇を発生して自発収縮を引き起

こしていた。一方マウス粘膜下細静脈では近

位部を除き平滑筋細胞を欠き、ペリサイトネ

ットワークが自発細胞内Ca2+濃度上昇と対応

する自発収縮を発生した。マウス細静脈ペリ

サイトの自発細胞内Ca2+濃度上昇はミトコン

ドリアATP産生に依存する小胞体Ca2+ポンプ、

IP3受容体を介するCa2+遊離および容量性Ca2+

流入のサイクルにより発生していた。

図２マウス膀胱粘膜細静脈ペリサイトの自発

細胞内Ca2+濃度変化

（上段）ペリサイトはネットワークを形成し

て同期した細胞内Ca2+濃度上昇を発生した。

（下段）L型Ca2+チャネルを阻害により個々の

ペリサイトの自発細胞内Ca2+濃度は消失しな

かったが細胞間の同期性が失われた。

細静脈ペリサイトはα-SMA陽性、NG２陰性、

毛細血管ペリサイトはNG２陽性、α-SMA陰性

、細動脈平滑筋はNG２陽性、α-SMA陽性であ

り、ペリサイトから平滑筋への表現型変換の

可能性が示唆された。また骨髄由来細胞は膀

胱粘膜下組織の血管壁を中心に間質に広く分

布したしたことから、ペリサイトの一部は骨

髄由来である可能性が示唆された。

FIB/SEM を用いた膀胱壁の３次元細胞構築

解析により、これまで紡錘形の細胞であると

考えられてきた線維芽細胞がシート状の構造

を有する細胞である可能性が示された。この

ことは線維芽細胞により構造的のみならず機

能的分画が形成されることを意味しており、

特に線維芽細胞が落葉状に折り重なる粘膜下

組織では、例えば尿路上皮由来の生理活性が

微小血管や間質細胞さらには排尿筋平滑筋に

作用するのは必ずしも容易ではないことを示

唆している。

（図３）マウス膀胱粘膜細静脈ペリサイトの
形態学的特徴
（上段）透過型電子顕微鏡画像により細静脈
壁は内皮細胞と近接するペリサイトにより
構成され、平滑筋を欠くことが示されている。
（下段）α-SMA 染色により、星形で突起を伸
ばす細静脈ペリサイトのネットワークが示
されている。矢印は細胞体を示す。
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