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研究成果の概要（和文）：膀胱粘膜下細静脈の壁細胞はIP3依存性の小胞体Ca2+遊離により自発細胞内Ca2+濃度変動を
生じ、Ｌ型Ca2+チャネルの自己再生的性質に依存した電気的結合により細胞間同期性を維持している。細静脈の自発収
縮は組織代謝産物の能動的ドレナージに関わり、交感神経支配に加えて尿路上皮や排尿筋平滑筋などから放出される生
理活性物質により制御される。細静脈壁細胞はNG2 (-)/αSMA (+)、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 (+)/αSMA (+)であり、細静脈壁細胞は細動脈および毛細血管壁細胞とは異なる発生起源ないし
過程から生じることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mural cells in bladder suburothelial venules exhibit spontaneous Ca2+ transients a
rising from IP3-mediated Ca2+ release from sarcoendoplasmic reticulum. Electrical coupling depending on th
e regenerative nature of L-type Ca2+ channels play a critical role in maintaining intercellular synchrony 
amongst mural cells. Spontaneous venular constrictions contribute to active drainage of tissue metabolites
, and appear to be regulated by sympathetic innervations as well as bioactive substances released from uro
thelium and detrusor smooth muscle. Mural cells in suburothelial microvasculature consist of NG2(-)/alphaS
MA(+) venular mural cells, NG2(+)/alphaSMA(-) capillary pericytes and NG2(+)/alphaSMA(+) arteriolar smooth
 muscle cells, suggesting that the origin or process of differentiation of venular mural cells may be dist
inct from that of mural cells in capillary or arteriole.
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１．研究開始当初の背景 

過活動膀胱の診断基準であり、病態発症の
起点となる尿意切迫感は知覚神経C線維を介
した求心性信号の亢進により起こると考え
られる。しかし正常な尿意を生じる細胞間情
報伝達、すなわち尿路上皮由来 ATP による A
δ線維の P2X 受容体刺激から、C 線維を介し
た尿意切迫感にスイッチする過程および機
構については未だ解明されていない。C 線維
への信号入力には尿路上皮細胞、上皮下間質
細胞、平滑筋細胞からの液性因子、機械的刺
激に加えて組織酸性化の関与が示唆されて
いる。その背景には尿路上皮下の微小循環障
害による細胞代謝障害が深く関与している
と考えられる。尿路上皮下の細静脈は自発収
縮を発生して微小循環、とりわけ静脈ドレナ
ージの維持に関わることが示唆されている。
自発収縮の発生に重要な役割を果たしてい
るペリサイトの生理機能を、細胞内カルシウ
ム動態とイオンチャネルの特性に着目して
解明することは、尿路上皮下微小循環の生理
病態機能の理解につながる。また代謝性病態
におけるペリサイトの多能性による間質細
胞、平滑筋細胞への分化・増殖の可能性につ
いて検討をすることにより、膀胱壁リモデリ
ングの時間的および空間的過程が明らかに
なる。 
 
２．研究の目的 

細静脈壁に存在するペリサイトの収縮特
性と多能性に着目して過活動膀胱の発症起
点を解明し、尿流出路閉塞、加齢・生活習慣
病に伴う細胞代謝障害を起点とする過活動
膀胱の病態を解明することを目的とする。ま
たペリサイトの機能を制御することにより
粘膜下循環障害の改善、予防および膀胱壁リ
モデリング抑制を目指す新たな治療戦略を
探ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

膀胱粘膜下ペリサイトの機能特性の検討 

（１） 細胞内カルシウム（Ca2+）動態（in situ
組織標本） 

細胞内 Ca2+蛍光指示薬（Fluo-4 ないし
Fluo-8）を負荷した粘膜下組織標本において
ペリサイトの細胞内 Ca2+動態を可視化し、細
静脈平滑筋細胞の Ca2+信号との時間的およ
び空間的同期性について検討した。また経壁
神経刺激、外因性の神経および尿路上皮細胞
由来の生理活性物質によるペリサイトの 
Ca2+動態の修飾について調べた。 

（２）電気生理学的特性（in situ組織標本） 

粘膜下組織標本を用いて細胞内電位記録
を行い、ペリサイトの細胞内 Ca2+動態に対応

する膜電位変化を記録した。細胞内 Ca2+蛍光
指示薬によりあらかじめ細胞形態によりペ
リサイトを同定、あるいは電極から蛍光色素
を注入することにより平滑筋細胞との識別
を試みた。自発膜電位変化に対する経壁神経
刺激、内皮依存性因子および各種イオンチャ
ネル開口薬・阻害薬の効果を検討した。 

（３） 新鮮単離ペリサイトの機能的研究 
酵素処理により単離した細胞群において

ペリサイトと平滑筋細胞を形態および収縮
性により識別、細胞内 Ca2+蛍光指示薬
（Fluo-4）を負荷して細胞内 Ca2+濃度の変動
を可視化することを試みた。またパッチクラ
ンプ法を導入し、新鮮単離ペリサイトの膜電
流形成に関わるイオンチャネルの解析、細胞
内 Ca2+濃度変動との関連の検討を試みた。 

（４） 電顕および蛍光免疫染色                
透過および走査電子顕微鏡観察によりペ

リサイトを形態学的に血管平滑筋および内
皮細胞、さらには傍血管線維芽細胞と識別し、
また細静脈、毛細血管および細動脈における
ペリサイトの分布と形態の違いについて検
討した。 
 集 束 イ オ ン ビ ー ム 走 査 電 子 顕 微 鏡
（FIB/SEM）により微小血管壁構築における
ペリサイトの３次元的分布および形態の解
析を行った。 
免疫蛍光組織染色によりペリサイトと血

管平滑筋（α平滑筋アクチン）および間質細
胞（Kit、vimentin、Anoctamin-1）、線維芽
細胞（PDGFRα、SK3）との比較を行った。知
覚神経とペリサイトの解剖学的関係につい
て、免疫蛍光組織染色（cGRP、サブスタンス
P）を用いて検討した。 

（５）2 型糖尿病および加齢モデルマウスに
おけるペリサイト機能 

糖尿病網膜病変の形成において重要な役
割を果たしているペリサイトの、膀胱粘膜下
微小循環における機能変化を調べるため2型
糖尿病モデル（db/db）マウスを用いて実験
を行った。 
 
４．研究成果 

（１） マウス膀胱粘膜下細静脈ペリサイト
の機能特性 

マウス膀胱尿路上皮下組織（以下、粘膜下
組織）に分布する細静脈の機能および形態的
特性について検討を行った。既に報告されて 
いるラット膀胱粘膜下の細静脈と同様
（ Hashitani et al., 2011, J.Urol., 
185:2382）、マウス粘膜下細静脈は１分間に
約５回の周期的な自発収縮を有しており、そ
の発生は小胞体からのカルシウム（以下、Ca2+）
遊離と電位依存性L型Ca2+チャネルを介した



Ca2+流入に依存していた。しかしラットでは自
発細胞内Ca濃度上昇を示す細胞は主に平滑筋
細胞であるのに対して、マウス粘膜下細静脈
ではペリサイトのネットワークが自発細胞内
Ca2+濃度上昇を発生していた。 

自発細胞内Ca2濃度上昇の細胞間同期性はL
型Ca2+チャネルに依存しており、その発生には
小胞体からのPLCおよびIP3に依存したCa2+遊
離とともに、Ca2+貯蔵部位活性型Ca流入が必須
であることが示された。また小胞体のCa2+ポン
プの機能はミトコンドリアにおけるATP産生
と密に連携していた。 

マウス粘膜下細動脈および細静脈には交感
神経、副交感神経およびサブスタンスP、CGRP
を含む一次求心性神経が分布しており、経壁
神経刺激により細動脈は潜時の短い収縮を起
こすのに対して細静脈では１～２秒の潜時の
後に径の細い部位では一過性の収縮に続く自
発収縮の抑制が、径の大きな部位では弛緩反
応のみが認められた。収縮反応はα受容体を
介した交感神経性収縮であり、α受容体阻害
条件下ではβ作動性弛緩を生じた。この弛緩
反応はニトロアルギニンにより抑制されたこ
とから一酸化窒素を介して生じると考えられ
た。 
１０週齢の2型糖尿病モデル（db/db）マウ

スにおいては粘膜下細静脈の自動性に明らか
な障害は認めなかった。 

（２） ラット膀胱粘膜下細静脈の神経性お
よび液性制御 

ラット膀胱粘膜下細静脈の自発収縮は経壁
神経刺激によりα受容体依存性に促進、β受
容体依存性に抑制され、β3受容体作動薬によ
っても抑制されたが、これら抑制反応一酸化
窒素（NO）合成阻害により抑制された。また
CGRPはNO非依存性弛緩を、サブスタンスPは収
縮を生じ、AChは細動脈を弛緩させる一方で細
静脈では収縮反応を生じた。膀胱粘膜下の微
小循環は交感神経のみならず求心性神経およ
び尿路上皮由来のAChによって制御されてい
ると考えられた。またATPおよびADPは一過性
収縮に引き続いて細静脈の自発収縮の抑制と
拡張を生じ、一方α、βメチレンATPは収縮の
みを生じたことから、尿路上皮由来のATPは細
静脈に対しておそらくP2Y受容体を介した弛
緩作用を有することが示唆された。 

排尿筋平滑筋において産生され、膀胱壁伸
展により遊離される内因性弛緩物質である副
甲状腺関連蛋白（PTHrP）はラット膀胱粘膜下
細静脈の自発収縮を抑制し血管径の拡張を生
じたが、壁細胞の細胞内細胞内Ca2濃度上昇に
対する抑制効果は明らかではなく、収縮蛋白
のカルシウム感受性を低下させることにより
弛緩を生じると考えられた。 

（３） マウス膀胱粘膜下細静脈ペリサイト
の形態特性 

透過および走査電子顕微鏡による構造解析
によっても、マウス粘膜下細静脈壁は内皮細
胞とペリサイトのみで構成され平滑筋を欠く
ことが明らかになった。FIB/SEM解析によりペ
リサイトと内皮細胞および血管周囲線維芽細
胞との３次元構造関係が明らかになった。 
蛍光免疫染色により粘膜下細静脈ペリサイ

トはα平滑筋アクチン（α-SMA）抗体により
染色され、細胞体から伸びる複数の突起によ
りネットワークを形成していたが、これまで
膀胱壁の間質細胞での発現が報告されている
Kitおよび血小板由来成長因子（PDGFR）αで
は標識されなかった。また毛細血管のペリサ
イトマーカーとして知られるNG2コンドロイ
チン硫酸（NG2）には陰性であり、PDGFRβに
も特異的な染色性を示さなかった。ペリサイ
トが強い収縮性を有することと考え合わせる
と、その表現型はむしろ平滑筋型であると考
えられた。 

（４） マウス膀胱粘膜下微小血管壁細胞の
表現型と起源 

 マウス膀胱粘膜下の毛細血管ペリサイトは
NG-2陽性(+)/α-SMA陰性(-)、細静脈ペリサイ
トはNG2 (-)/αSMA (+)、細動脈平滑筋はNG2 
(+)/αSMA (+)であり、マウス粘膜下細静脈の 
壁細胞は血管径の増加に伴いα-SMA陽性のペ
リサイトから平滑筋に移行し、いずれも同じ
細胞内機序により自発細胞内Ca2+濃度上昇を 
発生することからペリサイトから平滑筋への
表現型移行が示唆された。 

 NG2-DsRedトランスジェニックマウスを用
いた検討においても、毛細血管ペリサイトは
DsRed蛍光を強発現し、細動脈平滑筋細胞も
DsRed蛍光を発現していたが、自発細胞内Ca2

濃度上昇を示す細静脈のペリサイトには
NG2-DsRedを全く認めなかった。形態的には平
滑筋細胞よりもペリサイトに類似する細静脈
壁細胞は細動脈および毛細血管の壁細胞とは
異なる発生起源ないし過程を有する可能性が
示唆された。またPDGFRα-eGFPトランスジェ
ニックマウスにおいて膀胱粘膜下血管壁に沿
ってPDGFRα陽性細胞を認めた。しかしこれら
PDGFRα陽性の傍血管線維芽細胞は自発細胞
内Ca2+濃度上昇を示さなかった。 
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