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研究成果の概要（和文）：不死化ヒト尿路上皮細胞2種（TRT-HU1、nhu-TERT）に、serum shock法を用いて細胞の時計
を同調させることで、主要時計遺伝子、Cx43の発現に概日リズムがあることを確認した。次に、TRT-HU1において、機
械刺激によるATP放出量は、Cx43を強制発現させると有意に上昇し、Cx43をノックダウンさせた場合や、ヘミチャネル
阻害剤を使用した場合に有意に低下した。以上によってCx43ヘミチャネルは尿路上皮においてATP放出経路の一つであ
ると示唆された。これらの結果をもとにATP放出量の日内変動、さらに尿路上皮のCx43が膀胱機能に与える影響につい
て研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：We have found that major clock genes and connexin43 (Cx43), a gap junction 
protein in the bladder, were expressed in the circadian manner in two immortalized human urothelial cells 
(TRT-HU1 and nhu-hTERT) by synchronizing the clock in each cells using serum shock method. To address 
whether Cx43 has a function as hemichannel, overexpression/knock down of Cx43 were induced in these 
cells. The amount of ATP release from nhu-TERT with Cx43 overexpression was higher compared with that 
from the control. On the other hand, the amount of ATP release by mechanical stimulation was smaller in 
TRT-HU1 with knock down of Cx43 or with addition of hemichannel inhibitors than that in their controls. 
These results indicate that one of the pathways of ATP release is the Cx43 hemichannel in these 
urothelial cells.
We presently progress the research to investigate whether the amount of ATP release has diurnal change 
and how the role of urethral Cx43 for the bladder function by using mouse model.
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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、時計遺伝子の形成する概日時計の

制御を受けている。我々はこれまで、膀胱の

概日時計の存在とその日内排尿リズムへの

関与を、ギャップジャンクション構成蛋白で

あるコネキシン 43(Cx43)に着目し、主に筋原

性メカニズムの面から明らかにした（①）。 

この論文では、排尿筋の被刺激性に関わる

ギャップジャンクション(GJ)構成蛋白であ

るコネキシン 43(Cx43)の発現が、時計遺伝子

のひとつによって制御され日内変動するこ

とを示し、蓄尿量が日中より夜間に大きくな

る日内排尿リズムの形成に関与しているこ

とを、膀胱平滑筋に着目して明らかにした。 

 

2) 一方、膀胱機能において、尿路上皮が ATP

や PGE2、アセチルコリンなどを放出し、刺激

情報を尿路上皮間、間質、筋層に伝達するこ

とで膀胱機能を調節していることが分かっ

てきている。Cx43 は細胞間の GJ だけでなく

細胞外へヘミチャネルを形成し、ATP などを

放出する経路となることが星状膠細胞等で

近年報告されており、これらの分子は、膀胱

機能上重要な役割を有している。 

 

 

２．研究の目的 

尿路上皮で Cx43 が GJ やヘミチャネルと

しての機能を有するのか、さらに尿路上皮は

どのように日内排尿リズムと関連するのか

を検討し、夜間頻尿や夜尿症といった日内排

尿リズムの破綻や未形成と考えられる病態

のさらなる解明を目指す。 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 
 

1) 尿路上皮細胞の時計遺伝子と Cx43 の蛋

白および RNA 発現リズムの解析 

膀胱平滑筋に末梢時計が存在し、膀胱機能

が日内変動することを報告しているが、尿路

上皮における末梢時計の役割は未知である。

まず、尿路上皮にも末梢時計が存在している

かどうか不死化ヒト尿路上細胞を用いて証明

する。 

 

2) 尿路上皮における Cx43 ヘミチャネル機

能の解析 

不死化ヒト尿路上皮細胞に、RNAi 法を用い

てCx43 の発現をノックダウン、遺伝子導入に

てCx43 を強制発現させた細胞を作製する。そ

の後、ルシフェラーゼアッセイにてATP の放

出量を検討することで、Cx43 ヘミチャネルの

ATP 放出への関与を明らかにする。 

 

3) 尿路上皮細胞からの ATP 放出の日内変動

の検討 

 １）、２）の結果をもとに、不死化ヒト尿

路上皮細胞から放出されるＡＴＰ量に概日

リズムが存在するかどうかを検証する。 

 
 

４．研究成果 

 

1)尿路上皮シグナル伝達機能の日内変動の解

析 

細胞の時計を同調させる Serum shock 法

（SS）（50％血清による細胞刺激）にて、2種

の不死化ヒト尿路上皮細胞に、主要時計遺伝

子である BMAL-1, PER2, Rev-erbαに加え、

Cx43 の発現に概日リズムがあることが確認

された（図１）。 

 

 

 



 

2) 尿路上皮における Cx43 ヘミチャネル機

能の解析 

さらに、Cx43 をノックダウンさせた不死

化ヒト尿路上皮細胞(Cx43shRNA)では、Gap 

junction の機能が低下するとともに、機械刺

激による ATP 放出量が有意に低下していた

（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

一方、Cx43 を強制発現させたヒト尿路上

皮細胞（Cx43o/e nhu-TERT）において、機

械刺激による ATP 放出量が有意に増加して

いるとともに、これは Gap junction/Cx43 ヘ

ミチャネル阻害剤（Carbenoxolone）で有意

に抑制された。 

 

3) 尿路上皮細胞からの ATP 放出の日内変動

の検討 
これまでの結果から、ATP の放出経路の一

つとして Cx43 ヘミチャネルの存在が考えら
れ、現在、時計を同調させた尿路上皮細胞か
ら放出される ATP 量に日内変動が存在して
いるかを検証中である。 
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