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研  究  目  的 

 

 

膀胱上皮は蓄尿による生理的な伸展などの機械的刺激や化学的刺激に応じて ATP を分泌し、

求心性神経終末の P2X2/3 受容体を介して内臓知覚を中枢神経系に伝達することで排尿反射を

制御している。間質性膀胱炎や過活動膀胱では膀胱上皮からの ATP の分泌亢進やプリン受容

体の発現上昇が報告されている。膀胱上皮からの ATP 分泌は生理的、病的な状況下での尿意

の伝達に重要な役割を担っている。 

一 酸 化 窒 素 （ nitric oxide; NO ） - 環 状 グ ア ノ シ ン 一 リ ン 酸 （ cyclic guanosine 

monophosphate; cGMP）経路は消化管での末梢での知覚伝達に関わり、膀胱では平滑筋の弛緩

や求心性神経の発火を抑制し蓄尿を維持しているとの報告があるが、膀胱上皮の ATP 分泌へ

の詳細な作用機序は不明である。本研究では生理的な伸展刺激、また LPS による病的な刺激

に応じた膀胱上皮からの ATP 分泌に NO-cGMP 経路の関与があるか検討することを目的とした。 

 

 

研  究  方  法 

 

 

NO-cGMP 経路の生理的な伸展刺激に応じた粘膜側への ATP 分泌への影響を検討するため、摘

出・展開した 6-10 週齢の雄マウスの膀胱をウッシングチャンバーに挟み、生理的な蓄尿時の

圧（5 cmH2O）を 40 分間漿膜側より与え、粘膜側の ATP 量をルシフェリン-ルシフェラーゼ法

にて測定した。病的な状態での粘膜側への ATP 分泌に対する NO-cGMP 経路の作用の検討には、

炎症反応により膀胱上皮からの ATP 分泌を亢進させ過活動を引き起こす大腸菌由来リポ多糖

（LPS）による刺激を用いた。上記と同様にウッシングチャンバーに挟んだマウス膀胱の粘膜

側に 40 分間 LPS を曝露させ、粘膜側の ATP 量をルシフェリン-ルシフェラーゼ法にて測定し

た。いずれの解析でも NO-cGMP 経路を賦活または抑制する試薬は粘膜側のチャンバーに投与

した。 

統計学的解析は有意水準を 5%未満とする対応のない t 検定により実施した。 

 

 

研  究  成  績 

 

 

生理的な伸展刺激に応じた粘膜側の ATP 分泌への作用を検討した。NO の前駆体である L-

Arginine（2 mM）や NO のドナーである 1-hydroxy-2-oxo-3-（N-ethyl-2-aminoethyl）-3-

ethyl-1-triazene（NOC 12; 10 µM）を加えると刺激 20 分後の ATP 分泌が有意に抑制された

（L-Arginine 群: 0.13 nM 対対照群: 0.23 nM、NOC 12 群: 0.04 nM 対対照群: 0.26 nM）。

NO 合成酵素を阻害する NG-nitro-l-arginine methyl ester（L-NAME; 3, 10, 30 µM）を加え

ると、30 µM 群で 40 分後に ATP 分泌を有意に抑制した（30 µM 群: 0.44 nM 対対照群: 0.23 

nM）。cGMP の代謝する phosphodiesterase-5 の阻害薬である sildenafil（0.01, 0.1, 1, 10 

µM）を加えると、20 分後の ATP 分泌を 0.1 µM 以上の濃度で有意差をもって、濃度依存的に

抑制した（0.1 µM 群: 0.10 nM、1 µM 群: 0.06 nM、10 µM 群: -0.09 nM 対対照群: 0.19 nM）。

NO-cGMP 経路は特に蓄尿後期に ATP 分泌を抑制することが示された。 

 貯蔵作動性 Ca2+流入を遮断する 1-（5-chlornaphthalene-1-sulfonyl）-1H-hexahydro-1,4-

diazepine（ML-9; 100 µM）を加えると伸展刺激 20 分後の ATP 分泌は有意に促進された（ML-

9 群: 0.35 nM 対対照群: 0.19 nM）が、sildenafil（10 µM）を同時に加えると ML-9 による

ATP 分泌促進が有意に抑制された（ML-9+sildenafil 群: 0.14 nM）。貯蔵作動性 Ca2+流入は

adenylyl cyclase 6 型を抑制すると知られているが、ML-9 と adenylyl cyclase 阻害薬の

SQ22536（100 µM）を同時に加えても ML-9 群と比べ有意な変化は認められなかった（ML-

9+SQ22536 群: 0.28 nM）。 

 LPS（0.5 mg/ml）による病的な刺激時の粘膜側からの ATP 分泌を検討した。LPS 曝露により

40 分後に有意な ATP 分泌が認められた（LPS 群: 0.48 nM 対対照群: 0.09 nM）が、sildenafil 

（10 µM）を加えると、LPS 刺激に応じた ATP 分泌は有意に減少した（LPS+sildenafil 群: 0.27 

nM）。病的な刺激に応じた ATP 分泌においても cGMP 増加は抑制効果を示したが、生理的な伸

展刺激時の sildenafil の ATP 分泌抑制効果と比較すると、その作用は限定的であった。 

 

結    論 

 

 

NO-cGMP 経路は膀胱の生理的な伸展刺激に応じた粘膜側からの ATP 分泌を有意に抑制した。

さらに LPS の刺激による病的な ATP 分泌も限定的ながら有意に減少させたことから、NO-cGMP

経路は膀胱の内蔵感覚過敏に対する治療標的となりうると考えられた。 
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