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緒言  
	  

	 間質性膀胱炎（IC）は、頻尿、尿意亢進、尿意切迫感、炎症、膀胱痛等の症状を示す

非感染性の慢性膀胱炎であり、患者の生活の質（QOL）は著しく低下する。IC は稀な

疾患と考えられてきたが、近年 IC の認知度が高まるにつれ、非常に多くの患者がいる

ことが分かってきた。未だ診察を受けていない患者や、正しい診断をされていない潜在

患者を含めると、100人に 1人は患者がいるとも言われている。しかし、ICの根本的な

原因は未だ明らかにされておらず、ICおよび ICに伴う諸症状に対する治療薬・治療法

は、ほとんど実用化されていない。IC の治療薬開発が進まない原因の一つに、IC の病

態を適切に反映した動物モデルが存在しないことが挙げられる。すなわち、これまでに

アルキル化剤である抗悪性腫瘍薬シクロホスファミドを用いたモデル等が膀胱炎モデ

ルとして挙げられるが、いずれも頻尿や炎症がわずか数日で回復してしまい、また、IC

に見られるような各臨床所見が認められないものが多い（図Ⅰ）など、慢性膀胱炎であ

る ICの適切な動物モデルとは言い難い。 

 

 

図Ⅰシクロホスファミド（CP）誘発膀胱炎モデルおよび ICの所見比較 
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	 一方、近年、虚血、炎症等に起因する膀胱組織障害に酸化ストレスの増大が関連し、

ラジカルスカベンジャーや抗酸化剤が組織保護に有効であることが報告されている。ま

た、IC 患者の尿中および膀胱組織における酸化ストレスマーカーの増加が報告されて

いる。さらに、このような酸化ストレスを起こす要因として活性酸素種（ROS）の関与

が示唆されている。そこで、当研究室ではこれまでに、ROS の一つである過酸化水素

（H2O2）をマウス膀胱内へ一過性に注入することにより、頻尿や膀胱の炎症が既存モデ

ルより長期間持続する慢性膀胱炎マウスモデルを確立し、報告してきた。 

	 以上のような背景のもと、本研究において著者は、この H2O2誘発膀胱炎マウスモデ

ルについてより長期的な行動学的および組織学的解析を行うことで IC モデルとしての

妥当性を評価するとともに、より詳細な解析が可能なラットモデルを作製し、その病態

形成メカニズムについても検討を行い、以下の新知見を得た。 

 

	 第一章では、マウスに対して H2O2を膀胱内注入することで作製したマウスモデルに、

長期的な炎症を引き起こす要因となる炎症性細胞の活性化・浸潤とそれに伴う組織の肥

厚化・線維化が生じていることを見出し、さらに急性期から慢性期にかけて 2種類の疼

痛関連行動を起こすことを明らかにし、その薬物感受性について評価した。 

	 第二章では、マウスに比して、より詳細な排尿動態、形態学的および行動学的評価が

可能なラットを用いて、同様に H2O2膀胱内注入により慢性膀胱炎モデルが作成可能で

あることを示し、ラット膀胱炎モデルが、マウスと同等かそれ以上の長期の頻尿症状を

呈すことを示した。さらに急性期から組織の炎症所見が見られ、各種炎症性細胞の活性

化・浸潤が慢性期に至るまで認められることを見出し、慢性期においても知覚神経を刺

激することにより、2種類の膀胱炎由来の疼痛関連行動を起こすことを明らかにした。 

 

	 以上、本研究は、H2O2 誘発膀胱炎モデルが、他の膀胱炎モデルには見られない長期

に持続する病態を呈し、IC の臨床像を反映したより適切な慢性膀胱炎モデルであるこ

とを明らかにしたものであり、本モデルが IC を想定した創薬に有効利用出来うる知見

を提供したものである。 

 

	 以下にこれらの研究成果について論述する。 
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なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

AMT:   amitriptyline 

BSA:   bovine serum albumin 

CP:   cyclophosphamide 

DMSO:   dimethyl sulfoxide 

FGF2:   fibroblast growth factor 2 

FVC:   frequency volume chart 

HE:   hematoxylin and eosin 

i.p.:   intraperitoneal administration 

i.ves.:   intravesical administration 

IC:   interstitial cystitis 

IND:   indomethacin 

MMP:   matrix metalloproteinase 

MOH:   morphine 

NSAID(s):  non-steroidal anti-inflammatory drug(s) 

OXY:   oxybutynin 

PB:   phosphate buffer 

PBS:   phosphate buffered saline 

PCR:   polymerase chain reaction 

PDGF:   platelet-derived growth factor 

PFA:   paraformaldehyde 

QOL:   quality of life 

qPCR:   quantitative polymerase chain reaction 

ROS:   reactive oxygen species 

RT-PCR:   reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

TRPV1:   transient receptor potential vanilloid 1 

VEGF:   vascular endothelial growth factor   
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第一章  
H2O2誘発膀胱炎マウスモデルの病態解析  

 

	 膀胱の慢性的な炎症は、頻尿、尿意切迫感および夜間頻尿などの排尿機能障害や、骨

盤痛および下腹部痛を引き起こすことが知られている。代表的な慢性膀胱炎の一つであ

る IC は、頻尿、尿意亢進、尿意切迫感、炎症、膀胱痛等の症状を示す非感染性の慢性

膀胱炎（1, 2）であり、患者の QOLは著しく低下する（3, 4）。しかしながら、ICの治

療法は確立されておらず、現在、日本で使用されている治療薬の全てが承認された効能

以外の適応外処方により、使用されており、IC に適した治療薬は世界的にもほとんど

実用化されていない（5-7）。ICの原因は一つではなく、多くの要因（自己免疫性、アレ

ルギー性、神経原性、環境、遺伝など）が関与していると考えられているが、不明な点

が多い（8, 9）。このように、ICの治療薬開発が進まない原因には ICの原因が不明なこ

とに加え、IC の病態を適切に反映した動物モデルが存在しないことが挙げられる。代

表的な膀胱炎モデルとして、アルキル化剤である抗悪性腫瘍薬シクロホスファミドを腹

腔内に投与することで、膀胱の炎症、頻尿症状、膀胱関連痛を伴う急性膀胱炎を惹起さ

せるモデルが頻繁に用いられている（10-13）。またこのモデル以外にも多数の膀胱炎モ

デルが報告されているが、これらの膀胱炎モデルのほとんどは、単回処置では急性膀胱

炎の症状のみで、数時間から数日以降には回復してしまい、慢性膀胱炎として評価がで

きないなどの問題点がある（14-18）。さらに、シクロホスファミドや他の起炎物質等を

複数回投与し、より長時間症状を持続させるモデルも存在するが、これらは急性膀胱炎

の繰り返しであると考えられ、慢性膀胱炎としての所見を呈していないと考えられる。

これらの状況から、IC の臨床像をより適切に反映した慢性膀胱炎モデルの創出が必要

であると考えられてきた。そこで、当研究室ではこれまでに、H2O2 をマウス膀胱内へ

一過性に注入することにより、頻尿や膀胱の炎症が既存モデルより長期間持続する慢性

膀胱炎マウスモデルを確立し報告してきた（19）。この H2O2誘発膀胱炎マウスモデルで

は、少なくとも 7日以上持続する排尿回数の増加と膀胱重量の増加、炎症性サイトカイ

ンの増大および膀胱組織の炎症所見が認められる。しかしながら、炎症に関与する炎症

性細胞や、炎症が長期化した膀胱の組織学的評価や、慢性炎症に伴う行動などより詳細

な検討は未だ行われていなかった。そこで、本章では、特に慢性期（7日以降）での組

織学的および行動学的変化に着目してより詳細な解析を行った。 
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実験方法  
 

使用動物 

実験には雌性 C57BL6/J Jms Slcマウス（体重 16-18 g、5-6週齢；日本 SLC  静岡）を使

用した。全ての動物は室温が 24±1℃、明暗周期が 12時間の室内、餌および水は自由摂

取の状況下で飼育した。実験は全て、京都大学動物実験委員会による審査・承認を受け、

倫理規定に従い、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行った。 

 

試薬 

H2O2（和光純薬工業	 大阪）は、生理食塩水（大塚製薬工場	 徳島）に溶解した。三環

系抗うつ薬のアミトリプチリン（LKT Laboratories Inc. St. Paul, MN）、非ステロイド性抗

炎症薬（NSAIDs）のインドメタシン（Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO）、麻薬性鎮痛薬

のモルヒネ（武田薬品工業	 大阪）、抗コリン薬のオキシブチニン（Sigma-Ardrich Co. St. 

Louis, MO）は 5% DMSO（ナカライテスク	 京都）、2% Tween80（ナカライテスク）に

溶解後、生理食塩水にて希釈した。 

 

H2O2誘発膀胱炎マウスモデルの作製 

イソフルラン（ファイザー	 東京）麻酔下にポリエチレンカテーテル（尿道内挿入部

PE-10）を尿道口から挿入し、下腹部をゆっくり指圧することで、尿を排出させた。そ

の後、1.5% H2O2を膀胱内に 50 µL注入し 30分間貯留させた後、排出させることでモデ

ルを作製した。 

 

免疫組織化学評価 

○経心灌流固定および膀胱組織切片作成 

マウスをソムノペンチル（共立製薬	 東京）（64.8 mg/kg, i.p.）麻酔下にて開胸し、0.1 M 

PBSを 20 mL経心灌流することで脱血した後、15 mLの 4% PFA in 0.1 M PBで経心灌流

を行い、全身を固定した。その後、膀胱を摘出し、4% PFAに浸し後固定を 1時間行っ

た。続いて 15% sucrose in 0.1 M PBに一晩静置し、ティシュー・テック O.C.T.コンパウ

ンド（サクラファインテックジャパン 東京）に浸し、粉砕したドライアイスにて凍結

し-80℃にて保存した。次にミクロトーム刃（LEICA819; Leica, Nussloch, Germany）を装

着した凍結ミクロトームであるクリオスタット（Leica3050; Leica）を用いて厚さ 20 µm

の凍結切片を作成し、MAS コート付きスライドガラス（松浪硝子工業	 大阪）に接着

した。切片作成の前に組織サンプルはミクロトーム内で 30 分以上静置し、ミクロトー
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ム内の温度（-17℃〜-20℃）に組織サンプルを馴染ませたのち切片作成を開始した。 

 

○蛍光抗体法 

膀胱組織切片を 0.1% Triton-X100（ナカライテスク）を含む PBSにて透過処理を行った

後、0.3% BSAを含む PBSにてブロッキングを行った。一次抗体として、rat monoclonal 

anti-Gr1（Ly-6G）antibody（1:300, R&D Systems, Minneapolis, MN）、rabbit polyclonal 

anti-Iba1 antibody（1:500, 和光純薬工業）、 rat polyclonal anti-CD31 antibody（1:300, 

Biolegend, San Diego, CA）を用いて、4℃で一晩静置し、PBSにより洗浄後、適切な蛍

光標識二次抗体（Alexa Fluor 488-labeled goat anti-rabbit IgG antibody, Alexa Fluor 

488-labeled donkey anti-rat IgG antibody, 1:500; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）に

て室温遮光条件で 1 時間反応させた。その後、PBS にて洗浄し、Vectashild（Vector, 

Burlingame, CA）によりスライドガラス上に封入した。乾燥後、共焦点顕微鏡（Fluoview 

FV10i; オリンパス	 東京）により画像を取得した。 

 

○蛍光強度の測定 

蛍光強度の測定は ImageJ 1.47v software（National Institutes of Health, Bethesda, MD）を用

いて評価を行った。 

 

組織化学評価 

○経心灌流固定および膀胱組織切片作成 

マウスをソムノペンチル（6.48 mg/kg, i.p.）麻酔下にて開胸し、0.1 M PBSを経心灌流す

ることで脱血した後、4% PFA in 0.1 M PBで経心灌流を行い、全身を固定した。その後、

膀胱を摘出し、パラフィン包埋を行った。続いて、ミクロトーム刃（LEICA819; Leica）

を装着した microscope system（BZ-8100; Keyence	 大阪)を用いて厚さ 5 µmの切片を作

成し MASコート付きスライドガラス（松浪硝子工業）に接着した。 

 

○マッソントリクローム染色 

マッソントリクローム染色は TRICHROME STAIN KIT（ScyTek Laboratories Inc., Logan, 

UT）を用いて行った。キシレン（ナカライテスク）およびエタノール（ナカライテス

ク）にて脱パラフィン作業を行った膀胱組織切片を切片が透明になるまで流水洗にて洗

浄後、ブアン固定を 60℃で 1 時間行い、再度の流水洗後、ワイゲルト鉄ヘマトキシリ

ン液で 5分染色し洗浄後、Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin Solution液で 15分染色し洗浄後、

Phosphomolybdic/Phosphotungstic Acid Solution液で 10分染色し、Aniline Blue Solution液
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で 5分染色し洗浄後、Acetic Acid Solution液で 3分反応させ脱水行程を行った。エタノ

ールで脱水し、キシレンで透徹後、MAS コート付きスライドガラス（松浪硝子工業）

に封入し観察した。 

 

○膠原線維面積の定量 

膠原線維面積の定量は ImageJ 1.47v software（National Institutes of Health）を用いて行っ

た。 

 

RNA抽出およびリアルタイム RT-PCR法 

摘出した膀胱組織からの全 RNA の抽出は ISOGEN（ニッポンジーン	 東京）を用いて

行った。抽出した全 RNAは ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（トウヨウボウ	 大阪）

を用いて逆転写反応を行い、cDNA を合成した。全 RNA の 1 µg に相当する cDNA を

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（トウヨウボウ）を用いて全量 20 µLにて定量的リア

ルタイム RT-PCR を行った。反応は StepOne real-time PCR systems（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて行った。各 mRNA の発現量は、標準曲線法を用い、内部標準とし

て 18s rRNAの mRNA発現量との相対的な値として計算した。用いたプライマーは以下

の通りである。 

 

使用プライマー（以下全て 5’-3’） 

18s rRNA 

Forward: GCAATTATTCCCCATGAACG 

Reverse: GGCCTCACTAAACCATCCAA 

FGF2 

Forward: GTCACGGAAATACTCCAGTTGGT 

Reverse: CCCGTTTTGGATCCGAGTTT 

VEGF-A 

Forward: AGGCTGCTGTAACGATGAAGC 

Reverse: AGGTTTGATCCGCATGATCTG 

TGF-β 

Forward: TGACGTCACTGGAGTTGTACGG 

Reverse: GGTTCATGTCATGGATGGTGC 

PDGF-A 

Forward: GATGAGGACCTGGGCTTG 
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Reverse: GATCAACTCCCGGGGTATCT 

 

自発運動活性の測定 

H2O2もしくは生理食塩水をマウス膀胱内に注入し、3時間、1日、7日、14日後にマウ

スをプラスチックケージ（横：10 ㎝×縦：20 ㎝×高さ：30 ㎝）内に入れ、30 分間の馴

化を行った。その後、15分間のビデオ撮影を行い、ANY-mazeTM（Stoelting Co., Wood Dale, 

IL）を用いて、自発運動活性（すくみ時間・総移動距離・平均移動速度）を測定した。 

 

膀胱拡張刺激による疼痛関連行動の評価 

H2O2もしくは生理食塩水を膀胱内に注入した 1 日、7 日、14 日後のマウスを再びイソ

フルラン麻酔下に経尿道的にカテーテルを挿入し、その後、1分間麻酔環境下から空気

下に移動させた。続いて、カテーテルを介して、膀胱内に生理食塩水を 50 µL注入し、

プラスチックケージ（横：10 ㎝×縦：20 ㎝×高さ：30 ㎝）内に入れ、その後の 20 分間

に観察される下腹部への licking行動（図Ⅱ）の累計時間を測定した。治療薬の効果は、

膀胱拡張による 7日後の licking行動に対して、オキシブチニン（3 mg/kg）、インドメタ

シン（3 mg/kg）、アミトリプチリン（1 mg/kg）、モルヒネ（3 mg/kg）を評価 30分前に

腹腔内投与し評価した。 

 

 
図Ⅱ下腹部への licking行動 

 

統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で表記した。検定は one-wayあるいは two-way ANOVAお

よび Bonferroni post hoc testを用いて、Prism 6 software（GraphPad, San Diego, CA）によ

り解析した。危険率 5%未満の場合には統計学的に有意な差があると判定した。  
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実験結果  
 

H2O2誘発膀胱炎マウスモデルにおける好中球の浸潤  

	 本モデルでは長期間にわたる頻尿や膀胱重量の増加、各種炎症性サイトカインの産生

増大などが報告されている（19）が、本研究では、それらを引き起こす炎症性細胞、特

に好中球の浸潤について、蛍光免疫染色により評価を行った。H2O2 もしくは生理食塩

水をマウス膀胱内に注入し、3時間、1日、7日および 14日後の膀胱組織に対して、好

中球のマーカーである Gr1の抗体を用い蛍光免疫染色を行い、Gr1陽性細胞の計数を行

った。その結果、3時間、1日および 7日後の組織において H2O2膀胱内注入群では生理

食塩水膀胱内注入群と比較して、Gr1陽性細胞数が有意に増加していた。また、14日後

では H2O2膀胱内注入群の Gr1 陽性細胞数は、生理食塩水膀胱内注入群に対して有意差

は認められないものの増加傾向にあった（図 1-1）。 
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図 1-1膀胱組織における好中球に関する蛍光免疫組織化学的検討 

(A) H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 3時間、1日、7日、14日後の膀胱組織にお

ける、好中球のマーカーである Gr1に対する免疫染色画像。*は膀胱腔を、スケールバ

ーは 100 µmを表す。白色点線は膀胱組織と外界の境界線を表す。 

(B) Gr1陽性細胞数の定量を行った。n = 4-7, *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. saline. 
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H2O2誘発膀胱炎マウスモデルにおけるマクロファージの浸潤および活性化  

	 次に、H2O2 誘発マウス膀胱炎モデルでのマクロファージの膀胱組織への浸潤および

活性化を検討するため、H2O2もしくは生理食塩水をマウス膀胱内に注入し、3 時間、1

日、7日および 14日後の膀胱組織に対して、マクロファージのマーカーである Iba1の

抗体を用い免疫染色を行い、Iba1の蛍光強度を測定した。その結果、H2O2膀胱内注入 3

時間および 1日後では、Iba1の蛍光強度に変化は認められなかったが、注入 7日および

14 日後の組織において、H2O2膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、

蛍光強度が有意に増強していた。Iba1 の蛍光強度の増強は H2O2膀胱内注入 7 日後がピ

ークであり、14日後にはやや減少していた（図 1-2）。 
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図 1-2膀胱組織におけるマクロファージに関する免疫組織化学的検討 

(A) H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 3時間、1日、7日、14日後の膀胱組織にお

ける、マクロファージのマーカーである Iba1に対する免疫染色画像。*は膀胱腔を、ス

ケールバーは 100 µmを表す。白色点線は膀胱組織と外界の境界線を表す。 

(B) Iba1の蛍光強度の測定を行った。n = 4, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. saline. 
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H2O2誘発膀胱炎マウスモデルにおける血管新生  

	 炎症状態においては、種々の細胞がトランスフォーミング増殖因子 β（TGF-β）、線維

芽細胞増殖因子（FGF）、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）、マトリックスメタロプロテ

アーゼ（MMP）などの血管形成因子を放出することが報告されており（20, 21）、これ

らの因子により新生された血管が損傷組織の修復に必要であることが知られているた

め、本モデルにおいても血管新生について検討を行った。H2O2 誘発膀胱炎マウスを作

製後、7 日および 14 日後の膀胱組織に対して、血管内皮のマーカーである CD31 の抗

体を用い免疫染色を行い、血管数の計数を行った。その結果、7 日および 14 日後の組

織のどちらも H2O2膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、有意に血管

数が増大していた（図 1-3）。 

 

 

 

図 1-3膀胱組織における血管新生に関する免疫組織化学的検討 

(A) H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 7日、14日後の膀胱組織における、血管内

皮・血管新生のマーカーである CD31に対する免疫染色画像。*は膀胱腔を、スケール

バーは 100 µmを表す。白色点線は膀胱組織と外界の境界線を表す。 

(B) 新生血管数の定量を行った。n = 3-6, *P < 0.05 vs. saline. 
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H2O2誘発膀胱炎マウスモデルにおける組織線維化  

	 同様に、長期に炎症が持続し増殖因子が過度に作用すると組織の線維化が懸念される

ため、肺線維症、肝硬変、腎炎などと同様に IC においても過剰修復は避けたい事項で

あるといえる（22）。そこで、本モデルでも組織線維化の評価を行った。H2O2誘発膀胱

炎マウスを作製後、7 日および 14 日後の膀胱組織に対して、膠原線維を染め分けるマ

ッソントリクローム染色を行い、膀胱全体の面積に対する膠原線維の比率を算出した。

その結果、7日および 14日後の組織のどちらも H2O2膀胱内注入群では生理食塩水膀胱

内注入群と比較して、有意に膠原線維の比率が増大していた（図 1-4）。 

 

 
 

図 1-4 H2O2膀胱内注入による膀胱組織の線維化に関する組織化学的検討 

(A) H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 7日、14日後の膀胱組織のマッソントリク

ローム染色画像。膠原線維は青色、細胞質は赤色、核は黒色に染色された。スケールバ

ーは 500 µmを表す。 

(B) 青色に染まった膠原線維の面積を膀胱全体の面積で除し、膠原線維の割合を算出し

た。n = 3-5, *P < 0.05, **P < 0.01 vs. saline. 
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H2O2誘発膀胱炎マウスモデルにおける増殖因子  

	 このように本モデルでは、膀胱組織の血管新生や膠原線維の増大が認められたため、

組織における増殖因子である FGF2、VEGF-A、血小板由来成長因子 A（PDGF-A）およ

び TGF-βの mRNAをリアルタイム RT-PCRにて定量を行った。その結果、H2O2膀胱内

注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、3 時間後において、FGF2 は顕著に増

大しており、その後減少していき、VEGF-Aは 3時間後から増大傾向にあった（図 1-5A, 

B）。また、TGF-β は 1 日後から増大傾向にあり、7 日および 14 日後において有意に増

大していた（図 1-5C）。一方、PDGF-A は 3 時間後の増大傾向に止まった（図 1-5D）。

これらのことから、本モデルでは血管新生や組織線維化が起こっていると考えられる。 

 

 
 

図 1-5膀胱組織における各種増殖因子の mRNA変動 

H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 3時間、1日、7日、14日後の膀胱組織中の増殖

因子（(A) FGF2、(B) VEGF-A、(C) TGF-β、(D) PDGF-A）の mRNAの発現量変化を、

内部標準である 18s rRNAの mRNA発現量との相対的な値として算出し、無処置群の値

を 1として相対的に計算した。n = 4-5, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001  
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H2O2誘発膀胱炎マウスモデルにおける自発運動活性の変化  

	 げっ歯類の内臓痛は自発運動活性の低下を引き起こすことが知られており、シクロホ

スファミド誘発膀胱炎モデルでも報告されている（23）。そこで本モデルでも自発運動

活性の測定を行った。H2O2もしくは生理食塩水をマウス膀胱内に注入し、3時間、1日、

7日および 14日後のマウスの自発運動活性（15分間）を測定した。その結果、H2O2膀

胱内注入群では、生理食塩水膀胱内注入群と比較し、3時間後という急性期においての

み、すくみ時間の延長、総移動距離の減少、平均移動速度の減少という自発運動活性の

低下が認められたが、生理食塩水膀胱内注入群ではこのような変化は認められなかった

（図 1-6）。これらの変化は、翌日から 7日後にかけて徐々に回復していった。 

 

 

 

図 1-6 H2O2膀胱内注入による自発運動活性への影響 

H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 3時間、1日、7日、14日後のマウスの自発運動

を 15分間ビデオ撮影し、ANY-mazeTMを用いて自発運動活性（(A) すくみ時間、(B) 総

移動距離、(C) 平均移動速度）を測定した。n = 6, *P < 0.05, ***P < 0.001, vs. saline.  
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H2O2誘発膀胱炎マウスモデルに対する膀胱拡張による疼痛関連行動評価  

	 さらに、慢性期の疼痛関連行動を評価するため、膀胱拡張刺激による行動変化を評価

した。H2O2もしくは生理食塩水をマウス膀胱内に注入し、1 日、7 日および 14 日後の

マウスの膀胱内に、50 µLの生理食塩水を膀胱内に注入（膀胱拡張）することにより下

腹部への licking行動が観察された。この licking行動の 20分間の累計時間を計測した結

果、H2O2膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、1日後では変化は認め

られなかったものの、慢性期（7 日、14 日後）において licking 行動時間は有意に増大

した（図 1-7A）。 

	 この 7 日後における licking 行動時間の増大に対して、麻薬性鎮痛薬のモルヒネ、三

環系抗うつ薬のアミトリプチリン、NSAIDsのインドメタシンおよび抗コリン薬のオキ

シブチニンを用いたところ、モルヒネ（3 mg/kg）およびアミトリプチリン（1 mg/kg）

により有意に抑制された。また、インドメタシン（3 mg/kg）では抑制傾向にあり、オ

キシブチニン（3 mg/kg）では抑制されなかった（図 1-7B）。 

 

  

 

図 1-7A H2O2誘発膀胱炎マウスモデルに対する膀胱拡張による疼痛関連行動評価 

H2O2もしくは生理食塩水の膀胱内注入 1 日、7 日、14 日後のマウスの膀胱内に生理食

塩水を 50 µL注入し、その後の 20分間に観察される下腹部への licking行動の累計時間

を測定した。n = 6-15, *P < 0.05, **P < 0.01, vs. saline. 
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図 1-7B H2O2誘発膀胱炎マウスモデルに対する膀胱拡張による疼痛関連行動における各

種薬効評価 

膀胱拡張による 7日後の licking行動に対して、オキシブチニン（3 mg/kg）、インドメタ

シン（3 mg/kg）、アミトリプチリン（1 mg/kg）、モルヒネ（3 mg/kg）を評価 30分前に

腹腔内投与し効果を評価した。n = 7-13, ***P < 0.001, n.s. = not significant.   
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考察  
 

	 本章において、著者は下記の結果を示し、H2O2 誘発膀胱炎マウスモデルは、長期に

持続する炎症性細胞の浸潤・活性化が起こっており、多数の新生血管や肥厚化・線維化

といった組織学的変化に加えて、膀胱関連痛が認められることを明らかにした。 

 

1. 好中球は 3 時間後という急性期から少なくとも H2O2膀胱内注入 7 日後まで浸潤が

認められ、マクロファージは 7 日、14 日後という慢性期に浸潤および活性化が認

められた。 

2. H2O2膀胱内注入 7 日、14 日後において多数の新生血管が認められ、膠原線維の割

合も増大して、増殖因子も増大していた。 

3. H2O2膀胱内注入 3 時間後では自発運動活性の低下が、7 日、14 日後では膀胱拡張

による疼痛関連行動が認められた。この licking 行動はモルヒネおよびアミトリプ

チリンにより抑制された。 

 

	 前述したように、H2O2 膀胱内注入により、長期にわたり持続する頻尿症状や炎症性

サイトカインの増大が引き起こされるが（19）、それらの所見を引き起こす要因となる

炎症性細胞についてはこれまで明らかにされていなかった。炎症状態では生体内で様々

な細胞が寄与している。好中球は急性炎症時に動員される白血球であること、様々なケ

モカイン、炎症性サイトカイン、増殖因子などを放出されることが報告されている（24, 

25）。本章では、免疫染色法を用いて、モデル動物の膀胱組織を用いて定量的に評価を

行った。本モデルでも H2O2膀胱内注入群では、生理食塩水膀胱内注入群と比較して、

H2O2膀胱内注入の 3 時間後という急性期から好中球のマーカーである Gr1 の陽性細胞

数は顕著に増大し、少なくとも 7日後まで持続し 14日後でも増大傾向にあった。この

結果より、比較的長期にわたって好中球が膀胱組織に浸潤していることから、本モデル

では長期的に炎症状態にあることが示唆される。一般に、好中球は急性期に増大し、そ

の後消失する炎症性細胞であるが、本モデルにおいて比較的長時間組織中に確認される

ことは、本モデルに特徴的である可能性がある。また、マクロファージは生体内で免疫

機構に大きく寄与しており、組織常在性マクロファージは組織障害や感染によって活性

化され、さらに、組織傷害により血液からの単球遊走およびそのマクロファージへの活

性化が惹起され、浸潤したマクロファージは細胞死や、その死細胞の貪食に関与してい

る。加えて、炎症性・抗炎症性サイトカインや種々の増殖因子を放出することも報告さ

れている（26）。また、単球・マクロファージの浸潤・活性化は好中球と比較して遅れ
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て浸潤・活性化してくる。そこで、膀胱組織中のマクロファージについて定量的に評価

を行った。マクロファージのマーカーである Iba1 の蛍光強度は、H2O2膀胱内注入群で

は生理食塩水膀胱内注入群と比較して、急性期では変化はなかったが、7日後から顕著

に増大し、14日後においても持続していた。急性炎症により増大した好中球などから、

炎症性サイトカインやケモカインが放出され、マクロファージなどの浸潤・活性化を引

き起こしていることが考えられる。IC 患者においても膀胱組織の血管や粘膜下層に多

数の好中球が浸潤していること、マクロファージの浸潤・活性化が起こっていることも

報告されている（1, 27）。本モデルは、7 日以上持続する排尿回数の増加と膀胱重量の

増加、炎症性サイトカインの増大および膀胱組織の炎症所見が認められることを報告し

ている（19）が、このように、膀胱に浸潤してきた炎症性細胞から産生される炎症性サ

イトカイン、ケモカイン、プロスタグランジン類（PGs）および内因性の ROSのような

炎症性メディエーターは膀胱の知覚神経の活性化を引き起こし、その結果膀胱の過活動

が惹起されることが示唆される（28-31）。 

	 炎症状態においては、種々の細胞が TGF-β、FGF、VEGF、MMPなどの血管形成因子

を放出することが報告されており（20, 21）、これらの因子により新生された血管が損傷

組織の修復に必要であることが知られている。一方、IC の診断や治療において、膀胱

水圧拡張術（生理食塩水を注入して膀胱を膨らませる）と呼ばれる手法を行うことがあ

る。注入の数分後に水を抜くと、炎症部分がひび割れて出血し、これが診断の決め手に

なり、さらには、一時的なものではあるが硬くなった膀胱を物理的に広げほぐすだけで

なく、正常な粘膜の再生を促す効果があるとされ、治療にも用いられている。この時の

出血を点状出血と呼ぶが、これは血管新生によって生じた脆弱な血管の過伸展による破

綻であると言われている（32）。本モデルにおいて内皮細胞・血管新生のマーカーであ

る CD31 に対して免疫組織化学的検討を行い、血管数の定量を行った結果、H2O2膀胱

内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、7日、14日後において、特に粘膜下

層において顕著に血管数は増大していた。本モデルでは長時間にわたって、浸潤した好

中球やマクロファージなどの炎症性細胞から放出された増殖因子によって血管新生が

起こっていることが示唆される。また、血管新生によって出来た脆弱血管からはさらな

る炎症性細胞の浸潤が起こりやすいと考えられる。同様に、長期に炎症が持続し増殖因

子が過度に作用すると組織の線維化が懸念されるため、肺線維症、肝硬変、腎炎などと

同様に ICにおいても過剰修復は避けたい事項であるといえる（22）。本モデルの 7日、

14 日における膀胱組織に対して膠原線維を染め分けるマッソントリクローム染色を行

ったところ、H2O2 膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、両日とも平

滑筋層の肥厚化が認められ、膠原線維の割合も増大しており、特に粘膜下層、平滑筋層
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で認められた。また、血管新生や、組織線維化に関与する増殖因子であり、損傷治癒期

に増大するとされている FGF2 および VEGF-A は、本モデルにおいても H2O2膀胱内注

入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、急性期に顕著に増大または増大傾向にあ

り、さらに線維化期に増大するとされている TGF-βは 7日、14日後といった慢性期で

増大していた。一方、PDGF-Aは増大傾向に止まったため、本モデルでは組織変化への

寄与は小さいと考えられる。 

	 IC は慢性的な頻尿、炎症所見および疼痛が主な所見であるが、これまで疼痛の評価

を行っていなかった。そこで、まずマウスの自発運動活性の解析を行った。これまでに

シクロホスファミド誘発膀胱炎モデルにおいて自発運動活性の低下が生じることが報

告されている（23）。本研究でも、H2O2誘発膀胱炎マウスモデルについて評価したとこ

ろ、H2O2膀胱内注入群で自発運動活性の低下が認められた。しかし、3時間後という急

性期でのみ自発運動活性の低下が生じ、翌日にはほぼ回復したため、この低下は急性期

にのみ生じる疼痛関連行動であると考えられた。H2O2 投与後の急性期（数時間）には

H2O2 が膀胱上皮層を破壊し、膀胱粘膜透過性および血管透過性を伴う急性炎症につな

がり、粘膜下層の浮腫や炎症生サイトカインの増大が起こる（19）。このような激しい

膀胱の損傷が自発運動活性の低下を引き起こしたものと考えられる。この自発運動活性

の低下を指標とした疼痛関連行動は膀胱組織の修復とともに数日内に回復したため、慢

性期の膀胱関連痛については評価できなかった。そこで慢性期の膀胱関連痛を評価する

ため、モデル作製後のマウス膀胱内に生理食塩水を注入することで膀胱を拡張させる手

法を考案した。内臓痛の評価にはバルーン法と呼ばれる内臓組織の拡張により疼痛を評

価する手法が報告されており（33, 34）本研究では、それを膀胱に応用した。膀胱を生

理食塩水で拡張させると、惹起される下腹部への licking 行動は、H2O2誘発膀胱炎マウ

スモデルにおいて増加した。この増加は、H2O2投与後の急性期（3時間〜1日後）では

認められず、慢性期（7日、14日後）においてのみ認められものであった。この行動は

鎮痛作用のある三環系抗うつ薬のアミトリプチリンおよび麻薬性鎮痛薬のモルヒネに

よって抑制されたため、遅発性の疼痛関連行動であると示唆される。一方、頻尿治療薬

として用いられ、本モデルでも頻尿抑制作用を示した抗コリン薬オキシブチニンは、抗

炎症性作用を示さず（19）、また、遅発性の疼痛関連行動に対しても鎮痛作用を示さな

かった。膀胱過活動を示す他のモデルにおいて、PGsは膀胱拡張時に尿路上皮から放出

されることが報告されている（35）。NSAIDs であるインドメタシンはシクロオキシゲ

ナーゼを阻害し、PGsの生合成を抑制することで、鎮痛作用を示すが、この遅発性の疼

痛関連行動への影響は少なかった。この結果より、膀胱拡張による下腹部への licking

行動は、非潰瘍型の IC患者に見られるような PGsの寄与の少ない疼痛を表しているこ
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とが示唆される（36）。また、モデル作製 7日後の疼痛評価 30分前のみの投与になるた

め、すでに知覚神経の過敏化が引き起こされている状態では PGs の作用のみを減弱さ

せることでは疼痛を緩和するには不十分であると考えられる。Licking 行動が慢性期の

み認められたことから、慢性膀胱炎由来の遅発性疼痛が起こっているものと考えられる

が、その要因として、甚大な疼痛性刺激や慢性的な膀胱の炎症が脳や脊髄の疼痛経路の

中枢感作を引き起こしている可能性がある（37）。 

	 以上のことから、H2O2 誘発膀胱炎マウスモデルが、長期にわたる炎症所見、血管新

生、線維化などの組織像を呈し、長期にわたる頻尿症状に加え、遅発性の膀胱関連痛が

生じうることを明らかとした。 
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第二章  
H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの作製と評価  

 

	 第一章で示した H2O2誘発膀胱炎マウスモデルでは、7 日以上持続する排尿回数の増

加と膀胱重量の増加、および膀胱組織の炎症所見が認められる（19）。さらに、前章に

おいて、H2O2 膀胱内注入によりマウスモデルで長期にわたる炎症所見、血管新生、線

維化などの組織像を呈し、長期にわたる頻尿症状に加え、遅発性の膀胱関連痛が生じる

ことを述べてきた。 

	 マウスモデルは、各種遺伝子改変マウスが適応でき、さらにモデル作製の手技が容易

であることなどから、先行して研究を開始したが、一方、マウスは体格が小さいことに

よる膀胱組織の小ささおよび尿量の少なさが災いし、詳細な排尿動態や形態学的評価の

際に問題が生じることがあった。また、マウスの疼痛関連行動評価に関してはこれまで

に汎用されているような手法がなく、著者が独自に開発した手法により評価を行わざる

をえず、創薬開発には不利な点も多い。一方、マウスに比して体格や膀胱組織の比較的

大きなラットでは、排尿動態評価法や行動学的評価法に関して、これまでも多く用いら

れ、一般に確立している手法を用いることができる。そこで本章では、より詳細な排尿

動態、形態学的および行動学的評価が可能なラットを用い、マウスと同様に H2O2を膀

胱内注入することで長期間持続する慢性膀胱炎モデルが作製可能か評価を行い、また、

代謝ケージや膀胱内圧測定（シストメトリー法）を用いた排尿動態の解析、ヘマトキシ

リン・エオシン（HE）染色による詳細な組織学的解析、さらに、transient receptor potential 

vanilloid 1（TRPV1）刺激薬の膀胱内注入による疼痛関連行動の評価を行った。 
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実験方法  
 

使用動物 

実験には雌性 Slc:SDラット（体重 190-200 g、8-9週齢；日本 SLC）を使用した。全て

の動物は室温が 24±1℃、明暗周期が 12時間の室内、餌および水は自由摂取の状況下で

飼育した。実験は全て、京都大学動物実験委員会による審査・承認を受け、倫理規定に

従い、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行った。 

 

試薬 

H2O2（和光純薬工業）は、生理食塩水（大塚製薬工場）に溶解した。レシニフェラトキ

シン（RTX; Sigma-Aldrich Co.）は 10%エタノール（ナカライテスク）、10% Tween80（ナ

カライテスク）に溶解後、生理食塩水にて希釈した。 

 

H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの作製 

イソフルラン（ファイザー）麻酔下にポリエチレンカテーテル（尿道内挿入部 PE-50）

を尿道口から挿入し、下腹部をゆっくり指圧させることで、尿を排出させた。その後、

1.5% H2O2を膀胱内に 300 µL注入し 30分間貯留させた後、排出させることでモデルを

作製した。 

 

FVC法（frequency volume chart） 

ラットを、下に PowerLab 16/30 ML-880 model（AD Instruments, Milford, MA）に接続し

た校正用分銅内蔵型汎用天びん GX-200（研精工業	 茨城）を置いた代謝ケージ内で 1

日馴化させた後に、そのまま非絶食・自由飲水下 24時間の排尿量、排尿回数を測定し

た。モデル作製後に代謝ケージに戻し、非絶食・自由飲水下にて 24時間の排尿パター

ンを測定し（1日）、そのまま馴化を続け、再び同様に排尿パターンを測定した（3日、

7日、14日）。明期（08:00-20:00）と暗期（20:00-08:00）のそれぞれ評価を行った。解

析は LabChart8（AD Instruments）を用いて行った。 

 

膀胱内圧測定（シストメトリー法） 

H2O2もしくは生理食塩水をラット膀胱内に注入し、7日後にイソフルラン麻酔下、膀胱

頂部にポリエチレンカテーテル（PE-50）を挿入し、3 方活栓付きの圧トランスデュー

サーおよび PowerLab 16/30 ML-880 model（AD Instruments）に接続した。生理食塩水を

0.04 mL/minで持続注入させ、ボールマンケージ（夏目製作所	 東京）に拘束し、覚醒
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下で膀胱内圧測定を行った（図Ⅲ）。解析は LabChart8 (AD Instruments) を用いて排尿間

隔、基礎圧、排尿閾値圧および最大排尿圧の評価を行った（図Ⅳ）。 

 

 

図Ⅲシストメトリー法実験概略 

 

 

図Ⅳ膀胱内圧測定項目 

	

	

 
	 
	 
	



 26 

組織化学評価 

○経心灌流固定および膀胱組織切片作成 

ラットをソムノペンチル（共立製薬）（64.8 mg/kg, i.p.）麻酔下にて開胸し、0.1 M PBS

を用い経心灌流することで脱血した後、4% PFA in 0.1 M PBで経心灌流を行い、全身を

固定した。その後、膀胱を摘出し、パラフィン包埋を行った。続いて、ミクロトーム刃

（LEICA819; Leica）を装着した microscope system (BZ-8100; Keyence) を用いて厚さ 5 

µmの切片を作成し MASコート付きスライドガラス（松浪硝子工業）に接着した。 

 

○ヘマトキシリン・エオシン（HE）染色 

キシレン（ナカライテスク）およびエタノールにて脱パラフィン作業を行った膀胱組織

切片を切片が透明になるまで流水洗にて洗浄後、ヘマトキシリン溶液で 5分染色し、流

水洗後、0.25% エオシン溶液で 5分染色し、洗浄を行った。その後、エタノールで脱水

し、キシレンで透徹後、MAS コート付きスライドガラス（松浪硝子工業）に封入し観

察した。 

 

膀胱関連痛行動の評価 

ラットにおける膀胱関連痛行動の評価は、吉村らによって以前に報告された手法を用い

た（38）。H2O2もしくは生理食塩水をラット膀胱内に注入し、7日および 14日後にイソ

フルラン麻酔下、カテーテルを経尿道的に膀胱内に挿入しボールマンケージに固定する。

麻酔覚醒後にカテーテルを介し、RTX（3 µM）を 300 µL注入し 1分間漏れ出ないよう

に保持する。その後、カテーテルを抜き直ちに行動を観察した。下腹部への licking 行

動、下腹部へ頭を向けて動きを止める freezing行動を観察し、5秒ごとに行えば 1ポイ

ントと数え、15分間に渡って評価した。 

 

統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で表記した。検定は二群間の差は Student’s t-testにより、

三群間以上の差は one-wayあるいは two-way ANOVAおよび Bonferroni post hoc testを用

いて、Prism 6 software（GraphPad）により解析した。危険率 5%未満の場合には統計学

的に有意な差があると判定した。  
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実験結果  
 

H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの排尿動態  

	 H2O2もしくは生理食塩水をラット膀胱内に注入し、1日、3日、7日、14日後におけ

る 24時間の排尿動態を FVC法（frequency volume chart）により測定した。得られたチ

ャート図から、H2O2 膀胱内注入群は生理食塩水膀胱内注入群と比較すると、明らかな

縦軸の 1回排尿量の減少および横軸の排尿間隔の短縮が読み取れた（図 2-1A）。詳細な

解析を行ったところ、H2O2膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、1日

後から排尿回数は増大し、少なくとも 14日後まで排尿回数は増大していた（図 2-1B）。

明期および暗期に分けると、排尿回数は特に暗期においては少なくとも 14 日後まで増

大しており、明期では 7日後まで増大していた（図 2-1D, F）。1回排尿量は 1日後から

減少し、3 日後をピークに減少していた（図 2-1C）。明期および暗期に分けると、1 回

排尿量は特に明期においては少なくとも 7日後に至るまで減少しており、暗期では 3日

後まで減少していた（図 2-1E, G）。 

 

  
 

図 2-1A H2O2膀胱内注入 7日後の排尿動態 

代謝ケージ内で非絶食・自由飲水下 24時間の排尿量、排尿回数を測定した。H2O2膀胱

内注入 7日後の代表的排尿チャート（20:00-22:00）を表す。 

 

Saline (i.ves.)

1.5% H2O2 (i.ves.)

20 min

500 µL

(A)�
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図 2-1B-G H2O2膀胱内注入による排尿動態への影響 

代謝ケージ内で 1日馴化させた後に、非絶食・自由飲水下 24時間の排尿量、排尿回数

を測定した（処置前、1日、3日、7日、14日）。 

(B) 24時間排尿動態測定の累計排尿回数(C) 24時間排尿動態測定の 1回排尿量 

(D) 明期（08:00-20:00）における累計排尿回数 

(E) 明期（08:00-20:00）における 1回排尿量 

(F) 暗期（20:00-08:00）における累計排尿回数 

(G) 暗期（20:00-08:00）における 1回排尿量 

n = 8, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. saline. 
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H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの膀胱内圧測定  

	 さらに、H2O2もしくは生理食塩水をラット膀胱内に注入し、7日後に膀胱内圧測定（シ

ストメトリー法）を行った。得られたチャート図から、H2O2 膀胱内注入群は生理食塩

水膀胱内注入群と比較すると、明らかな横軸の排尿間隔の短縮が読み取れた（図 2-2A）。

詳細な解析を行ったところ、 H2O2膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較し

て、排尿間隔は有意に短縮していた（図 2-2B）。また、膀胱の収縮力を評価できる基礎

圧、排尿閾値圧および最大排尿圧には変化は認められなかった（図 2-2C, D, E）。 
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図 2-2 H2O2膀胱内注入 7日後における膀胱内圧測定 

膀胱頂部にカテーテルを挿入し、生理食塩水を 0.04 mL/minで持続注入させ、覚醒拘束

下で(B) 排尿間隔および膀胱内圧（(C) 基礎圧、(D) 排尿閾値圧、(E) 最大排尿圧）を

測定した。 
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(A) H2O2膀胱内注入 7日後の代表的シストメトリーチャート 

(B) 排尿から次の排尿までの時間を排尿間隔とした。 

(C) 1回の排尿の中で最も低い膀胱内圧を基礎圧とした。 

(D) 排尿が起こる直前の膀胱内圧を排尿閾値圧とした 

(E) 排尿時の最も高い膀胱内圧を最大排尿圧とした。 

n = 5-6, ***P < 0.001 vs. saline. n.s. = not significant. 
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H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの組織化学的検討  

	 ラットの膀胱組織を用いて形態学的評価を行うために HE染色を行った。正常ラット

の膀胱組織では炎症性細胞の浸潤や、水腫などの炎症所見は認められなかった（図

2-3A）。一方、H2O2膀胱内注入により、1 日後から粘膜下層から平滑筋層、外膜にかけ

て水腫や出血を表す赤血球、桿状核や分葉核を持つ好中球の浸潤や、好塩基に染まり顆

粒を持つマスト細胞の増大が認められた（図 2-3B）。7 日後では好中球およびマスト細

胞の増大、粘膜下層・筋層の水腫に加えて、上皮層の肥厚や、好酸性に染まる好酸球、

紡錘形の線維芽細胞、内皮細胞に取り囲まれた赤血球で表される新生血管も数多く認め

られた（図 2-3C）。14日後ではこうした変化は軽度になりつつも認められた（図 2-3D）。 

 

 

図 2-3A 正常ラット膀胱組織の HE染色画像 

スケールバーは 100 µmを表す。 

 

 

 

 

	

(A)
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図 2-3B H2O2膀胱内注入 1日後の膀胱組織 HE染色画像 

（上段）各番号は下段の各番号の拡大図に該当する。スケールバーは 400 µmを表す。 

（下段）①粘膜下層、平滑筋層、外膜領域の拡大図。スケールバーは 25 µmを表す。 

	 	 	 	 ②粘膜下層の拡大図。スケールバーは 10 µmを表す。  

	

	 

 
 

(B)
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図 2-3C H2O2膀胱内注入 7日後の膀胱組織 HE染色画像 

（上段）各番号は下段の各番号の拡大図に該当する。スケールバーは 400 µmを表す。 

（中段）①上皮層、粘膜下層の拡大図。スケールバーは 100 µmを表す。 

（下段）②平滑筋層、外膜領域の拡大図。スケールバーは 10 µmを表す。 

	 	 	 	 ③粘膜下層の拡大図。スケールバーは 10 µmを表す。  

 

	

 
 

 
 

(C)
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図 2-3D H2O2膀胱内注入 14日後の膀胱組織 HE染色画像 

（上段）各番号は下段の各番号の拡大図に該当する。スケールバーは 400 µmを表す。 

（下段）①上皮層、粘膜下層の拡大図。スケールバーは 25 µmを表す。 

	 	 	 	 ②粘膜下層、平滑筋層の拡大図。スケールバーは 10 µmを表す。 

	 	 	 	   

 

	

 
 

 

(D)
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H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの疼痛関連行動評価  

	 本モデルでの疼痛関連行動は、TRPV1刺激薬である RTXを膀胱内に注入することで

惹起される licking 行動および freezing 行動を評価した。その結果、RTX 膀胱内注入に

より、生理食塩水膀胱内注入群においても有意な licking行動および freezing行動のスコ

アの増加が認められた（図 2-4A）。H2O2膀胱内注入群では、vehicle 注入により、両行

動の増加傾向が見られたが、前章のマウスで認められたような有意なものではなかった。

一方、RTX膀胱内注入では、7日後では両行動とも有意なスコアの増大が認められた（図

2-4A,C）。14日後では freezing行動は有意なスコアの増大が認められたが、licking行動

は有意な増大が認められなかった。 

 

 

 

図 2-4 H2O2誘発膀胱炎ラットモデルにおける疼痛関連行動評価 

300 µLの RTX（3 µM）を膀胱内に注入し、１分保持後からの 15分間の licking行動（(A) 

7日後、(B) 14日後）、freezing行動（(C) 7日後、(D) 14日後）をスコア化した。n = 6-7, 

*P < 0.05, ***P < 0.001, n.s. = not significant.   
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考察  
 

	 本章において、著者は下記の結果を示し、H2O2 誘発膀胱炎ラットモデルは、マウス

モデルと同様に長期に持続する頻尿症状や、組織の肥厚化、炎症性細胞の浸潤・活性化、

さらに長期にわたる膀胱関連痛が認められることを明らかにした。 

 

1. 24 時間の排尿動態を FVC 法により評価したところ、H2O2誘発膀胱内注入により、

少なくとも 14 日後まで排尿回数は増大しており、特に暗期において顕著であった。

1回排尿量は 3日後をピークに減少しており、特に明期においては 7日後に至るまで

減少していた。 

2. 膀胱機能を評価できるシストメトリー法にて評価したところ、H2O2膀胱内注入後、7

日目において排尿間隔は顕著に短縮されていた。 

3. H2O2 膀胱内注入により、1 日後から、潰瘍・粘膜下から外膜にかけての出血・水腫

および好中球の浸潤が認められた。それらの変化に加え、7日後では粘膜上皮の肥厚、

粘膜下組織における間質細胞の増加、粘膜下組織および外膜における血管新生、平

滑筋の空胞化、粘膜上皮および外膜における出血、好酸球の浸潤など多くの炎症所

見が観察された。14 日後では、7 日後で認められた変化が軽度なものとして認めら

れた。 

4. H2O2誘発膀胱炎ラットモデルの膀胱内に RTX 投与で惹起される licking 行動および

freezing行動は 7日後において増大し、14日後では freezing行動のみ増大していた。 

 

	 前述したように、ラットはマウスと比較して、尿量の多さや体が大きいことに加え、

これまでに様々な泌尿器関連の研究手法が構築されてきたことから、より詳細な排尿動

態や形態学的および行動学的評価が可能である。排尿機能の評価は多くの研究が、本研

究でも行ったように、非絶食・自由飲水下で糞尿を分け測定できる代謝ケージを用いた

方法（FVC 法）と、外科的に膀胱頂部にカテーテルを挿入後、生理食塩水持続注入下

でトランスデューサーを介し膀胱内圧を測定する方法（シストメトリー法）により行わ

れてきた（39-43）。前者は、時間はかかるものの経時的に、より自然な状態で排尿回数

および排尿量を測定することができ、後者は、外科手術が必要ではあるが、膀胱内圧を

測定することで膀胱の収縮力といった機能や、尿が排出される排尿間隔を短時間で正確

に測定することができる。高コンプライアンス膀胱とは、膀胱内圧がさほど上昇するこ

となく、膀胱内腔が拡大できる膀胱のことで、逆に低コンプライアンス膀胱とは膀胱内

圧の上昇に対して、膀胱内腔があまり拡張できない膀胱のことである。こうしたことか
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ら、膀胱内圧やその排尿間隔を評価することで、平滑筋などの膀胱組織や知覚神経の過

敏化などの状態を示唆することができる。本研究では 08:00-20:00を明期、20:00-翌 08:00

を暗期として 24時間の排尿動態を記録したところ、H2O2膀胱内注入群では生理食塩水

膀胱内注入群と比較して、1 日後から排尿回数は増大していき、少なくとも 14 日後ま

で増大していた。通常、げっ歯類は、夜行性で、明期および暗期の比較において、明期

では排尿回数は減弱し、1回排尿量は増大する傾向にある。本モデルの結果もこれに即

した結果となっており、14 日後において暗期では排尿回数は増大していたが、明期で

は増大傾向に止まっていた。一方、1回排尿量は 1日後から減少していき少なくとも 3

日後まで減少していた。7日後において、明期では 1回排尿量は減少していたが、暗期

では減少傾向に止まっていた。また、7 日後においてシストメトリー法を行った結果、

H2O2 膀胱内注入群では生理食塩水膀胱内注入群と比較して、排尿間隔は顕著に短縮し

ており、ラットモデルにおいても H2O2誘発膀胱内注入により、長時間持続する頻尿症

状が惹起されていると言える。通常、組織の肥厚化や線維化が起こると、膀胱の伸展性

が損なわれる（22）。本モデルでは、基礎圧、排尿閾値圧、最大排尿圧に変化は認めら

れなかったため、膀胱組織の伸展性に対しては大きな影響が少ないと考えられるが、前

章で述べたように、マウスでは線維化の兆候が認められており、理由としては種差によ

るものであることが挙げられる。しかし、下記に述べるようにラットにおいても組織の

肥厚化は認められており、何らかの影響を与えている可能性はある。 

	 正常ラットの膀胱組織には、炎症性細胞は認められなかったが、H2O2 膀胱内注入群

では 1日後から粘膜下層から平滑筋層、外膜にかけて水腫や出血、好中球の浸潤やマス

ト細胞の増加が認められた。こうした急性期の所見はマウスモデルでも報告しており

（19）、好中球の浸潤は前章の結果からも一致している。IC患者の膀胱組織においては、

前章で述べたような好中球の浸潤に加えて、マスト細胞も上皮層および粘膜下層におい

て顕著に増大していることが報告されている（1, 44）。H2O2膀胱内注入 7日後では好中

球およびマスト細胞の増加、粘膜下層・筋層の水腫に加えて、上皮層の肥厚や好酸球、

線維芽細胞、新生血管も数多く認められた。14 日後ではこうした変化は軽度になりつ

つも認められた。なお、好酸球も IC患者では増大が報告されている（45）。これらのこ

とから、ラットモデルにおいてもマウスモデル同様に、長期的な膀胱の過活動は、H2O2

膀胱内注入による急性炎症を発端として、浸潤してきた炎症性細胞から産生される炎症

性サイトカイン、ケモカイン、PGs および内因性の ROS のような炎症性メディエータ

ーによる膀胱知覚神経の活性化反応に一部起因するものと考えられる（28-31）。同じく、

ラットモデルにおいても新生血管数や、線維芽細胞数の増加が認められ、これらはマウ

スモデルおよび IC患者の所見と一致している（22, 32）。 
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	 ラットモデルの疼痛関連行動評価は、以前に吉村らによって報告されたように（38）、

熱、酸やカプサイシンなどの侵害刺激に応答し開口するチャネルである TRPV1 の刺激

薬である RTX を膀胱内に注入することで惹起される 2種類の行動を評価することで行

った。1つ目は主に尿道由来の疼痛を反映するとされている licking行動（下腹部を舐め

る行動）で、2つ目は主に膀胱由来の疼痛を反映するとされている freezing行動（頭部

を下腹部へ向けたまま無動状態になる行動）である。その根拠としては、主に尿道を支

配する陰部神経を切断すると licking行動が顕著に減弱すること（38）、また、エンケフ

ァリンや抗炎症性サイトカインを膀胱に投与、もしくはそれらをコードした遺伝子を単

純ヘルペスウイルスベクターを用いて主に膀胱を支配する骨盤神経に遺伝子導入する

と freezing行動が顕著に減弱することにある（46-48）。本モデルにこの RTXによる疼痛

評価法を用いると、H2O2膀胱内注入群により、7 日後では両行動とも増大し、14 日後

では freezing行動のみが増大していた。これらのことから、これまで述べてきた長期に

持続する炎症性細胞の浸潤・活性化などは、慢性炎症に止まらず、尿道や膀胱の知覚路

の過敏化を引き起こしていることが考えられる。さらに、知覚神経の中でも TRPV1 を

発現している C 線維が特に慢性膀胱炎由来の疼痛に寄与していることが示唆される

（49）。 

	 以上のことから、H2O2 膀胱内注入により、マウスのみならずラットにおいても長期

にわたる炎症所見、血管新生などの組織像を呈し、長期にわたる頻尿症状に加え、膀胱

関連痛が生じうることを明らかとした。 

	 ラットモデルの成果として、ラットはマウスと比較し、尿量の多さや膀胱組織の大き

さが大きく異なることから、マウスモデルでは解析できなかった詳細な排尿動態を解析

することができ、さらには、組織学的解析の行いやすさから、マウス組織からは判断の

困難であったマスト細胞の増大などの所見が得られたことが挙げられる。  
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総括および結論  
 

	 本研究において、著者は H2O2の膀胱内注入により誘発される膀胱炎マウスモデルを

用い、長期的な行動学的および組織学的解析を行うことで、IC モデルとしての妥当性

を評価するとともに、マウスと比較してより詳細な解析が可能なラットモデルを作製し、

その病態形成メカニズムについて検討を行い、以下の新知見を得た。 

 

	 第一章では、マウスに対して H2O2を膀胱内注入することで作製したマウス膀胱炎モ

デルに、長期的な炎症を引き起こす要因となる炎症性細胞の活性化・浸潤とそれに伴う

組織の肥厚化・線維化が起こっていることを見出し、さらに膀胱炎由来の急性期から慢

性期にかけて生じる 2種類の膀胱関連痛行動を起こすことを明らかにした。 

 

	 第二章では、マウスに比して、より詳細な排尿動態、形態学的および行動学的評価が

可能なラットに対して H2O2を膀胱内注入することでラット膀胱炎モデルを新たに作製

し、マウスと同等かそれ以上の長期の頻尿症状を呈すことを示した。さらに急性期から

組織の炎症所見が見られ、各種炎症性細胞の活性化・浸潤が慢性期に至るまで認められ

ることを見出し、慢性期においても知覚神経を刺激することにより、2種類の膀胱炎由

来の疼痛関連行動を起こすことを明らかにした。 

 

	 H2O2により引き起こされる膀胱炎のメカニズム（図Ⅴ）として、まず H2O2により膀

胱上皮が傷害されると、損傷を受けた膀胱組織からの炎症シグナルにより、好中球など

の炎症性細胞が速やかに浸潤し、浸潤した細胞は、さらにそこで炎症性サイトカインな

どの伝達物質を放出することで、より多くの炎症性細胞を動員して炎症反応を増幅する

とともに、膀胱知覚神経の過敏化を引き起こし、頻尿や膀胱痛が生じると考えられる。

急性期が過ぎた後にも、浸潤した炎症性細胞が炎症を持続させるとともに、血管新生が

盛んに行われて脆弱な新生血管が増加することで、出血やさらなる炎症性細胞の浸潤を

招き炎症を長期化させている可能性があり、さらに炎症の悪化を抑えきれなかった膀胱

組織では、筋層の肥厚および線維化などの異常修復・過形成が起こっていることが示唆

され、これらは本来の膀胱機能に影響を及ぼしている可能性が考えられる。 
	  

	 以上、著者は H2O2誘発膀胱炎モデルが、他の膀胱炎モデルには見られない長期に持

続する病態を呈し、IC の臨床像を反映したより適切な慢性膀胱炎モデルであることを

明らかにした。本研究成果は、急性モデルでは得ることの出来ない、慢性モデルで認め
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られる長期的な炎症性細胞所見、組織変化、行動変化が認められる H2O2誘発膀胱炎モ

デルに対して、治療標的探索を行うことで、IC を想定した創薬に有効利用出来うる知

見を提供したものである（図Ⅵ）。 

 

 

図ⅤH2O2誘発膀胱炎モデルのメカニズム概略  
 

 

 

図Ⅵシクロホスファミド（CP）誘発膀胱炎モデル、H2O2誘発膀胱炎モデルおよび ICの

所見比較  
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