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研究成果の概要（和文）：本研究により、シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルでは、TRP チャ

ネルを介した初期の炎症が引き金となり、硫化水素合成酵素が発現誘導されることで膀胱内で

硫化水素の産生が増大し、これが T 型 Ca2+チャネルを介して膀胱痛を誘起する一方、炎症症状

を悪化させている可能性が示唆された。本知見は、膀胱炎や膀胱痛の治療薬開発において硫化

水素合成酵素や T型 Ca2+チャネルが新たな標的分子となりうることを強く示唆する。 

 

 

研究成果の概要（英文）：This study suggests that, in the cyclophosphamide-induced cystitis 
model, TRP channel-mediated early inflammatory response triggers induction of expression 
of the hydrogen sulfide synthetic enzyme, leading to increase in the generation of 
hydrogen sulfide in bladder tissue. The generated hydrogen sulfide induces bladder pain 
through the T-type Ca2+ channels and aggravates the inflammatory symptom. These findings 
raise the possibility that hydrogen sulfide synthetic enzyme and/or T-type Ca2+ channels 
can be  new target molecules for the development of therapeutic agents against cystitis 
and bladder pain. 
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して硫化水素（H2S）が注目されている。知覚
神経系における H2S の役割として、気道およ
び膀胱組織では capsaicin 感受性一次知覚神
経を介して神経因性炎症を誘起することが
報告されている。所属研究室では、H2S が一
次知覚神経上に発現する T 型 Ca2+チャネルを
介して体性痛の情報伝達物質として機能す
ることを報告している。さらに、結腸痛や膵
臓痛を含む内臓痛の情報伝達にも上述のメ
カニズムが関与することを明らかにしてい
る。結腸や膵臓以外の内臓痛を引き起こすこ
とが知られている臓器として膀胱組織が挙
げられる。膀胱痛は、膀胱炎発症時に認めら
れるがそのメカニズムは未解明な部分が多
い。そこで、今回、シクロホスファミド誘起
膀胱炎モデルを用いて膀胱痛の情報伝達に
おける H2S の役割を解明し、さらには炎症発
現にも関与するかについて明らかにするこ
とを目的として本研究を企画した。本研究の
実施により、膀胱痛および膀胱炎の発現メカ
ニズムを解明し、新たな治療薬開発のための
手掛かりを得たいと考えている。 

 
２．研究の目的 
有毒ガスの１つとして知られる硫化水素

（H2S）は生体内において L-システインから
シスタチオニン-γ-リアーゼ（CSE）および
シスタチオニン-β-シンターゼ（CBS）によ
り酵素的に産生され多様な生理機能を示す
ことが明らかとなっている。所属研究室では、
末梢組織において H2S が一次知覚神経上に発
現する T 型 Ca2+チャネルの活性化を介して体
性痛を誘起することを報告している。また、
H2S が一次知覚神経に作用し神経ペプチド遊
離を介した神経因性炎症を誘起することが
他のグループから報告されており、H2S が痛
みおよび炎症発現に関与する新たな分子と
して注目されている。そこで、今回は H2S が
膀胱炎およびそれに伴う膀胱痛に関与する
か否かを明らかにすることを主目的として
本研究を企画した。臨床においては、膀胱炎
に伴う痛みに対する十分な治療法が確立し
ているとはいえないため本研究により H2S あ
るいは H2S により活性化される T 型 Ca2+チャ
ネルを標的とした新たな治療薬開発を目指
して研究を進めていきたい。 
 
３．研究の方法 
(1) シクロホスファミド誘起膀胱炎モデル
の作製：Olivar と Laird の方法に基づき、マ
ウスに抗悪性腫瘍薬であるシクロホスファ
ミド 300 mg/kgを腹腔内投与することにより
膀胱炎を誘起した。 
 
(2) シクロホスファミド誘起膀胱炎モデル
における痛みの評価：シクロホスファミド投
与 3 時間半から 4 時間後の 30 分間に認めら

れる尿道口周囲皮膚表面に対する舐め行動
を指標として計測し膀胱痛様行動を評価し
た。さらに von Frey filament を用いて尿道
口から肛門間付近を刺激し関連痛覚過敏を
測定した。 
 
(3) シクロホスファミド誘起膀胱炎モデル
における炎症症状の評価：膀胱相対湿重量お
よび膀胱における血管透過性を測定するこ
とにより評価した。シクロホスファミド投与
4 時間後、安楽死させたマウスから膀胱を摘
出し膀胱相対湿重量を測定した。膀胱血管透
過性は、シクロホスファミド投与直前に
Evan`s blue 50 mg/kg を静脈内投与し、その
4 時間後にマウスを安楽死させて膀胱を摘出
し、膀胱組織中の Evan`s blue 透過量を測定
することにより評価した。さらに、ヘマトキ
シリン・エオジン染色により膀胱の組織像観
察を行った。 
 
(4) シクロホスファミド誘起膀胱炎モデル
における膀胱痛様行動、関連痛覚過敏および
炎症症状に対する薬物効果の検討：第 1 章で
用いた阻害薬の投与量および投与スケジュ
ールは、以下に示すように行われた。非選択
的 TRP チャネル阻害薬である ruthenium red 
は、3 mg/kg の用量でシクロホスファミド投
与 30 分前に皮下投与した。H2S 合成酵素 CSE
の阻害薬である DL-propargylglycine は、100 
mg/kg の用量でシクロホスファミド投与 1 時
間前に腹腔内投与した。T 型 Ca2+チャネル阻
害薬 mibefradil および L 型 Ca2+チャネル阻
害薬 verapamil は、それぞれ 10 mg/kg およ
び 5 mg/kg の用量でシクロホスファミド投与
3 時間後に腹腔内投与した。 
第 2章で用いた阻害薬の投与量および投与ス
ケジュールは、以下に示すように行われた。 
一次知覚神経の除神経はペントバルビター
ル麻酔下 capsaicin 25 mg/kg を皮下投与し
た後、その6時間および32時間後に 50 mg/kg
をそれぞれ皮下投与し、 最終投与 10 日後に
実験に用いた。mibefradil は、10 mg/kg の
用量でシクロホスファミド投与 30 分前に 1
回腹腔内投与、または同用量の mibefradil
をシクロホスファミド投与 30 分前および 3
時間後の 2 回腹腔内投与前投与した。TRPV1
チャネル阻害薬である capsazepine は、15 
mg/kgの用量でシクロホスファミド投与30分
前および 3時間後に皮下投与した。  
  
(5) シクロホスファミド誘起膀胱炎モデル
における膀胱組織中の CSEタンパク発現量の
測定：シクロホスファミド投与四時間後、膀
胱炎を発症したマウスの膀胱を摘出し、膀胱
組織中の CSE タンパク発現量を Western blot
法を用いて測定した。 
 



 

 

４．研究成果 
内因性ガスメッセンジャーである硫化水素
の膀胱炎および膀胱痛への関与を明らかに
するため、(1)では、シクロホスファミド誘
起膀胱炎モデルの作製と炎症・痛みの評価系
の確立および本モデル用いて硫化水素の特
に膀胱痛への関与について解析を行った。続
いて(2)では、本モデルで認められる膀胱痛
とさらに炎症症状発現における硫化水素標
的分子である T 型 Ca2+チャネルとの関わりつ
いて解析を行った。 
 
(1)  
① シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルの
作製と炎症・痛みの評価系の確立：マウスに
シクロホスファミド 300 mg/kg を腹腔内投与
することより投与 3時間半から 4時間後に膀
胱痛様行動が発現し、尿道口から肛門付近の
皮膚表面における関連痛覚過敏が認められ
た。さらに、 シクロホスファミド投与 4 時
間後、摘出した膀胱組織の病理切片より被蓋
細胞の部分的破綻を伴う明らかな粘膜浮腫
が認められ、膀胱相対湿重量は増加していた。
これらのことから、本膀胱炎モデルマウス
において疼痛関連行動および関連痛覚
過敏の評価系を確立し、炎症関連症状と
して、浮腫、血管透過性亢進、病理切片
上の形態学的変化をとらえることに成
功した（図１）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ シクロホスファミド (CP) 誘起膀胱
痛様行動、関連痛覚過敏および炎症症状 
 
② シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける疼痛関連行動、機械的関連痛覚過敏な
らびに炎症症状に及ぼす非選択的 TRP阻害薬
の効果の検討：シクロホスファミド誘起膀胱
炎は、シクロホスファミドの肝代謝物
acrolein の毒性に起因するとされている。一
方、acrolein は TRPA1 のアゴニストとしても
作用する。このことから、シクロホスファミ
ドによる膀胱炎発症における TRPA1の関与を、
非選択的 TRP 阻害薬 ruthenium red を用いて
調べた。シクロホスファミド投与 30 分前に
ruthenium red 3 mg/kg を皮下投与したとこ
ろ、シクロホスファミド誘起膀胱痛様行動、
関連痛覚過敏および膀胱相対湿重量増加は

すべて消失した。このことから、シクロホス
ファミド誘起膀胱炎の発症に TRP チャネルが
関与することが示唆された（図２、３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ シクロホスファミド (CP)誘起膀胱炎
モデルにおける疼痛関連行動、機械的関連痛
覚 過 敏 に 及 ぼ す 非 選択 的 TRP 阻 害 薬
ruthenium red (RR) の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎
モデルにおける膀胱相対湿重量増加に及ぼ
す非選択的 TRP 阻害薬 ruthenium red の効果 
 
③ シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける疼痛関連行動、機械的関連痛覚過敏な
らびに炎症症状に及ぼす内因性 H2S 合成酵素
阻害薬の効果の検討：末梢組織において、H2S
は主に CSEによって酵素的に生成されること
が知られていることより、内因性 H2S の膀胱
痛および膀胱炎症状を検討する目的で CSE阻
害薬 DL-propargylglycine (PPG)の効果の検
討を行った。PPG 100 mg/kg をシクロホスフ
ァミド投与 1時間前に腹腔内投与したところ、
シクロホスファミド誘起膀胱痛様行動およ
び関連痛覚過敏を強力に抑制し、膀胱相対湿
重量増加は部分的に抑制された。 このこと
から CSE 由来の内因性 H2S は、シクロホスフ
ァミド誘起膀胱痛の発現に関与すること、さ
らに膀胱の炎症症状の発現にも部分的に関
与している可能性が示唆された（図４、５）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎
モデルにおける疼痛関連行動、機械的関連痛
覚 過 敏 に 及 ぼ す CSE 阻 害 薬
DL-propargylglycine (PPG)の効果 
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図５ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎
モデルにおける膀胱相対湿重量増加に及ぼ
す CSE 阻害薬 DL-propargylglycine (PPG)の
効果 
 
④ シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける膀胱組織中の CSEタンパク発現量の増
加：シクロホスファミド投与 4時間後、膀胱
炎を発症したマウスの膀胱組織中における
CSE タンパク発現量を Western blot 法を用い
て測定したところ、図６左に示すように、膀
胱炎を発症していないマウスに比べシクロ
ホスファミド投与マウスでは CSE のバンドが
明らかに濃くなった。また、これらのバンド
を数値化し多数例についてまとめたところ
CSE タンパク発現量の有意な増加が認められ
た（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎
モデルにおける膀胱組織中の CSE タンパク発
現量の増加 
 
⑤ シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける疼痛関連行動、機械的関連痛覚過敏な
らびに炎症症状に及ぼす T 型 Ca2+チャネル阻
害薬および L 型 Ca2+チャネル阻害薬の効果の
検討：シクロホスファミド誘起膀胱炎成立時
に CSE タンパク発現量の増加が認められたこ
とより、H2S の標的分子として知られる T 型
Ca2+チャネルが膀胱炎症成立後の痛み発現に
関与するか否かについて検討を行った。T 型
Ca2+チャネル阻害薬である mibefradil 10 
mg/kg をシクロホスファミド投与 3 時間後に
腹腔内投与したところ、膀胱痛様行動および
関連痛覚過敏は完全に抑制された。一方、L
型 Ca2+チャネル阻害薬である verapamil 5 
mg/kg を同様のスケジュールで腹腔内投与し
たところ、抑制効果をしめさなかった。また、
膀胱相対湿重量増加はいずれの阻害薬にお
いても影響されなかった。このことから、シ

クロホスファミド誘起膀胱炎の痛み発現に T
型 Ca2+チャネルが関与することが示唆された
（図７、８および９） 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎モ
デルにおける疼痛関連行動に及ぼす T 型 Ca2+

チャネル阻害薬 mibefradil (Mibe) および L
型 Ca2+チャネル阻害薬 verapamil (Vera) の
効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎モ
デルにおける機械的関連痛覚過敏に及ぼす T
型 Ca2+チャネル阻害薬 mibefradil (Mibe) お
よび L 型 Ca2+チャネル阻害薬 verapamil 
(Vera) の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 シクロホスファミド(CP)誘起膀胱炎モ
デルにおける膀胱相対湿重量増加に及ぼす T
型 Ca2+チャネル阻害薬 mibefradil および L
型 Ca2+チャネル阻害薬 verapamil の効果 
  
以上の結果より、シクロホスファミドが肝で
代謝されて生成される acrolein は膀胱組織
において TRPA1を介して初期炎症を引き起こ
すことが考えられ、この初期炎症が引き金と
なり、CSE の発現誘導が起こり、H2S の産生が
増大し、これが T 型 Ca2+チャネルを介して膀
胱痛の発現に寄与していることが示唆され
た。 
 
(2) 
① シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける疼痛関連行動、機械的関連痛覚過敏な
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らびに炎症症状に及ぼす一次知覚神経除神
経の効果の検討：(1)において、シクロホス
ファミド誘起膀胱炎の発症に TRPA1 の 関与
を示唆する知見が得られたことより、TRPA1
が豊富に発現している一次知覚神経 C線維が
本病態に関与する可能性について検討を行
った。Capsaicin の大量投与により一次知覚
神経を除神経したところ、コントロールマウ
スで認められた膀胱痛様行動および関連痛
覚過敏はほぼ完全に消失した。さらに、膀胱
相対湿重量の増加は部分的に抑制された。こ
のことから、一次知覚神経 C 線維が本病態の
膀胱痛発現に関与し、さらに炎症症状にも一
部関与する可能性が示され、神経因性炎症へ
の関与が示唆された（図１０および１１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１０ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱
炎モデルにおける疼痛関連行動、機械的関連
痛覚過敏に及ぼす一次知覚神経除神経の効
果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１１ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱
炎モデルにおける膀胱相対湿重量増加に及
ぼす一次知覚神経除神経の効果 
 
② シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける疼痛関連行動、機械的関連痛覚過敏な
らびに炎症症状に及ぼす T 型 Ca2+チャネル阻
害薬の前処置および前後処置の効果の検
討：第一章において、本膀胱炎モデルにおけ
る膀胱炎成立後の痛みの発現に T 型 Ca2+チャ
ネルが関与することを明らかにした。T型Ca2+

チャネルは知覚神経上に多く発現している
ことから、本膀胱炎の炎症症状発症において
も T 型 Ca2+チャネルが関与するかについて検
討を行った。Mibefradil 10 mg /kg をシクロ
ホスファミド投与 30 分前に 1 回腹腔内投与
したところ、膀胱痛様行動および関連痛覚過
敏に対して抑制効果は認められなかったが、

膀胱相対湿重量増加に対しては部分的にで
はあるが有意な抑制効果を示した。一方、同
用量の mibefradil をシクロホスファミド投
与 30 分前および 3 時間後の 2 回腹腔内投与
した場合は、膀胱相対質重量増加の抑制に加
え、膀胱痛に対する強力な抑制も認められた。
これらのことより、シクロホスファミド誘起
膀胱炎において T 型 Ca2+チャネルは痛み発現
制御に関与するだけでなく膀胱炎症発現に
も一部関与する可能性が示唆された（図１２、
１３および１４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１２ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱
炎モデルにおける疼痛関連行動に及ぼす T型
Ca2+チャネル阻害薬 mibefradil (Mibe) の前
処置および前後処置の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１３ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱
炎モデルにおける機械的関連痛覚過敏に及
ぼす T 型 Ca2+チャネル阻害薬 mibefradil 
(Mibe) の前処置および前後処置の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１４ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱
炎モデルにおける膀胱相対湿重量増加に及
ぼすT型Ca2+チャネル阻害薬mibefradilの前
処置および前後処置の効果 
 
③ シクロホスファミド誘起膀胱炎モデルに
おける疼痛関連行動、機械的関連痛覚過敏な
らびに炎症症状に及ぼす TRPV1阻害薬の効果
の検討：シクロホスファミド誘起膀胱炎にお
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ける膀胱痛および炎症症状発現における T型
Ca2+チャネルの役割が本チャネルに特異的な
作用であるか確認するため TRPV1 阻害薬
capsazepine を用いて同様の検討を行った。
Capsazepine 15 mg/kg をシクロホスファミド
投与 30 分前および 3 時間後の 2 回皮下投与
したところシクロホスファミド誘起膀胱痛
および膀胱相対湿重量増加に有意な抑制効
果を示さなかった（図１５および１６）。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
図１５ シクロホスファミド(CP)誘起膀胱
炎モデルにおける疼痛関連行動、機械的関連
痛覚過敏に及ぼす TRPV1 阻害薬 capsazepine 
(CPZ)の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１６ シクロホスファミド誘起膀胱炎モ
デルにおける膀胱相対湿重量増加に及ぼす
TRPV1 阻害薬 capsazepine (CPZ)の効果 
 
(1)において、本モデルマウスの膀胱組織中
で CSE が発現誘導されることを確認している
ことから、一次知覚神経を介した初期の炎症
が引き金となり、硫化水素合成酵素が発現誘
導されることで膀胱組織内において硫化水
素の産生が増大し、これが T 型 Ca2+チャネル
を介して膀胱痛を誘起する一方、炎症症状を
悪化させている可能性が示唆され、本モデル
の病態の発現メカニズムを解明するための
重要な知見を得ることができた 
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Capsazepine at 15 mg/kg or vehicle was administered s.c. to mice twice 30 min before and 3 h after i.p.

administration of cyclophosphamide (CP) at 300 mg/kg. (A) Nociceptive behavior was observed for 30 min 

3.5 h after the administration. (B) The nociception test was performed 4 h after the administration. Data 

show the mean with S.E.M. from 4-8 mice. **P<0.01 vs vehicle + vehicle. 
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Capsazepine (CPZ) at 15 mg/kg or vehicle (saline) was administered s.c. to mice twice 30 min before 

and 3 h after i.p. administration of cyclophosphamide (CP) at 300 mg/kg. The mice were killed 4 h after 

the administration and bladder weight were measured. Data show the mean with S.E.M. from 4-8 mice. 
** P<0.01 vs vehicle + vehicle.


