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研究成果の概要（和文）：GFP陽性の骨髄細胞を移植したキメララットを用いて、膀胱炎モデルにおける骨髄由来細胞
の役割について検討を行ったが、骨髄由来細胞の膀胱への遊走は認めるものの、膀胱組織細胞への分化は認められなか
った。続いて、ルシフェラーゼアッセイによる測定法、フローサイトメトリーによるEGFPシグナルの測定法用いたNF-K
B活性の定量を行うためにNF-KB Tgマウスの作成を行ったが、安定した結果が得られず、十分な成果が得られなかった
。一方、下部尿路閉塞モデルでは、下部尿路閉塞後の膀胱の末期の状態としての膀胱壁の線維化においてもIL-1βが役
割を担う可能性が考えられた。今後のさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In the first study, using chimera rats with GFP-positive bone marrow cells, bone m
arrow derived stem (BMS) cells did not differentiate into the bladder tissue cells with cystitis, although
 many BMS migrated to the bladder. Thus, BMS cells were not directly contribute to reorganization of the b
ladder tissue in cystitis models. In the second study using luciferase assay and flow cytometry for EGFP i
n NF-KB-Tg mice, enough data were not obtained from evaluation of NF-KB activity in interstitial models. F
urther studies are necessary to establish evaluation of NF-KB activity in interstitial models. In the thir
d study using IL-1B-/- mice, we investigated whether IL-1Binduced remodeling of the urinary bladder and lo
wer urinary tract dysfunctions after partial bladder outlet obstruction (pBOO). IL-1B has the potential to
 induce bladder reorganization and deteriorate urodynamic parameters in pBOO. Especially, muscle hypertrop
hy in the bladder could occur via IGF-1 stimulation induced by IL-1B.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
間質性膀胱炎は、頻尿、尿意切迫感、蓄尿

時の恥骨上部の痛みを主症状とする症候群
の原因疾患のひとつであり、膀胱の非特異的
な慢性炎症を有している。間質性膀胱炎の病
態は、広範にわたる科学的な取り組みが行わ
れているにも関わらず、何らかの免疫反応が
関与していることが予測されるものの、明確
な病因は特定されていないため、根治的な治
療法はいまだなく治療に難渋するケースも
少なくない。現在、間質性膀胱炎のモデルと
して、化学刺激物質をラットやマウスの膀胱
内や腹腔内に注入することによって膀胱炎
を誘発する方法が広く用いられており、病因
や治療法の解明に寄与している。 
またもう一つの病的モデルとして、前立腺

肥大症や神経因性膀胱などの下部尿路閉塞
状態において組織での IL-1β 発現が高くな
ることが示されているが、どのような役割を
果たしているのかは明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、間質性膀胱炎の発症機序の解明、

新たな診断法の確立を目的とし、NF-B 活性
レベルをイメージングによって測定可能な
モデルを作製し、間質性膀胱炎モデルにおけ
る様々な薬剤効果の評価をリアルタイムに
行うことを目的とした。 
また、もう一つの病的モデルである下部尿

路閉塞によって生じる膀胱の組織学的およ
び機能学的変化の機序を明らかにするため
に、炎症性サイトカインである IL-1β の関
与について明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
検討 1：膀胱炎モデルにおける骨髄由来細胞
の関与 
（１）GFP キメララットの作成 
骨髄移植を行う前日に12G放射線照射を行

った Wild type 雌ラットに対し、GFP 陽性ト
ランスジェニックラットの大腿骨および脛
骨から採取した骨髄細胞を尾静脈から投与
する。骨髄細胞投与後、6 週間たった段階で
末梢血を採取し、血球成分が GFP 陽性である
こと共焦点蛍光顕微鏡で観察し、GFP 陽性の
骨髄細胞が生着していることを確認した。 
（２）膀胱炎モデルの作製 
麻酔下に経尿道的に膀胱内にPE-50カテー

テルを挿入し、膀胱内の尿を吸引した後に
0.4N 塩酸または生理食塩水(Sham)を膀胱内
に注入し、膀胱炎モデルを作製した。 
 

（３）免疫組織学的検討 
膀胱炎または Sham モデル作製後 2 週目に

還流固定の後に膀胱を摘出して、HE 染色・蛍
光抗体法による免疫組織学的検討を行った。 
 
検討２：NF-B Tg マウスの作成、膀胱上皮に
おける NF-B シグナル活性の検討 
膀胱上皮における生理的な細胞外からの

刺激に対するNF-Bシグナル変化の検出する
ために、NF-B Tg マウスの膀胱を摘出し膀胱
上皮の培養を行った。 
 
検討３：下部尿路閉塞(pBOO)膀胱における炎
症性サイトカイン IL-1βの関与の検討 
（１）pBOO 手術および sham 手術 
生後 8週齢雌性 C57/BL6 系統マウス（wild 

type: WT 群）と IL-1β-/- mice (KO 群)を使
用した。KO に対し Sham または pBOO 手術を施
した。さらに pBOO 手術後に Insulin -like 
growth factor (IGF)-Ⅰを腹腔内投与した群
を KO- IGF-Ⅰ群とした。 
ペントバルビタールの腹腔内投与により

麻酔を行い、下腹部正中切開後に膀胱および
尿道を露出した後に、傍尿道血管の損傷に注
意しつつ膣壁より尿道を注意深く剥離した。 
直径 0.55mm の金属ロッドを近位部尿道に沿
わせ、4-0 絹糸にて尿道とロッドを共に結紮
した。 
（２）膀胱重量測定 
摘出した膀胱の重量を測定した。 

（３）組織学的検討 
膀胱は4％paraformaldehyde (PFA)溶液で

固定し、ミクロトームにて3μmの厚さに薄切
し、組織学的検討のためHematoxylin and 
eosin(HE) 染色を行った。  
（４）膀胱機能学的検討 
膀胱内にカテーテル留置しカテーテルを圧

モニターおよび生理食塩水注入用ラインとし
て使用して尿流動態測定システムにて下部尿
路機能検査を行った。下部尿路機能では以下
の尿流動態検査の項目を測定した: ① 膀胱
容量 bladder capacity (BC); ② 排尿時圧 
micturition pressure (MP); ③ 無抑制収縮
の回数 non-voiding contraction (NVC); ④
残尿量 post-void residual urine volume 
(PVR)。 
（５）RNA抽出、Quantitative real-time PCRs 
膀胱中のサイトカイン (IL-1β, IGF-1, 

TGF-β)のmRNA発現を測定するためにRT-PCR
を施行した。 
 

 



４．研究成果 
検討 1 
図１：膀胱組織像（HE 染色） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HE 染色では、膀胱炎モデルにおいて Sham

に比べて膀胱上皮は重層化していた。膀胱上
皮下の間質組織は肥厚して浮腫が見あれた。
さらに、炎症性細胞の浸潤も認めた（図１）。 

 
 
図２：骨髄由来細胞の膀胱への遊走 
 
 
 
 
 
 
抗 GFP抗体を用いて蛍光免疫染色を行った

が、膀胱炎モデルでより多くの骨髄由来細胞
を認めた（図２）。骨髄由来細胞は、膀胱全
体にみとめるものの、主に上皮下の間質組織
により多く認めた。 
 
 

図３：骨髄由来細胞と myofibroblasts 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
骨髄由来細胞が主に膀胱上皮下の間質組

織に存在したが、Vimentin 陰性であった（図
３）。このことから、骨髄由来細胞が、膀胱
上皮下の間質組織における myofibroblasts
への分化は示唆されなかった。 
 
 

図４：骨髄由来細胞と膀胱上皮 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
膀胱上皮にも骨髄由来細胞が存在したが、

膀胱上皮に郵送している骨髄由来細胞はわ
ずかであった。また、いずれの細胞も
Cytokeratin 陰性であり、膀胱上皮には、分
化していないものと考えられた（図４）。 
 
 
図５：骨髄由来細胞と求心性神経線維 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
求心性神経線維のマーカーである CGRP に

ついても CGRP 陰性であり求心性神経への分
化は示唆されなかった（図５）。 
 
以上より、膀胱の傷害モデルである膀胱炎

では骨髄由来細胞の膀胱組織へのリモデル
リングは確認できなかった。 
以前の我々の検討では、膀胱の傷害モデル

のひとつである下部尿路閉塞モデルでは、
GFP 陽性細胞は下部尿路閉塞膀胱の筋層で平
滑筋様 phenotype へ分化しているもの、膀胱
上皮下層で myofibroblasts への分化を示唆
するものや、尿路膀胱上皮へ分化しているも
のが観察された。今回の膀胱炎モデルでは、
下部尿路閉塞モデルと同様に骨髄由来細胞
の膀胱への遊走が確認できたので、Stromal 
cell-derived factor 1α(SDF1α)などのサ
イトカインの発現が生じていることが予想
される。しかし、膀胱炎モデルでは膀胱組織
への分化は観察されず、その理由としてはモ
デルの違いや観察時期が2週目であったこと
などが原因と考えられた。また、関与してい
るサイトカインも違う可能でも考えられる。
今後の検討が必要であると考えられた。 



検討２ 
ルシフェラーゼアッセイによる測定法、フ

ローサイトメトリーによる EGFP シグナルの
測定法用いたNF-KB活性の定量を行うために
NF-KB Tg マウスの作成を行ったが、安定した
結果が得られず、十分な成果が得られなかっ
た。今後の更なる検討が必要であると考えら
れた。 
 
 
検討３ 
図１：膀胱重量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
WT-pBOO 群では WT-sham 群に比べ有意に膀

胱重量が高値であったが、KO-pBOO 群では、
膀胱重量の増加がみられず、WT-pBOO 群に比
べて有意に抑制された。一方、KO-IGF-Ⅰ群
では膀胱重量の増加が再現された。 
 
 
図２：組織学的検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
WT-pBOO 群では間質の浮腫と平滑筋の過形

成が観察された。一方 KO-pBOO 群では筋過形
成は軽度であった。KO-IGF-Ⅰ群では、IGF-
Ⅰ投与によりWT-pBOO群と同等の筋過形成が
再現された。 
 
 
 
 
 

図３：WT における IL-1β発現量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IL-1β は、WT-pBOO 群において pBOO 手術

後 1週後に発現が WT-Sham 群群に比べて有意
に上昇し、その後減少するものの、手術後 12
週後でもKO-pBOO群に比べて有意に高い発現
を示した。 
 
 
図４：サイトカイン発現量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IGF-Ⅰ、TGF-β 共に WT-pBOO 群において

pBOO手術後にWT-Sham群に比べて有意に発現
が亢進していた。KO-pBOO 群では、IGF-Ⅰは
WT-pBOO 群に比べ有意に発現が低かった。
TGF-β は、1 週目、3 週目において WT-Sham
群群に比べてWT-pBOO群で有意に発現が亢進
していた。KO-pBOO 群では、WT-sham 群と有
意差が見られなかった。 
 
 
表：下部尿路機能検査の各パラメータ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



WT-pBOO 群では、WT-Sham 群に比べて有意
に BC, MP が高値であった。KO-pBOO 群では
WT-pBOO 群に比べ有意に BC, MP が低く、pBOO
手術後の下部尿路機能の変化が抑制された。 
 
ラットを用いた研究では、pBOO 手術後 1週

後において、炎症性サイトカインである
IL-1βの発現が高値となり、膀胱にも平滑筋
の過形成や線維化などの形態的変化が見ら
れたとする報告がある。しかしながら、今回
の研究では術後 12週においても IL-1βの発
現が高い状態持続した。これは慢性期におい
ても IL-1β が膀胱のリモデリングに何らか
の役割があることを示唆していると考える。
pBOO 手術後において、IL-1β ノックアウト
マウスでは IGF-Ⅰの有意な発現上昇はみら
れず、平滑筋の過形成は野生型に比べ軽度で
あった。一方、IGF-Ⅰを投与することで平滑
筋の過形成が引き起こされた。このことは、
pBOO 膀胱の平滑筋過形成に、持続的な 
IL-1β の刺激およびそれによる IGF-Ⅰ分泌
亢進が関わっていることを示唆している
（IL-1β- IGF-Ⅰ経路）。 
下部尿路機能検査に関しては、野生型にお

いて、pBOO 手術後 3 週後で BC および MP は
sham 手術を行った群に比べ有意に高かった。
一方、IL-1βノックアウトマウスでは、この
ような変化は見られなかった。この結果から、
IL-1β が形態的変化がなりでなく、pBOO 後
の機能的な変化に関与していることを示唆
した。 
以上より、本研究では IL-1β ノックアウ

トマウスを用いることによって、pBOO 後の膀
胱における IGF-Ⅰの発現を亢進し膀胱平滑
筋の過形成を引き起こすこと、さらに下部尿
路機能の面からも下部尿路機能障害に関与
していることを明らかにした。 
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