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水素水はラット下部尿路閉塞モデルにおける膀胱機能改善効果を示す

清水　真次朗

川崎医科大学泌尿器科学

抄録　下部尿路症状（low urinary tract symptoms: LUTS）は，動脈硬化や前立腺肥大症に伴う下
部尿路閉塞による膀胱血流障害が原因の一つとして考えられており，症状として排尿症状，畜尿症
状，排尿後症状がある．ラットの下部尿路閉塞（bladder outlet obstruction: BOO）モデルは閉塞
に伴い膀胱虚血を生じさせ，酸化ストレス状態を惹起し，LUTS を引き起こす病態モデルとして確
立されている．近年，水素がもつ抗酸化，抗アポトーシス作用が注目されており，様々な臓器にお
いて組織の保護作用を示すことが解明され，様々な疾患の予防と治療に応用できることが多施設，
多領域から報告されている．今回，ラット BOO モデルに対して，水素水（Hydrogen Water: H2）
投与を行い，抗酸化作用の検証に加え，水素水が影響を及ぼす代表的メディエーターの探索を行った．
　BOO モデルの作成には，９週齢の雌性ラットを用いた．開腹し，尿道に19G 針を沿わせた状態
で尿道を結紮し，尿道の部分閉塞を作成した．作成直後から sham 群，水素水非投与（BOO H2（－））
群と投与（BOO H2（＋））群に分け，４週間後，膀胱機能検査と組織学的，生化学的および免疫組
織学的検討を行った．なお，水素水は経口投与した．
　膀胱重量および一回排尿量は，sham 群に対して BOO H2（＋）群で有意差はなかったが，BOO 
H2（－）群で有意に増加していた（重量 p<0.01）， （一回排尿量 p<0.05）．BOO H2（－）群と BOO 
H2（＋）群では有意差は認めなかった（p>0.05）．膀胱内圧測定では，BOO 群で排尿筋過活動が
確認され，BOO H2（－）群では，BOO H2（＋）群と比較して，排尿筋過活動回数は有意に増加
していた（p<0.01）．膀胱筋層部における膠原繊維の比率については，BOO H2（－）群で sham
群および BOO H2（＋）群に比較して，有意に上昇していた（vs sham p<0.01, vs BOO H2（＋） 
p<0.01）．膀胱組織内8-OHdG の定量では，BOO H2（－）群は BOO H2（＋）群に比較して高値を
示しており（p<0.05），8-OHdG 染色では BOO H2（－）群のみ筋層で著明な発現が認められた．
網羅的サイトカイン / ケモカイン解析では TNF-αが，BOO H2（－）群において BOO H2（＋）群
と比較してもっとも発現が亢進しており，免疫染色では，BOO H2（－）群で膀胱上皮粘膜下の間
質および筋層においての発現の増加が認められた．一方，BOO H2（＋）群では，筋層部において
の発現が抑制されていた．
　水素水は，慢性虚血に起因する下部尿路症状の治療の一つになり得る可能性がある．本研究にお
いて，膀胱筋層の酸化ストレスを抑制することにより，膀胱筋層の TNF-αを中心とした炎症性サ
イトカインの抑制が，その作用機序の一つとして考えられた．
 doi：10.11482/KMJ-J44(2)137　（平成30年10月４日受理）
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緒　言
　下部尿路症状（low urinary tract symptoms: 
LUTS）は，下部尿路の機能障害によって生じ
るすべての症状の総称と定義されている１，２）．
LUTSは，膀胱の血流障害が原因の一つと考え
られており，膀胱の血流障害は，加齢やメタボ
リック症候群による動脈硬化や前立腺肥大症
に伴う下部尿路閉塞によっておこる３，４）．ラッ
トの下部尿路閉塞（bladder outlet obstruction: 
BOO）モデルでは閉塞に伴い膀胱虚血を生じ
させ，前立腺肥大症に伴う過活動膀胱や膀胱収
縮障害のモデルとして用いられている５）．蓄尿
時には虚血状態となり，排尿後には組織再灌流
が起こり，酸化ストレスを誘導する．このサイ
クルが繰り返し起こることにより，膀胱の虚血
再灌流の程度が中程度では排尿筋過活動による
畜尿症状を呈し，重度となるとさらに排尿筋低
活動を呈する６－８）．
　2007年に Ohsawaらが，脳の虚血再灌流の研
究において水素がもつ抗酸化，抗アポトーシス
作用による臓器保護作用を示し，また，様々な
疾患の予防と治療に応用できることも報告し
た９）．その後も諸家により虚血再灌流における
動物実験が行われ，心臓10，11），肝臓12）において
も水素の臓器保護効果の報告がなされてきた．

図１　経時的水素濃度（ａ）と専用ボトル（ｂ）
ａ； ポータブル溶存水素計にて計測．通常ボトルでは12時間後には水素水濃度はゼロとなる．－：水素水
ボトル　…：通常ボトル

ｂ；通常ボトル（左）と水素水専用ボトル（右）

水素は生体内で容易に拡散し酸化力の高い活性
酸素であるヒドロキシラジカル（・OH）のみ
を抑制する．虚血再灌流では，そのサイクルで
大量に・OHが放出され，組織障害が引き起こ
される．
　LUTSの病態の一つは，膀胱の虚血再灌流に
よる酸化ストレスによって生じる排尿筋障害で
あり，これに対し，水素の持つ抗酸化作用に着
目し，本研究の着想に至った．本研究では，
ラット BOOモデルにおいて，水素水（Hydrogen 
Water: H2）の投与を行い，その治療効果の検討
と膀胱における水素水の作用機序の解析を行う
とともに膀胱虚血の新規 molecular markerの検
索を行った．

対象と方法
水素水（H2）（図１）
　H2 SERVER　水素水冷温水サーバー（株式会
社ドクターズチョイス，日本，東京）で作られ
た水素水を専用アルミボトルに入れてゲージで
投与を行った．濃度変化を図１に示す．
　水素濃度維持のため，12時間ごとに水素水の
交換を行った．
　水素発生量　20～30 cc/min，溶存水素濃度　
1.2～1.6 ppm
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ラット下部尿路閉塞モデルの作成
　９週齢，雌性，Sprague-Dawley（SD）ラット
に対して，セボフルラン（導入５%，維持４%，
Pfizer Japan Inc., Tokyo）を用いて吸入麻酔下に
下腹部正中切開を行い，膀胱を露出させ尿道周
囲の脂肪織と結合織を剥離した．膀胱頚部の尿
道に19ゲージ針を沿わせた状態で尿道を結紮
し，尿道部分閉塞を作った８）．Sham手術として，
尿道露出まで同様の手技を行った．
　Sham群，BOO H2（－）群，BOO H2（＋）群
の３群に分け，４週間飼育した後，膀胱内圧測
定と組織学的，生化学的および免疫組織学的検
討を行った．
　本研究は川崎医科大学動物実験委員会の承認
を受け（No.17-068），川崎医科大学動物実験指
針に基づいて実施した．

膀胱機能検査
　セボフルラン（導入５%，維持４%，Pfizer 
Japan Inc., Tokyo）を用いて吸入麻酔下に下腹
部正中切開し，膀胱を露出させた．膀胱頂部か
ら24ゲージ留置針（サーフロー ®留置針 24G）
を挿入し，予め膀胱頂部に巾着状にかけておい
た3-0バイクリルで膀胱に固定し，留置した．
セボフルランを1.5%程度に下げ，浅麻酔状態
とした．シリンジポンプ（KDS200，株式会社 
ブレインサイエンス・イデア，大阪，日本）か
ら膀胱留置カテーテルを経由して生理食塩水を
膀胱内に持続注入し，膀胱内圧をモニターした．
生理食塩水の注入速度は sham群では６ ml/hr，
BOOラットでは18 ml/hrとした．注入速度の
決定は，以前の報告から BOO群は比較対象群
より膀胱容量が大きいことを加味し８），両群の
ラット共に10分以内で排尿が数回観察できるよ
うに先行実験にて調節を行って決定した．膀胱
内圧は多用途測定記録装置（ポリグラフシステ
ム RM-6000，日本光電，東京，日本）で測定し，
LabChart Reader（バイオリサーチセンター株式
会社，名古屋，東京）で収録した．また，小動
物用体温保持装置システム（BWT-100A，バイ
オリサーチセンター株式会社，名古屋，日本）

を用いて，体温を37℃に保温した．膀胱内圧測
定とともに一回排尿量と排尿時圧（排尿時の膀
胱収縮の最大圧），排尿筋過活動回数（30分間
での排尿とは無関係な膀胱収縮の発生回数）を
記録した．

膀胱重量測定
　摘出した膀胱は周囲脂肪組織を取り除き，尿
を完全に排出したのち，電気式はかり（RJ-320，
新光電子株式会社，東京，日本）にて重量測定
した．

組織学的解析
　膀胱は10%ホルマリン（マイルドホルム 
10N，富士フィルム和光純薬株式会社，大阪，
日本）で固定し，エタノールにより脱水処理を
加えた後，パラフィン包埋を行った．５μmで
パラフィン切片を作成し，脱パラフィン後に
ヘマトキシリン＆エオジン（HE）染色および
マッソントリクロール染色を行い，光学顕微鏡
（Olympus BX-53, Olympus, Tokyo, Japan）を用
いて組織学的解析を行った．膀胱筋層における
膠原繊維の比率は，赤色（筋層）と青色（膠原
繊維）に対する青色の割合（青 /（赤 +青））をパー
センテージで計算した．計算方法は，強拡大（100
倍）で４視野を選択し，画像解析・計算ソフト
ウェア（WinROOF 2018 Ver. 4.0，三谷商事株式
会社，大阪）を用いて算出した．

8-OHdGの発現解析
　摘出組織に Cell Lysis Buffer®（ホスファ
ターゼ阻害薬・プロテアーゼ阻害薬含有 , Cell 
signaling technology, CA, USA），PMSF（１mM, 
Cell signaling technology, CA, USA）を加え，ホ
モジナイザーによる破砕を行った．遠心分離
（15,000×ｇ，５分間，５℃）を行った後，
組織片を除去した．膀胱における8-OHdGの
発 現 を8-OHdG ELISA Kit（NIKKEN SEIL Co, 
Ltd, JaICA, Japan）を用いて検討した．測定機
器は Varioskan Flash®（Thermo Fisher Scientific, 
Weltham, MA, USA）を用いて，測定波長を540 
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表１　膀胱重量および膀胱機能検査

Mean± SE Sham
Operated

Mean± SE BOO
H2（－）

Mean± SE BOO
H2（＋）

膀胱重量（mg） 103.50±4.33 310.28±53.57** 234.40±39.97
一回排尿量（ml） 0.34±0.03 1.69±0.38* 0.99±0.26
排尿時圧（cmH2O） 81.89±5.72 134.00±6.85** 81.46±3.42‡
排尿筋過活動回数
　（times/0.5hr） 0.80±0.25 7.75±0.77** 2.80±0.65*‡

*p<0.05 vs sham operated
**p<0.01 vs sham operated
‡p<0.01 vs BOO H2（－）

膀胱重量および一回排尿量は sham群に対して BOO BOO H2（－）群で有意に増加してい
た．排尿時圧は BOO H2（－）群で shamに対して有意に上昇していた．BOO H2（＋）群では
shamに対して上昇はなかった．排尿筋過活動の回数は，sham群に対して BOOモデルで有
意に回数が増加した．BOO H2（＋）群は BOO H2（－）群より排尿筋過活動回数は少なかった．

nmに設定し，吸光度を測定することで定量検
査を行った．

8-OHdGの免疫組織学的解析 
　パラフィン包埋組織を５μm 厚で薄切
し，脱パラフィン後に BLOXALLTM （Vector 
laboratories, CA, USA）を用いてブロッキン
グ処理（室温，10分間）を行った．１次抗体
は，anti-rabbit 8-OHdG antibody（Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA）2.5% normal horse 
serum（Vector laboratories, CA, USA） で100倍
希釈して使用した．（４℃，overnight）．２次抗
体として免疫染色試薬 ImmPRESSTM -Alkaline 
Phosphatase（AP）Anti-Rabbit IgG Polymer 
Detection Kit®（Vector laboratories, CA, USA）
を用いた．免疫染色基質として，ImmPACT 
Vector Red Alkaline Phosphatase（AP）Substrate® 
（Vector laboratories, CA, USA） を 用 い た． 
対比染色として4’, 6-diamidino-2-phelylindole
（DAPI, Vector laboratories, CA, USA）を用いて
核染色を行い，VectaMount Parmanent Mounting 
Medium®（Vector laboratories, CA, USA） に よ
り封入を行った後，蛍光顕微鏡（Olympus BX-
53，Olympus, Tokyo, Japan）を用いて免疫組織学
的検討を行った．

網羅的サイトカイン /ケモカイン定量検査およ
び免疫組織学的解析
　ホモジナイズを行い，組織片を除去した膀
胱サンプル内のタンパク濃度を300 μg/ml に

調整し，Rat Cytokine Antibody Array kit （R&D 
Systems, MN, USA）を用いて網羅的サイトカイ
ン /ケモカイン定量検査を行った．画像解析装
置 Image Quant LAS4000 mini®（GE Healthcare 
Japan, Tokyo, Japan），画像解析ソフトウェア
Image Quant TL®（GE Healthcare Japan,Tokyo, 
Japan）を用いて pixel density（PD）を算出し，
PD ratio は BOO H2（－） / BOO H2（＋） 比を用い
た．網羅的サイトカイン /ケモカイン定量検査
の中から群間で差異のあったサイトカイン /ケ
モカインに対し，免疫組織学的解析を加えた．

統計学的解析
　３群間の比較には Tukey-Kramer法を用い，
P<0.05を有意とした．統計解析は Microsoft 
Excel 2016 editionを使用した．

結　果
膀胱重量，膀胱機能検査（表１）
　Sham群８匹，BOO H2（－）群11匹，BOO H2
（＋）群11匹について，膀胱重量測定および膀
胱内圧測定（一回排尿量，排尿時圧，排尿筋過
活動回数）（表１，図２）を行った．膀胱重量
は，sham群，BOO H2（－）群，BOO H2（＋）
群，でそれぞれ103.5±4.3（平均値±標準誤
差 ）mg，310.3±53.6mg，234.4±40.0mg で あ
り，sham群に対して，BOO H2（－）群は約3.0
倍，BOO H2（＋）群では，約2.3倍であった．
BOO H2（－）群と BOO H2（＋）群間で有意差は
認めなかった（p>0.05）．一回排尿量は BOO H2
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（－）群と BOO H2（＋）群間で有意差はなかっ
た（p>0.05）が，排尿時圧は BOO H2（－）群で
BOO H2（＋）群に対して有意に上昇していた
（p<0.01）．Sham群で排尿筋過活動はほとんど
観察されなかったが，BOO群では，排尿筋過
活動が観察され，BOO H2（＋）群で BOO H2（－）

群と比較して，排尿筋過活動回数は有意に少な
かった（p<0.01）．

組織学的解析（図３）
　Sham群に対して BOO群では筋層の菲薄化
を認めた．膀胱筋層部における膠原繊維の比

図２　膀胱内圧測定
Sham群（ａ），BOO H2（－）群（ｂ），BOO H2（＋）群（ｃ）．ａでは規則正しく排尿が行われている．ｂ，
ｃにおいて排尿筋過活動が観察される．↓：排尿筋過活動

図３　膀胱のMasson trichrome 染色像
Sham群（ａ），BOO H2（－）群（ｂ），BOO H2（＋）群（ｃ）．赤：膀胱平滑筋，青：膠原繊維．グラフ（Ａ）
は膀胱筋層部における膠原繊維の比率．BOO H2（－）で筋層部における膠原繊維の比率が高い．スケール
バー：300 μm，観察倍率は100倍

a b c

A ** ‡

図3 **p < 0.01 vs sham operated
‡p < 0.01 vs BOO H2(+)

sham BOO H2(−) BOO H2(＋)
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率については，sham 群，BOO H2（－）群，
BOOH2（＋）群でそれぞれ18.6±1.7（平均値±
標準誤差），38.9±2.4，21.6±3.1であり，BOO 
H2（－）群で sham群および BOO H2（＋）群に
比して，有意に増加していた．（vs sham p<0.01, 
vs H2（＋）p=0.01）

8-OHdGの生化学的解析と免疫組織学的解析
（図４，図５）
　膀胱組織内8-OHdG 定量では，sham 群，
BOO H2（－）群，BOOH2（＋）群でそれぞれ3.5
±0.6（平均値±標準誤差） ng/mg，4.0±0.3 
ng/mg，1.8±0.7 ng/mgであり，BOO H2（－）群
は BOO H2（＋）群に対して高値を示していた
（p<0.01）．BOO H2（－）群で筋層の発色が示
された．

網羅的サイトカイン /ケモカイン定量検査およ
び TNF-αの発現（図６，図７）
　29種類のサイトカイン /ケモカインの中か
ら，BOO H2（－）群と BOO H2（＋）群間での
差異が大きかった上位10種類を図６に示す．
炎症性サイトカインである TNF-αが，BOO 
H2（－）群において BOO H2（＋）群と比較して
もっとも発現が亢進していた（5-fold以上）．
次に，TNF-αの発現と局在を解析するために
免疫染色を行った．１次抗体は，TNF-α （D1G2） 
Rabbit mAb（Cell Signaling Technology, MA, 
USA）を用い，400倍希釈して使用した．BOO 
H2（－）群では，膀胱上皮粘膜下の間質および
筋層において発現が増加していた．BOO H2（＋）
群では，間質においては BOO H2（－）群と同
程度の発現を認めたが，筋層部においてのその

図４　8-OHdG定量検査
BOO H2（－）群は BOO H2（＋）群に対して高値を示していた（p=0.04）．図4

＊ p < 0.05 vs BOO H2(+)
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図５　8-OHdG免疫組織像
Sham群（ａ），BOO H2（－）群（ｂ），BOO H2（＋）群（ｃ）．Sham群と BOO H2（＋）群では筋層部
での発現は乏しいが，BOO H2（－）群では，筋層部の発現を認める．対比染色：DAPI核染色，スケー
ルバー：500 μm，観察倍率は100倍．

a b c

図5
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発現は抑制されていた．

考　察
　水素に関する論文は，年々増加しており，
2007年のOhsawaら９）の報告に始まり現在まで，
数百件にのぼる13）．糖尿病14），動脈硬化15），肥
満16），舌癌17）など多くの疾患，生活習慣病への
治療に効果が期待できるばかりでなく，潜在的
な危険状態にある病態への予防医学的見地から
も，様々な領域で注目されている．水素の確
立された投与法としては，吸入18），注射19），点
眼20）および経口投与があり，疾患ごとに至適
投与法は決定される．
　酸化ストレスは，酸素の代謝過程から産生さ
れる活性酸素（reactive oxygen species:  ROS）
の過剰な状態で，生体膜や組織を構成する生体

内分子を損傷し，結果として様々な疾患を誘発
する．水素は ROSの中でも酸化力の強いヒド
ロキシラジカル（・OH）を還元することによ
り抗酸化作用を示す．生体膜にあるリン脂質の
一つである1-パルミトイル -2-アラキドノイル
-sn-グリセロ -3-ホスファジルコリン（PAPC）
が酸化によって放出する脂質メディエーターを
水素水が改変し，その結果，転写因子の活性を
低下させ，様々な遺伝子発現を制御することが
わかっている．水素は，不活性であるため，酸
化ストレスがない時は効果を発揮せず，フリー
ラジカルの連鎖反応が亢進しているときのみに
その効果を発揮する21）．
　ラット BOOモデルでは，下部尿路閉塞に伴
う二次的膀胱虚血により LUTSを呈する６）．畜
尿時から排尿時にかけての高圧状態が膀胱壁の

図６　網羅的サイトカイン /ケモカイン定量検査
29種類のサイトカイン /ケモカインの中から、BOO H2（－）群と BOO H2（＋）群間での差異が大きかった
上位10種類を示す．炎症性サイトカインである TNF-αで BOO H2（－）群と BOO H2（＋）群でもっとも差
異があった．図6

Pixel density

図７　TNF-α免疫組織染色像
Sham群（ａ），BOO H2（－）群（ｂ），BOO H2（＋）群（ｃ）．Sham群では TNF-αの発現はほとんどない．
BOO H2（－）群では膀胱上皮粘膜下の間質および筋層まで広域に発現を認める．BOO H2（＋）群では，間
質において発現は認めるが，筋層部位では発現は抑制されている．対比染色：DAPI核染色，スケールバー：
500 μm，観察倍率は100倍

a b c

図7
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張力を増大させ虚血状態となり，排尿後には組
織再灌流が起こり，酸化ストレスを誘導する．
膀胱血流低下の評価は，ペンシル型 CCD生体
顕微鏡による膀胱壁微小循環の評価で確認され
ており，BOO群は sham群と比較して有意な血
流の低下する22）．このサイクルが繰り返し起こ
ることにより，膀胱の虚血再灌流の程度が中程
度では排尿筋過活動による畜尿症状を呈し，重
度となるとさらに排尿筋低活動を呈する．この
膀胱組織障害の早期の段階で，さまざまなメ
ディエーターが尿路上皮細胞や膀胱壁から放出
され，膀胱平滑筋の組織学的変化や膀胱求心路
の活性化が惹起される23，24）．
　今回，我々は水素水のもつ抗酸化作用に着目
し，前述機序による二次的に膀胱虚血を生じ
るラット BOOモデルにおいての効果を検証し
た．また，膀胱における水素水の作用機序の解
析を行うととともに新規 molecular markerの検
索を行った．水素水を投与することによって，
BOOモデルで認められた排尿筋過活動は抑制
された．今回は，臨床への応用を目指し経口投
与法を選択した．実際の臨床での適応として
は，膀胱虚血により生じた排尿筋過活動がある
過活動膀胱の患者がよい適応と考えられた．水
素水投与により排尿筋過活動が抑制された機
序を解明するために，膀胱の組織学的検討，膀
胱組織の酸化ストレスの測定および網羅的サイ
トカイン /ケモカイン解析を行った．組織学的
検討では BOO H2（－）群ではもっとも膀胱筋
層における膠原繊維の増加が観察され，排尿時
圧は BOO H2（－）群で最も高かった．一方，
BOO H2（＋）群では膠原繊維の増加が抑制され
ていた．一般に膀胱内圧と膀胱血流は負の相関
がある．膀胱内圧が高くなるほど，膀胱血流が
低下する25）．BOO群では高度な膀胱虚血が生
じていることが推測されたが，水素水は，虚血
再灌流後の膀胱筋層での組織保護作用を有して
いることが判明した．また，酸化ストレスマー
カーである8-OHdGの発現において，筋層部に
おける発現のみで差異を認め，BOO H2（－）群
で BOO H2（＋）群と比較して発現が高かった．

つまり，水素水の BOOモデルでの作用の中心
は膀胱上皮でなく筋層であることが判明した．
また，sham群は BOO H2（－）群と同程度の発
現で，BOO H2（＋）群で発現が低かった．これ
は，前述の水素はフリーラジカルの連鎖反応が
亢進しているときのみにその効果を発揮する
22）という観点から，BOO H2（＋）群でのみ効
果を発揮したと考える．そのため，BOO H2（＋）
群では sham群と比較し，上皮の発現が低下し
ている．
　網羅的サイトカイン /ケモカイン解析によっ
て，BOO H2（－）群と BOO H2（＋）群で，数種
類の炎症性サイトカインに発現の差異を認め
た．その中で，TNF-αは5-fold 以上の差異を認
めた．免疫染色において，BOO H2（－）群では，
膀胱粘膜下と筋層部で，BOO H2（＋）群では，
粘膜下に発現を認めたが，筋層部の発現は低下
していた．8-OHdGと同様に，筋層部での発現
に変化が認められた．この結果から，膀胱筋層
において，8-OHdGを介した TNF-αの発現が，
膀胱虚血での LUTSを引き起こすことが推測さ
れた．膀胱上皮から間質の異常を主体とする間
質性膀胱炎に対する水素水投与の報告では，プ
ラセボと比較して治療効果に有意差は認めてい
ない26）．今回の検討により，水素水の作用部位
が膀胱筋層であったことより，間質性膀胱炎に
おいては効果が乏しかったものと推測できる．
他の膀胱疾患においては，慢性虚血かつ筋層障
害が中心となる放射線性膀胱炎等にも水素水の
効果が期待できるものと考える．
　TNF-αは多面発現性サイトカインで，活性
化されたマクロファージで産生され，その主要
な役割は免疫細胞の調節である27）．TNF-α産
生の異常は癌や炎症性腸疾患を引き起こすこと
が知られている28，29）．しかし，TNF-αと膀胱
機能についての報告は数少ない．高脂肪食誘発
メタボリック症候群マウスにおいて，排尿筋過
活動を主とする LUTSを呈することが知られて
いるが，Fanらは，PKC（protein kinase）と NF
κB（nuclear factor-κB）を介した TNF-αの産
生亢進が膀胱筋層障害を惹起させると報告して
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いる30）．高脂肪食誘発メタボリック症候群マウ
スにおいては，高血圧，動脈硬化および前立腺
肥大を呈することが知られており，LUTSを呈
する原因としては膀胱虚血が考えられ，本研究
と同様の結果であった．Iuchi らは，酸化スト
レス下の培養細胞において，水素水を投与する
ことで，転写因子である NFAT（Nuclear factor 
of activated T-cells）の発現を低下させ，TNF-α
を含むサイトカインの産生を抑制したと報告し
ている21）．
　臨床現場において，LUTSの診断と重症度評
価に重要な指標となっているのは自覚症状で
あるが，一方で，LUTSの病態把握などを数値
化，定量化する指標としてバイオマーカーが
注目されている31）．特に非侵襲的に採取できる
尿での研究が進んでおり，LUTS の尿中バイオ
マーカーとして，NGF（神経成長因子：nerve 
growth factor）32，33），BDNF（脳由来神経栄養因
子 :brain-derived neurotrophic factor）34），PGs（プ
ロスタグランディン）35），8-OHdG36，37）などが
報告されている．しかし，疾患特異性や再現性
に問題があり，実用化には程遠いのが現状で
ある．先に述べた高脂肪食誘発メタボリック
症候群マウスにおいて，Fanらは，血清 TNF-
α値と膀胱収縮能についての相関性を述べて
いる29）．今回，網羅的サイトカイン /ケモカイ
ン解析によって，確認された TNF-αを中心と
したサイトカインは，膀胱組織内における結果
であるが，今後尿中において，これらのバイオ
マーカー研究を進めていき，膀胱虚血で生じる
LUTSの血中または尿中の新規バイオマーカー
となれば，患者さんにとって福音となる．
　本研究によって，水素水は慢性虚血に起因す
る下部尿路症状の治療の一つになり得る可能性
が示唆された．その作用機序の一つとして，膀
胱筋層の TNF-αを中心とした炎症性サイトカ
インの抑制による膀胱筋層の酸化ストレスの抑
制が考えられた．また，これらサイトカインは
膀胱虚血における新規尿中 molecular makerの
候補となる可能性があると考えられた．

結　語
・ ラット下部尿路閉塞モデルを作成し水素水を
投与した
・ 水素は慢性虚血に起因する下部尿路症状の治
療の一つになり得る可能性が示唆された
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Hydrogen water shows the effect of improving bladder function  
in a rat model of bladder outlet obstruction

Shinjiro SHIMIZU

Department of Urology, Kawasaki Medical School

ABSTRACT   Lower urinary tract symptoms (LUTS) are considered to be caused by vascular 
insufficiency to bladder, and include voiding, urine collection, and post-voiding symptoms. 
The bladder outlet obstruction (BOO) model of rat is used as a pathological model, in which 
ischemia of the bowel is induced by obstruction, followed by chronic ischemia of the bowel and 
oxidant stress, resulting in LUTS. Since the antioxidant and anti-apoptotic actions of hydrogen 
have been attracting attention in recent years, it has been clarified that hydrogen could protect 
various organs, and multiple facilities and fields have reported that hydrogen could be used in 
the prevention and treatment of various diseases. In this study, we administered hydrogen water 
(H2) to the BOO model rats to investigate its effects and mechanism of action.
   We used 9-week old female rats to prepare the BOO model. After laparotomy, a 19G needle 
was placed along the urethra and sutured to the urethra to induce partial obstruction of the 
urethra. Immediately after the preparation, the rats were divided into the sham, hydrogen water 
no-administration (BOO H2(－)), and administration (BOO H2(＋)) groups to compare the effects 
of intravesical pressure, and the histological, biochemical and immunohistological changes in 4 
weeks.
   The weight of the urinary bladder increased significantly in the BOO groups, 3.0- and 2.3-
fold in the BOO H2(－) and BOO H2(＋) groups, respectively, compared with the sham group. 
The urination volume in one voiding increased significantly in the BOO groups, compared 
with the sham group. In the measurement of intravesical pressure, hyperreflexia of the urinary 
bladder was confirmed in the BOO groups, and the degree of detrusor overactivity was increase 
significantly in the BOO H2(－) group, compared with the BOO H2(＋) group. The proportion 
of collagen fiber in the bladder musculature increased significantly in the BOO H2(－) group, 
compared with the sham and BOO H2(＋) groups. In the quantification of 8-OHdG in the 
bladder tissues, the levels in the BOO H2(－) group were higher than the BOO H2(＋) group. In 
the 8-OHdG staining, significant expression was observed in the muscle layers only in the BOO 
H2(－) group. In the exhaustive chemokine/cytokine analysis, TNF-α was obviously inhibited 
in the comparison between the BOO H2(－) and BOO H2(＋) groups. In fact, TNF-α immune 
tissue imaging, expression was increased in the interstitium beneath the bladder cell mucosa 
and the muscle layers of the BOO H2(－) group. In the BOO H2(＋) group, TNF-α expression 
was reduced in the muscle layers.
   Hydrogen water would be useful treatment as new alternative therapy for LUTS caused by 
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the ischemic change of bladder. In this study, one of the mechanism of action of hydrogen 
water should be inhibition of various cytokines with a focus on TNF-α via inhibition of the 
oxidant stress.  (Accepted on October 4, 2018)
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