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研究成果の概要（和文）：シスプラチンによる腎障害後においても迷走神経刺激を行うことで腎障害が軽減する
ことを明らかにし、神経刺激によって腎臓へ流入するマクロファージが抑制されることを見出した。抗炎症・腎
臓保護効果発揮にはマクロファージに存在するα7アセチルコリン受容体が重要な役割を果たすことをノックア
ウトマウスを用いて明らかにした。また、交感神経を刺激することによっても腎臓が保護されることを見出し
た。交感神経刺激はマクロファージ上のβ2アドレナリン受容体を介してTim3の発現を誘導し、近位尿細管保護
へと繋がることを見出した。さらに、尿細管細胞がβ2アドレナリン受容体刺激によって直接的に保護されるこ
とも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that vagus nerve stimulation alleviated renal injury after 
cisplatin-induced kidney injury, and that nerve stimulation suppressed macrophage influx into the 
kidney. Using knockout mice, we found that the α7 acetylcholine receptor on macrophages plays an 
important role in exerting anti-inflammatory and renal protective effects. We also found that 
sympathetic nerve stimulation also protects the kidneys. We found that sympathetic nerve stimulation
 induces Tim3 expression via β2 adrenergic receptors on macrophages, leading to proximal tubular 
protection. Furthermore, we found that tubular cells are directly protected by β2-adrenoceptor 
stimulation.

研究分野： 腎臓学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの方が腎臓病を患う一方、腎臓病の根本的な治療法はいまだに存在せず、新たな治療法の開発は喫緊の課題
である。本研究によって、障害後においても迷走神経刺激が腎臓保護・治療効果を発揮するメカニズムや、交感
神経刺激によるマクロファージを介した腎保護メカニズムなど、神経系を介した新規の腎臓保護作用メカニズム
の一端を解明することができた。今後さらに研究を進めることで、腎臓病の新規の治療法開発につなげていきた
い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
急性腎障害は重篤な場合は致死的であり、慢性腎臓病や末期腎不全へ移行し得るという点でも
非常に重要な疾患である。また、世界的にその発症頻度が上昇しているものの、対症療法以外に
有効な予防法および治療法はこれまで開発されておらず、新規の治療法が熱望されている。我々
はこれまでに、本研究に繋がるさまざまな神経系―免疫系を介した腎臓保護作用に関する成果
を発表してきた（Inoue et al. J Clin Invest. 2016，Abe, Inoue et al. Nat Neurosci 2017，Inoue, 
et al. Kidney Int 2019）。本研究は、関連領域における最新の研究状況を踏まえた上で、我々の
研究成果および予備実験で得られた結果（アセチルコリン受容体刺激による尿細管細胞の直接
的な保護作用など）に着想を得て立案し、これまでにあまり注目されてこなかった脳腎連関に着
目し本研究を提案した。 
 
 
２．研究の目的 
 
腎臓の交感神経に関しては，これまでに交感神経切除による腎臓保護効果が示されている（J Am 
Soc Nephrol 24: 229–242, 2013，Kidney Int 87, 350–358, 2015）一方、β2 アドレナリン受容
体アゴニストによる腎保護効果（J Am Soc Nephrol 25: 1157–1162, 2014）やポドサイト保護効
果（Kidney Int 96, 656–673, 2019）も示されており、自律神経の腎臓への関与は非常に複雑で
あることが想定される。また、マクロファージおけるα７ニコチン性アセチルコリン受容体およ
びβ2アドレナリン受容体の機能については、生体内において評価されていない。そこで、本研
究では、マクロファージ特異的神経伝達物質受容体ノックアウトマウスを用い、自律神経―マク
ロファージの関連を評価した。脳腎連関に関しては、尿細管細胞を用いて自律神経による直接的
な尿細管細胞への影響に焦点をあて研究を推進する。 
 
 
３．研究の方法 
 
動物実験では 7-10 週齢の雄野生型マウス（C57BL/6J）を使用した。遺伝子改変動物の作製には、
LysMCreマウスおよびα７ニコチン性アセチルコリン受容体（α7nAChR）floxマウスおよびβ2
アドレナリン受容体（β2AR）floxマウスを使用した。急性腎障害モデルとして両側虚血再灌流
障害（２６分間虚血、直腸温 35.0±0.5 ℃）を用いた。敗血症モデルとして LPS 5 μg/g 腹腔
内投与を行った。シスプラチン腎症モデルではシスプラチン投与（２５mg/kgを腹腔内投与）し
た翌日迷走神経刺激を施行し、シスプラチン投与３日目に腎機能および腎障害の程度を評価し
た。 
 
腎臓の障害は、血漿クレアチン・尿素窒素（BUN）、腎臓組織（PAS 染色など）、腎臓での障害マ

ーカーの発現レベル（Kim-1・Ngalなど）などを用いて評価した。迷走神経刺激は、これまでに
我々が行ってきた手法と同様の手法（左頚部の迷走神経の電気刺激：5Hz、50μA、10 分間）を
用いて行った。 
 
細胞実験にはマウスマクロファージ細胞株である RAW247、ヒト単球系細胞株である U-937 お

よびヒト近位尿細管細胞の細胞株である HK-2 を使用した。アセチルコリン受容体刺激薬として
α７ニコチン性アセチルコリン受容体刺激である GTS-21 を、アドレナリン受容体刺激薬として
β２アドレナリン受容体アゴニストであるサルブタモールを使用した。炎症の評価には
TNF(ELISA)およびリアルタイム PCR での炎症性サイトカインなどの発現レベルの評価を行なっ
た。遺伝子網羅的解析には RNA-seq を使用した。１細胞遺伝子網羅的解析は、10XChromium 
Controllerを使用し施行した。 
統計解析は２群では unpaired T 検定、３群以上では ANOVAを使用した。 

 
 
４．研究成果 
 
 本研究によって、シスプラチン腎症モデルを用いて、腎障害後においても迷走神経刺激を行う
ことで腎障害が軽減することを明らかにし、迷走神経刺激は腎障害が生じた後でも効果を示し、
治療に使用できる可能性を示唆する結果を得ることができた。迷走神経刺激による腎保護効果
メカニズムを調べるために、シスプラチン投与および迷走神経刺激を行なったのち、血漿を採取
し、23 種類のサイトカインに関してマルチプレックス解析を行った。9 種類のサイトカインがシ



 

 

スプラチン投与によって上昇し、そのうち 4種類は迷走神経刺激によって優位に減少した。この
中には、免疫細胞の走化性に関連する CCL2 や CCL11 などのケモカインが含まれていた。   
 
実際、フローサイトメーターを用いて、腎臓内に存在する免疫細胞数を評価したところ、シス
プラチンによって誘導される腎臓への免疫細胞の浸潤の中で、迷走神経刺激によってマクロフ
ァージを中心とした免疫細胞の浸潤が抑制されることを見出した。また、免疫染色によっても
F4/80陽性細胞の腎臓への浸潤が迷走神経刺激によって減少していることも確認し、成果を論文
として報告した（Sci Rep, 10(1):9472,2020）。 
 
さらに、マクロファージ特異的α7 アセチルコリン受容体ノックアウトマウス（LysMCre:α

7AChRflox/flox）を作製し、迷走神経刺激におけるマクロファージ上のα7アセチルコリン受容
体の機能解明を行った。LPS 敗血症モデルにおいて、α7アセチルコリン受容体アゴニスト（GTS-
21）による効果が LPS 投与 4 時間後ではマクロファージ上のα7 アセチルコリン受容体依存的
であるものの、LPS 投与 24 時間後では GTS-21 による抗炎症効果がマクロファージ上のα7 ア
セチルコリン受容体に依存しないことを見出した。LPS および GTS-21 投与 4 時間後の脾臓を
用いたシングルセル RNA-seqを施行し、リガンドー受容体解析を行なった。解析の結果、LPSに
よる炎症惹起状態において、GTS-21 がマクロファージ同士の相互作用を増加させることを明ら
かにした。また、in vitroの実験において、GTS-21 がマクロファージの遊走を促進させ、マク
ロファージ同士の接触を増加させること、ヒトおよびマウスのマクロファージの共培養実験に
よって、マクロファージ同士の接触が抗炎症効果を発揮することを見出した。さらに、マクロフ
ァージ同士の接触が多い脾臓を前もって摘出することにより、GTS-21 による抗炎症効果が消失
することも見出した。以上により、アセチルコリン刺激を受け取ったマクロファージが、刺激を
受け取っていないマクロファージに影響を及ぼすことにより、アセチルコリン受容体刺激を受
け取ったマクロファージが抗炎症・腎臓保護効果を発揮することを明らかにした。 
  
一方、交感神経刺激に関しては、LPS 敗血症モデルおよびマクロファージ（RAW細胞など）に

おいてβ２アドレナリン受容体アゴニスト（サルブタモール）が炎症を抑制する効果を認めるこ
と、生体内において脾臓を前もって摘出することによりサルブタモールによる抗炎症効果が消
失することを見出した。以上のことから、交感神経刺激による抗炎症効果発揮には、マクロファ
ージが重要である可能性が考えられた。そこで、マクロファージ特異的β2アドレナリン受容体
ノックアウトマウス（LysMCre:β2ARflox/flox）を作製し、交感神経刺激による腎保護効果にお
けるマクロファージの役割について評価を行なった。その結果、野生型マウスでは、交感神経刺
激をすることにより（サルブタモール投与によって）腎障害が軽減するものの、マクロファージ
特異的β2 アドレナリン受容体ノックアウトマウスではその腎保護効果が減弱することが明ら
かとなった。また、交感神経刺激（サルブタモール刺激）したマクロファージ（脾臓より MACS
を用いて単離）を移入することによって、レシピエントマウスにおいて腎保護効果が発揮される
ことも見出した。これらの結果より、交感神経刺激による腎保護効果発揮には、β2アドレナリ
ン受容体を介して刺激されたマクロファージが重要であることが明らかとなった。 
 
そこで、交感神経刺激したマクロファージがどのようにして腎保護効果を発揮しているかを
調べるために、同条件下（サルブタモール刺激したマクロファージを移入し、翌日にレシピエン
トマウスに腎虚血再灌流障害を施行）において腎臓を単離したのち、シングルセル化を行い、1
細胞遺伝子発現網羅的解析（シングルセル RNA-seq）を行なった。各細胞の遺伝子発現パターン
から腎臓におけるさまざまな細胞を区別することが可能となり、その中で交感神経刺激したマ
クロファージを移入した群において、マクロファージにおける Tim3 遺伝子の発現上昇および近
位尿細管における Kim1（尿細管障害マーカー）の発現低下を認めた。さらに、Tim3の発現は循
環マクロファージにおいて上昇が認めることが明らかとなり、交感神経刺激によって Tim3を発
現したマクロファージが腎臓へと流入し、これらの細胞が直接的に近位尿細管を保護している
ことを見出すことができた。以上の成果を論文として報告した（J Am Soc Nephrol, 32 (7) 1599-
1615,2021）。また、ヒト尿細管細胞を用いて、尿細管細胞がβ2アドレナリン受容体刺激によっ
て直接的に保護されることも明らかにした。 
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自律神経-免疫系を介した抗炎症メカニズム(Anti-inflammatory mechanism through autonomic-immune system)

Role of macrophages in the protective effect of the kidney through the autonomic nervous system

脳腎連関を介した腎疾患進展抑制メカニズム

バージニア大学腎臓内科留学

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

井上　剛



2022年

2022年

2022年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第95回日本薬理学会年会（招待講演）

第99回日本生理学会大会（招待講演）

第127回日本解剖学会総会・全国学術集会（招待講演）

第63回日本腎臓学会学術大会（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

井上　剛

井上　剛

井上　剛

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

井上 剛

 ３．学会等名

 ３．学会等名

自律神経－免疫系を介した抗炎症・臓器保護メカニズム

自律神経制御による腎不全予防戦略
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Neuro-immune systems-mediated renal protection mechanism
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