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研究成果の概要（和文）： 
 腎臓に作用するアセチルコリン（ACh）の由来を解明する為、ラット腎臓における副交感神

経系および非神経性 ACh の局在を神経組織学的に検討した。腎神経標識の結果、腎臓へは交

感神経節以外を由来とする神経線維は検出されなかった。一方、ACh 合成酵素 mRNA および

タンパク質が皮質集合管にみられたが、その分布は偏在性を示した。以上から腎臓では非神経

性 ACh が優位であるが、その発現は限定的であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To clarify the source of acetylcholine (ACh) which acts to the kidney, parasympathetic 
innervations and non-neuronal expression of choline acetyl transferase (ChAT) were 
examined in the rat kidney by using a neuronal tracing method and histochemical methods, 
respectively. Retrograde neuronal tracer Fluoro-gold was treated to the renal nerve ends by 
a micro-capsule, resulting that there were no positive cells in any parasympathetic nuclei 
in the medulla oblongata and spinal cords. On the other hand, ACh-synthesizing enzyme 
ChAT was localized to the renal cortical collecting ducts with uneven distributions in the 
tubules. These results suggest that the non-neuronal ACh may be predominant over the 
neuronal ACh in the rat kidney. 
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１．研究開始当初の背景 
 腎臓の自律神経支配は、一般臓器と同じく
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れている。腎臓の血管やネフロンには多くの

ACh 受容体が発現しており、利尿および降圧

作用に ACh が関与することは生理学的に知

られている。一方で、迷走神経を含む副交感

性神経の投射は解剖学的および組織学的に

は確認されていない。この矛盾に対して明確

に答えた研究はほとんどみられず、専門書に

おいても神経投射の記述は曖昧で一定して

いない。 
 腎臓に作用する ACh の由来については、

神経性以外に、血漿を介する体液性作用が考

えられるが、血漿中での ACh の安定性や毛

細血管壁の透過性の問題、さらには腎組織中

の ACh エステラーゼの存在など、腎尿細管

上皮が発現する受容体へのアクセスは悪い

と考えられる。一方で、免疫細胞や気管上皮

など非神経性細胞による ACh の産生が知ら

れており、腎臓においても非神経性細胞によ

る傍分泌様の作用経路の存在が考えられる。 
 よって、ネフロンへの ACh 作用経路とし

て以下の２点が推測される。 
（１）迷走神経など副交感神経の直接もし

くは間接的投射 
（２）腎内在細胞による非神経性 ACh の分

泌 
 本研究はこれらの存在を仮定し検証する

ことに主眼を置いて立案されたものである。 
 
 
２．研究の目的 
 腎臓に作用する ACh の由来およびその作

用経路について明らかにするため、以下の２

点について検討することを目的とした。 
（１）副交感神経の投射およびその中枢神

経核の同定 
 腎臓に投射する自律神経系は、腎神経叢を

経由して腎内へ進入すると考えられる。遠心

性線維の多くはアドレナリン作動性である、

少数の機能不明な線維の存在が示唆されて

いる(Barajas ら, 1985, 1988)。また、腎組織

への逆行性トレーサー注入による実験では、

偽陽性反応が出るため(Gattone ら, 1986)、実
験としては成立しないことが指摘された。よ

って本研究では、新規の神経探索法を導入す

ることによって、副交感神経の投射を調査し

てその存在の有無を確認した。 

 
（２）腎組織内の ACh 産生細胞の同定 
 ACh が免疫細胞や上皮系細胞など多くの

非神経細胞から産生されることが明らかに

なっている(Kawashima ら, 2000; Proskocil
ら, 2004)。腎臓においても Pirola ら(1991)
やEvans(1992)がその存在を示唆しているが、

細胞の同定までは至っていない。本研究では、

主に分子生物学的および組織学的手法を用

いて、腎組織内における ACh 産生細胞の同

定を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）神経標識法による副交感神経中枢の

探索 
 腎実質への逆行性神経トレーサーを注入

する実験系では、延髄において偽陽性が確認

されることから、神経トレーサーの注入法を

改善した。SD ラット（♂、250-300ｇ）を深

麻酔下で開腹し、腎動脈に伴行する腎神経叢

を外膜とともに剥離し、遠位側を切断、微小

カプセルを装着した。装着したカプセル内に

Fluoro-Gold を封入し、ラットを３~７日間飼

育した後に 10％ホルマリンにて灌流固定し

延髄および仙髄を採取した。組織はゼラチン

包埋し、薄切後蛍光顕微鏡下で観察した。 
 
（２）腎組織における ACh 産生細胞の同定 
 ACh 産生細胞の同定を行うため、ACh 合

成酵素である choline acetyltransferase 
(ChAT)の組織化学的検索を行い、その組織内

分布と細胞内局在を検討した。SD ラット腎

臓は、灌流固定後摘出し、細切して凍結保護

処理を施し、凍結切片を作成した。組織切片

は、ChAT 特異的 cRNA プローブを用いた in 
situ ハイブリダイゼーションにて mRNA の

局在を、抗 ChAT 抗体を用いた免疫組織化学

にてタンパク質の局在を観察した。ChAT タ

ンパク質の局在については、集合管マーカー

である AQP2 タンパク質の二重染色を施し、

その比率を計測した。 
 

 

 

 

 



４．研究成果 

（１）腎神経における副交感ニューロン神経

核について 
 腎臓支配神経の標識は、腎実質への圧注入

が一般的であるが、この手法では迷走神経背

側運動核(MDV)に偽陽性が現れることがわ

かっている。この偽陽性の標識ルートは不明

であるが、組織周囲の通過線維による取り込

みが疑われた。本研究では、トレーサーの漏

れによる異所的な取り込みを排除するため、

腎神経をマイクロカプセルで封入し、周囲組

織からの取り込みを極力排除することに成

功した。その結果、副交感神経中枢である

MDV および仙髄中間帯において、陽性細胞

は全く観察されなかった。このことは、腎神

経には副交感神経の投射はほとんど無いこ

とを示す。よって、腎臓において作用する

ACh の由来は、従来の一般的な自律神経系に

よらず、以下に示すような、非神経性細胞や、

その他のルートを経由すると考えるのが妥

当である。 
 

（２）腎組織における ACh 合成酵素の発現

と局在について 
 SD ラット腎組織において、ChAT mRNA
の局在は主に集合管系にみられた。そして、

免疫組織化学法によるChATタンパク質の局

在も皮質集合管にみられたが、その分布は偏

在的であり、集合管全体に対する比率を

AQP2 陽性反応との割合で計測したところ、

皮質集合管では 15％程度であった。このこと

は、集合管系は潜在的に ACh 合成能をもつ

ものの、何らかの制御因子によってその発現

がコントロールされていることを示唆する。

また、ChAT の免疫反応が集合管主細胞のア

ピカル膜に認められたことから、ChAT は集

合管管腔付近で産生されている可能性が示

され、その分泌経路についても尿細管腔を利

用していることが推測された。腎臓における

ACh 分泌経路として管腔を用いることは、こ

れまで推定されておらず、尿生産に関わる

ACh の機能を解明する上で重要な知見とな

りうる。この作用経路については今後検討に

値する。 
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