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研究成果の概要（和文）：　腎臓を支配する自律神経系は体液恒常性の維持や腎障害の慢性化に影響する。腎神経の作
用経路を解明するために腎神経の局在および腎支配区域を調べた。ラット腎神経を特異的に標識することにより、腎神
経は交感神経幹および腎上神経節(SrG)が主神経節であり、交感神経幹は腎尾側部を、SrGは腎吻側部を支配しているこ
とが明らかとなった。副交感神経が確認されなかったことから、非神経性作用経路の存在が示唆された。腎神経温存虚
血/再灌流ラットモデルを用い交感神経系の活動と神経受容体の発現をみたところ、受容体に変化はみられず、神経伝
達物質の発現が増強していたことから交感神経の活動亢進が腎障害慢性化因子と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Topological analysis of the rat renal efferent nerve ganglia were observed by a 
specific neuronal tracing method with micro-capsule which introduce the fluoro-gold (FG) retrogradely 
into the renal nerve plexus. As the results, FG-labeled cells were observed to the sympathetic chain 
ganglia T10 to L1 and prevertebral suprarenal ganglia (SrG) while no labeled cells were observed to the 
parasympathetic motor nuclei. Tracer injection of FG into the cranial- or caudal-segment of the kidney 
was shown that the SrG neurons and T13 chain neurons may particularly innervate into the cranial- and 
caudal-segment, respectively. Novel renal ischemia/reperfusion model of rats which is preserved the renal 
nerves represented increasing in renal tyrosine hydroxylase immuno-reactivity but no apparent changes in 
the receptor expression. These indicate the hyper-activation of renal sympathetic nerves in this model 
and useful to investigate the effects of sympathetic activity in the renal I/R injury.

研究分野：神経解剖学、細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
腎臓において自律神経系は、内分泌系と連
動することで水やイオンの再吸収・排泄を調
節し、体液恒常性の維持や血圧調節を行う。
自律神経系は血管平滑筋、傍糸球体装置、ネ
フロンなどに作用し、アドレナリン受容体
(ADRs)やアセチルコリン受容体(AChRs)を
介してこれらの機能を調節している。また、
腎臓が傷害を受けた際に交感神経の活動が
亢進することで、組織線維化や上皮細胞のア
ポトーシスなどが促進し慢性的な腎機能障
害を引き起こす。一方で、副交感神経系の活
動は多くの組織において組織傷害を軽減す
ることも知られており、自律神経系の活動を
コントロールすることは臨床的にも重要で
ある。 
 腎臓に投射する交感神経の神経節は、椎前
神経節および椎傍神経節に局在するとされ
るが、これらは消化器系やその他の腹部器官
を支配する神経を含む腹腔神経節・交感神経
幹中に混在しており、その分別は困難であっ
た。よって腎支配神経の節後神経細胞のトポ
ロジー分布の詳細を調べ、それらの腎内にお
ける投射を明らかにする必要があった。 
一方、副交感神経の節前神経および節後神
経細胞の局在は解剖学的に確認されておら
ず、よって腎ネフロンに作用するアセチルコ
リン(ACh)の由来についても明らかになって
いない。これらの制御メカニズムを解明する
ためには、そのリガンドの作用経路を明らか
にする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、腎臓に作用する自律神経調節中
枢の解明の一環として、腎外からの自律神経
系の投射経路を明らかにすることに加え、腎
内の非神経性 ACh 分泌機構の詳細な機序を
解明し、腎臓における神経性尿生産・浸透圧
調節機構についての臨床応用可能な基礎的
データを提供することを目的としている。本
研究の遂行の為に以下の実験系を設定した。 
(1) 腎臓支配自律神経節のトポロジー解析 
(2) 腎支配神経節細胞の神経終末の同定 
(3) 腎上皮系細胞における AChRs および
ADRsの発現 
(4) 腎虚血/再灌流(I/R)による腎傷害と自律
神経系作用の関係について  
 
３．研究の方法 
(1)腎臓支配自律神経節のトポロジー解析 
 SD ラットの腎神経を特異的に標識するた
め、fluoro-gold (FG)を充填した微小カプセ
ルを腎動脈周囲を走行する腎神経に装着す
る方法を開発した。処置後 2日に各神経節を
採材し凍結切片を作成した。各神経節は蛍光
顕微鏡下にて標識細胞数を計数し、統計処理
を行った。 
 さらに腎区域に投射するニューロンの神
経節分布を調べるため、ラット左腎臓の吻側
部もしくは尾側部にそれぞれ FG を注入し、

各神経節における標識細胞を計数した。また、
蛍光色素(Alexa488 もしくは Alexa555)標識
された 2種類のコレラトキシン Bサブユニッ
ト(CTb)を吻側部および尾側部に同時に注入
して二重標識し、標識細胞の二重投射性を検
討した。 
 
(2) 腎支配神経節細胞の順行性標識と神経
終末の同定 
 腎臓を支配する交感神経節を順行性に標
識し、腎実質におけるターゲットを明らかに
することを試みた。腎支配の主神経節のひと
つである SrG について、蛍光タンパク質をコ
ードする遺伝子を有するプラスミド
(pCAGGS-TdTomato)をエレクトロポーレーシ
ョン法にて導入した。腎臓は固定後に薄切し、
蛍光標識された神経終末を追跡した。 
 
(3) 腎臓上皮細胞におけるAChRsおよびADRs
の発現 
 腎臓における自律神経系の作用経路を明
らかにするため、腎臓上皮細胞における各種
受容体発現解析を行った。マウス腎上皮細胞
モデルである M-1 細胞について、各種ムスカ
リン性 AChRs および ADRs の発現を RT-PCR 法
およびウェスタンブロットを用いて観察し
た。また、それらを腎組織上にて免疫組織化
学的に確認した。 
 
(4) 腎神経を温存したI/Rモデルラットの作
成と腎傷害にともなう自律神経関連因子の
発現 
 従来の単純結紮法では腎動脈周囲の腎神
経叢を傷害してしまう恐れがあるため、予め
腎神経を動脈周囲より剥離・養生しておき、
腎動脈のみを結紮してI/R術を行うことを試
みた。虚血時間は 45 分とし、一定時間後に
腎組織を採材した。腎組織は HE 染色、PAS 染
色、およびワンギーソン染色を施し、組織の
病理進行および線維化を観察した。さらに
ADRsおよびAChRsの発現を免疫組織化学的に
観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 腎支配神経の交感神経節における細胞分
布 
本研究で用いたマイクロカプセルによる特
異的神経標識法により、トレーサーの漏洩を
防ぎ、かつ長時間の暴露が可能になった。そ
の結果、腎神経の主要な交感神経節は、椎前
神経節群では大内臓神経上に集塊する腎上
神経節(SrG)に、椎傍神経節群（交感神経幹）
では T12 および T13 にあることが示された。
よって従来考えられてきた腹腔神経節や腎
動脈神経節は副次的な神経節であることが
示唆された。また、副交感神経系の神経核群
には標識細胞は観察されなかったことから、
腎神経叢には副交感神経線維は含まれてい
ないことが示唆された。 



 さらに左腎吻側部と尾側部にそれぞれ FG
を注入し、腎投射主要神経節における標識細
胞の分布を調べた。その結果、腎吻側部注入
群では SrG に、尾側部注入群では T13 に標識
細胞が観察された。異なる蛍光で標識された
CTbトレーサーによる二重標識でもFG注入実
験と同じ傾向が示された。また、二重標識さ
れた細胞は観察されなかった。以上から、腎
吻側部および尾側部に投射する神経細胞に
は腎区域対応傾向があることが示唆された。 
 
(2) 腎交感神経節細胞の投射終末について 
 ラット左側SrGニューロンを順行性に蛍光
標識し、腎臓内におけるその終末を観察した。
その結果、蛍光標識された神経線維は、腎動
脈に沿って腎吻側部実質内に進入し、細動脈
や尿細管間質に結節状構造を呈して分布し
ていた。このことから、左側 SrG ニューロン
は左側腎吻側部実質を支配する交感神経で
あることが示され、腎セグメントに対応した
交感神経節ニューロンの支配を確認するこ
とができた。また、この技術を用いることに
より、腎区域特異的に遺伝子導入できる技術
的可能性を示唆した。 
 
(3) 腎臓上皮細胞におけるAChRsおよびADRs
の発現 
 腎上皮細胞モデルとして M-1 細胞を用い、
自律神経系関連受容体の発現を検討した。
M-1 細胞は集合管上皮マーカーのひとつであ
る AQP6 を優位に発現していることから、そ
の性質は集合管介在細胞の形質を示した。
M-1細胞にはムスカリン性AChRのサブタイプ
として m1, m4 および m5 の mRNA が、ADRs で
はα2およびβ1サブタイプ mRNA の発現が確
認された。腎組織上における免疫組織化学で
は、m1 およびβ1の発現が介在細胞にみられ
たことから、介在細胞による酸塩基平行機能
に自律神経系が関与する可能性が示唆され
た。 
 
(4) 腎神経を温存した腎虚血/再灌流（I/R）
モデルラットの作成と自律神経関連因子
の発現 
 腎傷害にともなう自律神経系の活動変化
を観察するために腎神経叢を温存したI/Rモ
デルの作出を試みた。I/R 腎は対照群に比べ、
術後4日目で有意に間質線維化領域が広がっ
た。線維化は外髄質が最も多く、直血管周囲
に異常が認められた。尿細管においては I/R
処置後 2時間で尿円柱が認められ、24 時間で
上皮性円柱が増加した。そして線維化進行と
ともに退縮尿細管が明確になった。神経関連
因子は、術後 4日目チロシン水酸化酵素陽性
線維の反応が強まったが、I/R 後 16 週では差
は認められなかった。ADRs および AChRs につ
いてはI/R処置による発現の差は認められな
かった。以上から、腎 I/R による病態生理学
的進行は受容体の発現変化よりも交感神経
活動亢進が主動因子となり、特に直血管への

影響がその要因になると考えられた。また、
本モデル動物は腎臓の病態にともなう腎神
経系の影響を観察するために有効であるこ
とが示唆された。 
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