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研究成果の概要（和文）：間欠的低酸素は腎臓尿細管においてNCC(The thiazide-sensitive Na+-Cl－ 
cotransporter)の膜への移行を増加させ、食塩負荷によっても持続的に活性化していることが明らかとなった。
そのほかの腎臓NaCl輸送体については検討したがNCCの様な変化は認められなかった。またHCTZ（サイアザイ
ド）負荷試験においても間欠的低酸素ではNa排泄が亢進し、NCCが重要な役割を果たしている可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Intermittent hypoxia (IH) increases membrane protein of NCC (The 
thiazide-sensitive Na+-Cl－ cotransporter) in Kidney tubles. It remain by salt loading diet. The 
other Sodium Chrolide channel in Kidney ENaC(Epithelial sodium channel),NHE3(Na+/H+ exchange),NKCC-2
(Na-K-Cl cotransporter) were not changed after IH. Challenge test of Amirolide showed no difference 
between Control and IH group, but Thiazide test showed remarkably increased IH group. These data 
suggested NCC is key for salt sensitive hypertension by IH.

研究分野： 高血圧
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１．研究開始当初の背景 
睡眠時無呼吸症候群（SAS）は高血圧の独立し
た危険因子と認識されている。SAS 患者は、SAS
でない人と比べて高血圧症（約 2 倍），虚血性心
疾患（約 2－3 倍），脳血管障害（約 3－5 倍）の
合併率が高い。しかし、SAS における心血管病
および高血圧の発症のメカニズムについては未
解明のことが多い。その最も大きな理由は、動物
モデルの作製が難しいことにある。そこで我々は
窒素ガス発生装置を用い、通常の飼育箱のガス
注入条件を詳細に検討し改良した結果、同時に
ラット 10 匹を長期間、低経費・労力で飼育できる
装置の開発に成功しており、H24-25 年度の科
学研究費補助金・若手研究（B）において、間欠
的低酸素曝露と交換神経活動および血圧の変
化の検討を行ってきた。テレメトリー装置を用い
て持続的な血圧の測定を行った結果、間欠的
低酸素時（light cycle:8hour）よりも、常酸素時
（dark cycle :16hour）に血圧が上昇する事を確
認し、間欠的低酸素では血圧変動が大きくなる
ことが確認することができた。Guyton 説に従う
と、腎臓から尿中へ排出される Na 量と全身
血圧はほぼ直線的関係にある。圧―利尿曲線
が変化しない限り、血圧は平衡状態である。
これは Na 排泄と摂取が平衡に達しているた
めに、血圧への反映が少ないと考えられる。
そこで高食塩(8%NaCl)負荷により腎臓での
Na 排泄機構の変化を著明にし、血圧への関与
を検討したところ高食塩食負荷では血圧の
上昇が著明となり、常酸素時においても平均
血圧が上昇した。これにより、間欠的低酸素
負荷により食塩感受性高血圧を呈する可能
性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、睡眠時無呼吸の病態である間欠的
低酸素がどのように食塩感受性高血圧を引き起
こすのか腎臓での Na 再吸収分子機構から解明
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）腎臓での Na 排泄機構の変化 
間欠的低酸素を高食塩食で 2 週間飼育したラ
ットに食塩(NaCl)の再吸収を抑制し、利尿作
用を示す利尿剤を投与し、どの利尿剤に反応
を占めるかを検討する。これにより腎臓内で
の Na 再吸収に関与しているトランスポータ
ー の HCTZ (Hydrochlorothiazide) お よ び
Amiloride, Vehicle を投与する。ボールマンケ
ージに固定したラットに頸静脈からカテー
テルを挿入し、生理食塩水(Vehicle)を持続投
与する。ラットが安定した状況で薬剤（HCTZ, 
Amiloride）をショット注入する。膀胱内にカ
テーテルを留置し、30 分毎の尿を採取する。
尿中 Na 排泄量を測定し、30 分毎の Na 排泄
量を解析する。 
（２）腎臓での蛋白および mRNA 発現 
間欠的低酸素 2 週間負荷したラットの腎臓を

採取し、冷凍（-80℃）で保存する。その後膜
タンパクキット(Invent)を用いて膜タンパク
を抽出する。mRNA については Isogen に腎臓
を保存し、RNeasy を用いて RNA を抽出する。
cDNA を作成(High capacity cDNA kit) したの
ち、Realtime PCR (ABI 7500)を用いて定量を
行う。 
 
４．研究成果 
（１）腎臓での Na 排泄機構の変化 
長期間の間欠的低酸素により HCTZ 投与による
尿中 Na 排泄量は常酸素よりも著明に増加した。
しかし Amiloride 投与では常酸素と変化なく、
Vehicle とほとんど変わらない結果であった。
このことから間欠的低酸素による腎 Na 排泄
の変化はNCC （Na＋/Cl－ Cotransporter）を介し
ている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）NCC （Na＋/Cl－ Cotransporter）の変化 
腎臓組織から細胞膜分画（Invent Membrane 
Isolation Kit）を抽出し、NCCの発現をウェス
タンブロットで確認した (NCC antibody: 
Millpore AB3553)。2週間の間欠的低酸素負荷
により、細胞膜分画でのＮＣＣの発現は増加
し、食塩負荷によって減少する発現変化も、
間欠的低酸素負荷では持続的に発現が認め
られていることが確認できた。また他の腎Na
排泄に関与するトランスポーター、チャンネ
ルについても膜分画の変化をウェスタンブ
ロットで確認したが、ENaC (epithelial sodium 
channel) (αENaC:Stressmark SPC-403D,  
βENaC:Stressmark SPC-404D) やNHE3 (Na＋

-H ＋  Exchanger-3) , NKCC2 (Na ＋ -K ＋ -Cl － 
cotransporter) (Millopore AB3562P) について
は、間欠低酸素の負荷によっても変化を認め
なかった。 

 
① 酸化ストレスによる関与の検討 
ＮＣＣ発現変化・活性化を起こすメカニズム
として、酸化ストレスによるOSR(oxidative 



stress-responsive 1) などのリン酸化がある。そ
こで酸化ストレスによるNCC活性化を調べる
ため、酸化ストレスを消去する Tempol
（ 1-Oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-4-hydroxypiperidin
e）を間欠的低酸素ラットに投与した。しかし
Tempol 投与によってNCC発現は変化を認め
なかった。 
 
② レニンアンジオテンシン・GR-MR 系の関与

の検討 
血中のレニン・アルドステロンは間欠的低酸素で
は 変 化 を 認 め な か っ た 。 ま た 腎 臓 で の
ACE,ACE2,Angiotensinogen,11bHSD2のmRNA
発現をRT-PCR法で解析した。間欠的低酸素に
よ っ て ACE,ACE2,Angiotensinogen,11bHSD の
mRNA発現には変化が見られなかった。さらに
GR-MR 系の関与を調べるため、 GR-blocker 
(Mifepristone), MR-blocker (Eplerenone)を投与
し、間欠的低酸素でのNCCの発現の変化を確
認したが、GR-blocker, MR-blockerともにNCCの
発現の変化を認めなかった。 
 
（３）マウスの間欠的低酸素装置条件の検討 
これまで使用してきたラットにおける間欠的低酸
素装置を改良し、マウスでの間欠的低低酸素装
置の検討を行った。ラットでは90秒をサイクルと
して、90秒で酸素濃度が4-5%となるように低下し
その後90秒で常酸素（20%）に戻る条件で行っ
ていた。しかしマウスでは流量が強くなることによ
るストレスや呼吸条件も考慮し30秒ごとに酸素濃
度を5%まで低下させ、その後30秒で常酸素に
戻す条件で検討を行った。 
 
ラットと同様に2週間の間欠的低酸素および食
塩（8%NaCl）の負荷を行い、腎臓で膜分画抽出
（Invent Membrane Isolation kit）のNCC 発現を
確認した。ラットの結果と同じく、間欠的低酸素
によりNCCの膜分画の発現は増加し、食塩負荷
によっても継続して発現は増加していることが明
となった。 

 
【まとめ】 
間欠的低酸素により腎臓（尿細管）における
NCC（Na＋/Cl－ Cotransporter）の膜への発現
が変化し活性化がおこりNaの再吸収が促進
されていることが明らかとなった。またNCC
を活性化させる酸化ストレスやレニンアル
ドステオロン系・GR-MR系について検討した
がいずれも関与が認められず、今までの報告
とは異なるNCCの活性化が関与している可
能性があり、遺伝子改変動物（NCC KOマウ

ス）などを用いて今後さらに検討を進める。 
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