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研究成果の概要（和文）：虚血性急性腎障害には性差が存在すること、また本病態に対しては選択的エンドセリ
ン（ET）A受容体拮抗薬が奏功すること、その一方で、雌性ラットの虚血性急性腎障害においては女性ホルモン
の有無によって選択的ETA受容体拮抗薬の効果に明らかな差が生じることを認め、本病態の発症とその雌雄差発
現にはET-1/ETA受容体システムが密接に関わる可能性が示唆された。さらにETB受容体遺伝子欠損ラットを用い
た検討から、虚血性急性腎障害の性差発現にはETB受容体も重要な役割を果たしている可能性が明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：There are significant sex difference in ischemic acute kidney injury (AKI). 
 A selective endothelin (ET) A receptor antagonist showed renoprotective effects in male but not 
female AKI rats.  In addition, there was a clear difference in the effects of selective ETA receptor
 antagonist depending on the presence or absence of female sex hormones, suggesting that ET-1/ETA 
receptor system is closely involved in the pathogenesis of AKI and sex difference in AKI.  
Furthermore, from the studies using ETB receptor-deficient rats, it became clear that ETB receptor 
also plays an important role in gender difference of AKI.

研究分野： 基礎医学・薬学（薬理学）

キーワード： エンドセリン　エストロゲン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 エンドセリン(ET)－1 の発見以来二十数

年が経過し、この間の精力的な研究により
ET-1 の生理学的および病態生理学的役割が
数多く解明され、現在は肺動脈性肺高血圧症
の治療に ET 受容体拮抗薬(非選択的 ETA/ETB

受容体拮抗薬・選択的 ETA受容体拮抗薬)が臨
床応用されている。 
 虚血性急性腎障害は、一時的な腎臓への血
流遮断とそれに引き続く再灌流によって発
症し、虚血再灌流を受けた臓器では、深刻な
臓器不全や組織障害が引き起こされること
が知られている。我々はこれまでに、ラット
およびマウス虚血性急性腎障害モデルを用
いた検討から、本病態発症・進展に腎 ET-1
や腎交感神経系が重要な役割を果たしてい
ることを明らかにするとともに、本病態に対
して ET 受容体拮抗薬、転写因子 NF-B 活性
化阻害薬並びに自発性一酸化窒素(NO)放出
薬が有効である可能性を示唆してきた。 
 一方、我々はこれまでに虚血再灌流処置に
よる腎機能障害の程度は、雄と比較して雌で
は極めて軽度であり、雌雄差があることを明
らかにしている。また、女性ホルモンである
エストロゲンは NO 産生を亢進させ、動脈硬
化や虚血性心疾患などに代表される心・血管
系の疾病に対して保護的に働くことが知ら
れており、本病態に対しても腎保護効果をも
たらす可能性が示唆された。実際、雄性ラッ
トおよびマウス虚血性急性腎障害モデルを
用いて 17-estradiol(E2)の病態改善効果に
ついて検討したところ、E2による顕著な腎保
護効果を認め、この効果は E2 のエストロゲ
ン受容体(ER)を介する PI3K/Akt 経路の活性
化と、それに引き続く eNOS 活性化による NO
産生増大作用に基づくことを明らかにして
いる。またこの E2 による NO 産生の増大が、
再灌流後に生じる腎 ET-1 産生増大の抑制に
密接に関与していることも報告している。こ
れらのことから、本病態で認められる性差発
現が eNOS 由来の NO産生能に由来する可能性
が示唆された。しかしながら、eNOS ノックア
ウトマウスの腎虚血再灌流障害時おいても
依然性差が生じることから、本病態の性差発
現には NO とは全く無関係の因子が関わる可
能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
 虚血性急性腎障害の発症と進展に関して
は、これまでに多くの生理活性物質の関与が
報告されており、障害を改善する薬剤も多岐
にわたる。また本病態には、エストロゲンの
作用に基づく性差が存在することも明らか
にされている。一方ごく最近我々は、虚血性
急性腎障害には女性ホルモンの有無に依存
した異なる病態発症のメカニズムが存在す
る可能性を見出した。 
 今回の研究では、虚血性急性腎障害におけ
る性差発現のメカニズムを ET との関連から
明らかにするとともに、女性ホルモン(特に

エストロゲン)の有無により生じる病態発
症・進展のメカニズムの相違を明らかにし、
性差医療の一端を担う学術知見と、女性の閉
経・未閉経を考慮した新たな薬物治療法の確
立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物および虚血性急性腎障害モデル
の作製 
 8週齢の雌雄ラット(Sprague-Dawley系)を
用い、虚血性急性腎障害モデルの作製に関し
ては既に我々の研究室で確立された方法を
用いた(Tanaka et al., Eur. J. Pharmacol., 
2012)。すなわち、右腎摘除より 2 週間後、
麻酔下で左側腹部切開を施し、左腎を露出し
た後、非外傷性クリップを用いて左腎動静脈
の血流を遮断し、腎臓を阻血状態にした。45
－60 分後にクリップを除去して血流を再開
し、腎臓を腹腔内に戻し切開面を縫合して、
これを虚血性急性腎障害モデルとした。虚血
再灌流処置終了 24 時間後より 5 時間の採尿
と、採血、左腎摘出を行い、各種評価に用い
た。また、一部の雌性ラットにおいては、麻
酔下において両側の卵巣を摘除し、1 週間の
回復期間を経て、上記と同様に虚血性急性腎
障害モデルを作製した。なお、本病態におけ
る ETB 受容体の病態生理学的役割については
実験動物として 8 週齢の雌雄 ETB受容体遺伝
子欠損(ETB

sl/sl)ラット並びにその野生型
(ETB

+/+)ラットを用い、上記と同様の外科的処
置を施した。 
 
(2)腎機能・腎組織化学的評価 
 腎機能パラメーターとして血中尿素窒素 
(BUN)、血漿クレアチニン濃度(Pcr)、尿中ク
レアチニン濃度(Ucr)は、それぞれ市販のキ
ット(和光純薬)を用いて測定した。また尿量 
(UF)よりクレアチニンクリアランス(Ccr) 
を算出した。 
 病理組織学的検討は、ホルマリン固定した
腎臓をパラフィン包埋後、それぞれ 4 m の
切片を作製した。各切片はヘマトキシリン・
エオシンで染色を施し、顕微鏡下において障
害の程度を判定基準により評価した。 
 
(3)PCR および ELISA 
腎組織中の ET-1、ETAおよび ETB受容体遺伝

子それぞれの発現量の変化は real-time 
RTPCR により測定した。また、腎組織および
血液中の ET-1 含量と血中エストロゲン濃度
は市販の ELISA キットを用いて測定した。 
 
(4)使用薬物・薬物投与 
 選択的 ETA受容体拮抗薬である ABT-627 を
虚血開始 5分前に頸静脈より投与し、対照と
なる群のラットには溶媒(2.5 % エタノール、
30 % ポリエチレングリコール 400 および 
67.5 % 生理食塩水)を投与した。 
 
 



４．研究成果 
 ET 受容体拮抗薬の一つである選択的 ETA受
容体拮抗薬(ABT-627, 1 mg/kg, i.v.)は雄性
ラットの腎虚血再灌流処置(IR)後の腎機能
低下(血中尿素窒素および血漿クレアチニン
の増大、並びにクレアチニンクリアランスの
低下)に対して有意な改善効果を示した。ま
た、IR 後の腎組織において顕著な組織障害像
(腎髄質外層外帯における尿細管壊死、内帯
における鬱血出血、並びに髄質内層における
タンパク円柱)を認めたが、これら組織障害
はABT-627の投与により明らかに抑制された。
一方、雌性ラットの腎機能低下および腎組織

障害は雄性ラットと同様の処置(腎動静脈虚
血 45 分間)では明らかに軽度であり、60分間
虚血時は雄性ラットと同程度の悪化がみら
れた。大変興味深いことに、ABT-627 は雌性
ラットの腎機能低下に対して、いずれの処置
時間においても何ら改善効果を示さなかっ
た。さらに、卵巣摘除(OVX)を施した雌性ラ
ット(腎動静脈虚血 45 分間)においては雄ラ
ットと同様の腎機能および組織障害がみら
れ、これらは ABT-627 投与により顕著に抑制
された。なお、実験プロトコルのエンドポイ
ント(IR 後 29 時間)での腎組織中 ETAおよび
ETB受容体遺伝子発現量並びに ET-1 含量、さ
らに血中 ET-1 濃度に各群間での有意な雌雄
差は認められなかった。これらのことをまと
めると、雌性ラットの虚血性急性腎障害にお
いては女性ホルモンの有無によって選択的
ETA 受容体拮抗薬の効果に明らかな差が認め
られ、本病態の雌雄差に ET-1/ETA受容体シス
テムが密接に関わることが示唆された。また、
intact な雌性ラットに対する ETA受容体拮抗
薬投与が有効性を示さなかった理由の一つ
として、内因性の女性ホルモンと ET システ
ムをターゲットとした病態改善作用が同一
のメカニズムを介している可能性が考えら
れた。 
 次に、虚血性急性腎障害における性差発現
と ETB 受容体との関連性を ETB 受容体遺伝子
欠損ラットを用いて評価した。その結果、腎
虚血再灌流処置後1日における腎機能は野生
型および ETB 受容体遺伝子欠損ラットの雄に
おいて顕著に低下したが、genotype 間に有意
な差はみられなかった。一方、野生型の雌は
雄に比べて腎機能悪化の程度は弱く、統計学

的には有意ではないが、性差を認めた。さら
に、ETB受容体遺伝子欠損ラットの雌において
は、雄と同程度の腎機能の低下がみられ、性
差の消失を確認した。なお再灌流 1週間後に
おいては、野生型の雌雄共に 1日後と比較し
て明らかな腎機能の回復を認めたが、ETB受容
体遺伝子欠損ラットの雄においてのみ依然
として腎機能の低下がみられた。また、ETB

受容体遺伝子欠損ラットの生存率は雌雄共
に野生型と比較して低値を示した。以上の結
果から、虚血性急性腎障害の性差発現におい
て ETB 受容体が重要な役割を果たしている可
能性が示唆された。 
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Each column and bar represents the mean ± S.E.M. (n=6). P < 0.01, compared with AKI male rats. ##P < 
0.01, compared with AKI (IR 45 min) female rats. ††P < 0.01, compared with AKI (IR 60 min) female rats. 
¶¶P < 0.01, ¶P < 0.05, compared with OVX + AKI female rats. OVX, ovariectomy. AKI, acute kidney injury. 
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