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研究成果の概要（和文）：虚血性腎障害の発症に腎ノルエピネフリン（NE）が重要な役割を果た

す.NE の代謝代謝酵素である monoamine oxidase (MAO)の内因性阻害因子 isatin および MAOA阻

害薬 moclobemide は、腎静脈血漿中 NE 量を増加させ、腎障害をさらに悪化させたが、MAOB阻害

薬 selegiline は影響を及ぼさなかった.いずれの阻害薬も O2
- 産生量増加を抑制した.以上、

isatin による腎障害の悪化は、MAOA阻害を介した腎静脈血漿中 NE 濃度の増大が寄与すると考

えられる. 

 

研究成果の概要（英文）：We have found that increases in renal sympathetic nerve activity 
during ischemic period and renal venous norepinephrine (NE) level after reperfusion play 
important roles in the development of ischemia/reperfusion (I/R)-induced acute kidney 
injury.  In the present study, we examined the effect of isatin, an endogenous monoamine 
oxidase (MAO) inhibitor, moclobemide, a selective MAOA inhibitor, and selegiline, a 
selective MAOB inhibitor, on renal venous NE levels, superoxide (O2

-) production after 
reperfusion and I/R-induced acute kidney injury.  I/R-induced acute kidney injury was 
made by clamping the left renal artery and vein for 45 min followed by reperfusion, 2 
weeks after the contralateral nephrectomy.  Injection of isatin or moclobemide before 
ischemia increased the renal venous plasma NE level after reperfusion and aggravated 
I/R-induced renal injury, but not selegiline administration.  The excessive O2

- 
production after reperfusion was significantly suppressed by injection of all drugs, 
indicating that the inhibition of oxidative deamination effectively suppressed O2

- 
production.  Therefore, the aggravation effect of isatin seems to be mediated through 
increased NE levels in the kidney after reperfusion on I/R-induced acute kidney injury. 
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１．研究開始当初の背景 

腎不全においては水・電解質バランスの調
節や老廃物の排泄が適切になされない状態
であり，原因はさまざまであるが，やがては
透析療法が導入され生命が脅かされること
となる．利尿薬，イオン交換樹脂製剤，活性
型ビタミン D3 製剤などが対症療法的に使用
され，一部の腎疾患では，レニン・アンジオ
テンシン系抑制薬，ステロイド剤，免疫抑制
剤などが用いられる．このような薬物療法に
もかかわらず，わが国の透析導入患者数は増
加の一途をたどっており，腎疾患治療薬の更
なる開発が望まれる．腎不全治療の大きな目
標の一つは，腎障害の進展に対処して透析療
法への移行を少しでも遅らせることである． 

これまでの研究で，一般的に，障害した腎
においては残存ネフロンの過剰な適応反応
によりさらに病変が進行し腎障害が進展し，
やがて腎全体の機能が損なわれるものであ
る．原疾患にかかわらず腎障害が進展する，
"common pathway"という考え方がなされてい
る．過剰な適応反応の結果として数多くの因
子が関係するが，腎の肥大が特徴的であり，
また糸球体高血圧は機械的な刺激となり障
害を引き起こす．糸球体ろ過の異常などによ
り蛋白尿がもたらされる． TGF-βおよび細
胞外基質の発現は糸球体硬化と尿細管間質
の線維化を引き起こす． 

申請者らは，最近，尿管閉塞による実験腎
不全モデルにおいて，遊走したマクロファー
ジにヘムオキシゲナーゼ‐1 が誘導され，
TGF-βおよび細胞外基質が抑制された結果，
腎の線維化が防がれることを報告した．また，
レニン・アンジオテンシン系の活性化の役割
は大きく，アンジオテンシン II による TGF-
βや細胞外基質の増加やアルドステロンの
分泌亢進も腎障害に至る．マクロファージな
どの細胞浸潤はサイトカイン産生を伴い，炎
症反応は尿細管間質の線維化をきたす．  

近年，細胞浸潤した炎症細胞における組織
カテコラミン産生系の重要性が注目される
ようになった．Filerl らは急性肺障害モデル
において，浸潤した炎症細胞が交感神経系と
は別にカテコラミン産生系を持つことを明
らかにした（Nature, 499, 721-726,2007）．
さらにこの臓器障害モデルにおける炎症反
応がα2 受容体遮断薬によって抑制されるこ
とも報告された．実際，慢性心不全など交感
神経系の過剰な緊張状態では，血管壁のα1

受容体を刺激し，β2受容体を介するレニン・
アンジオテンシン系の活性化もあって，腎血
管は収縮し血流量が減少するし水・ナトリウ
ムの貯留にはたらく．腎交感神経の電気刺激
は腎臓から血中へ大量のノルエピネフリン
を放出し，腎血流量および糸球体濾過率を低
下させ (Tadano et al., Eur. J. Pharmacol., 

341, 191-199, 1998)，腎動脈にノルエピネ
フリンを持続注入した場合には，腎循環の異
常および腎組織の障害が生じる (Cronin et 
al., Kidney. Int., 14, 187-190, 1978)．
また，交感神経系緊張による腎循環および尿
生成の応答はクロニジン，節遮断薬，除神経，
α遮断薬により抑制される．腎交感神経系は，
腎臓の機能を調節する重要な因子であるが，
一方でその過剰亢進は腎臓の機能低下のみ
ならず組織障害をもたらし，腎疾患の発症・
進展に深く関与することはよく知られた事
実である． 
 
２．研究の目的 
今 回 ， カ テ コ ラ ミ ン の 代 謝 を 担 う

monoamine oxidase (MAO)の内因性阻害因子
として知られている isatin を用い、進行性
腎障害が顕著に表現される虚血性急性腎不
全モデルにおいて、腎障害の発症・進展に腎
臓内カテコラミンがどうのように関与して
いるかを調べた．さらに、脳や心臓の虚血再
灌流障害には、MAO 由来の活性酸素種が大き
く寄与していると考えられているため
isatin による虚血再灌流後の腎組織中スー
パーオキシド（O2

-）産生量に対する影響につ
いても検討を加えた． 
 
３．研究の方法 
実験には、Sprague-Dawley（SD）系雄性ラ

ット（8週齢）を用いた．ペントバルビター
ル（50 mg/kg, i.p.）麻酔下に右側腹切開を
加え、右腎を露出後、右腎動静脈並びに輸尿
管を剥離・結紮し、右腎を摘除した後、切開
面を縫合した．2週間後、ラットをペントバ
ルビタール麻酔し、左側腹切開を加え、左腎
を露出した後、腎動静脈に付着している脂肪
を注意深く除去した．次いで、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
臓を虚血状態にした．45 分後にクリップを除
去し、血流を再開させて切開面を縫合した．
虚血再灌流処置終了 24 時間後のラットを代
謝ケージに入れ、5 時間の採尿を行った．採
尿終了後、ペントバルビタール麻酔下で採血
及び腎臓の摘出を行った．得られた血液及び
尿から腎機能パラメーターとして血中尿素
窒素（BUN）、血漿中クレアチニン（Pcr）、ク
レアチニンクリアランス（Ccr）を測定し、
得られた腎静脈血からは腎静脈血漿中 NE 濃
度を測定した．なお、血中尿素窒素は尿素窒
素 B-テストワコー（和光純薬工業）、血漿お
よび尿中クレアチニン濃度はクレアチニン-
テストワコー（和光純薬工業）を用い、腎静
脈血漿中のノルエピネフリン（NE）濃度は、
アルミナ吸着法と高速液体クロマトグラフ
ィー（HPLC）により血漿から NE を分離した
後、電気化学検出器を用いて測定した．得ら



れた腎臓からはルシゲニン化学発光法によ
って腎組織中 O2

-産生量の測定と腎病理組織
標本を作製した．isatin は 15 mg/kg の用量
で虚血 5 分前に静脈内投与し、対照群には溶
媒を投与した．一部の実験では、虚血 1 時間
前に選択的 MAOA阻害薬 moclobemide(10 
mg/kg)を経口投与あるいは虚血 5分前に選択
的 MAOB阻害薬 selegiline(1 mg/kg)を静脈内
投与した．なお、右腎摘除のみを施したもの
を正常群とした． 

 
４．研究成果 
 
(1) 再灌流 1 日後の腎機能に対する isatin 

の影響 
 

Figure 1 に示すように、虚血再灌流処置
29 時間後の対照群では、正常群と比較して、
有意な BUN、Pcr の増加と Ccr の低下が認め
られた．対照群でみられたこれら腎機能の低
下は、isatin の静脈内投与（5 および 15 
mg/kg）により用量依存的かつ顕著に悪化さ
れた． 

 
 

(2) 再灌流 1 日後の腎組織中 O2
-産生量に対

する isatin の影響 
 

脳や心臓の虚血再灌流障害には、MAO 由来
の活性酸素種が大きく寄与していると考え
られている．そこで、isatin による虚血再灌
流後の腎組織中 O2

-産生量を調べた．その結果、
対照群における再灌流後の腎組織中 O2

-産生
量は sham 群と比較して顕著に増加した．こ
の対照群で見られた腎組織中 O2

-産生量の増
加は、isatin の投与により有意に抑制された
（Figure 2）． 

 
(3) 再灌流 29時間後の腎静脈血漿中 NE濃度
に対する isatin の影響 
 

再灌流後の腎臓内カテコラミン濃度を調
べる目的で、腎静脈血漿中 NE 濃度を測定し 
た．Figure 3 に示すように、対照群における
再灌流 1日後の腎静脈血漿中 NE 濃度は、sham
群と比較して顕著に上昇した.また、対照群
でみられた腎静脈血漿中 NE 濃度の上昇は、

isatin によってさらに増加された. 
 

  

 

(4) 再灌流 1 日後の腎機能に対する MAO 阻
害薬の影響 
 
 isatin が MAOAと MAOBのどちらを阻害する
ことにより、これらの効果を示しているかを
検 討 す る た め 、 選 択 的 MAOA 阻 害 薬
moclobemide あるいは選択的 MAOB 阻害薬
selegiline を用いて検討した.その結果、
moclobemide は、isatin と同様、対照群で見
られた腎機能障害を顕著に悪化させたが、
selegiline は影響を及ぼさなかった（Figure 
4）． 
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Figure 5 



(5) 再灌流 1 日後の腎組織中 O2
-産生量に対

する MAO 阻害薬の影響 
 
Figure 5 に示すように、対照群で見られた
腎組織中O2

-産生量の増加は、isatinと同様、
moclobemideあるいはselegilineの投与によ
り有意に抑制された. 

 
 (6) 再灌流 29 時間後の腎静脈血漿中 NE 

濃度に対する MAO 阻害薬の影響 
 
再灌流後の腎臓内カテコラミン濃度に対す
る moclobemide あるいは selegiline の影響
を調べた.その結果、moclobemide では、
isatin と同様、対照群で見られた腎静脈血漿
中 NE 濃度の上昇を顕著に増大させたが、
selegiline は影響を及ぼさなかった（Figure 
6）. 

 

以上の結果より、isatin による腎虚血再灌
流障害のさらなる悪化は、MAOA 阻害を介した
腎静脈血漿中 NE 濃度の顕著な増大が大き
く寄与していると考えられる. 
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