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【目的】 

Relaxin(RLX)は妊娠時に増加し、排卵、分娩、授乳に関して作用する IGF ファミ

リーに属するホルモンである。RLX には近年、多様な生理作用が報告されており、

特に血管拡張作用や抗線維化作用が注目されている。今回、食塩感受性高血圧にお

いてその成因ならびに診断、治療法を考える上で、妊娠ホルモンの RLX 検討を行

った。食塩感受性高血圧モデルにおいて、腎内 RLX の発現を食塩感受性モデルと

食塩抵抗性モデルにおいて検討すると共に、RLX を投与して RLX の関与ならびに

治療薬としての可能性を探った。 

 

【方法】 

 Dahl salt-sensitive ラット(DS)、正常対照群である Dahl salt-resistant ラット(DR)、

DS群に RLXを投与したDS-RLX群の３群として全群ともに塩分負荷食(8%)を投与

した。経時的に体重測定,血圧,蓄尿を行い、8 週間後採血し腎臓を摘出した。尿中

総タンパク量などの変化を検討し、さらに免疫組織化学的染色において腎内受容体

の有無や腎内 RLX の発現を検討した。 

 

【結果】 

Dahl salt-sensitive ラットに 8%NaCl を負荷させると、Dahl salt-resistant ラットに比

べて血圧が有意に上昇した(p<0.01)。また Dahl salt-sensitive ラットにおいては腎内

RLX は salt-resistant rat に比べて有意に減尐しており(p<0.05)、Relaxin を持続投与さ

せると血圧の低下や腎機能や腎組織の改善も見られた。 

 

【考察】 

上記から、Relaxin の欠乏が食塩感受性高血圧の発症に関与し、その投与により

降圧作用と腎組織の改善を認めたことより RLX の高血圧治療薬としての可能性が

示唆された。 
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① 研究目的 

 慢性腎不全の治療において、その原因や増悪因子となる高血圧は重要な管理目標である。

慢性腎不全に合併する高血圧は食塩感受性といわれるが、そのコントロールは食事療法に

加えて薬剤投与をしても難しいのが現状で、新たな治療法が期待されるところである。 

 平均血圧の値は心拍出流量と血管抵抗で規定され、高血圧の発症には拍出量の増大もし

くは血管抵抗の増加のどちらかかまたは両方が関与する。一方、ヒトの妊娠の状態では心

拍出量は非妊娠時に比べて 50％程度の増加を認める[1]が、殆どの場合に血圧の上昇は認め

ずにむしろ軽度の低下が観察される。そのために妊娠時には抵抗血管は非妊娠時より過度

に拡張した状態と考えられる。拡張させる原因としては NO の産生増加等が指摘されてい

るが [2,3]、Novak らは妊娠ホルモンとして知られる Relaxin(RLX)が妊娠時の腎血管拡張

に作用していることを報告した[4]。RLXには近年、多様な生理作用が報告されており、特

に血管拡張作用や抗線維化作用が注目されている[5]。食塩感受性高血圧は容量依存性高血

圧で、塩分負荷による循環血液量の増加がその発症の一因であるが、これまで成因に関し

て妊娠ホルモンの関与を検討した研究は無かった。食塩感受性高血圧においてその成因な

らびに診断、治療法を考える上で、RLXの関与の可能性やその応用を考えて今回の研究を

行った。まず、腎内 RLXの発現を食塩感受性モデルと食塩抵抗性モデルにおいて検討する

と共に、RLXを投与して RLXの関与ならびに治療薬としての可能性を探った。 

 

② 研究方法 

1. 実験デザイン 

 実験には、5 週令の Dahl salt-sensitive(DS)、Dahl salt-resistant(DR)ラット(Japan SLC, 

Hamamatsu, Japan)を用いて行った。実験群は DS群と DS群に RLXを投与した DS-RLX群

の２群に、正常対照として DR 群を加えた３群として全群に塩分負荷食(8%)を投与し、水

は自由に与えた。８％食塩食開始後２週間の時点で DS ラットをランダムに DS 群と

DS-RLX群に分け、DS-RLX群には osmotic minipump(model 2002; Alzet, Cupertino,CA)を皮

下に埋め込んだ。この minipumpに 0.6%食塩水で希釈した RLXを 0.5mg/kg/dayの濃度で持

続投与するように注入し、４、6週間の時点で minipumpを続けて埋め込み 8週間の経過を

見た。すべてのラットにおいて毎週体重を測定した。収縮期血圧は 2週間ごとに非観血圧
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測定装置(BP-98; Softron, Tokyo, Japan)を用いて尻尾で測定を行った。また、2週間ごとに代

謝ケージに入れ 24時間尿を採取した。得られた尿は、尿中総蛋白質排泄量、尿中クレアチ

ニン排泄量の測定を行った。8 週間後、すべてのラットを開腹し、腹部大動脈から採血を

行った。その後すみやかに PBSにより両腎臓を 5分間灌流後に腎臓の摘出を行った。左腎

臓はパラフィン切片による組織学的検討や酵素抗体法染色を行うために、メチルカルノア

液、または 4%パラホルムアルデヒド溶液で固定した。 

2. 生化学的検討 

 クレアチニンは Jaffe反応を用いた。尿中総蛋白量の測定は、ピロガロールレッド法によ

る総蛋白測定用キット(マイクロ TP-テスト；Wako, Osaka, Japan)を用いて行った。 

3. 組織学的検討  

3.1 組織染色 

 組織学的検討をするために、メチルカルノア溶液で固定した組織をパラフィン包埋し、3 

µmに薄切し、PAS(periodic acid Schiff)染色とマッソン・トリクローム(MT)染色法を行った。

尿細管間質病変は、MT染色において、1検体当たり顕微鏡 400倍で 15視野を無作為に選

び、写真を撮って point counting法により評価をして次式により tubulointerstitial injury index 

(TII)を算出した[6]。 

 TII = points on interstitium /(points on interstitium + points on tubular epithelial cells) 

3.2 免疫組織学的検討 

メチルカルノア溶液で固定した組織で RLXの染色を行い、パラホルムアルデヒドで固定し

た組織において RLX受容体の LGR7、LGR8の染色を行った。使用した抗体は、一次抗体

として抗 RLX抗体(Kohsaka T,et al. [7])、抗 LGR 7、抗 LGR 8抗体(Phoenix, Belmont, CA)を、

二次抗体としては biotin-conjugated mouse IgGまたは biotin-conjugated rabbit IgG (Chemicon, 

CA)で、それぞれ適宜希釈して使用した。前処理として LGR8 はプロテアーゼ処理を用い

た(その他の抗体は省略した)。免疫組織学的染色は ABC法によった。 

RLX陽性尿細管数は、顕微鏡 20視野(400倍、1視野=0.16mm2)中の陽性尿細管数をカウン

トした。RLXの受容体である LGR7、LGR8は、定性的に局在を観察した。 

4. 統計処理 

 各項目の分析結果は、mean±SDで表した。2群間の比較は nonparametric statisticsにより

行った。またグループ間での比較は、Bonferroniテストによる ANOVAにより行った。P<0.05

を統計的に有意差があるとみなした。全ての統計計算は、GB-STAT software (Dynamic 

Microsystems, Silver Spring, MD)を用いて行った。 

 

③ 研究結果 

1. 体重、血圧等の変化 

 表１に３群のデータを示した。DR群が体重は 8週間で有意に高値を示した。また DS群

と DS-RLX群との間に有為な差は見られなかった。体重に対する腎臓の重量比は DR群が

平成１５年度助成研究報告集Ⅱ（平成１７年３月発行）



- 109 - 

他の群に比して有意に低値を示した。図 1に実験期間中における収縮期血圧値の経時的変

化を示した。DR ラットは殆ど変化を認めなかったが、DS ラットは 8%食塩食開始後より

進行性に血圧上昇を認めた。実験開始 4 週間目から、RLX の投与によって DS-RLX 群の

SBPは DS群と比較して有意に低値を示した。また、DS-RLX群は、DR群に近いレベルま

で血圧値の低下が見られた。 

2. 生化学的検討 

生化学的検査の結果は表 1 に示した。DR 群の尿中クレアチニンは他の群と比較して有為

に高値を示した。DS 群と DS-RLX 群ではほぼ同程度の値を示した。血清クレアチニン値

は、DS-RLX群が DS群と比較して有意に低下し、DR群に相当する低下が見られた。クレ

アチニンクリアランスは DS群が DR群より、有意に低値を示した。一方、DS群と DS-RLX

群との間に有意な差はなかった。実験開始 2週間目から RLXの持続投与を行った DS-RLX

群の尿中総蛋白排泄量は DS 群に比して上昇は軽度で、8 週間目で有意に低値を示した。

また、DS-RLX群と DR群との間に有意な差は見られなかった。 

3. 組織学的検討 

3.1 組織染色 

 図 2に各群の MT染色標本像を示す。DS群においては DR群に比べて明らかに糸球体像

は肥大化を示したが、硬化像は少なかった。DS-RLX 群は DS 群に比して糸球体の肥大は

抑制されていた。血管系の変化は DS 群では弓状動脈や小葉間動脈、輸入細動脈において

著明な中膜と内膜の肥厚を認め、殆ど閉塞している血管も多数認められた。これに対し、

DR群ではこれらの血管系には変化を認めなかった。DS-RLX群では DS群に見られた著明

な肥厚は認めなかった。尿細管間質は DS 群で著明な線維化と尿細管内円柱と拡大した尿

細管を高頻度に認めたが、DR群では変化は殆ど認めなかった。DS-RLX群では尿細管間質

の変化は抑制されていた。TIIは DS群(0.491±0.100)は他の 2群に比して有意に増加が見ら

れ、DR群(0.314±0.030)は DS-RLX群(0.382±0.060)にくらべると有意に尿細管間質の障害

度は減少していた。 

3.2 免疫組織学的染色 

 図 3 に RLX 染色結果を示した。RLX 染色は遠位尿細管の細胞質の核近傍に陽性所見を

認め、陽性尿細管数は DS群(20.9±7.2)に比べて DR群(38.4±12.1)が有意に高く、DS-RLX

群(32.6±10.0)は DS 群に比べて増加していた。RLX 受容体の LGR7 と LGR８は共に糸球

体内では上皮細胞と尿細管上皮細胞の管腔側に陽性所見を認めた。図４に LGR7の染色を

示す。各群間での差は明らかでなかった。 

 

④ 考察 

 今回の研究で食塩感受性高血圧モデルにおける RLXの関与を検討した結果、次の 3つの

新たな事実を認めた。第一には RLX の腎内発現を遠位尿細管に認めた。第二に DS rat と

DR ratに食塩負荷をしたところ、腎臓内 RLXの発現は DS ratでは DR ratに比べて有意に
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減少を認めていた。第三に DSラットに食塩負荷をした上で RLXを投与することにより非

投与群に比べて血圧の降下作用と腎機能と腎組織病変の改善を認めた。上記の結果は RLX

が食塩感受性高血圧の発症に関与していることを初めて明確に示したものである。 

 RLXの腎内発現分布に関してこれまで検討はされていなかったが、今回、RLXの遠位尿

細管における発現を認めた。次に食塩負荷をした上での DS ratでは DR ratに比べて RLX

の発現の減少を認めるという結果を得た。この点は妊娠時において食塩感受性高血圧の発

症に妊娠ホルモン RLX の低下が関与しているのではないかという今回の研究の仮説に一

致した結果である。 

 ８％の高食塩食により、DS ラットはこれまで報告されているように、血圧の上昇を認

めた。食塩感受性ラットにおける RLXによる血圧降下作用は結果に示したように、投与直

後から有意な減少を認め、投与 8週間まで減少が持続した。食塩感受性高血圧における高

血圧発症のメカニズムとして、これまで NO 産生の障害、または NO 利用の、TGF-ß の産

生亢進、renin-angiotensin系の腎内活性の変化が挙げられる。Castropらは DS ratでは腎内

の nNOS mRNAの発現が DS ratに比べて低下しているが eNOS mRNAの変化は認めなかっ

たことより、nNOS 発現の低下が腎内 NO 産生低下につながり、高血圧となるであろうと

報告している[7]。また、Ichiharaらは、nNOSの発現が輸入細動脈の収縮、拡張を調節して

いることを報告している[8]。 

 腎組織の検討では DS ratでは著明な血管壁肥厚と尿細管間質の線維化を認め、RLX投与

により有意にその改善を認めた。RLXによる改善の理由としてはまず血圧の降下による腎

ヘの有利な作用が考えられる。しかし RLX受容体を腎内に認めていることから直接的な効

果も否定できない。この点は RLX投与量を変更して、血圧に影響を与えない量などを検討

して明らかにする必要がある。 

 以上の結果から、食塩感受性高血圧ラットにおいて RLX の減少が認められ、RLX を持

続投与させると血圧が降下し、さらに腎機能や腎組織を保護したことが明らかとなった。

高血圧における RLXの関与についての検討は、食塩感受性高血圧に対する今後の新たな診

断法や治療法につながるものと期待される。 

 

⑤ 今後の課題 

 今回の実験において、Dahl 食塩感受性モデルでの RLX 投与の有効性が示されたが、よ

り直接的に RLX の関与を明らかにするためには、今後以下の実験が有効と考えている。

DS rat において内因性 RLXの増加が認められていたことより、DR ratに RLX中和抗体を

投与して作用を阻害して抵抗性から感受性に変化して血圧上昇を認めるか否かを明らかに

するものである。また、妊娠時に短期間に RLX中和抗体を投与することにより、糸球体濾

過量や腎血流量増加を抑制した実験は行われているが、持続的に RLXの作用を阻害して全

身血圧の変化を検討していくという実験も意味があると考える。 
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Table 1 Basic parameters in rats at 8 weeks. 

 
Groups DS  DS+RLX DR 

n 6 6 3 
Body weight(g) 348.3±.19.8 359.8±25.1 400.2±10.7d 

Kidney weight(g) 1.936±0.200 1.939±0.258 1.552±0.088 
Systolic blood pressure(mmHg) 227.0±18.9a 166.7±18.5 126.0±2.7 

Diet intake(g) 22.8±4.9 24.7±6.1 28.2±1.8 
Water intake(ml/day) 76.0±15.3 63.2±18.6 90.7±16.0 

Urinary volume output(ml/day) 59.5±10.0 48.8±15.2 74.7±13.3e 

Urine creatinine(mg/day) 17.88±1.19 16.92±1.46 21.879±1.09a 

Serum creatinine(mg/dl) 1.14±0.21 0.90±0.18d 1.10±0.08 
Urinary protein(mg/day) 228.0±162.7 87.5±54.2d 65.85±26.1d 

Creatinine clearance(l/day) 0.95±021c 1.043±0.49 1.44±0.30 

 

a; p<0.01 vs. other groups, b; p<0.01 vs. DS rats, c; p<0.02 vs. Group 3, d; p<0.05 vs. Group 1, e; 

p<0.05 vs. Group 2. 
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INVOLVEMENT OF RELAXIN IN SALT-SENSITIVE HYPERTENSION 
 

Naoki Ikegaya, Tetsuya Kohsaka, Ayumi Suzuki, Hiromichi Kumagai, 
 

Med. Care Center, Dept. of Applied Biological Sciences, Shizuoka Univ., Dept. of Clin. 
Nutrition, Sch. of Nutritional Science, Univ. of Shizuoka, Shizuoka, Japan. 

 
Summary 

Relaxin (RLX), belonging to the insulin family, has been known as a hormone of 
pregnancy. Although potent antifibrotic and vasodilatory properties of RLX are recently 
reported, the involvement in salt-sensitive hypertension has not been elucidated. In this 
study, we examined the expression of RLX in kidneys of Dahl salt-sensitive (DS) and 
salt-resistant (DR) rats and effects of RLX treatment in DS rats placed on an 8% NaCl diet. 
When examined immunohistochemically, RLX was localized in the distal tubules. DS rats 
showed a significantly decreased expression of RLX compared to DR rats. The 
administration of RLX (4 microg/h) to DS rats significantly reduced systolic blood 
pressure (227.0 vs. 166.7 mmHg, p<0.004) and urinary protein (228.0 vs. 87.5 mg/day, 
p<0.05). Histologic studies revealed the amelioration of tubulointerstitial fibrosis and 
arterial thickening in rats received RLX.  
     These results indicate that RLX deficiency may play a significant role in the 
development of salt-sensitive hypertension and suggest that RLX can be a potential 
therapeutic tool for salt-sensitive hypertension. 
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