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概 要 

急性腎障害（AKI）は，短期間で腎機能が急速に低下する病態であり，血中にクレアチニンと窒素化合物（尿素窒素）

が蓄積することにより，水分および電解質の障害が発生する。AKI においては，わずか 0.3 mg/dl 程度の血清クレアチニン

の上昇が，患者死亡に大きく寄与することが分かっており，有効な治療法の確立が不可欠である。一方で，腎に直接作用

する医薬品は存在せず，輸液や血管作動薬投与が治療の主体となっているのが現状である。 

本研究者らは，ソルト・サイエンス研究財団の支援（助成番号 1427，1539）のもと行った先行研究にて，腎皮質における

アセチルコリン分泌が，細胞内外の Na+イオン濃度依存性の非神経性分泌であることを明らかにした（Shimizu et al. 

J Physiol Sci. 2017; 67: 587-593.）。また，Dahl 食塩感受性ラットでは，この Na+イオン濃度依存性の腎アセチルコリン分泌

が障害されており，アセチルコリン分解酵素阻害薬の投与により腎障害が軽減されることも報告している。そこで本研究で

は，AKI における Na+依存性腎アセチルコリン分泌機構の役割を明らかにすることで，腎に直接作用することのできる医

薬品開発を目的とする。 

初めに腎前性 AKI における Na+依存性腎アセチルコリンの役割について検討を行った。全身麻酔下のラットにおい

て急性腎虚血モデルを作製し，AKI を誘発した。腎皮質に植え込んだマイクロダイアリシス・プローブを，eserine を含む

リンゲル液で灌流，透析液を回収し，透析液中のアセチルコリン濃度を高，速液体クロマトグラフィを用いて測定した。

その結果，当初の予想に反して，腎虚血により腎皮質におけるアセチルコリン分泌が大きく亢進することが明らかになった。

このメカニズムを明らかにするために，上皮性 Na+チャネル阻害薬である Benzamil を投与した実験を行ったが，虚血中

のアセチルコリン分泌を完全に抑制することは出来なかった。次に，腎性 AKI を模した造影剤腎症モデルを用いて同

様の検討を行った。Iopamidol の経静脈投与により，腎皮質でのアセチルコリン分泌は低下する可能性が示唆された。

これらの結果から，腎皮質でのアセチルコリン動態は，AKI の原因により大きく異なる可能性が示唆された。 

 

 

１． 研究目的 

急性腎障害（AKI）は，短期間で腎機能が急速に低下

する病態であり，血中にクレアチニンと窒素化合物（尿素

窒素）が蓄積することにより，水分および電解質の障害が

発生する。AKIにおいては，わずか 0.3 mg/dl程度の血清

クレアチニンの上昇が，患者死亡に大きく寄与すること

が分かっており，有効な治療法の確立が不可欠である。

一方で，腎に直接作用する医薬品は存在せず，輸液や血

管作動薬投与が治療の主体となっているのが現状である。 

本研究者らは，ソルト・サイエンス研究財団の支援

（助成番号 1427，1539）のもと行った先行研究にて，腎

皮質におけるアセチルコリン分泌が，細胞内外の Na+イオ

ン濃度依存性の非神経性分泌であることを明らかにした 1)。

細胞外に高張食塩水を投与すると，腎皮質におけるアセ

チルコリン分泌は亢進し，また細胞外に Na+を汲み出す

Na+/K+-ATPase の阻害薬である ouabain を投与することで

も，アセチルコリン分泌は亢進した。一方で，細胞内に

Na+を取り込む上皮性 Na+チャネルを遮断する Benzamil

を投与することにより，アセチルコリン分泌が低下すること



 

 
 

を発見し，腎皮質における Na+依存性のアセチルコリン分

泌機構を同定した（Fig. 1）。 

また，Dahl 食塩感受性ラットでは，この Na+イオン濃度

依存性の腎アセチルコリン分泌が障害されており，アセチ

ルコリン分解酵素阻害薬の投与により腎障害が軽減され

ることも報告している（ソルト・サイエンス研究財団「第28回

助成研究発表会」にて報告）。 

そこで本研究では，AKI における Na+依存性腎アセチ

ルコリン分泌機構の役割を明らかにすることで，腎に直接

作用することのできる医薬品開発を目的とする。 

２． 研究方法 

２．１ 腎前性AKIにおけるNa+依存性腎アセチルコリンの

役割の検討 

AKI の原因の 1 つに腎血流の低下がある（腎前性

AKI）。そこで腎虚血モデル動物を用いて，血流の低下が

Na+依存性腎アセチルコリン分泌へ及ぼす影響を検討する。

そのためには，腎皮質でのアセチルコリン分泌を連続的

にモニタリングする必要があり，本研究では，腎マイクロダ

イアリシス法を使用する。 

マイクロダイアリシス法は，組織に植え込んだ半透膜の

性質を利用して，灌流液と組織間質の物質の濃度勾配に

より，透析液中に測定物質（本研究の場合は，アセチルコ

リン）を回収する方法である。本研究では，腎皮質に植え

込んだマイクロダイアリシス・プローブを介して，腎皮質の

組織間質に分泌されたアセチルコリンを回収，その濃度

を，高速液体クロマトグラフィを用いて測定する（Fig. 2，3）。

本研究で使用したマイクロダイアリシス・プローブは自作

のもので，半透膜ファイバー（有効長 10 mm，外径

310 μm，内径 200 μm，PAN-1200，カットオフ分子量

50000，Asahi Chemical，Tokyo，Japan）の両端に，ポリエ

チレンチューブ（長さ 25 cm，外径 0.5 mm，内径 0.2 mm）

を接着したものである 1)，2)，3)。 

イソフルランによる全身麻酔下の Sprague-Dawley（SD）

ラットにおいて，後腹膜経由で左腎を露出する。左腎動脈

を 5-0 silk 糸にて結紮することで，腎虚血を引き起こす。

腎皮質に植え込んだマイクロダイアリシス・プローブをアセ

チルコリンエステラーゼ阻害薬である eserine 100 μM を含

むリンゲル液 2.0 μL/min で灌流，透析液を回収し，エイコ

ム社製高速液体クロマトグラフィ（ECD-700，EP-700，

ATC-700）にて透析液中のアセチルコリン濃度を測定する

ことで，腎皮質でのアセチルコリン分泌をモニターする。

虚血前（Baseline）のサンプリングを 10 分間行った後に，

腎動脈を結紮，虚血 60 分後まで，10 分間隔で計 6 回サ

ンプリングを行う。 

次に虚血時のアセチルコリン分泌が，Na+依存性のも

のであるかを確認するため，Na+の細胞内への取り込み

を阻害する上皮性 Na+チャネル遮断薬（Benzamil）を，マ

イクロダイアリシス・プローブを介して投与し，同様の実験

を行う。前述と同様のプリパレーションを行い，虚血 1 時

間前よりマイクロダイアリシス・プローブを，Benzamil 

300 μM を含む灌流液で灌流する。Baseline のサンプリン

グを 10 分間行った後に，腎動脈を結紮，虚血 60 分後ま

で 10 分間隔でサンプリングを行う。 

２．２ 腎性 AKI における Na+依存性腎アセチルコリンの

役割の検討 

腎性 AKI の 1 つに造影剤腎症がある。そこで，造影剤

腎症モデル動物を用いて，腎性 AKI における Na+依存性

腎アセチルコリン分泌の役割を検証する。Indomethacin

および L-NAME 前投与下に，造影剤 Iopamidol を経静

脈投与することで，ラットでの造影剤腎症を誘発すること

が可能である。 

全身麻酔下の SD ラットにおいて，後腹膜経由で左腎

を露出し，腎皮質に植え込んだマイクロダイアリシス・プロ

ーブからの透析液を回収，高速液体クロマトグラフィにて

アセチルコリン濃度を測定することで，造影剤（腎症）が，

Na+依存性腎アセチルコリン分泌機構へ及ぼす影響を明

らかにする。 

まず，Indomethacin 10mg/kg を経静脈投与し，15 分後

にL-NAME 10 mg/kgを静脈投与する。L-NAME投与の

15 分後から，造影剤投与前（Baseline）のサンプリングを

10 分間行い，その後，造影剤 Iopamidol 10 mL/kg を緩

徐に静脈投与し，AKIを誘発する。造影剤投与後，10分

間隔で 60 分後までサンプリングを行う。 

 



 

 
 

 
Fig.1 Mechanism of sodium-dependent acetylcholine release in the renal cortex 

（平成 27 年度ソルト・サイエンス研究財団研究報告集（助成番号 1539）より抜粋） 
 

 

Fig.2 Renal microdialysis technique 
（平成 26 年度ソルト・サイエンス研究財団研究報告集（助成番号 1427）を改変） 

 
 
 

 
Fig.3 Acetylcholine measurement using high-performance liquid chromatography 

 



 

 
 

２．３ AKI における腎アセチルコリンの保護作用の検討 

Na+依存性腎アセチルコリン分泌機構への介入が，

AKI に対する腎保護作用を発揮するかを，造影剤腎症

モデルラットを用いて検証する。イソフルラン吸入による

全 身 麻 酔 下 に， Indomethacin 10 mg/kg ， L-NAME 

10 mg/kg の順に，15 分間隔で経静脈投与する。次いで，

造影剤イオパミドール 10 mL/kg を緩徐に静脈投与する

ことにより，造影剤腎症を誘発する。治療群においては，

造影剤投与前 1 時間前に，コリンエステラーゼ阻害薬で

ある Galantamine 1.25 mg/kg を経静脈投与する。対象

群においては，同量の生理食塩水を投与する。 

麻酔薬投与を中止し，覚醒させた後に，24 時間ケージ

にて飼育する。24 時間後に安楽死の処置を行い，血液

および腎臓を採取する。血中の尿素窒素およびクレア

チニンを測定し，腎障害の指標とする。摘出した腎臓は，

ホルマリン固定・パラフィン包埋の後，HE 染色および

PAS 染色を行い，腎組織障害の程度を観察する。 

３． 研究結果 

３．１ 腎前性 AKI における Na+依存性腎アセチルコリン

の役割の検討 

腎動脈結紮を行った腎虚血モデルにおいては，虚血

により，腎皮質におけるアセチルコリン分泌が大きく亢進

することが明らかになった。 

アセチルコリン分泌は，虚血直後（0～10分）から上昇

し始め，虚血 30～40 分後にピークを迎え，60 分後まで

高値を示すことが分かった（Fig. 4）。 

また，上皮性 Na+チャネル遮断薬である Benzamil を

投与することで，Baseline のアセチルコリン分泌を抑制

できる可能性が示唆されたものの，虚血時のアセチルコ

リン分泌を完全に抑制することは出来なかった。 

３．２ 腎性 AKI における Na+依存性腎アセチルコリンの

役割の検討 

造影剤腎症モデルでは，Iopamidol の投与により，腎

皮質でのアセチルコリン分泌は低下している可能性が

示唆された（Fig. 5）。 

一方で，前投与薬として Indomethacin と L-NAME が

投与されていることから，これらの薬剤が結果に影響を

及ぼしている可能性は否定できない。 

 
Fig.4 Ischemia-induced acetylcholine release in the renal 

cortex 
 

 
Fig.5 Ischemia-induced acetylcholine release in the renal 

cortex 
 
３．３ AKI における腎アセチルコリンの保護作用の検討 

3．１および 3．2 での研究結果により，腎虚血モデルと造

影剤腎症モデルでは，急性期のアセチルコリン動態が大き

く異なることが判明した。そのため，研究方法２．３の検討の

みでは，Na+依存性腎アセチルコリンによる腎保護作用のメ

カニズムの全容を解明することは難しいと考えられた。そこ

で，腎虚血モデルを含めたものに計画を修正し，実験を開

始し，血液・組織サンプルを蓄積している段階である。 

４． 考察 

本研究においては，腎虚血により腎皮質でのアセチル

コリン分泌が大きく亢進することが明らかとなった。当初，

本研究者らは，虚血によりアセチルコリン分泌が亢進す



 

 
 

ることを想定していなかったために，まずはそのメカニズ

ムを解明することが第一の課題となった。 

本研究者らの先行研究では，マイクロダイアリシス・プ

ローブを介したNa+/K+-ATPase阻害薬である ouabainの

局所投与が，腎皮質でのアセチルコリン分泌を亢進さ

せることが明らかとなっている（Fig. 1）1)。また，腎虚血に

おいては，近位尿細管の ATP（アデノシン 3 リン酸）は

数分で低下することが報告されている 4)。このことから，

ATP を必要とする Na+/K+-ATPase は，虚血後数分でそ

の機能を停止する可能性があり，Na+/K+-ATPase を介し

た細胞外への Na+の放出が阻害されることにより，細胞

内 Na+濃度が上昇し，アセチルコリン分泌を亢進させて

いる可能性がある。 

アセチルコリンを短時間で大量に細胞外へ放出する

ためには，細胞内アセチルコリン小胞の存在が不可欠

である。通常，アセチルコリンを含有した小胞は，神経

終末に存在しているが，腎においては，アセチルコリン

を神経伝達物質とする副交感神経の支配については明

らかになっていない 5)。本研究者らの先行研究において

も，マイクロダイアリシス法を用いて KCl を局所投与し，

神経終末を強制的に脱分極させることを試みたが，アセ

チルコリンの分泌は亢進しなかった 1)。このことから腎皮

質における副交感神経終末の分布は，非常に乏しいも

のと考えられる。そのため，腎皮質においてどの細胞が

アセチルコリンを含有した小胞を有しているかは未だ分

かっていない。 

アセチルコリンを小胞内に取り込むためには，アセチ

ルコリン輸送体の存在が不可欠である。小胞アセチルコ

リントランスポーター（VAChT）は，12 回膜貫通タンパク

質で，H+電気化学勾配を利用して小胞内にアセチルコ

リンを輸送している 6)。ラットの腎臓では，VAChT mRNA

が発現していることが分かっており 7)，VAChT を有する

細胞を同定することができれば，アセチルコリン分泌細

胞を同定できる可能性があると考えられるが，未だ同定

できていない。一方で，アセチル CoA とコリンを基質とし

てアセチルコリンを合成するコリンアセチルトランスフェラ

ーゼ（ChAT）の mRNA は，皮質集合管の主細胞に発

現していることが報告されており 7)，VAChT も同じ主細

胞に発現している可能性がある。 

腎虚血におけるアセチルコリンの役割は，未だ解明さ

れていないものの，α7 ニコチン性アセトルコリン受容体

を介したコリン作動性経路が，腎虚血・再灌流障害に対

して保護的に作用することが複数の論文で報告されて

いる 8)，9)，10)，11)。そのために，虚血時に分泌されたアセ

チルコリンは，α7ニコチン性アセトルコリン受容体に作用

し，腎保護的に作用している可能性がある。 

造影剤腎症とアセチルコリンの関連については，ほと

んど報告もなく，造影剤腎症においてアセチルコリンが

どのような役割を担うかについては，全く分かっていない。

一方で前述のように 8)，9)，10)，11)，アセチルコリンは，α7 ニ

コチン性アセトルコリン受容体に作用し，抗炎症作用な

どを介して腎保護的に働くことが知られており，造影剤

腎症においても腎保護的に作用する可能性はある。 

造影剤腎症の発症機序には，直接的な腎細胞の障

害の他に，腎血管の収縮による血流障害が報告されて

いるが 12)，本研究では，造影剤による腎皮質でのアセ

チルコリン分泌の亢進は認めらなかった。そのため，腎

虚血モデルでみられるような ATP が大きく低下する血流

障害は，観察された 60 分の間には起こっていないと考

えられた。一方で，本研究では，造影剤腎症が時間経

過とともに，どのように進展していくかについては十分な

検証ができておらず，より長時間にわたる観察が必要で

あると考えられた。 

造影剤腎症（モデル）において，腎皮質のアセチルコ

リン分泌が低下する原因については，現時点では全く

分かっていないが，本研究者らの先行研究では，上皮

性 Na+チャネルを阻害することにより，アセチルコリン分

泌が低下することが分かっている 1)。したがって，造影剤

が上皮性 Na+チャネルの機能不全を引き起こし，Na+の

細胞内への取り込みを抑制することにより，アセチルコリ

ンの分泌を低下させている可能性は否定できない。 

本研究により，腎障害時の腎皮質におけるアセチル

コリン動態は，その原因により大きく異なっていることが

明らかになった。そのため，この Na+依存性アセチルコリ

ン分泌機構を利用した医薬品の開発のためには，各々

の障害原因に対して個別にアセチルコリン動態を解明

していくことが不可欠であると考えられた。 

 

 



 

 
 

５． 今後の課題 

本研究により，腎虚血時に非神経性の Na+依存性アセ

チルコリン分泌が亢進することが，初めて明らかとなったこ

とから，今後は引き続き，そのメカニズムを解明していく必

要がある。 

まず，腎皮質のどの細胞がアセチルコリン分泌を担って

いるかについて明らかにしていく必要があり，アセチルコリ

ンの合成や小胞内取り込みに必要な ChAT や VAChT を，

免疫染色することにより，アセチルコリン分泌細胞の同定

を試みる。また，in situ ハイブリダイゼーション法を用いて，

ChAT および VAChT mRNA を有する細胞を同定するこ

とで，分泌細胞の同定に繋げていく。 

次に，アセチルコリン分泌には，細胞内小胞が関与して

いることが推察されるため，虚血時における細胞内小胞の

役割について検討する。腎虚血前にマイクロダイアリシ

ス・プローブを介して腎皮質局所にVAChT阻害薬を投与

し，虚血時のアセチルコリン分泌が抑制されるかを明らか

にする。 

加えて，本研究期間中には，再灌流時のアセチルコリ

ン分泌については検討を加えることができなかったため，

再灌流時にアセチルコリン分泌がどのように変化するのか

を，腎マイクロダイアリシス法を用いて明らかにする。 

造影剤腎症においては，造影剤投与後にアセトルコリ

ン分泌が低下している可能性があることから，アセチルコ

リン分泌を促す，もしくはアセチルコリンの分解を抑制する

ことで，腎保護作用を発揮することができる可能性があり，

引き続き，造影剤腎症モデルラットを用いた生化学・組織

学的検討を重ねていく。 

さらに，造影剤腎症におけるアセチルコリン分泌の低下

の原因を解明するため，造影剤投与時の上皮性 Na+チャ

ネルの活性に着目した基礎的研究を進めていくつもりで

ある。 
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Summary 
 

Acute kidney injury (AKI) is a condition in which renal function declines rapidly in a short period of time, and 

water and electrolyte disturbances occur due to the accumulation of creatinine and urea nitrogen in the blood.  In 

AKI, an increase in serum creatinine of as little as 0.3 mg/dl has been shown to contribute significantly to patient 

mortality.  Therefore, it is essential to establish an effective treatment for AKI.  However, there are no drugs that 

act directly on the kidney, and infusions and vasoactive drugs are the mainstay of treatment. 

In our previous study, which was supported by the Salt Science Research Foundation, we reported that the 

release of acetylcholine (ACh) in the renal cortex was non-neuronal and dependent on intracellular and extracellular 

sodium ion gradient.  We also reported that this sodium-dependent renal ACh release was impaired in Dahl salt-

sensitive rats and that an acetylcholinesterase inhibitor could reduce renal injury.  Therefore, the purpose of this 

study is to evaluate the role of sodium-dependent renal ACh release in AKI and to develop drugs that can directly 

act on the kidney. 

First, we examined renal ACh release in a prerenal AKI model.  To induce prerenal AKI, we ligated the left 

renal artery of rats under general anesthesia.  We implanted a microdialysis probe into the renal cortex of the rats 

and monitored dialysate ACh concentration using high-performance liquid chromatography.  Contrary to our 

expectations, this experiment demonstrated that renal ischemia significantly increased dialysate ACh concentration.  

To investigate the mechanism of this renal ACh release, we tested an epithelial sodium channel inhibitor, Benzamil.  

However, Benzamil was unable to fully suppress this ischemia-induced renal ACh release.  Next, we tested the 

contrast-induced AKI model.  After intravenous injection of iopamidol, renal ACh release tended to decrease.  

These results suggest that the dynamics of renal ACh differ depending on the causes of AKI. 


