
緒 言

- ( - )は 腎細動

脈 糸球体 尿細管において産生される主要なアラキドン

酸代謝物であり 腎血行動態 尿細管イオン輸送において

重要な役割を担っている 。 - は 近位尿細管に

おいて - - や水再吸収を抑制し ヘンレ

ループの太い上行脚において 輸送を抑制する。ま

た - は腎細動脈において血管収縮作用を有す

る。 - 産生の阻害は 腎皮質および髄質血流を増

加させ 腎血流自動調節能や尿細管-糸球体フィードバッ

クを抑制する。 - はチトクローム - ファ

ミリーの酵素系により産生される 。ラットでは -

の 種類の が現在までに

クローニングされている。これらすべての はラッ

ト腎臓に発現しているが なかでも - が尿細管

や輸入細動脈に最も高く発現している 。

高血圧自然発症ラット( )の腎 - 産生量は対
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照の - ラット( )の産生量と比べて

～ 週齢の成熟期において亢進している 。この の

腎 - 産生の亢進は - 発現や -

蛋白発現の増加による 。 - 阻害薬や -

アンチセンスの投与が の血圧を低下させること

から - が の血圧調節で重要な役割を果

たすことが示唆されている。しかし と

ラットとの交配による 世代を用いた

解析では の - 遺伝子は血圧レベルに関連

せず 別の何らかの因子が介在して の腎臓で -

発現や - 産生を誘導していると考えられ

る。

ところで では に比べて成熟早期から血漿

濃度の上昇が認められる 。また -

は雌に比べて雄に高く発現しており その機序はアンドロ

ゲンによる誘導であることが明らかになっている 。し

たがって 雄 において成熟早期から増加している血

漿アンドロゲンが - 発現や - 産生を誘導

し さらに このアンドロゲンによる - 産生の誘

導が の高血圧の発症に関与している可能性がある。

そこで の腎 - 産生におけるアンドロゲン

の役割を明らかにするため 本研究は と にお

ける血圧と腎 - 産生の性差 さらに血圧と腎 -

産生に対する去勢やアンドロゲン拮抗薬の影響を

検討した。

方 法

動 物

週齢の雌雄の / と / を日本 よ

り入手し 東北大学大学院医学系研究科附属動物実験施設

で 週間飼育した。一部の雄 と には 週齢で

去勢手術 もしくはアンドロゲン拮抗薬である

(日本化薬 / /日)の経口投与を開始して 週間

後に実験に用いた。血圧は 小動物自動血圧測定装置(ウ

エダ製作所 - )を用いて - 法により測定し

た。すべてのプロトコールは東北大学大学院医学系研究科

動物実験委員会の承認を得て 動物実験取り扱い指針に則

して遂行した。

血漿 濃度の測定と腎ミクロゾーム分

画の調整

ペントバルビタール( / )麻酔後 ラットを断

頭 血液を採取し 血漿 - 濃度をラジオイ

ムノアッセイ法により測定した。また 腹部を正中切開

し 腎動脈を切断して両側の腎臓を素早く取り出し 腎皮

質を ショ糖 .

( )を含む リン酸カリウム緩

衝液( .)でホモジナイズした。ホモジネートを ,

で 分間遠心し その上清を , で 分間 続いて

, で 時間遠心した。沈殿したミクロゾーム分画

を グリセロール ( ) .

を含む リン酸カリウム緩衝液( . )に

溶解した。サンプルの蛋白濃度は 比色法( -

)によりウシγグロブリンを標準として

測定した。腎ミクロゾームは液体窒素で凍結し -

産生量の測定やイムノブロットの実験まで－ °で保存

した。

- 産生量の測定

腎 - 産生量は 既報の方法 により測定した。

腎ミクロゾーム蛋白( μ)を μ アラキドン酸と

の存在下で 分間 °で リン酸

カリウム緩衝液 ( .)中でインキュベートした。

. 塩酸により緩衝液の を . とした後 内部標準

として μ - - ( )を加え ア

ラキドン酸代謝物を の酢酸エチルで 回抽出し 窒

素気流下で乾固した。乾固したサンプルに蛍光試薬 .

-(,- )

( ) μと触媒 -

( ) μを加え 分間室温で反応させた。

反応終了後 サンプルを アセトニトリル に溶解

し - カートリッジカラム( )に注入し

た。未反応の蛍光試薬を除去するため アセトニトリ

ル でカラムを洗浄し 酢酸エチル μでカラムか

ら蛍光ラベルされたサンプルを溶出した。これを窒素気流

下で乾固し メタノール μに溶解し その μを移

動相メタノール/水/酢酸( / /.) 流速 . /分の

条件で カラム( )を用いた逆相 法により

分離した。サンプルの蛍光強度を蛍光検出器(島津製作所)

により持続的に記録し ピーク面積を内部標準の面積と比

較することにより - を定量した。

イムノブロット法

- と内部標準であるβ- の蛋白発現は イ

ムノブロット法により検討した。腎ミクロゾーム蛋白(

μ)を × . ポリアク

リルアミドゲルで . 時間の電気泳動により分離

し さらにニトロセルロース膜に電気泳動により移動させ
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た。この膜を - を認識する

ラット - に対するヤギポリクロナール抗体(第一

化学 , 倍希釈)と 時間インキュベートし さらに

を結合した 次抗体(

, 倍希釈)と 時間インキュベートした。また マウ

ス抗β- モノクローナル抗体( , 倍希釈)

と 時間インキュベートし さらに

を結合した 次抗体( , 倍希釈)と

時間インキュベートした。イムノブロットを キット

( )により発光させ それを 線フイルムに記録

し - 蛋白については ～ - のバンドを

β- については - のバンドを検討した。

統計学的検定

データは平均±標準誤差として表記した。平均値の有意

差は分散分析( )および 多変量解析を用い

て検定した。 ＜ . を統計学的に有意とした。

結 果

と の血圧と腎 - 産生量におけ

る性差

週齢における収縮期血圧は 雌雄ともに で

に比べて高く 両系統ともに雄の収縮期血圧が雌の

血圧に比べて高かった( ： ± ±

＜ . ： ± ± ＜ . )

( )。腎 - 産生は 雄 では雄 に

比べて亢進していた( ± ± / /

＜ . )。一方 雌 では雌 に比べて

腎 - 産生が減弱していた( ± ±

/ / ＜ . )。( )

と の腎臓における - 蛋白発現

の性差

週齢の腎臓における - 蛋白発現は 雄

では雄 に比べて増強しており 一方 雌 では

雌 に比べて減弱していた( )。内部標準である

β- 蛋白発現では性差やラットの系統間の差を認めな

かった。

雄 と の血漿 - 濃度

雄 の血漿 - 濃度は 雄 の濃

度に比べて高値であった(. ± . . ± . /

＜ . )。また 雌ラットと去勢ラットの血漿 -

濃度は と ともに測定限界(.

/ )以下であった。

雄 と雄 の血圧と腎 - 産生量に

対する 投与と去勢の影響

雄 と雄 の収縮期血圧の週齢変化を に

示した。 と ともに 投与の開始や去

勢を施行した 週齢では雄コントロール群 投

与群 去勢群の 群間の収縮期血圧に有意差は認めなかっ

た。 では 去勢群の収縮期血圧は 週齢と 週齢で

雄コントロール群の収縮期血圧に比べて有意に低下した。
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また 投与群の収縮期血圧も 週齢で雄コント

ロール群の収縮期血圧に比べて有意に低下した(

)。 では 去勢群の収縮期血圧は 週齢で雄コン

トロール群の収縮期血圧に比べて有意に低下したが

投与群の収縮期血圧は ～ 週齢において雄コン

トロール群の収縮期血圧に比べて有意差はなかった(

)。

週齢において の雄コントロール群の収縮期血

圧に比べて 投与群と去勢群の収縮期血圧は低下

していた( ： ± ＜ .

： ± ＜ . )。雄 の去勢群の収縮

期血圧は雄コントロール群の血圧に比べて低下していたが

( ± ＜ . ) 投与群の収縮期血圧

は雄コントロール群の血圧に比べて有意差を認めなかっ

た( ± )( )。また 雄 と雄

ともに 投与群と去勢群ではコントロール群に比

べて腎 - 産生が低下していた。 投与群

では と の腎 - 産生には有意差はなく

( ± ± / / ) 去勢群では腎

- 産生は で に比べて低下していた

( ± ± / / ＜ . )( )。

の腎臓の - 蛋白発現における性差

および 投与 去勢の影響

週齢の腎臓における - 蛋白発現は雄 で

雌 に比べて増強していた。また 投与群と

去勢群の の - 蛋白発現はコントロールであ

る雄 の発現に比べて減弱していた( )。内部標

準であるβ- 蛋白発現には 投与や去勢によ

る影響を認めなかった。

考 察

本研究では と におけるアンドロゲン依存

性のチトクローム - アラキドン酸代謝および血圧調

節が明らかになった。これまでに の腎 -

産生は に比べて亢進しているとのいくつかの報

告 があったが その研究対象はすべて雄ラットであ

り 雌ラットを対象とした検討はなかった。本研究におい

-

-

( ) ( )

Flutamide(50mg/kg/day)was given orally at5to9weeks
 

of age. Castration was performed at 5 weeks of age.

Values are presented as mean±standard error from 6

rats. Significant difference(p＜0.05)from correspond
 

ing value in control male rats.

-

( )

- ( ) - -

Values are presented as mean±standard error from 6

rats. Significant difference(p＜0.05) from the corre
 

sponding value in WKY.#Significant difference(p＜0.05)

from the corresponding value in control male rats.
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ても従来の報告と同様に 腎 - 産生は雄 で

は雄 に比べて亢進していたが 雌 では雌

に比べてむしろ減弱していた。この結果から

の腎 - 産生の亢進は雄に特異的であることが初め

て明らかになった。また 雄 でも ～ 週齢の成熟

期においてのみ - 産生が亢進している報告や

と ラットとの交配による 世代に

おける 解析では の - 遺伝子

が血圧レベルに関連しないとの報告からも 別のなんら

かの因子が介在して雄 の腎臓で - 発現や

- 産生を誘導している可能性が考えられた。

雄 の腎臓におけるアンドロゲンによる -

産生の誘導を予想し 本研究では腎 - 産生に対す

るアンドロゲン拮抗薬や去勢の影響をさらに検討した。ア

ンドロゲン拮抗薬の投与や去勢により腎 - 産生が

に比べて でより大きく低下し 去勢 で

は去勢 に比べて腎 - 産生はむしろ減弱して

いた。この両系統の去勢ラット間で観察された関係は 両

系統の雌ラット間で観察された関係と同様であり アンド

ロゲンが雄 の腎臓で - 産生を強く誘導して

いることが示された。実際に は に比べ 成

熟早期から血中 濃度の上昇があることが報告

されており 本研究でも 週齢の雄 の血漿 -

濃度は 同週齢の雄 の濃度の約 倍で

あった。 - 発現はアンドロゲンにより誘導される

ことが報告されていた が 去勢された や

においても の投与により - 蛋白発現

や - 産生量の増加は同程度に認められた 。 -

遺伝子の上流領域の解明はいまだ途上にあり ア

ンドロゲンによる - 発現の誘導の機序は不明であ

るが アンドロゲン受容体は - 蛋白と同様に近位

尿細管に高く発現していることから - はアン

ドロゲン受容体を介して誘導されている可能性がある。

アンドロゲンは の血圧調節において重要な役割を

担っていることが知られている 。雄 では雌

に比べて圧-利尿反応が減弱しているが この雄 の

減弱している圧-利尿反応は去勢により回復した 。アン

ドロゲン拮抗薬の投与や去勢により雄 の血圧が低下

した本研究の結果は 雄 の高血圧の発症および進展

へのアンドロゲンの関与を示しているが 雄 を 週

齢で去勢すると血圧は低下する一方で 週齢で去勢し

ても血圧は低下しなかったとの報告がある 。この結果

は の高血圧の発症および進展にはアンドロゲンが

重要である一方で その高血圧の維持にはアンドロゲンが

関与しないことを示している。さらに の 染色体

が高血圧の発症および進展に関与しているとの報告もあ

る 。 の 染色体を に導入したコンソミック

ラットでは 血漿 濃度が に比べて 週

齢早期から増加し 同時に血圧も上昇した 。これらの報

告から では その 染色体に制御されている血漿

アンドロゲンの成熟早期からの上昇が血圧上昇に関与して

いると推測される。

の高血圧の発現および進展における - の

役割については 十分な解明には至っていない。灌流圧上

昇に対する輸入細動脈の血管収縮反応は では

に比べて亢進しており 腎皮質ミクロゾームによる

- 産生量に両系統間で差を認めない ～ 週齢

において この輸入細動脈の圧-血管反応は - 阻害薬

により で に比べて著明に抑制された 。この

結果は の - に対する血管収縮反応性の亢

進もしくは輸入細動脈局所における - 産生の増強

を示唆するものである が の輸入細動脈局所にお

ける - 発現の増強を証明した報告は現時点ではな

い。本研究では雄 の腎皮質における - 蛋白

発現の亢進を認めたが 腎臓全体で認められる -

発現の性差が前糸球体細動脈においては全く認め

られないという以前の研究結果から 雄 の輸入細

動脈におけるアンドロゲンによる - 発現の誘導の

可能性については否定的である。しかし の腎臓で

は や の活性が増強しており -

発現量に変化がなくてもアラキドン酸の遊離により

- の産生が亢進している可能性や 近位尿細管で

の産生が亢進している - がパラクラインとして輸

入細動脈に作用している可能性は否定できない。

-

-

Each lane was loaded with microsomes(20μg)prepared from
 

the renal cortex of9-week-old SHR.
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覚醒下の の血圧に対していくつかの - 阻害実

験が行われている が それらの結果は一致をみていな

い。脈管系細胞に取り込まれやすい一方で 尿細管細胞に

は取り込まれ難いアンチセンスの投与による - 遺

伝子の抑制では持続性の降圧が認められるのに対し 脈

管系と尿細管細胞の両方に作用する - 阻害薬の投与

は において一過性の降圧作用しか示さなかった 。

これらの実験結果が一致をみない理由としては -

が血管収縮作用のみならず 近位尿細管やヘンレ

ループの太い上行脚において 再吸収抑制作用を有する

ためと考えられ 実際に - 阻害薬により の尿

中 排泄量は減少した 。さらに - 阻害薬の慢性

投与では - ラットにおいて食塩感受性高血

圧を発症させることから 病態により昇圧と降圧のどち

らの方向にも働くという - の血圧調節に対する二

面性が示唆される。 における - の尿細管作

用の意義については不明であるが その高血圧の発症や進

展には成熟期における輸入細動脈の血管抵抗の上昇や血管

反応性の亢進が重要な機序であり この成熟期において

腎内産生が急激に増加する - は の輸入細

動脈において血管抵抗の更なる上昇に働いていると考えら

れる。

最近 - ノックアウトマウスにおいて 雄に

特異的な高血圧を呈することが報告された 。雄 -

ノックアウトマウスでは血漿アンドロゲン濃度が増

加していたことから - はアンドロゲン代謝に

関与している可能性が示唆される。また この雄ノックア

ウトマウスの腎臓では アンドロゲンにより誘導される

- 発現と - 産生が増加していた。この

マウスを去勢すると血圧は正常化し - 発現や

- 産生量は減少した。また 去勢された雄や雌

ノックアウトマウスにアンドロゲンを投与すると 腎臓で

の - 発現と - 産生が増加した。これら

の結果から - はラット - と同様にア

ンドロゲンにより誘導され 雄ノックアウトマウスではア

ンドロゲンによる - 発現の誘導に伴う -

産生の亢進により血圧上昇をきたしていると考え

られる。さらに このノックアウトマウスの輸入細動脈径

は減少していた。この雄ノックアウトマウスと雄 の

表現型の類似は 雄 の高血圧の発症および進展にお

けるアンドロゲンや - の関与を支持している。

本研究ではアンドロゲン拮抗薬の投与や去勢により -

蛋白発現の減少を認めたが 減少した -

の特定には至っていない。 らは 雌雄

の - ラットに高用量( ～ / /日)の

や -α を投与したところ

血圧上昇をきたし 腎 - 産生が増加した一方 肝

臓での産生は変化がなかったと報告している 。この報告

によると アンドロゲン投与により雌ラットの腎臓では

- と が増加し 雄ラットの腎臓では

- のみが増加した 。高用量のアンドロ

ゲン投与とは対照的に らは 去勢された雄や雌

の - ラットに低用量( / /日)の

を投与したところ 腎臓と肝臓で - 蛋

白発現が増加したと報告している 。定常状態では腎臓と

肝臓における - や蛋白発現は 雌に比べ

て雄ラットで高い 。一方 - の発現は肝臓で

は認められず その発現は腎臓では性差がない 。われ

われの検討でも 肝 - 産生は 腎産生と同様に雄

に比べ雄 で上昇していたが 雌では両ラット

間に差はなく 去勢により と ともに肝 -

産生は低下した(未発表データー)。したがって

の腎臓や肝臓でアンドロゲンにより誘導されている

- は - であると推測されるが

各 間のホモロジーがきわめて高いため 抗体に

よる の特定は本研究でも明らかなように困難であ

る。 - を特定するためには 各 特

異的なプライマーを用いた 法

による更なる検討が必要であると考えられる。

雌 では雌 に比べて 腎 - 産生が低

下していた本研究の結果から 雌 の高血圧の発症お

よび進展には腎 - の関与は少ないと考えられる。

また 去勢された雄ラットでは雌ラットに比べて腎 -

産生がさらに低下していた結果から 雌ラットで

は腎 - 産生を誘導する他の機序がアンドロゲンと

は別個に働いている可能性が示唆される。雄ラットにおけ

るアンドロゲンの作用と同様に 雌ラットにおいてはエス

トロゲンが - 発現や - 産生を調節してい

る可能性がある。実際 雌 - ラットの妊娠

中に腎 - 産生が増加するという報告がある 。妊

娠中にはエストロゲン産生と同様に ( )産生

も増加することから が腎臓の - 発現や -

産生の増加に介在している可能性も考えられる 。

また ラット - も と同様に

- の産生能を有すること さらにその発現がエス

トロゲンにより誘導されることが最近報告されている 。
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これらの報告から 雌ラットの腎機能や血圧調節において

も - が関与している可能性があり 雌ラットの各

種病態での - の役割についても今後の解明が必要

であると考えられる。

結 語

ラットの腎 - 産生や血圧には性差がある。雄

では雄 に比べて成熟早期から増加している血

漿アンドロゲンが腎 - 産生を誘導しており これ

が雄 の高血圧の発症および進展に一部関与している

と考えられた。一方 雌 では雌 に比べて腎

- 産生は低下しており 雌 の高血圧の発症

および進展に - の関与は少ないと考えられた。
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