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要 旨

目 的：低タンパク食( )は尿毒症症状を軽減させるが 栄養状態の悪化や筋力低下を招く可能性もある。

一方 長期的運動( )は栄養状態 筋力を改善させ 腎保護効果を有する可能性が示唆されている。そこで

慢性腎不全モデルラットで と との併用効果を検討し さらに 腎保護効果を有するアンジオテンシン

Ⅱ受容体拮抗薬( )併用による増強効果を検討した。

方 法： ラットに / 腎摘を行い / 腎摘除腎不全モデルを作製し )普通食( )群 )

＋ 群 ) 群 ) ＋ 群 ) ＋ ＋ 群 ) 群の 群に分け 週

間治療した。 週間毎に収縮期血圧( ) 尿蛋白排泄量( )を測定し 最終日に断頭採血し 血清クレアチニ

ン( ) 血液尿素窒素( )を測定した。また 残存腎の 染色 染色 免疫染色を行い 糸球体硬化

指数( ) 相対的間質容積( ) 糸球体内 - 発現細胞数を算出した。

結 果： 群に比較して 群の さらに ＋ 群の

は有意に低値を示した。 群に比較して ＋ 群の糸球体 - 発現細胞数は有意に低値を示した。

＋ 群に比較して ＋ 群の は各々有意に低値を示した。さらに ＋

＋ 群の は他の腎摘群に比較して有意に低値を示し は他の全群に比較しても最も低値であっ

た。

結 論： と 単独の腎保護効果と 併用による腎保護効果の増強作用が示唆された。特に

＋ への の併用は 減少効果 間質増殖抑制効果を増強し 腎機能の指標である を増悪

させることなく慢性腎不全モデルラットの高血圧を改善させた。
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２ページ以降のノンブルをタイムズ・ニューローマン（Ｅ3024）に変更

古い台紙を使う時 注意



緒 言

低タンパク食( ： )は慢性腎不全の進

行を抑制し 腎保護作用を有することが報告されてい

る 。しかしその一方で は栄養状態を低下させ

筋量の減少や筋機能の減弱を引き起こす危険性が指摘され

ている 。また 腎機能障害者では 体液異常 貧血

血行動態異常 心機能低下などが生じ 長期間の安静によ

る廃用と相俟って運動耐容能や生活の質( ：

)の低下がみられるようになることが少なくない 。

一方 近年になり 適度な運動は腎機能障害者において

体力や の向上 糖や脂質代謝の改善などのメリット

をもたらす可能性があるため 活動を過度に制限すべきで

はないことが示唆されている 。すなわち 運動により筋

量 筋機能 栄養状態が改善したり腎が保護される可能性

が示唆されている 。しかしながら 運動中に腎血流量や

糸球体濾過量が減少し それによって腎機能障害が増

悪する危険性が示唆されている。したがって 腎機能障害

者においては運動が腎に及ぼす影響を考慮しなければなら

ないが 腎機能障害者の体力を増強し 腎を保護する至適

運動に関する定説はまだない。また腎不全モデル動物にお

いても 運動が腎保護効果を有するか否かについて検討し

た成績は少なく 現時点において 運動による腎保護作用

の有無についてはまだ一定の結論をみていない。

ところで 慢性腎不全治療においては血圧のコントロー

ルやレニン・アンジオテンシン系の抑制も重要であること

が示唆されている 。降圧薬では アンジオテンシンⅡ

( Ⅱ)受容体拮抗薬( )が慢性腎不全患者や腎不全

モデル動物で降圧および腎保護作用を有することが示さ

れ 汎用されつつある。しかし Ⅱ作用の

抑制 血圧コントロールのいずれの単独療法においても

その腎保護効果はなお完璧なものではなく より強力な治

療法の確立が急務となっている。これらは いずれも異な

る作用機序で腎保護作用を発揮する可能性があるため 併

用療法による腎保護作用の増強に期待が持たれているが

これらの併用による腎保護効果に関してはまだ十分な検討

がなされていない。

そこで / 腎摘除慢性腎不全モデルラットを用いて

その血圧 腎機能および腎病変に対する と長期的運

動( )の併用効果を検討した。さらに および

に を併用することの有用性についても検討した。

対象と方法

/ 腎摘除慢性腎不全モデルラットの作製

雄性 - ( )ラット(日本チャールズリ

バー株式会社 横浜)を用いた。

週齢のラットをジエチルエーテル(和光純薬株式会社

佐々木裕子 他 名

Ⅱ ( )
- - - ； )

- ( )； ) ( / /
)( ＋ )； ) ； ) ＋ ； ) ＋ ( / /
)( ＋ ＋ )； ) - ( )

( ) ＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋

＋ ＋ ＋
＋ ＋ ＋

( )
( ) ＋ ＋ ＋ ＋

＋ ＋ ＋
＋ -

＋ ＋ ＋

＋
＋

； ： -

： - Ⅱ



仙台)で麻酔し 側腹切開にて右腎を露出した。次いで

右腎の上極側 / および下極側 / を結紮して閉腹した。

週齢に再びジエチルエーテルで麻酔し 左腎を全摘して

閉腹した。偽手術( )群は同週齢に両腎の露出のみを

行った。ラットはすべて代謝ケージ( - 杉山元

東京)で飼育し 温度( ± °) 湿度( ± )と明暗時

間( 時間サイクル)を一定にした。ラットには普通食

( ： )としてノーサンラボ ス

トック(タンパク質 日

本農産工業株式会社 横浜)と水道水を自由に与えた。

左腎摘出 週間後( 週齢)に 体重( ) 尾動脈収縮

期血圧( ) 尿量および 時間尿蛋白排泄量( )を測

定し 薬剤投与開始前の基準値とした。

方 法

週齢の / 腎摘ラットを無作為に以下の 群； )

群(＝ ) ) と 併用群( ＋ ＝

) ) 群(＝ ) ) と 併用群( ＋

＝ ) ) と と 併 用 群

( ＋ ＋ ＝ )に分けた。これら 群に

で飼育し 投与および を行わない 群(＝ )

を加えた計 群について 以後 週間にわたる治療を

行った。また 週間毎に を測定した。

治療群の飼料は 治療開始時よりラボ プロテイ

ン (タンパク質 日本

農産工業株式会社 横浜)に変更した。

と薬物療法

は ラット用トレッドミル装置( - 株式会社

夏目製作所 東京)を用いた走行を 傾斜角 度 /

分の速度で 日 分間 週に 日間の頻度で 週間に

わたって行った。

( / / )は 投与直前に カルボキシメ

チルセルロース( 和光

純薬株式会社 仙台)に懸濁し 週間にわたって連日午

前 時にゾンデにより強制的に経口投与した。 非投

与群には溶媒のみを与えた。

測 定

は ラット用尾動脈非観血的血圧測定装置

( 株式会社エルクエスト 東京)を用いて 無麻

酔下で覚醒中の一定時刻( ～ 時)に測定した。この方

法を用いて測定した は直接法を用いて測定した値と

良好な相関関係にある 。本研究では ラットを使用

したが 群の が少し高めに測定された。その点

については購入したラットの血圧が元々高めであったため

と考えられ また 他の論文 でもこのようなラットを

使用していたため 計測者の統一 計測時間の一定化 計

測機器など 検査の仕方に問題はないと判断した。

治療開始より 週間後にラットを断頭により屠殺し

血液をポリエチレンチューブに採取した。 °で遠心

( 分間)し そ の 上 清 を 自 動 分 析 器

(

)を用いて測定し 血清クレアチニン( ) 血液尿

素窒素濃度( )を求めた。また 同測定器を用いて

を測定した。

腎の組織学的検討

残存腎を摘出し その一部を 中性緩衝ホルマリン

液(和光純薬株式会社 仙台)で固定後 パラフィン包埋し

た。次いで μ 厚の切片を作製し -

( )染色 - ( )染色を行った。

染色切片を 倍の光学顕微鏡( オリンパス

光学工業株式会社 東京)で観察し 以下のように定性的

に糸球体硬化指数( ： )を

算出した 。すなわち 切片当たり ～ 個の糸球

体を観察し 硬化病変を認めないものを とした。

また 糸球体全体の 未満の硬化巣の存在 または毛

細血管係蹄とボーマン囊に明らかな癒着が存在するものを

以上 未満の硬化のものを

以上 未満の硬化のものを 以上の硬

化のものを とした。次いで 以下の計算式を用い

て を算出した。

＝(× ＋ × ＋ × ＋ × )/( ＋ ＋ ＋ ＋ )

ここで は各 を呈した糸球体の個数である。

次に 染色切片をカラーイメージアナライザー

( オリンパス光学工業株式会社 東京)で解析し

糸球体 血管 尿細管を除外した 皮質における間質の割

合を計測した。

切片当たり カ所について計測し その平均値を相

対的間質容積( ： )とした。

次に 法 による免疫染色を行い

残存腎を エタノールで固定した。パラフィン包埋し

次いで μ 厚の切片を作製し スライドグラス(シラン

コーティングスライド ・ 株式会社 京都)に

固定した。次いで キシレン中でパラフィンを除去

した後 純エタノールに浸した。次に / リン酸

緩衝生理食塩水( - ： )中で振

盪した。次いで

( )- - -
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( - )を一次抗体として °

で 分間反応させた。抗体は で 倍に希釈し 非

特異的結合を阻止するために ヒツジ血清を加えた。切

片 枚につき μの一次抗体を反応させた後 切片を

で洗浄し 次いで二次抗体を °で 分間反応さ

せ た。二 次 抗 体 に は 抗 マ ウ ス (

)を使用した。

次いで -

( )液(和光純薬株式会社 大阪)で発色させた後 水

洗しヘマトキシリンにて染色した。染色切片を 倍の光

学顕微鏡( オリンパス光学工業株式会社 東京)で

観察し 一切片当たりの糸球体内 - 発現細胞数の平均

値を求め 糸球体内に浸潤したマクロファージの指標とし

た。

統計解析

結果はすべて ± で示した。 の

各群間の変動の有意差の有無は

( )で評価し 差異を認めた場合に

は個々の平均値間の有意差の有無を /

で評価した。 糸球体 - 発現細胞数の

各群間の変動の有意差の有無は で評価

し 差異を認めた場合には個々の平均値間の有意差の有無

を / で評価した。 の各群間の変動

の有意差の有無は - で評価し 差異を

認めた場合には個々の平均値間の有意差の有無を

/ で評価した。 ＜ をもって統計学的に

有意の差異とした。統計計算には (

東京)を用いた。

本研究のプロトコールは医学生理学的研究に関する国際

指針の勧告の趣旨に沿ったものであり 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た。

結 果

治療開始前の の値には各腎摘群間に有意

差を認めなかった。

週間の実験期間における の変化を に示す。

全群の は経時的に増加した。各腎摘群の には実

験期間を通して有意差を認めなかった。飼料の摂取重量に

おいても群間に有意な差異を認めなかった。

週間の実験期間における の経時的変化を

に示す。 群の は 週間にわたって上昇を続け

最終週には ± に達した。

一方 群に比較して ＋ 群 ＋

群 ＋ ＋ 群 群の は有意に低値を

示した( ＜ ＋

； ＜ ＋ ； ＜ ＋ ＋

)。また 群の は 週間にわたって

有意に上昇した。 群と 群の には差異を認

めなかった。 群に比較して ＋ 群 ＋

＋ 群 群の は有意に低値を示した

( ＜ ＋

； ＜ ＋ ＋ )。一方 群と

＋ 群の には差異を認めなかった。また

＋ 群に比較して ＋ ＋ 群 群の

は有意に低値を示した(

＜ ； ＜ ＋ ＋ )。

＋ ＋ 群の はすべての腎摘群のなかで最

も低値を示した( ＜

＜ ＋ )。

週間にわたる の経時的変化を に示す。

群 ＋ 群の は 週間にわたって増加を

続けた。一方 群に比較して 群 ＋

( ) -

(△) ( )(□)

( )(○) ＋ (

)(■) ＋ (

)(●) ＋ ＋ (

)(▲)

Values are means±SEM.

佐々木裕子 他 名



群 ＋ ＋ 群 群の は有意に低値を

示した( ＜ ； ＜

＋ ＋ ＋ )。また

＋ 群に比較して 群 ＋ 群 ＋

＋ 群 群の は有意に低値を示した

( ＜ ； ＜

＋ ＋ ＋ )。さらに 群に

比較して ＋ ＋ 群 群の は有意に低

値を示した( ＜ )。

＋ 群 ＋ ＋ 群 群の には

有意な差異を認めなかった。

各群の の結果を に示す。全 群の に有

意差を認めた( ＜ )。 群に比

較して 群 ＋ 群 ＋ ＋ 群

群の は有意に低値を示した( /

＜ ＋ ＋ ＋ ； ＜

)。 群 ＋ 群 ＋ ＋

群 群の には有意な差異を認めなかった。

各群の の結果を に示す。全 群の

に有意差を認めた( ＜ )。 群

に比較して他のすべての群の は有意に低値を示した

( / ＜ )。さらに ＋ 群

に比較して 群 ＋ 群 ＋ ＋ 群

の は有意に低値を示した( / ＜

)。 ＋ 群 ＋ ＋ 群 群の

には有意な差異を認めなかった。

群の残存腎組織には巣状 分節状の糸球体硬化お

よび間質増加所見を認めた。各群の を に示す。

全 群の に有意差を認めた( - ＜

)。 群に比較して他のすべての群の は有意

に低値を示した( / ＜ ＋

； ＜ ＋ ＋ ＋

)。また ＋ 群に比較して ＋ 群

＋ ＋ 群 群の は有意に低値を示し

た( / ＜ ； ＜

＋ ＋ ＋ )。さらに 群に

比較して ＋ 群 ＋ ＋ 群 群の

は有意に低値を示した( / ＜

( )

(△) ( )(□) (

)(○) ＋ (

)(■) ＋ ( )

(●) ＋ ＋ (

)(▲)

Values are expressed as means±SEM. p＜0.05vs.NPD, p＜

0.01vs.NPD, p＜0.0001vs.NPD,＄p＜0.01vs.LPD, p＜0.01

vs.NPD＋EX

( )

(△) ( )(□) (

)(○) ＋ (

)(■) ＋ ( )(●)

＋ ＋ (

)(▲)

Values are expressed as means±SEM. p＜0.01vs. NPD, p＜

0.001vs.NPD, p＜0.05vs.LPD, p＜0.01vs.LPD, p＜0.001vs.

NPD＋EX,＄p＜0.001vs.LPD＋EX
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＋ ； ＜ ＋ ＋ )。

＋ 群 ＋ ＋ 群 群の には

有意な差異を認めなかった。

各群の を に示す。各群の には有意差を

認めた( ＜ )。 群に比較して

他のすべての群の は有意に低値を示した(

/ ＜ )。また ＋ 群に比較し

て 群 ＋ 群 ＋ ＋ 群

群の は有意に低値を示した( /

＜ )。さらに 群に比較して ＋ 群

＋ ＋ 群 群の は有意に低値を示し

た( / ＜ ＋ ； ＜

＋ ＋ )。 ＋ 群に比較

して ＋ ＋ 群 群の は有意に低値

を示した( / ＜ ＋ ＋

； ＜ )。 ＋ ＋ 群に比較し

て 群の は有意に低値を示した( /

＜ )。

一切片について ～ 個の糸球体を観察して算出し

た各群の糸球体内 - 発現細胞数を に示す。各群

の - 発現細胞数には有意差を認めた(

＜ )。 群に比較して ＋ 群

＋ ＋ 群 群の - 発現細胞数は有意

( )

( )

( ) ＋ (

) ＋ (

) ＋ ＋ (

)

Values are expressed as means±SEM. p＜0.05, p＜0.001

vs.NPD, p＜0.01vs.LPD, p＜0.0001vs.LPD,＄p＜0.01vs.

NPD＋EX, p＜0.001vs.NPD＋EX.

( )

( ) ＋ (

) ( ) ＋

( ) ＋

＋ (

)

Values are expressed as means±SEM. p＜0.05vs.NPD,

p＜0.001vs.NPD, p＜0.01vs.LPD, p＜0.01vs.NPD＋

EX,＄p＜0.05vs.LPD＋EX, p＜0.05vs.LPD＋EX＋OLS

( )

( ) (

) ＋ (

) ＋ ( )

＋ ＋ (

)

Values are expressed as means±SEM. p＜0.0001vs.NPD,

p＜0.01vs. LPD, p＜0.01 vs. NPD＋EX, ＄p＜0.01 vs.

LPD＋EX, p＜0.05vs.LPD＋EX＋OLS
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に低値を示した( / ＜ ＋

； ＜ ＋ ＋ ； ＜ )。

＋ 群 ＋ ＋ 群 群の - 発

現細胞数には有意な差異を認めなかった。

考 察

ラットの腎を部分的に摘除しその を減少させる

と 代償性に残存腎の糸球体内圧の上昇

の増加が生じ 糸球体が傷害される。その結

果 高血圧 腎機能障害 の増加を認めるようにな

り 残存腎組織には慢性進行性腎疾患の多くにみられる

に類似した所見を認めるようにな

る 。本研究においても / 腎摘除のみを行った

群に高血圧 多量の さらに残存腎組織には強い糸球

体硬化所見と間質増加所見を認めた。

本研究において このような腎不全モデルラットに

を摂取させたところ 群に比較して

が低値を示したことから は単独に

よる腎保護作用を有することが示唆された。また

＋ 群では 群に比較して が低値を

示したことから は単独で腎保護作用を有することが

示唆された。さらに ＋ 群では 群に比較し

て と が低値を示し また ＋ 群に比較

して ＋ 群の が低値を示した

ことから と の併用による腎保護効果の増強作

用が示唆された。さらに ＋ への の併用は

＋ 群に比較して を減少させ を増

悪させることなく血圧を降下させた。本研究では

群と ＋ ＋ 群の - 発現

細胞数に有意な差異を認めなかった。このことは 本研究

で評価した項目および使用した動物モデルに限定されるか

もしれないが ＋ ＋ により 群のレベル

に腎が保護されたことを示唆させる。

慢性腎不全動物モデルにおける の効果に関する報

告は少ないが ら は / 腎摘 -

ラットに または タンパク食を与えて 週間観察し

たところ タンパク食群の糸球体硬化がより軽度で

あったと報告している。本研究においても / 腎摘除

ラットに または を与えて 週間にわ

( )

( ) ＋ (

) ＋ (

) ＋ ＋ (

)

Values are expressed as means±SEM. p＜0.05vs.NPD,

p＜0.01vs.NPD, p＜0.001vs.NPD

( )

( ) ＋ (

) ( )

＋ ( ) ＋

＋ ( )

Values are expressed as the means±SEM. p＜0.0001vs.NPD,

p＜0.0001vs.NPD＋EX,＄p＜0.001, p＜0.0001vs.LPD, p＜

0.01, p＜0.0001vs.LPD＋EX
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たって比較検討したが 同様に摂取タンパク制限による腎

保護効果が観察された。 によるこのような腎保護効

果の機序については 尿細管・糸球体フィードバック機構

を介して腎輸入細動脈の収縮が生じ 糸球体高血圧が是正

されることなどにより腎が保護される可能性が考えられて

いる 。

本研究では タンパク質含有量が であるラット用

標準飼料を摂取させた場合に比較して それより少ないタ

ンパク質含有量の飼料を摂取させた場合の効果を検討し

た。タンパク質含有量 の飼料による食事療法がいか

なる原因による腎機能障害のいかなる病期に好ましい効果

を発揮するのか また ヒトの場合にどの程度のタンパク

質制限に相当するのかについては今後の詳細な検討が必要

である。

一方 のデメリットも指摘されている。

ら は 高齢女性に / または / のタンパ

ク質含有量の食事を 週間摂取させ 握力および下肢の筋

力を比較したところ / 群に比較して / 群

のそれは低下していた。また ら も 療法を

行った患者では上腕の筋力が低下することを報告してい

る。さらに により下肢の筋量が減少する危険性も

示唆されている 。すなわち による熱量摂取不足

栄養状態の低下は筋量を減少させたり筋機能を減弱させ

ひいては体力を低下させ 結果として を損なう

可能性があることが示唆されている。

ら は 血液透析患者が歩行 自転車エルゴ

メーター ジョギング 水泳またはゲームスポーツを 週

間に 回の頻度で 分間ずつ計 カ月間にわたって行っ

たところ 大腿四頭筋の萎縮や最大酸素摂取量 最大運動

持続時間が改善することを観察した。 ら は 血

液透析患者が 週間に 回の頻度で計 週間にわたる自転

車エルゴメーターによる運動を行い が改善したこ

とを報告している。以上より には による筋

体力および におけるデメリットを軽減する効果があ

る可能性が示唆される。

が腎に及ぼす影響に関する報告では / 腎摘モデ

ルラットを用いて検討され の減少や糸球体硬化病変

の軽減が観察されている 。また ら は

による糸球体高血圧の軽減を観察した。このことが本

研究で用いた / 腎摘 ラットにもあてはまるとす

れば により腎の輸出細動脈が拡張し 糸球体高血圧

を是正させたことなどにより腎が保護されたのかもしれな

い。

本研究においては 群と 群の に差異を認

めなかった。このことから による腎保護作用の一

部は - な機序によるものであると考え

られる。また と の腎保護作用のメカニズムが

異なっている可能性があるため 両者の併用による相加的

な腎保護効果が期待できると考えられる。すなわち

は血圧非依存性の機序で尿蛋白を減少させ腎保護効

果を発揮し は血圧依存性の機序で尿蛋白非依存性に

腎保護効果を発揮する可能性が考えられる。

現時点までに ラットを用いて と の併用によ

る腎保護効果を検討した成績は本研究以外にはなされてい

ない。臨床成績では と の併用効果に関する報告

がみられ ら は 腎機能障害者に / /

のタンパク制限食を摂取させ 機器による上・下肢筋

力トレーニングを 週間行ったところ 上・下肢筋力の増

強 膝屈曲伸展筋力の増加 の増加を観察した。

は 阻害薬と同様に単独で腎保護効果を示す

成績が報告され汎用されている。今回用いた も単独

療法で / 腎摘除 ( )

において を減少させ 糸球体硬化抑制作用 間質増殖

抑制作用を示した 。

と の併用に関する報告は少ないが

ら は / 腎摘除 を用いて検討した。その結果 併

用により 減少効果と糸球体硬化軽減効果 間質障害抑

制が増強した。

と の併用効果に関しては ら が検討

している。特異的抗 - 抗体を投与した ラットを

用いて腎の免疫染色を行った結果 日間のエナラプリル

またはロサルタンと との併用は 単独療法による糸

球体 -β発現抑制効果および 減少効果を増強し

た。すなわち と はそれぞれ異なる機序で

-βの発現を減弱させる可能性が示唆される報告であ

る。

これら 単独療法 と の併用療法

と の併用療法の効果に関する成績は 実験条

件 投薬方法 評価項目などが本研究と異なっているた

め 単純に本研究の成績と比較することはできないが い

ずれも本研究で得られた成績を支持するものであると考え

られる。

本研究では の併用による腎保護効果

について糸球体内 - 発現細胞数を指標として検討し

た。このような 併用の腎保護効果に関し

て免疫染色を行って検討した成績は 今回の成績以外には
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報告されていない。本成績からは ＋ ＋

＋ が糸球体内マクロファージ浸潤を抑制したこと

から 腎保護効果の一部は糸球体内マクロファージ浸潤抑

制効果によるものである可能性が示唆された。

現時点において の併用による腎保護

効果の増強作用の機序については明らかではないが 以下

の可能性を考える。すなわち は腎の輸入細動脈を

拡張させ は輸出細動脈を拡張させ さらに

は輸出細動脈を拡張させるのみならず -βに対する

作用をはじめとする Ⅱの作用をも抑制する 。した

がって を併用することにより 輸入お

よび輸出細動脈の両者は拡張し それぞれの単独療法の場

合に比較してより効果的に糸球体毛細血管圧を降下させ

さらに Ⅱ作用の抑制効果と相俟ってより強い腎保護

効果をもたらす可能性が考えられる。 ＋ および

がいかなる機序で糸球体内 - 発現細胞数に影響

を及ぼしたか否かについては 今後の詳細な検討が必要で

ある。

結 論

/ 腎摘除慢性腎不全モデルラットにおいて と

は単独で腎保護効果を有することが示唆された。さら

に と の併用による腎保護効果の増強効果が示

唆された。特に ＋ への の併用は 減少

効果 間質増殖抑制効果を増強し また 腎機能の指標で

ある を増悪させることなく慢性腎不全モデル

ラットの高血圧を改善させた。
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