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   We have examined the effect of verapamil on CsA-induced nephropathy by measurement of 
systemic hemodynamics including each organ blood flow using the microsphere method in ischemic 
kidney model of heminephrectomized Wistar rats. Hepatic and renal microsomal cytochrome P-450 
contents and their enzyme activities were measured to study the correlation between CsA-induced 
nephropathy and induction of hepatic and renal microsomal cytochrome P-450. All rats were he-
minephrectomized (1-nephrectomy) and were classified into the following 6 groups: I) control group, 
2) CsA at a dose of 40 mg/kg per day orally for 7 days (CsA group), 3) Oral administration of 
verapamil for 7 days in the CsA group (CsA+V group), 4) 20 min clamping of the remdining 
r:ght kidney pedicle (Ischemic, Is group), 5) CsA was administered in the Is group (Is+CsA 

group), 6) Addition of verapamil to CsA in the Is+CsA group (Is+CsA+V group). Verapamil 
was given in the drinking water and the average dose calculated from the amount of drinking was 
4.7±1.0mg/kg per day and 5.2±0.7mg/kg per day for the CsA+V group and the Is+CsA+V 

group, respectively. Cs Acaused significant increases in BUN and serum creatinine (sCr) with a 
significant decreases in renal inulin clearance (CI.) in all groups. When compared with the Is 

group, CsA caused significant decreases in cardiac output and all organ blood flow especially in 
renal blood flow with significant increases in BUN and sCr in the Is+CsA group. CIn in the 
Is+CsA groupalso significantly decreased as compared with that in the Is group. In the Is+ 
CsA+V group, renal blood flow and Cin were significantly higher than those in the Is+CsA group. 
Plasma level of CsA at 12 hours after the last administration, measured by radioimmunoassav, for 
the CsA, CsA+V, Is+CsA and Is+CsA+V groups was 2,040±398, 2,400±384, 2,360±408 and 2,475 
±1,020ng/ml, respectively, with no significant difference among the four. A significant induction 
of renal microsomal P-450 including increases in cv-1 and w hydroxylase activities of laurate and 

prostaglandin Al was noted in the Is+CsA group. The degree of induction of renal microsomal 
cytochrome P-450 correlated with the degree of nephropathy. Although verapamil did not have a 

preventive effect on CsA-induced nephropathy in non-ischemic kidney model, verapamil was found

*現:大 阪市立大学医学部第三生化学教室



iiso 泌尿紀要37巻10号1991年

 CsA-induced nephropathy in the microsomal cytochrome P-450 with a significant amelioration of the 
to suppress the induction of renal ischemic kidney model. Therefore, verapamil prevents CsA-
induced nephropathy only in the ische-mic kidney model. It is suggested that the preventive effect 
of verapamil is not due to its direct effect on the mechanism of the development of CsA-induced 
nephropathy. It is likely that verapamil ameliorates kidney tissue injury induced by ischemia 
through suppression of Ca++ influx into the cell, resulting in less penetration of CsA into the cell.

(Acta Urol. Jpn. 37: 1159-1164, 1991)
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緒 言

CsAの 出現により,臓 器移植の成績は飛躍的な向

上を収めてきた.し か し薬剤であるが故に種々の副作

用があ り,中 でもその腎毒性,高 血圧は腎移植におい

て特にその長期成績に影響を与える.CsAの 腎毒性,

高血圧の発症の機序については不明な点が多い.し か

しCsAの 腎毒性を軽減するため,CsA少 量処方に

よる多剤併用療法や薬理学的予防の研究も盛んに行わ

れている.薬 理学的予防についてはCa++拮 抗剤等が

予防的効果があるとされている1-4)一 方 腎は全身循

環動態の調整に大きな役割を果たしてお り,移 植腎の

機能の変化が高血圧を含め全身循環動態に与える影響

は大きい.さ らに ℃a拮 抗剤は末梢血管拡張作用な

らびに降圧作用を有するので,CsAの 腎毒性,高 血

圧,す なわちCaAに よる全身循環動態変動に対する

Ca拮 抗剤の影響についても検討する必要がある.ま

た近年CsAとCa拮 抗剤の肝での代謝に同じ肝 ミク

ロゾームP-450が 関与しているという報告がある5-?)・

そ こで著者等は今回ラットを用い,腎 移植に近いモデ

ルである片側腎摘ラットの腎動脈を一時閉塞 して虚血

腎モデルを作製 し,CsAな らびにCa拮 抗剤併用時

の全身循環動態の変化を検討すると共に,肝 ならびに

腎 ミクロゾームP-450の 変 動を検討した.

実 験 方 法

実験 に は10～15週 齢 のWistar系 ラ ッ トを 用 いた.

CsA-inducednephropathyはoliveoilに 溶 解 した

csA40mg/kg/dayを 胃 ゾ ンデに よ り経 口的 に7日

間 投 与 し て 作 製 し た.カ ル シ ウ ム 拮 抗 剤 と し て

verapamilを 使 用 し,0.lmg/mlの 濃 度 の 水 道 水

を 飲 料水 として 自由 に 飲 水 させCsA群 と同様7日 間

投 与 した.実 験 は す べ て の ラ ッ トに ま ず 左 腎 摘 を 行

い,以 下 の6群 に 分 け て 行 った.

第1群;オ リー ブ油2ml/kg/dayP.o.

〔control群 あ るい はC群 〕

第2群lcsA40mg/kg/dayP.o,7日 間 〔csA群 〕

第3群=csA40mg/kg/dayP・o・ 十verapamil

〔CsA十V群 〕

第4群=左 腎 摘後 右 腎茎 部20分 間 クラ ソ ピ ング群

オ リー ブ油2ml/kg/dayP.o.〔ls群 〕

第5群:第4群 にcsA40mglkg/day7日 間

〔Is十CsA群 〕

第6群=第5群 にverapamil併 用 群

〔ls十CsA十V群 〕

血 圧,各 臓 器 血 流 量 は,事 前 に ラ ッ トをpentobar-

bitalsodium(40mg/kglip)に て 麻 酔 し,カ テ ーテ ル

を 右 頸動 脈 よ り左 心 室V`,左 大腿 動 脈 よ り大 動 脈 内に

そ れ ぞ れ 留置 した 後,麻 酔 覚 醒 させ,す な わ ち 各 薬 剤

最 終 経 口投 与 後12時 間 目に 行 った.血 圧 は 左 大 腿 動脈

カ テ ー テル よ り圧 トラ ンス デ ュ ーサ ーを 用 い,各 臓器

血 流 測 定 はmicrosphere法8)(15ucarbonized

microspherelabeledwith"Ce,NewEngland

NuclearCo.,USA)で 行 った.イ ヌ リソ ク リア ラ ソス

(CI。)はaH-inulinを 用 い,全 身 循環 動 態 測定 と同様,

薬 剤 最 終 投 与 後12時 間 目に行 った.膀 胱 内留 置 カ テー

テ ル よ り20分 間 採 尿 し,中 間 点 で 尾 静 脈 よ り採血 した ・

肝 ・腎 ミク ロ ゾ ー ム モ ノオ キ ダ ー ゼ 測 定 に つ い て

は,ま ず 頸 椎 脱 臼 に よ り ラ ッ トを 屠 殺 後,脱 血 の 上,

腎 お よび 肝 を取 り出 し1.15%KCI液 で 灌 流 した 後,

氷 冷 し,ホ モ ゲ ナイ ズ 後,超 遠 沈法 にて ミク ロ ゾー ム

分 画 を 採取 した.蛋 白質 濃 度 はLowry法9),P-450

の定 量 はOmura&Sato法io)で 測 定 した.P-450

分 画 の 各 酵 素 活性 は,Kusunoseら1112)の 方 法 に よ

りラ ウ リン酸 ω,(w-1)水 酸 化 活 性 な らび にPGAim,

(w-1)水 酸 化 活 性 を 測 定 した.尿 分 析 は 代 謝 ケ ー ジで

採 尿 し,血 液 化 学用 に は心 腔 穿刺 に よ り採 血 して 自動

分 析 に て 測 定 した.血 中 シ ク ロス ポ リン濃 度 はradio-

immunoassayに て測 定 した.得 られた デ ー タは 各 項

目につ いて 平 均(mean)± 標 準 偏 差(SD)と 表 し,

分 散分 析 を 行 い 危 険 率5%以'下 を有 意 差 と した.

結

1.各 群のCsA血 漿濃度

果
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最 終 投 与 後12時 間 目の 各 群 のCsA血 漿 濃度 は,

CsA群:2,040±398ng/ml

CsA十V群=2,400±384ng/ml

Is十CsA群=2,360±408ng/ml

Is十CsA十V群=2,475±1,020nglml

で,各 群 間 に 有 意 差 を 認 め な か った.

2.ベ ラバ ミル 投 与

ベ ラバ ミルをtapwaterにo・lmg/mlの 濃 度 で溶

解 し 自由飲 水 させ,飲 水 量 か ら摂 取 量 を 算 定 した.各

群 の1日 摂 取 量 は,

csA十v群=4・69±Loomglkg

Is-1-CsA-1-V5.15±0.69mg/kg

で あ った.

3.血 清 ク レア チ ニ ソ(sCr),血 中 尿 素 窒 素(BUN),

イ ヌ リ ン ク リア ラ ソス(Cln)の 変 化

Fig.1に 各群 のCsA最 終 投 与後12時 間 目のsCr,

BUNお よびGi�を 示 す.Is群 はC群 に 比 しsCr

お よびBUNは 有 意 の 高値 を示 し,CI。 も有 意 の低

値 を示 した.CsA群 お よびIs十CsA群 は そ れ ぞれ

G群 お よびIs群 に比 しsGrお よびBUNは 有 意 の高

値 を,C1nは 有意 の低 値 を示 し,CsA群 とIs十CsA

群 間 で も後 者 に お い てsCr,BUNが 有 意 に 高値 を示

し,CI。 も低 値 を 示 した.CsA十V群 はCsA群 に

対 しsCr,BUNお よびClaの 有 意 の 変 化 を 認 めな

か った.し か しIs十CsA十V群 はIs十CsA群 に比

しCInの 有 意 の 高 値,sCr,BUNの 有 意 の 低 値 を

示 した.

4.全 身 循環 動 態 の変 化

薬 剤最 終 投 与 後12時 間 目の 測定 に お いて は,平 均 血

圧 はC群,CsA群,Is群,Is+CsA群 間 に有 意 差

を 認 め なか った.し か しverapami1投 与 群 のCsA十

1161

V群,Is+CsA+V群 の平均血圧は,僅 かであるが

他群に比し有意の低値を示 した.

Fig・2に 各臓器血流量の変化を示す.心 拍出量

(CO)に つ いては,
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c群:38,3±8.3ml/min・100g・Bw

CsA群129.2±5.8ml/min・100g・BW

csA十v群:31・6±6.6ml/min・loo9・Bw

Is群:41・5±8.3ml/min-loo9・Bw

Is十CsA群:25.0±3.7ml/min・100g・BW

Is十csA十v群=25.2±1.7ml/min・100g・Bw

で あ り,CsA投 与群 は非 投 与 群 に 比 し有 意 の低値 を

示 した.V投 与 群 はCsA群 あ るい はIs+CsA群 と

有 意 差 を 認 め な か った.各 臓 器 血流 量 で特 異 的 な変 化

を 示 した のは 腎 血 流 量 で あ った.各 群 のRBFは,

c群;6,2±1.lml/min・g。tissue

CsA群=4.0±0.6ml/min・g・tissue

CsA十v群:4.3±0.8ml/min・g・tissue

Is群;5.5±1.lml/min・9・tissue

Is十CsA群:3.4±0.3ml/min・g・tissue

Is十CsA十V群4.8±1.Oml/min・g・tissue

で あ り,CsA投 与 群 は 非投 与 群 に 比 し有 意 の低 値 を

示 した.CsA十V投 与 群 はIs十CsA十V群 のみIs

+CsA群 に 比 し有意 の高 値 を示 した.

肝血 流 量 は 肝 に トラ ップ され るmicrosphereで 計

算される肝動脈血流量と,胃 ・腸 ・脾血流の総和であ

る門脈血流量がある,CsA投 与に より門 脈血流量は

減少傾向を示すが,肝 動脈血流量は有意に増加したた

め,総 肝血流量として各群間に有意の差を認めなかっ

た.脳,筋 肉の血流量はCsA投 与によりCOの 減

少とともに減少 し,verapamil投 与によっても変化

しなかった.皮 膚の血流は各群間に有意差を認めなか

った.

5.肝 。腎 ミクロゾームモノオキダーゼの変化

これらの測定はC,Is,ls+CsA,Is÷CsA+V群

の4群 で行った.Fig.3は 肝 ミクロゾームチ トクロ

ームP-450比 含量,ラ ウリソ酸 お よびPGAIの ω

水酸化酵素活性を示す.P-450比 含量 はあ ま り大 き

な変化を示さなかったが,C群 に比 しIs群 お よび

Is+CsA+V群 において僅かで あるが有 意の減少を

示した.し かしIs+CsA群 では減少を認めなかった.

ラウリン酸 ω水酸化酵素活性Yこは有 意の変動を認め

なかった.PGAω 水酸化酵素活性はIs,Is+CsA,

Is+CsA+V群 はC群 に 比し有 意の低値を示した.

Fig.4は 腎 ミクロゾームチ トクR一 ムP-450の 比含
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量ならびにラウリン酸およびPGA1ω 水 酸化酵素活

性の変化を示す.P-450比 含量はG群 以外の群で高値

を示したが,Is+CsA群 のみが有意差を示 した.ラ

ウリン酸およびPGAIω 水酸化酵素活性はともに同

様の変化を示 し,Isお よびIs+CsA群 が有意の高

値を示 した.

考 察

CsA-inducednephropathylま あ らゆ る臓 器 移 植 に

お い てCsAを 主 免 疫 抑 制 剤 と して使 用 す る際 の大 き

な 問題 で あ り,そ の防 止 を 如 何 に す るか は特 に 腎 移 植

に お いて 大 きな 課 題 とな って い る,CsA-inducedne-

phropathyの 病 態 お よび 発 生機 序 に 関す る 研 究 は 数

多 くな され て い る が,い まだ 不 明 な点 が 多い ので,そ

の効 果 的 予 防 も 確 立 さ れ て い な い.た だCsA・in-

ducednephropathyの 進 展 は 用 量 依存 性 で あ るの で,

実 際 の臨 床 にお いて はCsA少 量 処 方 の で きる 他剤 併

用療 法 が 推 奨 され て い る.ま た詳 細 な発 生機 序 が解 れ

ば薬 理 学 的 予 防 も可 能 に な る.今 回わ れ わ れ は免 疫 学

的 細 胞 障 害 の 欠 け た 腎移 植 に近 い モデ ル で あ る虚 血 腎

モ デ ルを 用 い てCsA-inducednephropathyを 作製

し,全 身 循 環 動 態 の 測 定 を 行 い,さ らにCsAの 代 謝

と深 くか か わ って い る チ トク ロー ムP・450に つ い て

肝 ・腎 の そ れ らを測 定 し,全 身 循 環動 態 と各 臓 器 血 流

量 の 変 動 か らCsA-inducednephropathyの 発 生機

序 に つ い て 検 討 す る と と もY`,Ca拮 抗 剤 で あ る

verapamilの 併 用 が 予 防 効果 を もた らす か 否 か を 検

討 した.

本 実 験 に お いて は,CsA-inducednephropathyは

虚 血 腎 に お い て 増 強 され た,し か し全 身 循環 動 態 の変

化 はCsAお よびIs+CsA群 と も同様 の 変 化 を 示 し

た.す なわ ちCOの 減 少 とそれ に 伴 い 肝 動 脈 皮 膚,

筋 肉 を 除 く腎 血 流 量,門 脈 血 流量 を は じめ,各 臓 器 な

らび に組 織 の血 流 量 は 減 少 した.し か し血 圧 に は 変化

が 見 られ な い こ とか ら総 末梢 血 管 抵 抗 は 有 意 に 上 昇 し

た.す なわ ちCsAの 腎毒 性 な らび に 高血 圧 の誘 発 が

循環 動 態 の 面 か ら も理 解 され る.肝 動脈 お よび筋 肉を

除 いて 全 血 管 床,特 に 腎血 管 の収 縮 が起 こ って い る.

従 って 本 実 験 のCsA-inducednephropathyは 腎 血

管 収 縮 が 腎 障害 の主 因 と考xら れ る.こ の全 身 循 環 の

変 動 パ ター ンはrenin-angiotensin系 が 賦 活 され た

時 の パ ター ン と似 る13).し か しPallerら14)はangio-

tensinconvertinginhibitorで あ るcaptopril● で

はCsA-inducednephropathyを 遮 断 す るこ とが で

きな い と報 告 して い る.Ca拮 抗 剤 で あ るverapamil

に よ り血 圧 は 僅 か で あ るが有 意 に 下 降 す る に もか か わ

1163

らずCOや 各臓器血流量やCOの 末梢への分布 の

パターンに大きな変化が見られなかった.TPRの 上

昇はCO減 少による反射的なものではなくて,TPR

の上昇に伴いCOが 減少したものと考える方が妥当

である.こ のTPRの 上昇は交感神経系 や レニン・

アンジオテンシソ系の賦活が主因とは考え難 く末梢,

血管収縮は他の要因かあるいはCsAの 直接別のパラ

グラフ作用によるものかも知れない.

われわれは以前にラットにCsAを 投与すると腎 ミ

クロゾームチ トクロームP-450が 誘導され,そ の程

度 と腎障害の程度が相関することを見出した15).し か

しP-450の 誘導が腎障害の原因なのか結果であるの

か不明であるが,CsAが 直接腎細胞に 作用 している

ことによると思われる.本 実験においても前報と同様

に腎 ミクゾームP-450の 誘 導が見られ,特 に虚血腎

においてP-450誘 導 と腎障害の程度が相関した.さ

らに正常腎V`け るCsA-inducednephropathyの

進展はverapamilで 抑制できなかったが,虚 血腎で

は明らかにその進展が抑制された.従 って虚血腎にお

けるverapamilのCsA-inducednephropathyの

進 展予防効果はCsA-inducednephropathyの 進展

機序に直接関与 したものとは考え難 く,間 接的に作用

した可能性が高い.虚 血による腎障害がCa拮 抗剤

により遮断されることが知られており16),本実験にお

いてもverapamilが 虚血腎障害を抑制 した結果,

CsAの 細胞内への流入が抑制され,P-450の 誘導も

少なくなった ものと仮定すれぽ理解 しやすい.事 実,

Koneら17)は 病理形態学的に,Jablonskiら18)は 機

能的に,虚 血腎ではCsAの 腎障害が増強されたと報

告している.こ のことは臨床的に重要な意味を持つ.

す なわち腎移植,特 に死体腎移植の場合,提 供腎は虚

血による変化と腎冷保存期間に生体腎とは比較できな

いほど傷害されると考えられ,初 期免疫抑制にできる

だけCsAを 用いない方が移植直後のATNを 長期化

させないことやCsA腎 障の発症を防 ぐ上で大いに意

義がある.近 年UWsolutionを 用いると冷保存時

間の延長が可能である上,ATNの 予防と初期利尿に

大変有効であると報告 されて いる1922).こ のUW

solutionに はCa拮 抗剤,radicalsscavengerが

処方されており,血 流再開時の腎細胞障害を抑制する

ことでATNの 予防ができるとされている.そ の結

果CsA-inducednephropathyの 進 展も抑制される

ことが大いに考えられる.
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