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研究成果の概要（和文）： 

TGF-beta1 は 糖尿病性腎症および巣状糸球体硬化症の進行に寄与していると考えられて
いる。また，転写因子 Wilms tumor suppressor gene (WT1)は，正常糸球体上皮細胞の正常機
能維持に必要なことが知られている。我々は，TGF-beta1 が，培養ヒト糸球体上皮細胞，及び，
マウス腎の糸球体上皮細胞における WT1 の発現を減少させることを発見した。培養ヒト糸球体
上皮細胞を用いた研究により，1) TGF-beta1は，部分的には Smad4を介して WT1 を減弱させる
こと，2) TGF-beta1 は，WT1 プロモーターのメチル化を促進すること，を見出した。TGF-beta1
が，これら複数の機序を介して WT1の発現を減弱させることにより，糸球体上皮細胞障害を引
き起こすことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 TGF-beta1 is involved in diabetes nephropathy and focal segmental glomerulonephritis. 
Transcriptional factor Wilms tumor suppressor gene (WT1) is essential for normal function 
of podocytes. We found that TGF-beta1 reduces WT1 expression in both cultured human 
podocytes and mouse podocytes. Using the cultured podocytes, we identified following 
mechanisms by which TGF-beta1 suppress WT1 expression. First, Smad4 mediates a decrease 
in WT1 expression by TGF-beta1. Second, TGF-beta1 caused DNA methylation in promoter 
region of the podocytes. Our results indicate that diverse pathways contribute to the 
TGF-beta1-induced WT1 reduction that may result in podocyte injury. 
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病性腎症および巣状糸球体硬化症は、

どちらも末期腎不全へ至る進行性腎機能障

害の代表的な原因疾患である。特に糖尿病性

腎症は、わが国において、透析療法が必要な

末期腎不全の原因疾患の約 43%を占め（日本

腎臓学会、CKD 診療ガイド）、多くの患者の日

常生活を害する上に、治療に伴う医療費の増

加は大きな社会問題である。アンギオテンシ

ン受容体拮抗薬や ACE阻害薬による進行抑制

が知られているが、その効果は限定的であり、

疾患の病態解明と治療法の確立が急務であ

る。 

TGF-beta は、 糖尿病性腎症および巣状
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糸球体硬化症患者の糸球体糸球体上皮細胞

で発現が増強していることが報告されてい

る(Kidney Int 2003;64(5):1715-21. Kidney 

Int 1997;51(5):1568-77. J Nephrol 

2006;19(6):751-7.)。また、Alubumin プロモ

ーター依存性に TGF-beta1 を発現する、

Alb/TGF-beta1 トランスジェニックマウスは、

高 TGF-beta1血症に伴い、進行性びまん性糸

球 体 硬 化 症 を 呈 す る (Lab Invest 

1996;74(6):991-1003.)。TGF-beta による糸

球体上皮細胞障害の機序として、アポトーシ

ス(J Clin Invest 2001;108(6):807-16.)、

上 皮 間 葉 転 換 (Am J Pathol 

2008;172(2):299-308.)、ミトコンドリア機

能障害などが挙げられる。TGF-betaによる糸

球体上皮細胞障害は、糖尿病性腎症および巣

状糸球体硬化症の病態に関与していると考

えられ、その機序を解明することは意義があ

る。 

Wilms tumor protein (WT1)遺伝子は、腎

悪性腫瘍である Wilmus tumor の責任遺伝子

として 11p13に同定された。転写因子 WT1は

全発生期を通じて腎の様々な細胞に発現す

るが、成熟した腎では糸球体上皮細胞に限局

して発現する。WT1の zinc finger domain を

コードする exon 8 の変異により、びまん性

メ サ ン ギ ウ ム 硬 化 症 を 特 徴 と す る

Denys-Drash syndrome を(Pediatr Nephrol 

2006;21(11):1653-60.)、また、doner splice 

site である intron 9 の変異により、KTS+ 

splice variant の減少をきたし、仮性半陰陽

と巣状糸球体硬化症を特徴とする Frasier症

候 群 を 起 こ す (Pediatr Nephrol 

2006;21(11):1653-60. Hum Mutat 

1997;9(3):209-25.) 。さらに、11p13 の、WT1

と PAX6 を含む領域の欠損により、WAGR 症候

群を発症することが知られ、低頻度ながら巣

状糸球体硬化症の合併が報告されている

(Hum Mutat 1997;9(3):209-25. Pediatrics 

2005;116(4):984-8.) 。また、WT1 欠損マウ

スは腎形成障害を示し胎生致死であること

(Development 1999;126(9):1845-57)、WT1を

低発現させたマウスにおいては、びまん性メ

サンギウム硬化症を呈することが報告され

ている(Hum Mol Genet 2002;11(6):651-9.)。

WT1 が糸球体上皮細胞の正常機能維持に不可

欠であることは、これらの知見より明確であ

るが、糸球体上皮細胞における WT1 の発現制

御機構についての報告は限られている。我々

は，これまでに，1) TGF-beta1 で刺激したヒ

ト培養糸球体上皮細胞において、WT1 mRNA の

発現が 3 時間後より、また、WT1 蛋白の発現

が 24 時間後より有意に減少する（図 1, 2）。 

2） Alb/TGF-beta1 トランスジェニックマウ

スの糸球体上皮細胞において、糸球体硬化症

を発症する以前の生後 1週より WT1蛋白の発

現が低下し始める，ことを証明してきた。 

２．研究の目的 

まず，TGF-beta1 の，糸球体上皮細胞におけ

る WT1発現低下作用の機序を解明することで

ある。 

３．研究の方法 

1) TGF-beta1によるWT1発現減少のメカニズ

ムの解析- Smadシグナルと転写因子SNAILの

関与について 

TGF-beta 受容体による R-Smad のリン酸化お

よび R-Smad/Co-Smad 複合体の核内への移行

は、TGF-beta シグナリングの主要経路であ

る(Biochem Cell Biol 2002;80(5):605-22, 

Curr Opin Genet Dev 2002;12(1):22-9.)。

本研究では、 Smad シグナリングの TGF-beta

による WT1減少への関与の有無を明らかにす

る。そのために、レンチウイルスベクターを

用い、Co-Smad である Smad4 に対する ShRNA

を細胞に導入し、Smad4 をノックダウンし、

R-Smad/CoSmad 経路を遮断することで、

TGF-beta1 による WT1 の発現減少が相殺され

るかどうか解析する。また、転写因子の SNAIL

は、TGF-beta による上皮間葉転換に関与して

いることが知られている(Nat Rev Cancer 

2007;7(6):415-28.)。SNAIL が TGF-betaによ

る WT1減少に介在しているか解析するために、

SNAIL に対する ShRNA を導入し、ノックダウ

ンすることにより、TGF-beta による WT1 減少

がレスキューされるかを調べる。更に、これ

らの結果で、Smad4 あるいは、SNAIL の関与

が示唆された場合、ルシフェラーゼベクター

を用いた WT1プロモーターあるいは WT1エン

ハンサーのレポーターアッセイを行い、 

Smad4 あるいは SNAIL が WT1 のプロモーター

やエンハンサーに作用するかどうか明らか

にする（WT1 プロモーターあるいはエンハン

サーには、R-Smad/Co-Smad複合体が結合し得

る Smad binding element、およびは SNAIL が

結合し得る E-box element の候補が存在す

る）。 

2) TGF-beta1による WT1発現減少のメカニズ

ムの解析–DNAのメチル化の関与について。 

TGF-beta1 による WT1 のエピジェネティック

な制御の可能性について、培養細胞を用いて

解析していく。まず、DNA のメチル化が、 

TGF-beta1による WT発現抑制に関与している

かどうかを調べるため、メチル化阻害薬を培

養細胞に作用させ、TGF-beta1 による WT1 の

発現抑制が回復するかどうかを確認する。次

に，TGF-beta1 が，糸球体上皮細胞における



WT1 のプロモーター領域をメチル化するかど

うかを調べるため，TGF-beta1 を作用させた

細胞から抽出した DNAを bisulfate処理した

後，WT1 のプロモーター領域について，メチ

ル化特異的あるいは非メチル化特異的定量

的 PCRを行う。また、bisulfate 処理した DNA

をクローニングベクターに導入し，複数のク

ーンについてプロモーター領域のシークエ

ンシングを行い，それぞれの CG 配列につい

てメチル化の頻度を測定する。さらに，上記

の結果，TGF-beta1 によるメチル化が強く疑

われる領域について，定量的シークエンシン

グ法である pyrosequencing を行い，同領域

のメチル化を確認する。 

４．研究成果 

1) TGF-beta1によるWT1発現減少のメカニズ

ムの解析- Smadシグナルと転写因子SNAILの

関与について 
まず，培養糸球体上皮細胞に，5 ng/ml

の TGF-beta1を作用させたところ，予想どお
り，Smad2/3 のリン酸化が促進された（figure 

1a）.次に，培養糸球体上皮細胞にレンチウ
イルスを用いて Samd4 の shRNA を導入し，
Smad4 の蛋白(fugure 1b)，mRNA(figure 1c)，
および，Smad binding element のレポーター
アッセイで測定した， Smad の転写活性
(fugure 1d) が抑制されることを確認した。
続いて，Smad4 をノックダウンした細胞に，
TGF-beta1 を作用させたところ，Smad4 をノ
ックダウンしていない細胞(NTC)で，以前，
我々が確認したとおり，WT1 の発現が低下し
たが，Smad4 をノックダウンした細胞では，
WT1 の発現が部分的にレスキューされること
を蛋白レベル(figure 1e)および，mRNA レベ
ル(figure 1f)で確認した。以上の結果より，
TGF-beta1 の WT1 発現低下作用は，少なくと
も部分的には，Smad4 が仲介していると考え
られた。 
 続いて，TGF-beta1 の下流で誘導されるこ
とが報告されている転写因子 SNAIL の，WT1
発現調節への関与の有無を解析した。まず，
TGF-beta1 を作用させた糸球体上皮細胞にお
いて，SNAIL mRNA(figure 2a)および SNAIL
蛋白(figure 2b)がともに増加することを確
認した。また，SNAILの mRNAは，shRNAで Smad4
をノックダウンした細胞では，TGF-beta1 に
よる増加が部分的に抑制されたことから
(fugure 2c)，SNAIL の発現増強は部分的には
Smad4 に依存していると考えられた。次に，
SNAIL が WT1 発現を制御しているかどうかを
調べるため，エストロゲン受容体を付加した
SNAIL を，レトロウイルスベクターを，用い
て細胞に恒常的に発現させた (figure 2d)。

その細胞に，エストロゲン受容体のリガンド
である 4-OHT を作用させ，SNAIL とともに核
内に移行させ，WT1の発現を mRNAで解析した 
(figure 2e)。WT1の発現は 4-OHT の付加前後
で変化がなかったことから，SNAIL は WT1 の
発現を制御していないと考えられた。 
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TGF-beta1による WT1発現制御について更
に詳しく調べるため，WT1 の promoter と，5’
エンハンサーそれぞれのレポーターベクタ
ーを糸球体上皮細胞にトランスフェクショ
ンし，TGF-beta1 を作用させてそのレポータ
ー活性を調べた。figure 3 に示したとおり，
TGF-beta1 は，WT1 promotor のレポーター活
性を低下させなかったが，WT1 5’エンハン
サーのレポーター活性を減弱させた。以上よ
り，TGF-beta1 が WT1 の発現を減少させる機
序のひとつとして，5’エンハンサーの活性
を減弱させることが示唆された。 

 
2) TGF-beta1による WT1発現減少のメカニズ
ムの解析–DNAのメチル化の関与について。 
 TGF-bet1の，糸球体上皮細胞における WT1
減少作用において，WT1 promoter のメチル化
が関与しているかどうかを解析した。ま
ず,TGF-beta1 とメチルトランスフェラーゼ
阻害薬の 5-AZA を同時に作用させると，
TGF-beta1 単独の場合に比べ，WT1 蛋白およ
び mRNA の発現が保持された。TGF-beta1 の
WT1 減弱作用にメチル化が関与することが示
唆された（figure 4）。 

 次に， WT1 のプロモーター領域が，
TGF-beta1 によって，実際にメチル化される
かどうかを調べた。Fugure 5aに示すとおり，
WT1 プロモーター領域には 19 ヶ所の CG 配列
がある。このうち 5番目の CGを含む配列と，
17-19 番目の CG を含む配列に，それぞれメチ
ル化特異的および非メチル化特異的プライ
マーを作成し，bisulfite 処理した DNAを用
いて定量的 PCR を施行し，メチル化の割合を
測定した (figure 5b)。TGF-beta1 を作用さ
せた糸球体上皮細胞では，同部位のメチル化
の割合が上昇する傾向がみられた（有意差は

なかった）。次に，bisulfite 処理した DNAに
ついて，figure 5a で示した全領域の配列を
同定し，メチル化の有無を調べた(figure 5c)。
TGF-beta1 を作用させない細胞では，解析さ
れた DNA クローン全てにおいて，1 ヶ所のメ
チル化も認められなかったが，TGF-beta1 を
作用させた細胞においては，6, 9, 10, 11, 14
番目の CGにおいて， 10個中，1-2個のクロ
ーンでメチル化が観察された。最後に，
figure 5aで示された領域に含まれる 10から
13 番目の CG 配列について，定量的配列同定
法 で あ る ， pyrosequencing を 施 行 した 
(figure 5d)。TGF-beta1 を作用させた糸球体
上皮細胞において，10 番目の CG 配列で有意
なメチル化の増加がみられた。しかし，11番
目から 13番目の CG配列では有意なメチル化
はみられなかった。以上より，TGF-beta1 の，
糸球体上皮細胞における WT1低下作用の機序
の一部として，WT1 プロモーターの DNA メチ
ル化の関与が示唆された。 
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