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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒストン修飾酵素H3K27me3の阻害薬であるDznep(3-deazaneplanocin A)
を慢性腎障害モデルマウスに投与すると線維化の進行が抑制されることを見出した。高速シークエンサーにより
網羅的にDznep投与および低酸素刺激により発現が変動する遺伝子群の中からTimp2（tissue inhibitor of 
metalloproteinase2）がDznep投与により発現が抑制されることを見出した。さらに、small RNA-seqの発現解析
から低酸素によって発現が抑制されるmicroRNAを同定した。

研究成果の概要（英文）：The main researcher of this project found that Dznep, which inhibits 
H3K27me3, repressed the tubulointerstitial fibrosis in chronic kidney disease models. Genome-wide 
analysis using next generation sequencing revealed that Timp2 (tissue inhibitor of 
metalloproteinase2) inhibited the fibrosis-associated genes under the hypoxic condition and Dznep 
administration. The researcher also identified the down-regulated microRNAs under hypoxia by 
analyzing the small RNA-seq.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 低酸素　エピジェネティクス　腎線維化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎尿細管間質の線維化には慢性的な低酸素状態が病態の増悪に寄与するが、そのメカニズムを抑制する画期的な
治療薬はいまだ開発されていない。本研究では、ヒストン修飾阻害薬を投与することで線維化を抑制する分子メ
カニズムをエピジェネティックな視点から明らかにした。ヒトに投与する際には、全身性の投与の場合、標的臓
器以外への副作用や、標的となる腎臓までの薬剤デリバリーシステムの開発など、まだ問題点はあるものの、新
規治療薬の開発につながる重要な研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Dznep(3-deazaneplanocin A)はヒストン修飾メチル基転移酵素 Ezh2(enhancer of zeste homolog 2)を
阻害することによりヒストン修飾の抑制マークである H3K27me3 マークを除去し、特定の遺伝
子発現を亢進させる役割があると報告されているが、その詳細な作用メカニズム、特に in vivo
における機序については明らかでない。研究代表者は、腎不全モデルの一つである虚血再灌流
(Ischemia /Reperfusion: I/R)障害モデルマウスに対して Dznep を投与する実験を行った。I/R モデ
ルはマウスの片腎の腎門部を 30 分間だけクリップによって結紮し虚血状態に暴露することで、
一過性の虚血状態から血流が一度に回復する過程で急性の尿細管障害を引き起こすモデルであ
り、その後も徐々に慢性的な腎臓の線維化が進行する。I/R モデル作成直後から 8 週間(計 11 回)
経静脈的に Dznep を投与したところ、vehicle 投与群と比較して、Dznep 投与群の方が腎尿細管
間質領域の線維化が軽減することを明らかにした。このことから、ヒストン修飾 H3K27me3 は
線維化の抑制に重要な役割を果たす因子の発現を抑制しており、Dznep 投与によりその発現抑制
を解除することで線維化の進行が抑制される可能性が推測された。 
Dznep はヒストン抑制マークである H3K27me3 を外すことから、その直接の標的の発現を上昇
させると考えられる。そこで申請者は、HK2 および RPTEC を用いて低酸素刺激と Dznep 投与時
の microRNA を網羅的に解析した(small RNA-seq)。Dznep を投与すると発現が上昇するものは
Dznep の直接の標的と考えられることから、Dznep の標的候補として、低酸素刺激により発現が
低下し、さらに Dznep 投与すると発現が上昇する microRNA を絞ったところ、142 個の候補を同
定した。TIMP2 の配列から microRNA の標的候補を検討した結果、142 個の中で 2 つの microRNA
が TIMP2 を標的とする可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
上記の実験結果から虚血再灌流 (IR)障害によって TIMP2 の発現が上昇し、MMP(matrix 
metalloprotease)群の発現が抑制されることで Collagen などが分解されなくなり尿細管間質の線
維化が進行する。しかし、Dznep を投与することによりその標的候補の新規 microRNA の発現が
上昇し、TIMP2 の発現が抑制される。それに伴い、MMP 群は発現が増加し、Collagen が分解さ
れるようになり、線維化は軽減する。この仮説を検証するため、以下の実験をおこなった。 
 
３．研究の方法 
研究代表者は、マウス皮質尿細管細胞（mouse cortical tubular cells: MCT）およびヒト近位尿細管
細胞株（HK2: human kidney cell-2）を用いて、Dznep の標的候補である 2 つの microRNAs の役割
を調べた。また、虚血再灌流障害腎モデルを用いて、マウスの障害腎においてこれらの microRNA
の発現が Dznep によってどのように変化するかを調べた。 
 
４．研究成果 
MCT 細胞に標的候補の microRNAs の mimic を投与すると、TIMP2 の発現は有意に低下した（図
１）。qPCR による定量をおこなったが、再現性をもって、TIMP2 の発現量は低下することを確
認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

さらに、研究代表者は、in vivo の実験として、虚血再灌流モデルマウスを作成し、経静脈的に
Dznep を投与すると、Dznep の標的候補である 2 つの microRNAs の発現は上昇することを確認
した(図 2)。すなわち、慢性腎不全病態モデルにおいて、Dznep の標的候補である miR-X および
miR-Yは発現が上昇しており、TIMP2に結合してその発現を抑制している可能性が考えられた。 
これらのmicroRNAsが in vitroのモデルであるHK2細胞においても同様な効果をもたらすのか、
また X と Y ではどちらが病態にとってより大きく寄与しているのかについて、現在検討を進め
ているところである。 
 
5．今後の見通し 
研究代表者は、引き続き上記の実験を継続し、Dznep が標的とする microRNAs がどのように腎
尿細管間質の線維化を軽減しているか、エピジェネティックな分子メカニズムを明らかにした
いと考えている。 
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