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研究成果の概要（和文）：低酸素誘導因子HIFは組織の低酸素に順応すべく、解糖系、血管新生、造血等を促す
転写因子である。本研究はマウス腎線維化モデルを用い、HIF がVEGFを介して血管新生を促し、腎線維化抑制に
働く可能性と共に線維化におけるHIFの役割を検討した。HIF活性化薬は健常腎のVEGF発現を促進したが、HIF-1
遺伝子の欠損、HIF活性化薬はVEGFの遺伝子発現に効果はなく、腎線維化におけるHIF経由の血管新生の関与は示
せなかった。HIF-1遺伝子欠損、HIF活性化薬は線維化に影響を与えなかったが、腎線維化促進因子のPAI-1と
CTGFは線維化腎においてHIF依存性に一過性に亢進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia inducible factors (HIFs) are transcription factors that mediate 
cellular adaptation to hypoxia by regulating gene expression of glycolytic enzymes, angiogenesis and
 hematopoiesis. Present study was conducted to examine the role of HIF in renal fibrogenesis and 
also to test if HIF-dependent VEGF expression is involved in the mechanism. Although HIF stabilizer 
stimulated VEGF gene expression in the intact kidney, neither HIF-1 gene ablation nor HIF stabilizer
 affected VEGF expression in the fibrotic kidney, thus we failed to demonstrate the role of 
HIF-dependent VEGF expression in attenuating renal fibrosis. Even though HIF-1 gene ablation or HIF 
stabilizer did not affect renal fibrosis, HIF-dependent acceleration of gene expression of 
profibrogenic molecules, PAI-1 and CTGF can be seen transiently. It is suggested that HIF-dependent 
profibrogenic mechanisms are operating at the early onset of renal fibrosis but its contribution 
declines with the progression of renal fibrosis.

研究分野：薬効安全性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
末期腎不全では腎の線維化に伴い造血因子エリスロポエチン産生が低下し、腎性貧血が生じるため、エリスロポ
エチン製剤の注射が必要となる。このエリスロポエチン産生には転写因子の低酸素誘導因子HIFが必要で、この
HIF安定剤が腎性貧血の治療薬として臨床応用されるようになった。HIFは腎線維化がその成因に深く関わる可能
性がある。今回の研究は腎線維化におけるHIFの働きについて、特に血管新生と関連するかについて検討した。
腎線維化でのHIFと関連した血管新生の役割は解明できなかったが、HIFに関連した線維化関連分子の役割を示す
ことが出来た。この結果はHIF安定剤の腎性貧血の臨床適応において貴重な情報となる。

※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 
低酸素誘導因子（Hypoxia-inducible factor:HIF）は嫌気的解糖系や血管新生、造血反応の促進
を介して低酸素環境に適応する転写因子である。我々は組織リモデリング過程における血管形
成に関する研究を進める中で、HIF の活性化により血管形成を促進し創傷治癒を高めることを示
してきた①②。創傷の治癒過程で組織の線維化が見られる。しかしながら過度に組織の線維化が
進展していくと臓器機能が進行性に低下するが、血管の希薄化が臓器の線維化に関わっている
ことが示唆されている。従って HIF 機能を増強することで血管形成を促進し組織の線維化が改
善する可能性が考えられた。事実、慢性腎不全モデルにおいて、HIF の機能を増強する PHD 
(prolyl -4-hydroxylase domain)阻害薬が腎線維化を抑制することが示されている③。また腎
線維化モデルである一側尿管閉塞 (UUO)を用い、マクロファージの HIF-1 の機能は腎線維化の
改善に働くことを報告した④。  
 
２．研究の目的 
低酸素誘導性の転写因子、低酸素誘導因子 HIF は血管内皮増殖因子 (VEGF) 誘導により血管新
生を促進する。本研究は HIF-1 の機能を増強すると血管新生を促進し腎線維化に抑制的に働く
との仮説を立て、腎線維化のモデルである一側尿管閉塞 (UUO) マウスを用いて腎線維化におけ
る HIF の役割を検討した。 
 
３．研究の方法 
腎線維化を評価するに当たり線維化モデルとしてマウス UUO モデルを用いた。 
(1) HIF-1 欠損マウスを用いた検討 
HIF-1 分子の遺伝子欠損は胎性致死であるため、Ubc-cre+/-;HIF-1flox/floxマウスを用いてタモ
キシフェン誘導性に HIF-1遺伝子を全身性に欠損させたマウスを用いた。UUO 後、3日目、7日
目、14 日目における腎組織遺伝子発現ならびに腎線維化の程度を評価した。なお、腎線維化は
腎組織切片の collagen I または collagen III の免疫組織染色を行うことで評価した。 
(2) PHD 阻害薬を用いて HIF 機能の増強の効果の検討 
PHD 阻害薬 FG4592 を 12.5 mg/kg または 50 mg/kg 経口投与し、約 5時間後に UUO モデルを作製、
同用量を連日投与し、3日目、7日目における FG4592 の効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）HIF-1 欠損マウスを用いた検討 
タモキシフェン投与により遺伝子改変マウスにおいて HIF-1 mRNA 発現が消失したことから
HIF-1 欠損マウスの確立を確認した。このマウスを用いて UUO を作製し経過を観察したところ、
閉塞腎での VEGF の遺伝子発現は術後 3、7、14 日の何れの時点においても低下し、HIF-1遺伝
子欠損の影響は認めなかった。一方、HIF-1欠損により術後３日目においては UUO 腎に見られ
た線維化促進因子の PAI-1, CTGF の遺伝子発現の亢進が減弱したが、その後、減弱効果は消失し
HIF-1欠損により腎線維化は影響を受けなかった（図 1）。線維化促進因子である PAI-1 および
CTGFは既知のHIF依存性遺伝子であるので、閉塞腎では早期にHIF-1が活性化することにより、
PAI-1, CTGF 遺伝子発現を促進することが考えられた。一方、VEGF の発現は HIF-1 欠損によって
も変化が見られず、HIF-1 依存的な発現促進効果は認められなかった。また、腎線維化の早期に
一過性に HIF-1 依存的な線維化促進因子の遺伝子発現促進効果が認められるものの腎線維化に
おける HIF-1 の関与は明かではなかった。そして、当初、想定していた HIF-1 依存的な VEGF 発
現は認められなかったことから、本モデルでは HIF-1 依存的な VEGF を介する血管形成促進効果
を認めることは出来なかった⑤。 
 

図.1 UUO による線維化関連遺伝子発現（左図）
および腎線維化（上図）に対する HIF-1 遺伝子欠
損の影響 ctrl:対側腎 obstr:閉塞腎。線維化は
collagen I の陽性面積の割合で評価。閉塞腎に見
られる PAI-1,CTGF の遺伝子発現の亢進は HIF-1
欠損により 3日目でのみ抑制 
 

（2）腎線維化に対する PHD 阻害薬の影響 
HIF 分解抑制薬である FG4592 の高用量の投与においてのみ UUO 腎に見られた PAI-1
および CTGF遺伝子発現亢進は術後３日目で増強したが、７日目にはこれらの増強作用
は消失した。また何れの用量の FG4592も腎線維化に影響しなかった（図 2）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図.2 高用量のFG4592の線維化関連遺伝子発現（左図）
および腎線維化（上図）に対する効果 線維化は
collagen III の陽性面積の割合で評価。閉塞腎に見ら
れる PAI-1,CTGFの遺伝子発現の亢進は3日目において
一過性に高用量の FG4592 により増強した 

 
高用量の FG4592による腎線維化促進因子 PAI-1, CTGF遺伝子発現の増強効果は HIF-1欠損マウ
スにおける結果と時期的にも鏡像的であった。また何れの用量の FG4592投与も腎線維化の指標
である collagen Iの発現量には影響しなかった。一方、健常側の腎における VEGFの遺伝子発現
は術後 3 日、7 日共に高用量の FG4592 によりのみ増強したが、UUO 腎における VEGF の遺伝
子発現には全く影響を与えなかった。従って UUOにおける腎線維化の初期には一過性に HIF活
性化が生じ、線維化促進因子の CTGF, PAI-1 の発現が亢進すること、これらの効果は HIF 分解
抑制薬である FG4592で増強することが明らかとなった。一方、HIF-1の活性化は線維化の進行
と共に減弱することが示唆された（図 3）。今回のモデルでは対側の正常腎では高用量の FG4592
により HIF依存的に VEGFの発現亢進が認められるものの線維化腎では HIF依存性の VEGF発
現促進作用は認められなかった。このように VEGF による腎線維化の抑制効果は認めず、むし
ろ HIF依存性の CTGF, PAI-1発現亢進により線維化促進性に働く可能性が示唆された⑥。 
 

図.3 UUO 腎における腎線維化の進行
と HIF の活性化 線維化は経時的に進
行するが HIF-1 の活性化は一過性で時
間経過と共に抑制される 
 
FG4592 は最近、腎性貧血の治療薬とし
て臨床応用が開始されたが、今回、用い
た FG4592 の低用量は臨床で用いる最
大用量に相当する⑦。この用量では線
維化促進因子の遺伝子発現には全く影
響しなかった。さらに 4倍量の FG4592

によっても一過性に線維化関連分子の発現亢進は認められるものの線維化の程度には影響しな
かったことは安全性への懸念に貴重な情報となると考える。今回のモデルでは FG4592 の血管新
生に対する効果を示すことは出来なかった。また、別のモデルによる実験として、我々は FG4592
が脆弱で未熟構造をもつ腫瘍血管を構造的および機能的に正常に近い血管を変化させることを
明らかにしている。腫瘍血管が正常化する機序には、Ly6C 陰性マクロファージが寄与すること
も明らかにした。このことから病態によって HIF 依存的な血管新生の制御や役割が異なるのか
も知れない。本研究を通して、PHD の阻害を介して HIF の機能を増強する FG4592 が線維化腎に
おける VEGF の発現抑制機序については明らかでない。さらに腎組織線維化環境ではどのように
PHD-HIF シグナルの活性化が抑制させるのかについても引き続き今後の検討課題となる。 
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