
千葉大学・大学院医学研究院・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

転写因子Tcf21の機能解析を通じた腎線維化の病態解明

Elucidation of the role of Tcf21 in renal fibrosis

８０４３６４４３研究者番号：

前澤　善朗（Maezawa, Yoshiro）

研究期間：

１７Ｋ０９６８７

年 月 日現在  ２   ５ １９

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：Tcf21はbHLH転写因子に属し、腎ポドサイトや間質細胞に発現する。ポドサイト特異
的Tcf21 KOならびに間質特異的Tcf21 KOマウスの検討により、ポドサイトの機能維持にTcf21が重要である事、
間質細胞のTcf21は発生過程において、尿細管の分化と形成に必須であることがわかっている。一方、Tcf21の腎
臓線維化における意義は不明であったため、出生後にTcf21の遺伝子欠損を誘導したマウスに、片側尿管結紮、
葉酸腹腔内投与といった腎間質障害モデルを作成した。誘導性Tcf21 KOにおいては線維化関連遺伝子の抑制が認
められ、Tcf21は線維化には促進的に働いていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Tcf21 belongs to the bHLH transcription factor and is expressed in renal 
podocytes and stromal cells. Examination of podocyte-specific Tcf21 KO and stroma-specific Tcf21 KO 
mice shows that Tcf21 is important for maintaining the function of podocytes, and that Tcf21 in 
stromal cells is essential for tubular differentiation during development. On the other hand, since 
the significance of Tcf21 in renal fibrosis was unclear, we created a renal interstitial fibrosis 
model such as unilateral ureteral obstruction and intraperitoneal administration of folic acid in 
mice in which Tcf21 gene deletion was induced after birth. Suppression of fibrosis-related genes was
 observed in inducible Tcf21 KO, suggesting that Tcf21 acts as a promoter for fibrosis.

研究分野： 糖尿病、代謝、内分泌内科

キーワード： 腎臓線維化　転写因子　Tcf21

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会の到来に伴い、腎不全を有する患者の頻度が増加している。腎臓の線維化は、糖尿病腎症や慢性糸球
体腎炎など多様な腎疾患の共通する増悪機序であり、その機序解明は新規治療法の開発のために重要な課題であ
る。Tcf21は腎臓における線維化のエフェクター転写因子の一つである可能性があり、その下流遺伝子の同定
や、Tcf21の転写貴女の解明は、人選以下の制御につながる可能性がある。

※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 

慢性腎臓病（Chronic Kidney Disease; CKD）は糖尿病、高血圧、慢性糸球体腎炎など
様々な原因により生ずるが、進行すると原因に関わらず腎間質の線維化が進行し、末期腎
不全に至る。線維化のメカニズムとして、間質の炎症、虚血、内在性の腎線維芽細胞や尿
細管、血管内皮細胞の myofibroblast への形質転換、線維化促進物質である Tgfb の関与な
どが指摘されているが、その詳しい機序は明かになっていない。線維化の主体を担うのは
腎間質の線維芽細胞と周皮細胞であると考えられており、新たな治療法の開発のために
は、これら間質細胞の機能の詳細な理解が必要である。 

Tcf21 は bHLH 転写因子に属し、腎発生期にはネフロン前駆細胞と腎間質細胞に、成熟
個体では腎糸球体ポドサイトと間質細胞に発現する。この KO マウスは極端な腎と肺の低
形成ならびに心奇形を呈し、出生直後に死亡するため、その機能を成熟個体あるいは細胞種
特異的に検討することは困難であった(Harel, Maezawa et al, PNAS 2012)。そこで申請者ら
は、Tcf21 の floxed mouse を作成し、ポドサイト特異的に Tcf21 を欠損するマウスを作成
し、一部の Mutant がマウスが大量の尿蛋白と巣状糸球体硬化症を呈する事を報告した
(Maezawa et al. JASN 2014)。即ちポドサイトの機能維持に Tcf21 が重要である事が判明し
ている。 

一方で、申請者らは、Tcf21 の腎間質における機能を明らかにする事を目的として、間質
特異的 Cre マウスである FoxD1Cre と Tcf21 floxed マウスを交配し、間質特異的に Tcf21
を欠損するマウス（strTcf21)を作製した。すると、出生直後の strTcf21 と野生型マウスで
は体重に差は認めなかったが、腎臓の大きさは strTcf21 において有意に小型であった。組
織学的検索では腎の低形成を認めたが、特に髄質が著明に萎縮し皮髄境界が不明瞭化して
いた。免疫染色を行なうと、LTL 陽性の近位尿細管はほぼ保たれていたものの Uromodulin
陽性のヘンレ係蹄ならびに Aquaporin2 陽性の集合管がほとんど認められず、尿細管と集合
管の形成が著しく低下している事が分かった。4 週齢において 1 日尿量は野生型 1.43ml、
strTcf21 8.39ml と著明に増加し、尿細管と集合管の低形成により尿濃縮障害を呈している
と考えられた。即ち、strTcf21 においては間質の Tcf21 の欠損により別のコンパートメン
トである尿細管の発生が障害されており、これを仲介する液性因子等の存在が想定された。
一方で以上の結果は、発生過程に Tcf21 が欠損する事による大規模な形態形成の異常を包
含しているため、Tcf21 が間質機能を制御する分子機構や、Tcf21 自体が線維化に促進的な
のか抑制的なのかは未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 

以上より、Tcf21 が間質細胞において機能する機序を同定することならびに、かつ Tcf21
が腎線維化において果たす役割を明らかにする事を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 片側尿管結紮、葉酸腹腔内投与による腎線維化モデルにおける Tcf21 発現の検討 

Tcf21 LacZ ヘテロマウスに対し、片側尿管結紮術(Unilateral ureteral obstruction)ならび
に葉酸腹腔内投与により、腎臓線維化を惹起した。一定の日数ののちマウスを屠殺し、腎全
体における Tcf21 発現を realtime PCR で、分布を LacZ 染色にて検討した。 
 



2) テトラサイクリン誘導性 Tcf21KO マウス（iTcf21KO マウス）の作成と解析 
Tcf21 floxed マウスと Rosa-rtTA/tetOCre マウスを交配し Rosa-rtTA/tetOCre/Tcf21lox/lox

の allele をすべて有する iTcf21KO マウスを作成した。この iTcf21KO マウスに対して、出
生後 0 日及び 1 週目に Doxycycline(2mg/ml)を 3 週間投与し、腎臓における Tcf21 発現及
び表現形について検討した。 

 
３）iTcf21KO マウスを用いた腎線維化モデルの解析 

iTcf21KO マウスに対し、出生後 1 週目より Doxycycline(2mg/ml)を投与、5 週目より片
側尿管結紮術を用いて腎線維化を誘導し、6 週目に腎臓を摘出し解析した。 
 
４．研究成果 
<葉酸腹腔内投与による腎線維化モデルでの Tcf21 機能解析> 

片側尿管結紮術(Unilateral ureteral obstruction)以外片側尿管結紮においては、手術後 3
日、7 日目、14 日目に、健側と比較して５～８倍程度の mRNA 発現上昇を認めた。LacZ 染
色ではこの発現増加は腎臓間質において起こっていることが判明した。葉酸による腎線維
化モデルにおいては、葉酸腹腔内投与後 3 日目、7 日目、30 日目での腎臓における Tcf21
発現を検討した。realtimePC R により、Tcf21mRNA 発現は、コントロールと比較して 3 日
目 1.4 倍、7 日目 3.1 倍、30 日目 2.7 倍と有意に上昇した。また、UUO の場合と同様、LacZ
染色によりこの上昇が腎臓間質細胞で起こっていることが明らかになった。このことから、
腎臓間質線維化時に Tcf21 発現が上昇することを 2 つのモデルで確認することが出来た。 
 
<テトラサイクリン誘導性 Tcf21KO マウス（iTcf21KO マウス）の作成と解析> 

Tcf21 発現量について RT-PCR 法を用いて検討すると、腎臓での Tcf21 発現が、出生後
0 日及び 1 週目からの導入いずれにおいてもコントロール群の 10％以下になっていること
がわかった。従来型の Tcf21KO マウスは腎不全と呼吸不全により、出生直後に致死である
ため、このシステムにより致死性を回避することが可能であった。一方で、出生後 1 週目か
ら Doxycycline 投与したモデルでは、腎臓に異常は認められなかったが、0 日から KO した
モデルでは腎臓糸球体に硬化像を認めた。この糸球体硬化像は腎臓発生時期の Tcf21 欠損
が原因であると考え、出生後 1 週目からのモデルを使用した。 
 
<iTcf21KO マウスを用いた腎線維化モデル> 

コントロールのマウスでは、結紮側の腎臓での Tcf21 発現が健側と比較して 5.4 倍と有
意に増加していた。一方で、iTcf21 マウスでは、コントロールと比較して健側及び結紮側共
に Tcf21 発現が 10％以下になっていることがわかった。この結果により Doxycycline を用
いた Tcf21 欠損と片側尿管結紮術による腎線維化の誘導が成功していることが示された。 

この腎臓を用いて、線維化マーカーである I 型コラーゲン及びフィブロネクチンの発現検
討を行った。コントロールでは結紮側での I 型コラーゲンの発現が、健側と比較して 6.4 倍
と上昇していたのに対し、iTcf21 では、3.1 倍の上昇であった。また、フィブロネクチンも
コントロールで 6.3 倍に対し、iTcf21 マウスで 2 倍の上昇であった。以上の結果から Tcf21
欠損により線維化マーカーが抑えられることから、Tcf21 は線維化促進的に働いていると考
えられた。 
 
 



まとめ 
今までの知見から、Tcf21 は腎臓の線維化に関しては促進的に働いていると考えられる。一
方で糸球体硬化に対しては、Tcf21 は保護的、抑制的に働くことから、Tcf21 ならびにその
下流ターゲットの解明は、糸球体硬化と腎臓線維化の機序解明に有用な知見をもたらすと
考えられる。 
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