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研究成果の概要（和文）：本研究ではAKI後のCKDへの移行病態における近位尿細管の低酸素誘導因子HIF1の役割
を検討した。タモキシフェン誘導近位尿細管プロリン水酸化酵素ノックアウトマウスに虚血再灌流障害 (IRI) 
を惹起し、回復期にタモキシフェンを投与して近位尿細管のHIF1を活性化したところ、同群 (IRI/Tam+) では対
照群 (IRI/Tam-) と比較して血清クレアチニン値やアルブミン尿が低下し、腎線維化が軽減していた。本効果は
尿細管細胞の増殖やリン酸化ヒストンH3陽性細胞数の増加を伴っていた。以上により、近位尿細管のHIF1の活性
化によりAKI後の尿細管修復・再生過程が促進される機序が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study investigated a possible role of HIF1 in proximal tubules in a 
AKI-CKD transition model. Tamoxifen- inducible, proximal tubular- specific prolyl hydroxylase 
knockout (Ndrg1-CreERT2/Phd1,2,3cKO) mice were subjected to bilateral ischemia-reperfusion injury 
(IRI). Tamoxifen was given in the recovery phase to activate HIF1, and histological analyses were 
carried out at day 28. In the tamoxifen-treated group (IRI/Tam+), serum creatinine levels and 
albuminuria were significantly lower than the control (IRI/Tam-) group, and renal fibrosis was less 
severe. Mechanistically, the number of Ki-67- positive, proliferating proximal tubular cells was 
larger in the IRI/Tam+ group, and there was an increase in phosphorylated histone H3. These findings
 suggest that proximal tubular HIF1 contributes to ameliorating AKI-CKD transition by facilitating 
proliferation of tubular epithelial cells and reducing the production of inflammatory cytokines and 
fibrotic factors in the G2/M cells. 

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 低酸素　プロリン水酸化酵素　低酸素誘導因子　AKI-CKD移行
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AKIは古典的には短時間で急激に腎機能が低下する一過性の病態と考えられてきたが、近年の疫学研究によっ
て、AKIはCKDへの移行リスクが高く、末期腎不全リスクも3.1倍高まることが明らかになった。しかしながら本
病態に対して確立された治療法は存在しない。本研究の成果は上記のAKI-CKD移行に対して、近位尿細管におけ
る低酸素誘導因子HIF１の活性化が障害軽減をもたらす可能性を示唆しており、将来の新規治療法の開発や実効
的な医療介入につながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
尿細管間質の慢性低酸素状態は、慢性腎臓病 (chronic kidney disease: CKD) の病態進展因子

である。近年では機能的 MRI の進歩により、ヒト CKD においても低酸素状態の可視化・定量
評価が可能となり、低酸素は腎機能低下の独立したパラメータであることが明らかになった。 
一方、生体の低酸素環境に対する応答として、低酸素誘導因子 (hypoxia-inducible factor: 

HIF) を介する遺伝子転写機構が重要である。腎臓では虚血に応答して尿細管上皮細胞に HIF1
が、間質及び血管内皮細胞に HIF2 が発現する。このような HIF の協調的な発現は、虚血再灌
流障害 (IRI) をはじめ多くの急性腎障害 (acute kidney injury: AKI) モデルにおいて障害保護
的に作用する。HIF による保護効果はプレコンディショニングとして HIF を活性化させた場合
に最も顕著であると考えられており、障害惹起後に認められる尿細管上皮の修復・再生過程にお
いて同因子がもたらす影響は明らかでない。 
最近の疫学調査により、AKI は急性期障害からの回復後、長期経過において高頻度に CKD を

発症することが明らかになっている。患者数の増加や確立された治療法の欠如から医療経済的
にも大きな問題となっており、その病態の解明は急務である。AKI から CKD への移行 (AKI-
CKD 移行) においては、血管内皮細胞障害に伴う毛細血管網の消失や微小循環不全によって尿
細管間質が低酸素状態に陥り、炎症や酸化ストレスが惹起されて尿細管再生不全・再分化異常を
引き起こし、最終的に腎線維化に至る。 
近年、HIF の発現調節機構が解明され、プロリン水酸化酵素 (prolyl hydroxylase domain: 

PHD) を阻害することによって HIF を人為的に活性化することが可能になった。PHD 阻害薬 
(または HIF-PH 阻害薬) と呼ばれる本薬剤は新規腎性貧血治療薬として 2019 年 9 月に製造販
売承認を取得し、保存期 CKD 及び透析患者の腎性貧血治療に臨床応用されている。前述の AKI-
CKD 移行には尿細管間質の微小循環不全が背景病態として関与するため、生体の低酸素適応を
担う HIF の活性化が病態の改善をもたらす可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、タモキシフェン誘導性近位尿細管特異的PHDノックアウトマウスを用いてAKI-

CKD 移行における尿細管細胞の修復・再生過程への影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）タモキシフェン誘導型 Cre による近位尿細管特異的 Phd ノックアウトマウスの作製と、
AKI-CKD 移行モデルの評価 
近位尿細管細胞特異的に誘導型 Cre を発現する Ndrg1-CreERT2 マウス (京都大学腎臓内科 柳

田素子教授より分与) と Phd1,2,3 triple flox マウス (University of Connecticut, Fong 
Guo-Hua 教授より分与) を交配し、近位尿細管細胞特異的 Phd コンディショナルノックアウトマ
ウス (Ndrg1-CreERT2/Phd1,2,3cKO) を作製した。本マウスにおける近位尿細管特異的 PHD ノッ
クアウトは、Phd1,2,3 mRNA 定量および HIF1α高感度免疫染色法によって確認した。 
次に、本マウスに IRI を惹起し、回復期の第 7病日よりタモキシフェン投与を行って近位尿細

管の Phd 遺伝子をノックアウトした。CKD 移行期の第 28 病日にて BUN, 血清クレアチニンおよ
びアルブミン尿を測定し、腎組織障害の評価を行った。すべての動物実験は、大学の委員会に本
課題に沿った申請を行い、承諾を得て実行した。 
 

（２）組織評価と分子機序の検討 
AKI の回復期における尿細管細胞の増殖と細胞死を Ki67 染色と TUNEL 染色によって評価し、

間質線維化を sirius-red 染色によって評価した。炎症性サイトカインや細胞外基質の定量比較
を、real-time PCR 法および Western blot 法によって行った。また、リン酸化ヒストン H3 染
色を行うことにより、本疾患で炎症性サイトカインや向線維化物質の産生が高いとされる細胞
周期 G2/M 期にある尿細管細胞の割合を間接的に評価した。 
 
４．研究成果 
（１）近位尿細管細胞特異的 Phd コンディショナルノックアウトマウスの作製 
近位尿細管細胞に誘導型 Cre を発現する Ndrg1-CreERT2 マウスと Phd1,2,3 triple flox マウ

スを交配して近位尿細管細胞特異的 Phd コンディショナルノックアウトマウスを作製(Ndrg1-
CreERT2/Phd1,2,3cKO)し、本マウスの validation を行った。 
タモキシフェン投与後に腎臓における Phd 1, 2, 3 の mRNA 定量を行ったところ、対照群のマ

ウスと比較してそれぞれ 80%前後の発現低下とともに、vascular endothelial growth factor 
(VEGF) や glucose transporter 1 (GLUT1) などの HIF1 標的遺伝子の発現亢進が確認された。
一方、間質で産生される erythropoietin (EPO) の発現には変化がなく、ヘマトクリットの増加
は確認されなかった。さらに HIF1α免疫組織化学法によって近位尿細管に特異的な HIF1αの発
現が確認された。他方、腎臓以外の臓器の一例として、肝臓における HIF 標的遺伝子の発現を検



討したところ、GLUT1 や VEGF などの発現レベルは対照群のマウスと同レベルであった。 
 
（２）近位尿細管細胞特異的 Phd ノックアウトが AKI の病態にもたらす影響 
次に、Ndrg1-CreERT2/Phd1,2,3cKO マウスに対してあらかじめタモキシフェン誘導を行い、近位
尿細管の HIF1 を発現させた後に両側腎動脈クランプによって IRI を惹起した。24 時間後の評価
において、BUN、クレアチニンおよび組織での neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
(NGAL) の発現がノックアウト群で抑制されており、全身性に HIF を活性化した際に認められる
腎保護効果の既報内容と一致する知見が得られた。 
 
（３）近位尿細管細胞特異的 Phd ノックアウトが AKI-CKD 移行の病態にもたらす影響 
 次に、近位尿細管特異的 HIF1 が、AKI 後に高頻度で生じる CKD の病態進展に及ぼす影響を検
討した。Ndrg1-CreERT2/Phd1,2,3cKO マウスに対して同様に IRI を惹起し、障害がピークアウト
する 24 時間後以降にタモキシフェン投与を行って近位尿細管の HIF1 を活性化した。IRI 後 24
時間時点での BUN、クレアチニンはタモキシフェン投与を行った群 (IRI/Tam+) と行わなかった
群 (IRI/Tam-) にて差を認めなかったものの、第 28病日では前者においてクレアチニンおよび
アルブミン尿が有意に改善していた。また、腎線維化も前者において軽度であり、real-time PCR
法および Western blot 法によるαSMA および collagen I, III の mRNA/タンパク定量評価によ
っても同様の傾向が確認された。以上により、近位尿細管での HIF1 の活性化が AKI-CKD 移行の
障害プロセスを軽減すると考えられた。 
 次に、HIFの活性化がAKI-CKD移行における尿細管修復・再生過程を促進する機序を検討した。
第28病日の腎組織標本を用いて細胞増殖のマーカーであるKi-67染色を行ったところ、IRI/Tam+
群において IRI/Tam-よりも有意に Ki-67 陽性細胞数が増加していた。このことから AKI 後の尿
細管修復・再生機序の活性化が障害軽減に寄与した可能性が示唆された。一方で尿細管細胞の細
胞死を TUNEL 染色で評価したところ、群間差は認められず、近位尿細管の HIF1 がアポトーシス
に及ぼす影響は限定的と考えられた。 
さらに、近位尿細管特異的 PHD ノックアウトが CKD への移行を抑制する分子機序を検討した。

AKI-CKD 移行期において、障害を受けた近位尿細管では interleukin (IL) -6, IL-1βや tumor 
necrosis factor (TNF)-αなどの炎症性サイトカインや transforming growth factor (TGF)-β
をはじめとする向線維化物質が産生されるが、これらの産生は細胞周期 G2/M 期にある尿細管細
胞で多いことが報告されている。そこで本研究では、細胞周期の G2期から M期への後期移行と
強く相関するリン酸化ヒストン H3 に注目して陽性細胞数を評価したところ、IRI/Tam+群におい
て IRI/Tam-よりも陽性細胞数が有意に増加していた。これらの検討結果により、近位尿細管の
PHD 阻害によって同部位の HIF1 が活性化すると、AKI 後の尿細管修復・再生過程において細胞周
期 G2 期から M 期への移行が促進されることで抗炎症・抗線維化作用をもたらし、CKD の病態軽
減につながった可能性が考えられた。 
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