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研究成果の概要（和文）：尿細管間質の低酸素状態は、慢性腎臓病の病態増悪因子である。本研究では、低酸素
誘導因子HIFに対する調節因子であるHIF3の機能解析を行った。HIF3は100-200程度存在するHIF標的遺伝子群の
うち、lysyl oxidase(LOX)の低酸素発現誘導を選択的に抑制した。また、複数のラットCKDモデル(尿管結紮モデ
ル、I型糖尿病モデル)において、LOXの薬理学的阻害は細胞外基質の蓄積を抑制し、抗線維化作用を発揮した。
HIF3によるLOXの選択的発現抑制は、低酸素腎における抗線維化機構として重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Tubulointerstitial hypoxia is a final common pathway in progressive kidney 
disease. Hypoxia inducible factors (HIF1 and HIF2) play important roles for the adaptation of 
intrinsic cells of the kidney. This study aimed to characterize the functional roles of HIF3, a 
putative suppressor against other HIFs. Among 100-200 HIF target genes, HIF3 selectively suppressed 
the hypoxic induction of lysyl oxidase(LOX). In vivo, pharmacological inhibition of LOX led to 
amelioration of interstitial fibrosis in multiple models of CKD, such as unilateral ureteral 
obstruction and diabetic kidney disease. Results of these studies highlight a novel antifibrotic 
mechanisms of HIF3, which was mechanistically achieved by the selective inhibition of LOX 
expression. 

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病(CKD)において、残腎機能は尿細
管間質障害の程度と相関する。尿細管におけ
る慢性低酸素状態はCKDの病態を進行させる
増 悪 因 子 で あ る 。 低 酸 素 誘 導 因 子
(hypoxia-inducible factor: HIF)は尿細管
上皮細胞の低酸素環境応答を司る主要な転
写因子であり、虚血性障害に対して保護的に
作用する。一方で、遺伝子改変や薬理学的操
作を施して HIF を過度に機能亢進させると、
線維化が惹起され、尿細管間質障害が増悪す
る。このため、HIF の活性を適切なレベルに
調節する内在性機構が腎疾患の進行抑制に
重要であると考えられる。しかしながら、HIF
の調節因子が腎疾患の進行に与える影響を
調べた研究は皆無である。 
 
２．研究の目的 
本研究ではそのような背景から、HIF 対する
負の制御因子として提唱されている HIF3 に
注目し、CKD の病態制御における機能的役割
の解明を試みた。 
これまでの研究歴において、HIF3 は数多くの
HIF 標的遺伝子のうち、lysyl oxidase (LOX)
の発現を選択的に抑制することが判明して
いる。LOX は腎臓、膵臓、心臓、骨格筋、胎
盤などに発現して、コラーゲンの架橋を介し
て細胞外基質の蓄積を媒介する因子である
ことから、CKD において、HIF3 による LOX の
抑制は腎線維化に拮抗する可能性が考えら
れた。本研究では、同仮説の検証を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)LOX 遺伝子のプロモーター解析 
ヒト LOX遺伝子のプロモーターを核酸増幅反
応(PCR)法によってクローニングし、ルシフ
ェラーゼ発現ベクターの上流に組み込んだ。
次に本ベクターを培養近位尿細管細胞(HK-2
細胞)に一過性発現させ、レポーター活性を
測定した。また、HIF3 が本プロモーターの活
性に与える影響を、HIF3 発現ベクターとの共
発現によって検討した。 
次に LOXプロモーターのモチーフ検索を行い、
HIF結合部位およびHIF3による抑制部位の候
補を同定した。その後、それらの部位に対し
て遺伝子変異導入を行い、機能性の検証を行
った。 
 
(2) LOX の阻害が腎線維化に及ぼす影響 
HIF3の主要な標的因子であるLOXがCKDの尿
細管間質線維化に及ぼす影響を、特異的阻害
剤であるβ-aminopropionitrile (βAPN)を
用い、下記の 2つの動物モデルにおいて検討
した。 
 
(3)CKD モデルの解析 
CKD モデルとして、腎線維化モデルとして汎
用される尿管結紮モデル(UUO)と、I型糖尿病
モデルである streptozotocin(STZ)モデルを
解析対象とした。 

UUO は、ラットにペントバルビタール麻酔下
で腹部正中切開を行い、左尿管を結紮して作
製した。尿管結紮後第7、第14病日に採材し、
尿細管間質病変の組織学的評価を行った。 
I型糖尿病モデルはSTZ(65mg/kg)を腹腔内注
射して疾患を惹起した。疾患惹起後 3週間に
て採材し、UUO と同様の病理組織評価を行っ
た。 
上記の動物実験は、学内動物実験委員会の審
査・承認を経て実施した。 
 
４．研究成果 
(１)HIF3がLOX遺伝子の発現を選択的に抑制
する機序 
「LOX 遺伝子のプロモーター上には複数の
HIF1 結合エンハンサーが存在し、HIF3 がそ
れらの各々に多段階で介入することにより、
選択的な抑制がもたらされている」との仮説
に対して、プロモーターアッセイや遺伝子変
異導入法を用いて in silico ならびに in 
vitro にて検討した。 
ヒト LOXプロモーターに対してコンピュータ
ープログラムによるモチーフ検索を行った
ところ、そのプロモーターには転写開始点よ
り 500塩基上流以内に HIF結合エンハンサー 
(hypoxia-responsive element: HRE) が合計
6 個確認された。次に LOX プロモーターのレ
ポータープラスミドを作製し、培養近位尿細
管細胞(HK-2)に一過性トランスフェクショ
ンし、同プロモーターの低酸素誘導および
HIF3 による抑制を確認した。さらにモチーフ
検索によって同定された HREの候補 6個に対
して遺伝子変異導入を行い、同様のアッセイ
を繰り返したところ、複数の機能的 HRE が同
定された。HIF3 の過剰発現実験を行ったとこ
ろ、HIF3 がそれら複数のエンハンサー対して
独立して多段階で抑制的に介入しることが
明らかになった。よって本機構は、HIF3 によ
る LOX発現の強力かつ選択的な抑制機序を説
明し得るものと考えられた。 
一方、LOX プロモーターへの HIF 結合は
NOTCH1 に依存することが報告されている。よ
って本研究において、HIF3 による NOTCH 活性
への影響を調べた。低酸素刺激により NOTCH1
およびその標的遺伝子である Hes1 の有意な
発現上昇が認められたが、これらの変化は
HIF3 の過剰発現によって打ち消された。さら
に NOTCH 阻害剤を用いて、LOX 遺伝子プロモ
ーターの低酸素誘導に与える影響を検討し
たところ、LOX の低酸素誘導が有意に抑制さ
れた。 
以上により、HIF3 が低酸素下で LOX を選択的
に抑制するメカニズムとして、複数の HRE に
対する協調的な抑制機構、および NOTCH 活性
の抑制を介する HIF 結合の減弱化、の少なく
とも 2 つが存在することが明らかとなった。 
 
(2) CKD モデルにおいて、HIF3 が腎線維化に
及ぼす影響の検討 
HIF3がLOXの発現抑制を介してCKDの尿細管



間質線維化を抑制する、という仮説を、HIF3
に対する in vivo siRNA 法および LOX 特異的
阻害剤を用いて検討した。 
既報に倣い、in vivo siRNA 法を用いて実験
動物個体レベルでの HIF3 ノックダウンを試
みた。予備実験として、健常マウスに対して
siRNA を導入し、腎臓、肝臓、肺をはじめ多
臓器において標的遺伝子のノックダウン効
率を検討したところ、肝臓において高効率に
標的遺伝子のノックダウンが達成された一
方、腎臓においては複数の siRNA 配列に対し
て有効な標的遺伝子ノックダウンが達成で
きなかった。よって、腎臓を標的とする in 
vivo siRNA 法による HIF3 ノックダウンは、
本研究目的に適していないと判断した。 
 
(3) CKD モデルにおいて、LOX の阻害が腎線
維化に及ぼす影響 
上記の結果に基づいて、次に、HIF3 の標的遺
伝子であるLOXを特異的阻害薬によって阻害
する方針とした。LOX の機能阻害実験は、特
異的阻害剤であるβ-aminopropionitrile 
(βAPN)を用い、既報に倣って遂行した
(Higgins DF. J Clin Invest. 2007)。 
 
(4)尿管結紮モデルにおける LOX 阻害の影響 
LOX 阻害群および対照群のラットに対して尿
管結紮モデル(UUO)を作製し、第 7、第 14 病
日に尿細管間質病変の組織学的評価を行っ
た。免疫組織化学法によってI型コラーゲン、
III 型コラーゲン、フィブロネクチンなどの
細胞外基質タンパクに対する免疫染色を行
ったところ、LOX 阻害によってこれらの陽性
領域が小さくなり、腎線維化が軽減すること
が明らかになった。また、同様の傾向は
collagen I, III, fibronectin の mRNA 定量
によっても確認された。さらに、同阻害によ
る影響は活性化線維芽細胞(αSMA 免疫染色)
の減少および尿細管脱分化(vimentin 免疫染
色)の軽減を伴っており、総合的に尿細管間
質病変の軽減が確認された。 
 
(5)I型糖尿病モデルにおけるLOX阻害の影響 
前項(4)の研究成果により、LOX の特異的阻害
はUUOラットにおいて抗線維化作用を有する
ことが明らかになった。よって本項では、同
知見の外挿性を STZ誘発 I型糖尿病モデルに
おいて検討した。 
ラットに STZ を投与し、3 週間後に採材して
病理組織評価を行った。免疫染色によって尿
細管間質領域の細胞外基質の発現を評価し
たところ、LOX 阻害群において I 型, III 型
コラーゲンやフィブロネクチンの発現が有
意に抑制されていた。さらに、尿細管細胞の
肥大・線維化シグナルに対する影響の検討と
して、リン酸化(p)ERK、pAkt、pP70S6K の発
現比較を行った。ウエスタンブロット法によ
ってこれらのタンパクの定量評価を行った
ところ、LOX 阻害群においてこれらのタンパ
クがいずれも有意に低下していたことから、

これらはLOX阻害による抗線維化作用を説明
する分子機構であると考えられた。腎臓にお
ける transforming growth factor (TGF)-β
発現量もLOXの阻害により有意に抑制されて
いた。 
以上により、LOX の機能阻害は様々な CKD モ
デルにおいて抗線維化作用をもたらすこと
が判明し、HIF-3 による抗線維化作用を担う
分子機序の一つであると考えられた。 
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