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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病は日本国民の８－１０人に１人が罹患する国民病である。本研究では、慢
性腎臓病において共通して生じる腎線維化と腎性貧血の原因と考えられている腎EPO産生細胞の生理機能低下、
異常活性化を抑制する治療法の開発を目的に、腎EPO産生細胞における低酸素応答をマウスモデルを用いて検討
した。腎EPO産生細胞での低酸素応答が腎障害時に抑制されていることを見いだし、その増強により生理機能が
保たれることを発見し得た。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to understand how renal erythropoietin-producing
 cells (REPCs) lose their physiological function and gain pathological characteristics under kidney 
injury. We used multiple mouse models and elucidated that the hypoxia signaling cascade is 
attenuated in inflammatory milieu in injured kidneys. We further found that activating hypoxia 
signaling by means of inhibiting HIF proryl hydroxylase, a master negative regulatory system of 
hypoxia responses, restored REPCs physiological function in hypoxic injured kidneys. Our research 
provides an explanation how PHD inhibitors, which are clinical trial for renal anemia, might work in
 injured kidneys in CKD patients. 

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（Chronic kidney disease, CKD）
は、国民の約 8 人に 1 人が罹患する国民病で
ある。CKD は糖尿病性腎症、腎硬化症、糸
球体腎炎など様々な原疾患で生じるが、その
原因によらず腎尿細管の障害に伴う間質線
維化により病状が進行していくことが知ら
れている。病態の進展の伴い、腎で産生され
る造血に必須のホルモンであるエリスロポ
エチン（EPO）の発現低下を主な原因とする
腎性貧血を合併する。CKD は、腎機能障害
の初期より心血管病死増加の要因となるこ
とが明らかにされており、この貧血の合併も
一因となるとされている（心-腎-貧血連関）。
腎線維化の原因細胞や EPO 産生低下の機序
など病態機序には不明な点が多く、腎疾患特
異的な治療法開発を阻む要因となっている。
それゆえ、病態解明に伴う新規標的細胞およ
びシグナルの同定が広く望まれている。 
 我々は、マウス遺伝学的手法を用いて、公
立に EPO 産生細胞をリアルタイムに同定す
る方法を開発した。本マウスモデルにより、
初めて腎 EPO 産生（renal EPO-producing, 
REP 細胞）が、腎間質に広く存在する線維芽
細胞様細胞であることが明らかとなった
（Yamazaki, Souma, et al., Nat Commun. 
2013）。また、EPO 産生は、低酸素において
低酸素誘導性因子（Hypoxia inducible factor, 
HIF ） プ ロ リ ン 水 酸 化 酵 素 （ prolyl 
hydroxylase domain-containing enzymes, 
PHDs, PHD1, PHD2, PHD3の３つのアイソ
ザイムが REP 細胞において主に発現してい
る。）活性が阻害されることで、 HIFαタン
パク、特に HIF-2αタンパクのプロテアソー
ムによる分解が抑制され、核移行した HIF-2
αにより EPO 遺伝子の転写が開始されるこ
とで主に制御されている  (Haase, Am J 
Physiol 2010)。 
 我々は、REP 細胞が腎障害時には、腎線維
化の原因細胞である筋線維芽細胞へと形質
転換し、EPO 産生能を失うこと、同細胞が筋
線維芽細胞の主要な源であること、この形質
転換は腎障害早期では可逆的に回復するこ
とを明らかにしていた（Souma, et al., JASN 
2013）。そして、マイクロアレイ解析を通じ
て、この可逆的 EP 産生抑制には NFkB シグ
ナルが寄与することを明らかにしていた。そ
こで、我々は、REP 細胞の機能を保護し生理
的形質を維持させることが、『腎性貧血およ
び腎線維化の共通治療法』になると考えた。 
また、腎疾患時には腎内が低酸素に陥ること
で腎臓病の悪化が加速されることが知られ
ている（Nangaku, et al JASN 2006）。ここ
で、急性腎障害時には尿細管細胞において低
酸素応答遺伝子の発現上昇が不十分である
と報告されていた (Fähling, et al. JASN 
2013)。これらより、研究代表者は腎臓病で
は腎障害に伴い「低酸素への適応不全」が生
じており、それが REP 細胞の機能不全を起
こさせ、腎疾患を増悪させる要因となってい

ると考えた。そこで、REP 細胞の生理機能の
主要制御系である『プロリン水酸化酵素—低
酸素誘導性因子系への介入により低酸素応
答を改善させれば REP 細胞機能保護につな
がる』と作業仮説を立てていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、EPO 産生の主要制御系であるプロ
リン水酸化酵素—低酸素誘導性因子シグナ
ルの介入による低酸素応答増強が REP 細胞
の機能保護につながるかを、REP 細胞特異的
な複合遺伝子改変マウスを用いて検討する
こととした。同実験を通じて、腎性貧血の合
併を阻止すると共に線維化を抑制する『低酸
素応答活性化による REP 細胞保護療法』の
分子基盤を作出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
疾患時にREP細胞において低酸素応答不全が
生じるという仮説から、同細胞における
PHD-HIF シグナルの生理および病態における
役割を明らかにする以下の研究を実施した。 
 まず、REP 細胞特異的 PHD 条件付き欠損マ
ウスを作出した。PHD 単独欠損モデル
(Epo-Cre: PHD2f/f, Epo-Cre: PHD1f/f, 
Epo-Cre: PHD3f/f)、および PHD２重欠失モデ
ル (Epo-Cre: PHD1f/f:PHD2f/f, Epo-Cre: 
PHD2f/f:PHD3f/f, Epo-Cre: 
PHD1f/f:PHD3f/f)、さらに３重欠失マウス
（Epo-Cre: PHD1f/f: PHD2f/f: PHD3f/f)を
作製した。PHD 各アイソファームの生理およ
び病態における役割を検証するために、EPO
産生レベル、赤血球造血の程度を正常および
腎疾患モデル（一側尿管結紮モデル）にて検
討した。更に、腎内炎症シグナル、線維化の
程度を同モデルで検討した。 
さらに、EPO 産生細胞が GFP で標識された慢
性貧血モデルマウス（Yamazaki, Souma, et 
al., Nat Commun. 2013）を用いて、障害腎
の酸素濃度および低酸素応答について検討
を行った。マイクロアレイ法を用いて網羅的
な遺伝子変化を同定し、過去に報告されてい
るHIF標的遺伝子の貧血および腎疾患に伴う
変化を詳細に検討した。その後、同定された
遺伝子変化を腎障害に伴う時系列変化を検
討した。さらに、 多光子顕微鏡を用いて in 
vivo imaging を行い、腎障害時のミトコンド
リア膜電位の挙動についても検討した。 
 
４．研究成果 
本研究により、障害腎では腎内の酸素濃度が
貧血腎に比較してさらに低下することが明
らかになった。低酸素濃度の悪化に関わらず、
細胞の低酸素誘導因子を介した低酸素応答
が全般的に低下していた。この低下は腎障害
モデルにおいて継続して認められた。この全
般的に低下した低酸素応答の一つとして腎
エリスロポエチン産生の低下が生じている
と考えられた。また、この低酸素応答の消失
と同時期に、尿細管細胞のミトコンドリア膜



電位も著明に低下していることも明らかに
なった。 
 腎エリスロポエチン産生細胞において PHD
各アイソフォームを欠失させたマウスを樹
立した。赤血球造血は PHD2 欠失マウスにお
いて増加していた（赤血球数増加、脾臓腫大）。
PHD 酵素（PHD1, PHD2, PHD3）のうち REP 細
胞においては、PHD２が主に機能している分
子であることが判明した（PHD2 を含む欠損に
おいてのみ多血症を示した）。 
更に、腎障害時において PHD を欠失した腎エ
リスロポエチン産生細胞は高度に障害され
た腎においてもEPO産生能を喪失することな
く、継続して産生できることが判明した（図）。
興味深いことには、EPO 産生能は、PHD1, 3
の２重欠失モデルにおいても認められた。こ
れは PHD1, 3 二重欠失モデルでは、多血症を
正常で生じないため、病態特異的な応答とい
える。この知見は、PHD1, 3 特異的な阻害が
可能となれば、過剰な造血により多血を来す
リスクが低くなるといえる。 
 

更に、腎 EPO 産生細胞の一部において
PHD1,2,3 すべてを欠失させても、腎障害に伴
う炎症や腎線維化を悪化させることは無か
った。この結果は、PHD 阻害は、腎臓病にお
いて、腎疾患を悪化させることなく腎性貧血
の回復に有効である可能性が示された。 
これらの結果をまとめて、アメリカ腎臓学会
雑誌等に報告した。 
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