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研究成果の概要（和文）：本研究では尿細管低酸素応答調節因子であるHIF-3の発現・機能解析を行った。
HIF-3αは低酸素下でHIF-1依存性に発現し、HIF-1標的遺伝子であることが判明した。HIF-3αを培養近位尿細管細胞(H
K-2)に過剰発現させると、lysyl oxidase (LOX) の低酸素誘導を最も顕著に抑制した。またHIF-3αは低酸素でのE-カ
ドヘリン消失を抑制し、細胞走化能獲得を阻止した。次に腎線維化モデルでのHIF-3α発現を検討したところ、HIF-3α
は尿細管上皮の核に局在していた。
以上により、尿細管における低酸素遺伝子発現調節機構は腎線維化を抑制する重要な要因であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated a role of hypoxia-inducible factor (HIF)-3 as a reg
ulator of cellular hypoxia response by HIF-1. HIF-3alpha mRNA was transcriptionally up-regulated by hypoxi
a in a HIF-1- dependent manner. Promoter analysis revealed that HIF-3alpha is a novel HIF-1 target gene. O
verexpression of HIF-3alpha in a human proximal tubular cell line, HK-2, reduced the hypoxic induction of 
lysyl-oxidase most significantly among other known HIF targets. Functionally, HIF-3 counteracted the disap
pearance of epithelial markers, such as E-cadherin, by hypoxia and inhibited the acquisition of cell migra
tion. In immunohistochemistry, the expression of HIF-3alpha was most evident in the nuclei of tubular epit
helial cells in various models of CKD representing fibrosis. In summary, results of the present study clar
ify the importance of HIF-3 in counteracting kidney fibrosis in the hypoxic environment. 
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１．研究開始当初の背景 
 
腎尿細管の慢性低酸素が進行性腎障害の共
通メカニズムとして注目されている。また、
転写因子 hypoxia-inducible factor (HIF)-1
を中心とする低酸素応答は、尿細管障害に対
して保護的に働くことが各種実験動物モデ
ルで示されてきた。一方で、HIF-1の機能を
負に制御する因子が報告されつつある。
HIF-3 はその代表的候補であるが、その発
現・機能には不明な点が多く、腎疾患におけ
る機能的役割も未解明である。近年申請者ら
はHIF-3αに関して、腎尿細管細胞において
非常に強い低酸素発現誘導を認めることを
報告した。また、マイクロアレイ予備解析に
おいて HIF-3 が上皮・間葉形質転換 (EMT) 
関連遺伝子の発現を選択的に抑制している
可能性を見出している。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では低酸素転写因子 HIF-3 の進行性
腎障害における病態意義の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究ではまず HIF-3αが、HIF-1 による低
酸素転写応答を減弱させる因子として機能
するかどうかを、HIF 応答型ルシフェラーゼ
アッセイ、および HIF-1 標的遺伝子の発現プ
ロファイル測定にて検証した。同目的のため
に、ラット HIF-3α遺伝子を標準的な分子生
物学的手法によってクローニングした。ルシ
フェラーゼアッセイは培養近位尿細管細胞
(HK-2)における一過性トランスフェクショ
ン法により行った。HIF-1 標的遺伝子の発現
プロファイルは、real-time PCR 法による
mRNA 定量、および Western blot 法によるタ
ンパク定量の二法により行った。 
 
培養尿細管細胞におけるHIF-3の機能解析を、
HIF-3α過剰発現HK-2株の樹立により行った。
安定過剰発現株は、レトロウイルス法によっ
て樹立し、Western blot 法によって発現確認
を行った。通常酸素(20%)下と低酸素条件
(1%)下でコントロール及び HIF-3α過剰発現
HK-2 細胞の細胞増殖、走化・浸潤能、細胞死
をそれぞれ細胞数計測、スクラッチアッセイ、
MTS アッセイにより評価した。 
 
さらには、内在性 HIF-3αが尿細管細胞の低
酸素応答に与える影響を、siRNAによる HIF-3
αノックダウン実験にて行った。具体的な実
験手法は、上記記載に従った。 
 
尿細管のHIF-3が腎線維化の重要なステップ
である epithelial-mesenchymal transition 
(EMT)に拮抗する可能性を、HIF-3α過剰発現
及び HIF-3αノックダウン実験によって検討
した。HIF-3 が低酸素による尿細管 EMT にお

よぼす影響を上記のスクラッチアッセイの
他、E-cadherin プロモーター活性、および
fibronectin の発現変動によって評価した。 
 
さらに HIF-3αの尿細管発現分布を、EMT が
腎線維化に関与する進行性腎障害モデルに
おいて免疫組織化学的手法によって検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
ラット HIF-3αのクローニングと、HIF-1 転
写活性への影響 
PCR 法によりラット(r)HIF-3α遺伝子をクロ
ーニングし、発現ベクターを作製した後、過
剰発現系による低酸素応答への影響を調べ
た。HIF-1 活性を検知する HRE-luciferase ベ
クターを用いた一過性トランスフェクショ
ン、およびルシフェラーゼアッセイを行った
ところ、rHIF-3α過剰発現は HIF-1 の転写応
答を減弱させることが明らかとなった。本現
象は rHIF-3α転写活性化部位(TAD)欠損体
rHIF-3αΔTAD においても観察され、同様に
TAD を欠損する mouse IPAS や human HIF-3α
4などのHIF-3αvariantにおいて過去に報告
されている現象と同一であった。 
 
HIF-3 が腎臓上皮由来細胞の走化能に与える
影響 
次に、テトラサイクリン誘導性 HIF-3α過剰
発現 HEK293 細胞を作製し、その細胞特性を
増殖、遊走・分化、細胞死の観点から調べた。
HIF-3αの過剰発現は細胞増殖やアポトーシ
スに影響を与えなかった一方で、scratch 
assay 法によって低酸素環境における細胞の
走化性獲得を有意に抑制することが明らか
となった。そこで、過去に HIF-1 標的遺伝子
として報告され、細胞走化能に関与すると考
えられた遺伝子群に標的を絞り、その発現プ
ロファイルを可及的網羅的に調べたところ、
HIF-3 の過剰発現が lysyl oxidase (LOX) や
LOX-like2 (LOXL2) の低酸素発現誘導を選択
的かつ最も顕著に抑制することが明らかと
なった。 
 
HIF-3 は腎線維化機構としての EMT に拮抗す
る 
HIF-3αの過剰発現は既知の HIF-1 標的遺伝
子のうち、lysyl oxidase (LOX) の低酸素誘
導を選択的に抑制することと、腫瘍上皮細胞
を用いた過去のLOX機能解析の結果より、LOX
は腫瘍の増殖・転移に重要な上皮・間葉形質
転換 (EMT) を促進する因子であることから、
「尿細管上皮細胞において低酸素依存性に
発現する HIF-3 が、腎線維化の一機序と考え
られているEMTに拮抗する因子として機能す
る」との仮説が成り立ち、これを検証した。 
同目的のため、培養近位尿細管細胞(HK-2)を
使用し、レトロウイルス法による遺伝子導入
を用いて HIF-3α過剰発現株を作成した。同



株に対し、低酸素環境下での尿細管上皮マー
カーの消失、上皮走化能獲得、および細胞外
器質タンパクの発現を調べ、HIF-3 が尿細管
細胞の低酸素誘導EMTに果たす役割を総合的
に評価した。HIF-3α過剰発現株において、
低酸素による E-カドヘリンの消失はより軽
度であり、細胞走化能獲得は抑制され、
fibronectin などの細胞外器質発現も軽度と
なることが確認された。さらにこれらの形質
の変化は、siRNA 法による HIF-3αのノック
ダウン実験系によっても実証された。以上の
結果により、尿細管上皮に発現するHIF-3は、
低酸素によってもたらされるEMTに拮抗する
因子であると考えられた。 
 
ラット腎線維化モデルにおける HIF-3α発現 
最後に、各種腎線維化モデルにおける HIF-3
αの発現を免疫組織化学法により検討した。
HIF-3αタンパクは片側尿管結紮(UUO)モデ
ルや虚血・再灌流障害長期観察モデルなど、
間質の線維化を特徴とする尿細管間質障害
モデルにおいて強く発現することが明らか
となった。 
 
以上の研究により、尿細管上皮細胞において、
HIF-3 を介する低酸素遺伝子発現の調節機構
は腎線維化を抑制する重要な決定因子であ
ることが明らかとなった。 
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