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研究成果の概要（和文）： 最近申請者は腎糸球体ポドサイトにおけるKLF4を介したエピゲノム調節とレニンア
ンジオテンシン阻害薬の持続的蛋白尿抑制効果との関連性について報告した（JCI2014, KI 2015）が本研究では
エピゲノム変化形成にDNA損傷修復が関与する可能性を見出した。
 本研究の結果、ポドサイトにおけるヒストンアセチル化酵素KAT5を介したDNA修復の生理的重要性が示唆され、
糖尿病性腎症ではKAT5発現低下、DNA損傷増加を認めた。またKAT5発現によりスリット膜分子として重要なネフ
リンのプロモーター領域DNAメチル化低下と同領域での二本鎖DNA損傷マーカーγH2AX低下を認めた。

研究成果の概要（英文）： Recently we have reported the association of KLF4-mediated epigenetic 
regulation in glomerular podocytes with sustained regression of proteinuria by renin-angiotensin 
system (RAS) inhibitors (JCI 2014, KI 2015). This study revealed that the epigenetic alteration in 
chronic kidney disease (CKD) was partly associated with impaired DNA damage repair in podocytes. 
Histone acetyltransferase KAT5 plays an essential role of DNA double strand break (DSB) repair in 
podocytes with physiological conditions, which is decreased in diabetic nephropathy. KAT5 expression
 caused decreased DNA methylation and decreased DNA DSBs in the same nephrin promoter region (Cell 
Rep 2019). This study indicates a novel concept that an environment of DNA damage repair, such as 
decreased KAT5 expression in diabetic podocytes, may cause altered DNA methylation. Further study is
 necessary to investigate the relationship between RAS activation and DNA damage repair.

研究分野：腎臓・高血圧
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 近年、エピゲノム変化と様々な疾患の関連が報告されており、慢性腎臓病との関連も多数報告されている。申
請者はこれまで慢性腎臓病病態におけるエピゲノム変化の関連について特に糸球体ポドサイトに注目して検討し
てきたが、エピゲノム変化形成プロセスは不明な点が多かった。本研究の結果KAT5を介したDNA修復がポドサイ
ト維持に必須であり、糖尿病性腎症におけるDNAメチル化変化形成に関与している可能性が明らかとなった。本
結果は、DNA損傷修復環境がエピゲノム変化形成に関与している可能性を示唆しており、腎臓のDNA損傷修復環境
の制御因子が新たな腎臓病治療標的となる可能性があり学術的・社会的意義が大きいと考える。
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１．研究開始当初の背景 
 
臨床的に、糖尿病、脂質異常症、高血圧など血管リスクに対する薬物介入試験において、
治療による臓器環境の一過性の是正が、試験終了後も心血管イベントの発生に長く影響を
残すことが経験され、「記憶（メモリー）効果」あるいは「遺産（レガシー）効果」と呼ば
れている。これまで申請者らは、レニンアンジオテンシン系（RAS）抑制薬の高血圧や動脈
硬化、慢性腎臓病（CKD）に対する持続的効果、すなわち「メモリー効果」について検討し
てきた（Ishiguro and Hayashi, et al. Hypertension. 2009, Hayashi, et al. Kidney Int. 
2010, Hayashi, et al. J Atheroscler Thromb. 2012）。 
 CKD の尿蛋白に対して認められた RAS 抑制薬による持続的効果の機序を検討する過程に
おいて、我々は尿蛋白バリアにおいて重要である糸球体上皮細胞（ポドサイト）に発現す
る転写因子 Kruppel-like Factor 4 (KLF4)に着目し検討を行い、KLF4 はポドサイト形質制
御遺伝子をエピジェネティックな機序を介して調節していることが明らかとなった
（Hayashi, et al. J Clin Invest. 2014）。更に、RAS 阻害薬による尿蛋白抑制効果に一
部 KLF4 を介したエピジェネティックな機序が関与していることを報告した（Hayashi, et 
al. Kidney Int. 2015）。しかし CKD において、RAS の亢進による KLF4 低下がどのように
して DNA メチル化の変化に関与するのか、DNA メチル化等のエピゲノム変化は、KLF4 低下
以外にどのような機序で惹起されるのかについては、ほとんど不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究においては、腎糸球体ポドサイトにおいて、RAS の亢進による KLF4 低下がど
のようにして DNA メチル化の変化に関与するのか、DNA メチル化等のエピゲノム変化は、
KLF4 低下以外にどのような機序で惹起されるのか、その分子機序を検討することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
KLF4 低下による DNA メチル化亢進の機序を検討するため、KLF4 と共役した働く因子として、
ヒストンアセチル化酵素 KAT5（Lysine acetyltransferase 5, Tip60）に着目した。KAT5 は KLF4
と共役して働くという報告があり（Nucleic Acid Res, 2007）、DNMT1 の分解に関与する可能性
が示唆されていたこと（Sci Signal. 2010）からその関与について検討することとした。更に
KAT5 が二本鎖 DNA 損傷（DSB）修復に関与すること、既報で DSB により DNA メチル化が惹起さ
れることが報告されていた（PLoS Genent, 2007, 2008）ことから、ポドサイトにおける KAT5
を介した DNA 損傷修復とエピゲノム変化について検討を進めた。 
（１）ポドサイト特異的 KAT5 ノックアウトマウス（Podocin-Cre KAT5 fl/fl）およびタモキシ
フェン誘導型ポドサイト特異的 KAT5 ノックアウトマウス（Podocin-CreERT2 KAT5 fl/fl）を用
いた検討 
KAT5 のポドサイトにおける生理的役割を検討するため、ポドサイト特異的 KAT5 ノックアウ
トマウスを作成した。また次に発生段階での関与を除外するため、タモキシフェン誘導型ポド
サイト特異的 KAT5 ノックアウトマウスを作成した。更にヒト培養ポドサイトを用いた in vitro
の検討を行った。 
（２）ヒト糖尿病性腎症腎生検検体およびマウス糖尿病性腎症モデルを用いた検討 
ヒト検体大規模データベース（https://www.nephroseq.org/resource/login.html）を用いて、
各種腎炎で糸球体の KAT5 発現の変動を調べた。またマウスモデルとして STZ 誘発性糖尿病性腎
症モデル、db/db マウスモデルを用いて検討した。更にヒト培養ポドサイトを用いた in vitro
の検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
作成したポドサイト特異的 KAT5 ノックアウト（KO）マウスは著明な尿蛋白、腎不全を呈し 6
週齢前後で死亡した。巣状糸球体硬化症（FSGS）の組織像、ポドサイト数減少、ポドサイトア
ポトーシス増加、ポドサイト DSB 増加、DNA メチル化増加、ポドサイトマーカー発現低下を認
めた。ポドサイトを単離して DNA メチル化に関与する DNA メチル化酵素（DNMT）および DNA 脱
メチル化酵素の発現を検討すると、KO マウスでは DNMT1 および DNMT3B 発現が亢進していた。
誘導型 KOマウスにおいても KAT5 ノックダウン誘導 4週後から著明な蛋白尿を呈し、KAT5 を介
した DSB 修復はポドサイト維持に必須であることが示唆された。またヒト培養ポドサイトで
KAT5 をノックダウンすると、DSB を示唆するγH2AX の増加、染色体分析で DNA 損傷増加、DNA



メチル化亢進を認めた。 
データベース（Nephroseq）を用いた検索の結果、糖尿病性腎症で有意に KAT5 発現が低下し
ており、腎生検検体を用いた免疫蛍光染色により糖尿病性腎症における KAT5 発現低下が示唆さ
れた。また糖尿病性腎症マウスにおいてポドサイト KAT5 低下を認め、遺伝子導入により低下し
た KAT5 を補充すると尿アルブミン改善、ポドサイト DSB 改善を認めた。また in vitro の検討
により（１）高糖条件でポドサイト DSB は増加した（２）UV照射によりポドサイト DSB および
KAT5 発現は増加するが、高糖により惹起されたポドサイト DSB では KAT5 は増加せず有意な低
下を認めた（３）ポドサイトにおいて重要なスリット膜分子であるネフリンのプロモーター領
域の同一部位において、KAT5 発現により DSB 低下を示唆するγH2AX の低下と DNMT1 および
DNMT3B 結合の低下、DNA メチル化低下が認められた。 
以上から、高糖は KAT5 発現を負に調節しており、ポドサイトにおいて高糖に伴う DNA 損傷増
加と修復因子 KAT5 低下が、一部 DNA メチル化亢進によるポドサイト形質遺伝子発現の低下、ポ
ドサイト形質の変化を介して糖尿病性腎症の病態に関与していることが示唆された。すなわち
糖尿病性腎症においてはKAT5低下というDNA損傷修復環境がDNAメチル化の変化を惹起してい
る可能性が明らかになった。 
本研究では当初、DNMT1 と KLF4 との関連性から KAT5 に着目したが、研究を進める中でポド
サイトの DNA 損傷修復機構における重要性が新たに明らかとなった。そのため当初想定したレ
ニンアンジオテンシン系との関連についての検討は、研究機関内に十分行うことができなかっ
たが、アンジオテンシン IIやアルドステロンは DNA 損傷を惹起することが報告されており、今
後、RAS と DNA 損傷修復環境、エピゲノム変化との関連性についても検討を要すると考える。 
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