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研究成果の概要（和文）：in vivo における腎臓でのエピジェネティックな変化の機能的意義を明らかにするため、臓
器レベルでの ChIP-seq を行うための条件検討を行った。laser capture microdissection によるPAT-ChIP を検討し
たが、RNA の quality が ChIP に耐える十分良質な状態の採取ができず、最終的に臓器レベルで whole の ChIP を行
い、腎臓の大半を占める尿細管を対象とすることにした。モデル動物としては、虚血再還流後急性腎障害の後で長期的
に進展する腎線維化モデルを使用し、ヒストン修飾を調節する化合物を用いて線維化の状態に変化が起こることを見出
した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate a pathogenic role of epigenetic changes in the kidney in vivo, we 
tried to optimize experimental conditions to perform ChIP-seq of organs. We attempted to perform PAT-ChIP 
utilizing laser capture microdissection. However, we could not obtain RNA with the quality high enough 
for ChIP analysis. We finally decided to perform ChIP of the whole kidney with expectation that the 
results should reflect change of the tubules, which comprise most of the kidney. We employed a kidney 
fibrosis model that develops long after transient acute kidney injury by ischemia/reperfusion. We found 
that fibrotic conditions alter by treatment of compounds that regulate histone modifications.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
腎臓病の進行には、尿細管間質の低酸素

状態が深く関与しており、これまで低酸素
誘導転写因子 hypoxia-inducible factor 
(HIF) による遺伝子発現の転写調節につい
て活発な研究が行われてきた。しかしなが
ら、HIF の活性化は基本的には慢性的な障
害に対して保護的に働くにも関わらず、条
件によっては障害を促進させる場合があり、
その詳細な作用機序を新しい切り口で解析
することが喫緊の課題であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、低酸素による慢性腎臓病 

CKD 進行機転に関する研究を、従来のゲノ
ムの観点から、長期的な影響を制御するエ
ピゲノムに新展開させ、次世代高速シーク
エンサーを用いて低酸素応答に伴うヒスト
ン修飾の変化を網羅的かつ定量的に解析す
ることを目的とした。これにより腎臓にお
ける低酸素によるエピゲノミックな転写制
御の詳細の理解を深め、HIF 活性化による
context dependent な効果を読み解くこと
が可能になり、CKD 進行と腎臓の線維化の
病態解明および新規治療ターゲットの同定
に新天地を開くことを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
腎臓の低酸素進行において、障害の進行

の主座となる尿細管細胞と、酸素分圧の変
化を直接受ける血管内皮細胞の解析を、培
養細胞を用いて行う。これまで抗体などに
関する使用経験の蓄積があるヒト血管内皮
細胞(HUVEC)を用い、通常酸素分圧と低酸素
条件で細胞を培養し、マイクロアレイによ
り遺伝子の発現変動を、特にヒストン修飾
蛋白に注目して経時的に解析する。ヒスト
ン修飾については、代表的な active mark 
である H3K4me3 、 enhancer mark である
H3K4me1、active enhancer mark である
H3K27ac、suppressive mark であるH3K9me2、
H3K9me3、silent mark であるH3K27me3 を
調べる。 
次に、クロマチン免疫沈降により濃縮し

たＤＮＡ断片を用い、Illumina Genome 
Analyzer システムを用いてChIP-seq をす
ることによりゲノムワイドな解析を行う。
これにより、HIFの結合とヒストン修飾の解
析を定量的に高感度かつ精密に行うことが
できる。特に細胞保護および線維化に関与
する分子の HIF 結合領域の周辺の変化に
注目し、遺伝子発現調節に重要と思われる
低酸素誘導性のヒストン修飾を同定する。
対象とする分子の絞込みには、これまで
我々の蓄積してきた慢性低酸素状態の腎臓
のtranscriptome、proteome、siRNA library 
screening などのデータベースと比較する
ことにより、特に機能的に重要性が高いと

思われる候補を絞り込んで解析を進める。
機能的に重要と思われる低酸素誘導性のヒ
ストン修飾蛋白を同定した後に、そのヒス
トン調節蛋白の機能的意義を明らかにする。 
 並行して、実験動物の腎臓におけるヒス
トン修飾蛋白の発現変動を解析する。
laser-capture microdissection を利用し
た paraffin-embedded pathology ChIP 
(PAT-ChIP) を行い、通常の PAT-ChIP のデ
ータと比較する。更に、線維化の進行につ
いて、エピゲノムの観点からの解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
培養血管内皮細胞を低酸素で刺激し、ヒ

ストン修飾蛋白の発現変動を解析し、その
変動に相当するヒストン修飾の変化を 
ChIP-seq でゲノムワイドに解析し、種々
の分子の hypoxia inducible factor (HIF) 
結合領域周辺の変化に注目して解析を進め
た。なかでも低酸素状態で嫌気的解糖を助
ける glucose transporter 3 (SLC2A3) に
おいては、低酸素に伴って HIF 依存性に発
現が上昇する KDM3A により抑制性ヒス
トン修飾の脱メチル化が起こり、更にクロ
モゾームの高次構造の変化が起こることに
より、低酸素での発現上昇が起こることが
分かった。 
また、低酸素状態の腎臓で最もシグナル

・ ノ イ ズ 比 よ く 発 現 が 増 加 す る 
angiopoietin like 4 (ANGPTL4) のエピゲ
ノミックな発現調節と、それにともなうク
ロマチン高次構造の変化を解明した。 
更に、この研究の過程で低酸素状態で 

HIF が結合する分子のうち新規 HIF タ
ーゲット分子として sperm-associated 
antigen 4 (SPAG4) を同定した。癌細胞の
生存には低酸素に対する抵抗性が重要であ
ることが知られているが、SPAG4 は通常
の腎臓ではあまり発現がみられないが腎細
胞癌では高発現し、SPAG4 の高発現は腎
細胞癌の予後と相関し、更に SPAG4 は細
胞質分裂の時に intercellular bridge に局
在して分裂を調節する役割を果たしている
ことを示した。 
一 方 、 抗 癌 剤 と し て 使 用 さ れ る 

anthracycline 系の薬剤は HIF の抑制作
用があり、これが抗癌剤としての効果の一
端をになっているものの、その副作用とし
ての心不全の発症にも寄与していることを
示した。 
慢性腎臓病では低酸素が末期腎不全への 

final common pathway となっている。本
来そのような腎臓では、HIF が低酸素に対
する防御機構として発動するべきであるが
、尿毒素によって HIF と co-factor であ
る p300 との結合が阻害され、尿毒症状態
ではヒストンのアセチル化が減弱すること
により十分な生体防御作用を発揮できない
ことを示した。この尿毒症状態での HIF 



target 分子のヒストンアセチル化減弱は、
腎性貧血の主因である EPO 産生低下に関
与している可能性があるが、同時に腎臓病
で起こる小胞体ストレスが抑制性転写調節
因子 ATF4 を介して EPO 発現を抑制し
、腎性貧血の増悪に関与することも判明し
た。 

laser capture microdissection による
PAT-ChIP の検討では、RNA の quality 
が ChIP に耐える十分良質な状態の採取
ができず、最終的に臓器レベルで whole 
の ChIP を行い、腎臓の大半を占める尿細
管を対象とすることにした。モデル動物と
しては、虚血再還流後急性腎障害の後で長
期的に進展する腎線維化モデルを使用し、
ヒストン修飾を調節する化合物を用いて線
維化の状態に変化が起こることを見出した。 
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