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研究成果の概要（和文）：「酸化ストレス増加によるβ-catenin/FOXO複合体形成増加が線維形成性サイトカイン分泌
を増加させる」との仮説を立て、検証した。ヒト培養尿細管上皮細胞を、活性酸素存在下でWnt3a刺激を行い、G2/M期
で誘導される線維形成性サイトカイン発現を検討した。酸化ストレスによるG2/M期誘導機序も検討した。活性酸素存在
下ではWnt刺激によるG2/M期への細胞誘導が増加した。また、GADD45aなどG2/M期細胞特有遺伝子発現が増加した。この
G2/M期細胞ではCTGFの発現が増加していた。酸化ストレスは細胞のG2/M期での細胞周期停止と引き続く線維形成性サイ
トカイン分泌を増加させる。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that oxidative stress-dependent β-catenin signaling could 
promote renal fibrosis by leading to cell cycle arrest at the G2/M phase in tubular epithelial cells. In 
vitro experiment, we examined whether the profibrotic cytokine expression at the G2/M phase is increased 
by Wnt3a stimulation with oxidative stress in human proximal tubule epithelial cells. In vitro, cell 
cycle arrest in G2/M phase was increased by the Wnt stimulation under the presence of hydrogen peroxide. 
In addition, Wnt3a with hydrogen peroxide also increased growth arrest and DNA-damage-inducible protein 
45a and cyclin G2 genes with increase of β-catenin/FOXO complex. In the G2/M phase cells, transforming 
growth factor (TGF)-β and connective tissue growth factor (CTGF) expressions were increased. Oxidative 
stress with Wnt stimulation induces G2/M cell cycle arrest and increases profibrotic cytokine production. 
Reduction of the oxidative stress could ameliorate the renal fibrosis.

研究分野： 腎臓
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病が進行すると、その原因疾患に
よらず腎臓の線維化を来たす。腎線維化進行
とともに腎機能の回復は困難となり、腎機能
低下が進行する原因となる。近年の報告で、
急性腎障害後の腎線維化モデルを用い、尿細
管上皮細胞の細胞周期が G2/M 期で停止する
ことと腎線維化進行とに関連があることが
明らかとされた。しかしながら、腎線維化過
程で「尿細管細胞が G2/M 期で細胞周期が停
止する機序」に関しては今のところ報告がな
く不明である。 
 Wnt シグナル経路はさまざまな細胞の増殖、
分化、極性などを制御している。腎臓におい
ても腎線維化時に Wnt が増加していること、
Wnt 抑制により線維化が抑制さることなどが
報告されている。 
 Wnt の結合により β-cateni が増加する。増
加した β-catenin は核内へ移動して通常転写
因子 T-cell factor (TCF) と結合して標的遺伝
子の転写を活性化させる。しかし、β-catenin
は、酸化的ストレスに応答して FOXO の転写
活性を増進させる作用も報告されている。
FOXO の標的遺伝子には、GADD45、cyclin G2
などの G2/M 期に細胞を誘導する遺伝子が多
く含まれる。すなわち、酸化ストレス条件下
では β-catenin による、FOXO を介したシグナ
ル伝達が優位となり、TCF を介したシグナル
伝達を抑制し、細胞周期の進行を抑制し、
G2/M 期に細胞を誘導している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
一連の研究の学術的背景に基づき、「尿細管
細胞が G2/M 期で細胞周期が停止する機序」
に関して「酸化ストレス増加による
β-catenin/FOXO 複合体形成増加」が関与して
いると考え、「腎尿細管細胞のWnt/β-catenin
シグナル活性化に対する酸化ストレス制御
は線維化進展に対する新たな治療法開発の
標的となる」との仮説を立てるに至った。本
仮説検証のため、具体的には以下の項目の解
明を目的に本研究を行った。I. 酸化ストレス
変化によるWnt/β-catenin シグナル活性化後
の遺伝子発現変化と G2/M 期誘導細胞の線維
化促進因子発現変化を明らかとする。II. マウ
ス腎線維化モデルでの酸化ストレス変化に
対するWnt/β-catenin シグナル伝達系変化と
腎線維化の関連を明らかとする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト培養尿細管上皮細胞を用いた。活性
酸素存在下において、LiClでWnt刺激を行い、
G2/M 期へ細胞誘導された細胞の比率を
FACS にて検討した。また、G2/M 期細胞では
線維形成性サイトカインの TGF-β、CTGF の
mRNA 発現が増加するのかを検討した。また、
酸化ストレスによる FOXO のリン酸化、
β-catenin/FOXO 複合体形成も Western-blot で
検討した。 
 

(2) 自然発症ネフローゼモデルマウスである
ICGN を用いた。5 週齢 ICGN マウスに抗酸化
剤として Tempol を 10 週間飲水投与し、腎尿
細管の G2/M 期細胞、組織線維化を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 活性酸素存在下では活性酸素非存在下と
比較し、β-catenin/FOXO3a 複合体が増加した。
酸化ストレス条件下では FOXO3aと β-catenin
は複合体形成が増加していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、ルシフェラーゼ・レポーターアッセイ
で転写因子活性を測定したところ、活性酸素
存在下では β-catenin/TCF シグナルから、
β-catenin/FOXO シグナルへのスイッチングが
生じていた。添加する活性酸素産生量の増加
と共に、β-catenin/TCF により誘導されるシグ
ナルは減弱し、β-catenin/FOXO により誘導さ
れるシグナルは増強していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
活性酸素存在下では活性酸素非存在下と比
較し、Wnt 刺激による G2/M 期への細胞誘導
が増加した。FACS で細胞周期を計測すると、
活性酸素存在下では48時間後のG2/M期細胞
比率が 29.3%と活性酸素非存在下の 16.1%都
比較して有意に高値を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



G2/M 期細胞特有蛋白 GADD45a の遺伝子発
現も、活性酸素存在下では活性酸素非存在下
と比較し、増加していた。この G2/M 期細胞
では CTGF の発現も増加していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Tempol 投与 ICGN マウスでは腎組織線維
化が軽減していた。線維化指数は 2.5 から 1.8
に低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
尿 細 管 の G2/M 期 細 胞 数 に 比 例 す る
phosho-Histon H3 の比率は、ICGN マウスに比
較し、Tempol 投与 ICGN マウスで有意に減少
していた。CTGF 発現も Tempol 投与 ICGN マ
ウスで低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
酸化ストレスは細胞の G2/M 期での細胞周期
停止と引き続く線維形成性サイトカイン分
泌を増加させる。臨床的に、酸化ストレスの
軽減が腎の線維化を軽減させる可能性があ
る。 
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