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研究成果の概要（和文）：　糖尿病には高血圧を合併することが多いがその分子基盤は不明な部分が多い。糖尿病と血
圧異常を呈するモデルで腎臓内エピジェネティック状態に不具合が生じていないかどうか検討した。
　正常マウスの腎臓を近位尿細管とそれ以外の分画にわけて解析し、腎臓内の部位特異的にDNAメチル化状態が異なる
血圧調節因子を複数見出した。つぎに食塩負荷で高血圧を呈する糖尿病マウスdb/dbを用いて高血圧原因候補遺伝子の
メチル化解析を行った。正常マウスと比べ、複数の血圧関連分子にDNAメチル化異常が認められた。mRNAレベルでもそ
れに並行して発現が変化しており、エピジェネティック異常が発現異常の元にあることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：  Diabetes is often complicated with hypertension, but the underlying mechanisms h
ave not been clarified. We investigated whether epigenetic derangement in the kidney underlies hypertensio
n in diabetic model animals.
  Because kidney is composed with multiple cell types, we sorted proximal tubule cells and investigated th
e differential DNA methylation status. In normal mice, DNA methylation of multiple genes including those i
nvolved in blood pressure regulation was selectively demethylated in proximal tubules. In db/db mice, diab
etic mice with salt sensitive hypertension, aberrant DNA methylation and mRNA changes were detected in som
e of the genes related to blood pressure regulation. These results suggest that epigenetic abnormalities m
ay underlie hypertension in diabetes.
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１．研究開始当初の背景 
 エピゲノム制御は酸化ストレスをはじめ
多くの液性因子により影響を受け、数多く
の遺伝子発現に影響を及ぼす。実際、我々
は食塩感受性高血圧の発症、進展に遺伝子
異常にくわえ、腎臓尿細管におけるエピゲ
ノム制御の異常と核内受容体の活性化が関
与することを報告した(Nagase et al Nat 
Med 2008, Shibata et al J Clin Invest 2011, 
Wu et al Nat Med 2011)。また、腎臓では
虚血後の細胞再生、線維化、におけるエピ
ゲノム制御の異常の関与を報告してきた
(Imai et al Stem Cells 2007, Marumo et al 
J Am Soc Nephrol 2008, Marumo et al Am J 
Physiol 2010)。 
 一方、メタボリックシンドロームでは食
塩感受性が高いことがヒトの研究から良く
知られている。エピゲノム異常がメタボリ
ックシンドロームでの食塩感受性の元に存
在する可能性が考えられ、本研究ではモデ
ル動物および培養細胞を用いて検討を加え
た。 
 
２．研究の目的 
 生活習慣病、特に高血圧と糖尿病はその発
症に相互に関連があり、かつ心血管イベント
のリスクとなる疾患の臓器障害進展にエピ
ゲノム制御が共通の基盤となっていること
が考えられた。本研究ではエピジェネティッ
ク機構すなわち、ヒストン修飾並びに、マイ
クロ RNAおよび DNAメチル化が糖尿病性腎症
と食塩感受性高血圧発症において異常をき
たしているかどうか明らかにすることを目
的とした。 
 最初に正常状態でのエピゲノムを明確に
し、疾患によってエピゲノムが変化する疾患
関連遺伝子を明らかにし、その役割を解明す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 正常マウスを用いて食塩感受性や線維化
に関わる遺伝子のエピゲノム状態をまず評
価した。続いて糖尿病腎症モデルマウスとし
て db/db を用い、腎症初期に発現変化する遺
伝子を対象に腎臓全体とともにソーティン
グによって分取した腎臓構成細胞ごとにヒ
ストンアセチル化異常を Western blot 法並
びに DNAメチル化の異常を COBRA 法を用いて
スクリーニングした。 
 さらに、尿細管細胞を培養し、塩分感受性
や線維化反応関連の遺伝子のなかで、ヒスト
ン修飾や DNA メチル化、microRNA によるエピ
ジェネティック制御の対象となっている標
的遺伝子の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）正常マウス腎臓の近位尿細管細胞と遠
位尿細管を含むその他の分画との分別 
エピゲノムは細胞によって異なる。腎臓は多
数の構成細胞からなるため、最も細胞数の多

い近位尿細管細胞とその他の分画に分けて
解析を進めることとした。腎臓を単細胞にわ
けて近位尿細管マーカーで染色したのちに
ソーターを用いて分別を行った。ナトリウム
吸収に関わる NKCC2, NCC, ENaC などの遺伝
子は、その他の分画に含まれる一方 Sglt2 な
どは近位尿細管分画に濃縮されており、分別
がうまくなされていることが確認できた。 
 
（２）腎臓内の部位特異的 DNA メチル化 
分取した分画ごとにDNAメチル化を解析した
ところ、近位尿細管に選択的に脱メチル化し
ている遺伝子や逆に非近位尿細管で脱メチ
ル化しているものも得られた。その中には血
圧を制御することが知られる遺伝子が複数
含まれていた。脱メチル化している遺伝子の
発現をRT-qPCRで調べると高い傾向が認めら
れ、腎臓内でも臓器間と同様に DNA メチル化
が異なり、エピゲノムによる発現の制御がな
されていることが明らかになった。 
 
（３）糖尿病マウスでの異常 DNA メチル化 
近位尿細管分画に着目し、糖尿病モデル
db/db マウスと正常マウスの比較を行った。
その結果、血圧調節に関与が示唆されるもの
をふくめて複数の遺伝子に異常メチル化が
生じ、かつ発現が変化していることが明らか
になった。 
 
（４）培養細胞を用いた検討 
上記で抽出されたエピジェネティック変化
がみられた遺伝子が発現の制御を受けるか
どうかについて、培養細胞を用いて検討を加
えた。HDAC 阻害薬、DNA メチル化阻害薬を加
えると複数の候補遺伝子で発現が変化し、こ
れらの遺伝子はエピゲノム変化が発現変化
に関わっていることが考えられた。 
 
（５）マイクロ RNA についての検討 
高血圧と糖尿病による腎障害は進行すると
いずれも線維化に陥るという共通点がある。
線維化反応をはじめとして腎障害には
microRNA が関わることが明らかになってき
ているが microRNA 標的遺伝子の予測は
microRNA と標的遺伝子 mRNA の配列の不完全
な一致のため困難である。線維化反応へ関わ
る Zeb-2 遺伝子に着目して、特定の遺伝子を
標的とする microRNA を網羅的に同定する新
しい手法を報告した（Oba et al BMC Res Notes 
2013）。 
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