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研究成果の概要（和文）：進行性腎障害の予後規定因子である腎線維化の病変形成に浸潤マクロファージは重要な役割
を果たしているが、浸潤マクロファージの活性化調節機構は未だ不明な点が多い。本研究は腎線維化病変に浸潤するマ
クロファージの低酸素誘導因子-1 (HIF-1)の役割について検討した。マクロファージのHIF-1は腎臓の線維化を抑制す
る方向に働くことがわかったがマクロファージを含め腎全体のHIF-1を抑制すると線維化に対する効果は消失した。こ
れらの結果から、腎線維化病変に存在するHIF-1は細胞種により線維化に対する態度が異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Monocyte/macrophages play an important role in the pathogenesis of renal fibrosis 
that is a main determinant that leads to irreversible loss of renal function in chronic kidney disease. 
However, precise mechanisms by which the activities of infiltrating macrophages are controlled remain to 
be established. Present study was performed to clarify the role of macrophage hypoxia-inducible factor-1 
(HIF-1) in renal fibrosis. We found that macrophage HIF-1 suppresses renal fibrosis but these effects 
were abolished when renal HIF-1 was totally ablated. These results indicate that roles of HIF-1 in renal 
fibrosis were different among cells within the kidney.

研究分野：薬効安全性学
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病において炎症は尿細管間質にお
ける細胞障害と線維化を結びつける重要な
機序であり、とりわけマクロファージは炎
症のプロセスを媒介する主要な浸潤免疫細
胞である。私共は liposome clodronate 投
与や樹状細胞、単球系細胞を選択的に除去
できる遺伝子改変マウスを用いた検討から
循環血由来の樹状細胞以外の単球／マクロ
ファージがこの線維化に重要であることを
明らかにしてきた。病変局所に浸潤したマ
クロファージの機能や表現型炎症局所の微
小環境により変化する。炎症局所は低酸素
環境に晒されていることから、低酸素がマ
クロファージ機能に影響している可能性が
示唆されてきた。低酸素誘導因子HIFは低
酸素で活性化する転写因子で低酸素環境に
対する細胞の適応に重要な役割を果たすこ
とが知られているが、腎線維化病変におけ
るマクロファージ HIF の役割は明かでは
ない。 
２．研究の目的 
腎間質線維化におけるマクロファージHIF-1
の役割を検討する。 
３．研究の方法 
(1) マクロファージ特異的 HIF-1欠損マウ
スを用いた検討 
LysM-Cre HIF-1 flox/flox マウスを用いマ
クロファージ特異的に HIF-1の遺伝子破壊
を行い、マウス一側尿管閉塞モデルを用いて
腎線維化におけるマクロファージ HIF-1の
関与を対照の Cre(-) HIF-1 flox/flox 野生
型マウスと比較検討した。 
(2) 全身性誘導性 HIF-1欠損マウスを用い
た検討 
HIF-1欠損マウスは胚性致死であるため、
ubc-Cre-ERT2 HIF-1 flox/flox マウスを用
いタモキシフェン投与により時期特異的に
全身の HIF-1欠損を誘導し、腎臓全体の
HIF-1の腎線維化における役割を対照の
Cre(-)HIF-1 flox/flox 野生型マウスと比
較検討した。 
４．研究成果 
(1) マクロファージ特異的 HIF-1欠損マウ
スを用いた検討 
①マクロファージHIF-1の除去効率 
マウスの骨髄液を採取し骨髄由来マクロフ
ァージを培養し、低酸素下で培養したところ、
野生型マウスでは HIF-1蛋白は約 6 倍に増
加したが、マクロファージ特異的 HIF-1欠
損マウスでは誘導されなかった。また腎線維
化部位より調製したマクロファージにおけ
る HIF-1遺伝子発現もマクロファージ特異
的HIF-1欠損マウスで約 60％の抑制が認め
られたことから、今回用いたマウスで
HIF-1の蛋白および遺伝子発現がマクロフ
ァージにおいて効果的に抑制されることが
示された。 
②腎間質線維化におけるマクロファージ
HIF-1の役割 

腎臓の線維化の程度をコラーゲン III の免疫
染色で検討した。尿管閉塞によりコラーゲン 
III の陽性面積は著しく増加したが、マクロ
ファージ HIF-1欠損によりさらに増強され
た（図 1）。同様に腎組織におけるコラーゲン
I、コラーゲン IIIの遺伝子発現は尿管閉塞で
著しく亢進したが、マクロファージ HIF-1
欠損により、これらの細胞外基質の発現は増
強された（図 2）。以上の事からマクロファー
ジの HIF-1欠損により腎線維化が増強され
ることが明らかとなった。 
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 図 1．マクロファージ HIF-1欠損の腎線維
化に対する影響（尿管閉塞 7日目） 
 

        
図 2．尿管閉塞に伴う細胞外基質遺伝子発現
の亢進に対するマクロファージ HIF-1欠損
の影響（尿管閉塞 7日目） 
 
③マクロファージ HIF-1欠損による腎線維
化増強に関与する機序の探索 
次に腎組織へ浸潤するマクロファージ数の
増加がマクロファージの HIF-1欠損による
腎線維化の増強効果に関与しているのかを
検討する目的でマクロファージの浸潤度を
F4/80 免疫染色で検討したが、尿管閉塞でマ
クロファージの浸潤は増加するもののマク
ロファージの HIF-1欠損と野生型に差は認
められなかった。従って浸潤マクロファージ
の増加が HIF-1欠損による腎線維化の増強
に関与する可能性はないと考えられた。マク
ロファージは表現形の異なる組織障害性の
M1 マクロファージと組織修復性の M2 マク
ロファージが存在することが知られている。
そこで、腎線維化組織から単離細胞を調製し
マクロファージ表面マーカである CD11b 磁
気ビーズを用い、マクロファージを採取、M1, 
M2 マーカー遺伝子の発現を比較検討したが
HIF-1欠損マクロファージの遺伝子発現は
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野生型と差を認めなかった。またフローサイ
トメトリーを用いて
の違いからも同様に
ジの割合に差がないか検討したが両群間に
差を認めなかった。以上の結果より今回認め
られた
果はM1, M2
説明できないものと考えられた。慢性腎障害
における尿細管障害や尿細管細胞のアポト
ーシスは線維化の程度と相関することが知
られている。そこでマクロファージ
欠損の尿細管障害に対する影響を
した腎組織標本でスコア化し検討した
群に差を認めなかった
ファージによる尿細管障害の程度の差が今
回認められた腎線維化病変の増強を説明出
来ないと考えられた。
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2007)は近位尿細管特異的に HIF-1欠損させ
た実験において尿細管HIF-1がマクロファー
ジの浸潤を増強し腎線維化促進に働くと報
告している。そこで何れの作用が重要か、ま
た腎臓全体でHIF-1を抑制すると腎線維化に
対してどのような影響が認められるのか明
らかにする目的で全ての細胞でタモキシフ
ェン依存性に Cre recombinase を発現する
hif-1lox/lox マウスを用いて、全身性に
HIF-1を欠失させた。図 7に腎組織における
HIF-1遺伝子発現を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図7. 全身性HIF-1欠損マウスの腎における
HIF-1遺伝子発現の抑制 
野生型では閉塞腎で軽度 HIF-1遺伝子発現
が増加するのに対し、全身性 HIF-1欠損マウ
スでは閉塞腎、対側腎ともに HIF-1遺伝子発
現はほぼ完全に抑制されたことから、このモ
デルを用いることで腎臓全体のHIF-1の腎線
維化に対する意義を明らかにすることが可
能である。そこで腎線維化とマクロファージ
浸潤に対する HIF-1遺伝子欠損の影響を検
討した（図 8）。 

 
図8. 全身性HIF-1欠損マウスの腎における
HIF-1遺伝子発現の抑制 
コラーゲンIIIの陽性面積で示される腎線維
化は HIF-1の発現をほぼ完全に抑制した条
件でも同程度であった。また閉塞腎に見られ
るマクロファージの浸潤も HIF-1の抑制で
影響を受けなかった。従って今回用いた腎線
維化モデルではマクロファージのHIF-1は腎
線維化抑制的に働くものの、おそらく他の腎
細胞のHIF-1は逆に線維化促進的に働きトー
タルとしては腎臓のHIF-1の線維化に対する
影響がないことが明らかとなった。近年 HIF
を標的とした治療の臨床開発が進められて
いる中で、今回得られた情報は腎臓の HIF-1
の意義に関する貴重な情報を提供するもの

と考えられる。今後は腎線維化における
HIF-2 の意義について明らかにする必要があ
る。また、今回の研究では HIF-1 を欠損させ
る実験系であったがHIFの活性化の腎線維化
に及ぼす効果についても検討する必要があ
ると思われる。 
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