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研究成果の概要（和文）：DNA修復応答機構は、電離放射線、紫外線や酸化ストレスなど細胞内外からの刺激により生
じたDNA損傷を修復し、ゲノムの恒常性を保つために重要であるが、近年は、老化や動脈硬化との関連も報告され、病
態形成への影響が示唆されている。本研究では、マウス腎臓線維化モデルを用いて、線維化病変部ではDNA二重鎖切断
の指標であるリン酸化H2AXが増加することを明らかにした。さらにヒストンH2AX欠損マウスでは、腎間質線維化病変が
減少することを見出し、DNA損傷修復機構で活性化されるヒストンH2AXが、線維化形成に促進的に作用している可能性
が示された。

研究成果の概要（英文）：The DNA damage response is important for genome stability and cell survival. 
Recently, it has been reported that association between DNA damage response and aging and 
arteriosclerosis. These DNA damage are may play a role of process of aging associated disease. We found 
that phosphorylation of histone H2AX, one of the sensitive marker of DNA double strand breaks, is 
increased in fibrosis region in mouse model. Furthermore, Histone H2AX knockout mice significantly 
reduced fibrosis region after UUO. These findings suggested that the histone H2AX activation may have 
potential role of pro-fibrotic pathways.

研究分野：医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
生体は、DNA 損傷に対し、ゲノムの安定性
を保つため、様々な DNA 修復機構を持つ。
加齢や糖尿病では、増加した内因性の酸化
ストレスは、DNA 損傷をおこすとともに、
組織の線維化や臓器機能不全を導くと考え
られるが、実際にそれを示すデータはほと
んどない。近年のヒストン H2AX のリン酸化
を指標とした DNA 二重鎖切断部の高感度検
出法の発達によって、わずかな DNA 損傷に
対して可視化と定量化ができるようになっ
た。さらに、加齢や高血圧において、ヒト
末梢血単核球での DNA 二重鎖切断が増加す
ることが報告されており、DNA 損傷・修復
機構による病態形成への関わりが考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
マウス腎尿細管間質線維化モデルを用いて、
DNA 損傷・修復因子の腎間質線維化形成へ
の役割を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)腎間質線維化部位における DNA 損傷と
修復遺伝子の発現 
8 週令の C57/Bl6 マウスを用いて、片側尿
細 管 結 紮 術 （ Unilateral ureteral 
obstruction; UUO）による尿細管間質腎線
維化モデルを作製し、7日後と 14 日後に腎
臓を摘出した。腎組織は、ブアン液固定し
パラフィン包埋した。線維化の程度は、シ
リウスレッド染色と collagen type III 染
色にて評価した。DNA 損傷の程度は、リン
酸化ヒストン H2AX の免疫染色と Western 
Blotting による定量的評価を行なった。 
 (2)UUO による腎間質線維化へのヒストン
H2AX の影響 
8 週令の H2AX(+/+) 、 H2AX(+/-) および
H2AX(-/-)の 3 群(n=3～6)のマウスを用い
て、UUO による尿細管間質腎線維化モデル
を作製し、免疫染色により線維化の程度を
評価した。また、マクロファージマーカー
F4/80 を用いて炎症性細胞の浸潤の程度を
検討した。 
 
４．研究成果 
(1)腎間質線維化病変における DNA 損傷と
修復機構の活性化 
C57BL/6 を用いて、UUO により腎線維化病変
を誘導し、 線維化病変と DNA 修復関連因子
の発現を調べた。図 1に示すように、術後
7 日目の UUO 腎では健側腎と比べて、線維
化病変の増加(Sirius Red)と DNA 損傷の指
標となるリン酸化ヒストン H2AX(H2AX)と
p53 の増加を認めた。 
 
 
 
 
 

 
図 1. マウス腎組織におけるリン酸化
ヒストン H2AX と p53 の発現 

 
さらに、図 2 に示すようにH2AX の蛋白定
量的評価をWestern Blottingにて行ったと
ころ、UUO 腎において有意な増加を認めた。 
 

 
図 2.UUO術後日目のマウス腎組織にお
けるH2AX の増加。 


２ヒストンH2AXの UUOによる腎間質線維
化への影響 
UUO施行後7日目と14日目に腎臓を摘出し、
腎間質線維化病変の程度を collagen type 
III に対する免疫組織学的検査を行ない検
討した。 図 3 と図 4 に示すように、
H2AX(+/-)と H2AX(-/-)では、H2AX(+/+)の
マウスと比べて、有意な線維化量の減少が
認められた。 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
図 3.ヒストン H2AX の低下による腎間質線維
化の抑制 

 
図 4．野生型マウス(+/+)とヒストン H2AX 遺伝子
欠損マウス(+/-,-/-)のマウス腎組織にお
ける免疫組織学的検査による Collagen III 
陽性部分の定量的評価   
 
 
さらに、これらの腎組織より RNA を抽出し、
Real time PCR を行ない、collagen type III
の mRNA の発現量を検討した。図 5 に示すよ
うに collagen type III の遺伝子発現レベ
ルも、免疫学的検査の結果と同様に、
H2AX(+/-)と H2AX(-/-)では、H2AX(+/+)の
マウスと比べて、有意な減少が認められた。
また、Collagen Type I の mRNA の発現量も
同様に低下していた。さらに、筋線維芽細
胞のマーカーである Vimentin とSMA の発
現量を検討しところ、UUO 腎では上昇を認
め、その程度は、H2AX(+/-)と H2AX(-/-)で
は、H2AX(+/+)のマウスと比べて、減少が認
められた。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
図 5．Real time PCR による collagen type III  
ｍRNA 発現の定量的評価 

 
 
(３) DNA 修復遺伝子 H2AX による炎症性因子
に対する影響 
UUO により誘導された腎間質線維化病変の機
序として、マクロファージなどの炎症性細胞
の浸潤が報告されている。そこで、ヒストン
H2AX 遺伝子改変マウスにおけるマクロファ
ージの浸潤を検討した。図6に示すようにUUO
術後 14 日後の腎間質へのマクロファージの
浸潤の程度は、 H2AX(-/-)マウスでは、
H2AX(+/+)と比べて有意に減少していた。 
 

 
 
図 6. 腎線維化病変部へのマクロファ
ージの浸潤 



 
 
 
以上より、マウス腎間質線維化モデルである
UUO を用いて線維化病変に対する DNA 損傷･
修復機構の関係を検討したところ、線維化病
変部では、リン酸化ヒストン H2AX の発現増
加が認められ、線維化と DNA 損傷が関連する
ことが示唆された。 
さらに活性化されたヒストン H2AX の影響
を検討するため、ヒストン H2AX 遺伝子欠損
マウスを用いた検討では、UUO により誘導し
た腎間質線維化の程度は、ヒストン H2AX の
発現が低下するにつれ、発現量依存的に線維
化病変量の減少を認め、DNA 損傷・修復遺伝
子であるヒストン H2AX の低下は、線維化抑
制に働くと考えられた。また、ヒストン H2AX
の低下による線維化抑制の機序として、マク
ロファージの浸潤抑制を認めたことより、炎
症を介した機序が考えられ、ヒストン H2AX
の活性化は、線維化病変部における炎症性経
路に関与する可能性が示唆された。 
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