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研究成果の概要（和文）：　我々は本研究において、転写因子KLF4がポドサイト形質制御遺伝子をエピジェネティック
な機序を介して調節していることを報告した（Hayashi, et al. J Clin Invest. 2014）。更に、慢性腎臓病（CKD)に
おいて重要なレニンアンジオテンシン系（RAS)を阻害することによる尿蛋白抑制効果に、一部KLF4を介したエピジェネ
ティックな機序が関与していることを報告した（Hayashi, et al. Kidney Int. 2015）。以上の成果は、臨床的に汎用
されているRAS阻害薬の新たな作用機序の存在を示唆しており、新たなCKD治療の開発につながる可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：We have shown that transcription factor Kruppel-like factor 4 (KLF4) modulates 
podocyte epigenome and attenuates proteinuria（Hayashi, et al. J Clin Invest. 2014). Moreover, we 
demonstrated that renin-angiotensin system (RAS) blockade reset podocyte epigenome through KLF4 in 
part（Hayashi, et al. Kidney Int. 2015). These results provide a new concept that RAS blockade can exert 
therapeutic effects through epigenetic modulation of the kidney gene expression, and suggest a novel 
therapeutic approach for treatment of proteinuric kidney diseases.
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者らは、レニンアンジオテン

シン系（RAS）抑制薬の高血圧や動脈硬化、
慢性腎臓病（CKD）に対する持続的効果、す
なわち「メモリー効果」について検討してき
た （ Ishiguro and Hayashi, et al. 
Hypertension. 2009, Hayashi, et al. Kidney 
Int. 2010, Hayashi, et al. J Atheroscler 
Thromb. 2012）。このメモリー効果を担う機
序として、高血圧発症・持続においては腎細
動脈のリモデリングが関与しており、一過性
の RAS 阻害が腎細動脈の構造変化として「記
憶」され、持続的に血圧を抑制する現象を報
告してきた。一方 CKD の尿蛋白に対して認め
られたRAS抑制薬による持続的効果の機序を
検討する過程において、我々は尿蛋白バリア
において重要である糸球体上皮細胞（ポドサ
イト）に発現する転写因子 Kruppel-like 
Factor 4 (KLF4)に着目し検討を行った。そ
の結果、KLF4 が慢性腎臓病の病態において重
要である可能性が考えられ、エピジェネティ
ック調節を介してポドサイトの形態と機能
調節を行っている可能性が初めて示唆され
た。 
 
２．研究の目的 
 以上の結果を踏まえて、本研究においては、
（１）KLF4 ポドサイト特異的ノックアウトマ
ウスを作成し、腎臓における KLF4 の生理的
役割を明らかにすること 
（２）KLF4 によるエピジェネティックな遺伝
子調節機構を検討し、ポドサイトの形質と機
能調節を明確にすること 
（３）KLF4 遺伝子導入による in situ での傷
害ポドサイト再生療法を検討し、新たな蛋白
尿治療法を開発することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ポドサイト特異的 KLF4 ノックアウトマ

ウス(KO)を作成し、腎臓におけるフェノ
タイプの解析を行った。尿アルブミン測
定、腎臓 PAS 染色、蛍光免疫染色、RT-PCR、
ウエスタンブロットにより、ポドサイト
形質を制御する分子の発現を、野生型
(WT)と比較した。さらに KO マウスにアド
リアマイシン腎症を惹起した場合につい
ても同様に、WT マウスと比較検討を行っ
た。 

(2) KLF4過剰発現ポドサイトを用いて網羅的
DNA メチル化解析を行い、コントロール
ポドサイトと比較した結果、遺伝子特異
的なプロモーター領域のメチル化変化が
認められたため、ポドサイトの上皮形質
遺伝子としてネフリン、傷害時上昇する

間葉系遺伝子としてビメンチンの遺伝子
プロモーター領域の DNA メチル化、ヒス
トン修飾状態について検討した。 

(3) KLF4発現プラスミドを尾静脈から急速静
注して腎臓に導入するという既報の手法
を用いて、KLF4 を腎臓に発現させること
で、アドリアマイシン腎症、糖尿病性腎
症などポドサイトで KLF4 発現低下が認
められた腎症モデルにおいて、尿アルブ
ミンや組織所見の改善効果が認められる
か否かを検討した。 

 
４．研究成果 
 
研究の主な成果 
(1) ポドサイト特異的 KLF4 ノックアウトマ

ウスにおいては、WT と比較して明らかな
フェノタイプの変化は認めなかったが、
アドリアマイシン腎症を発症させると、
WTに比して尿アルブミンの有意な上昇が
認められた。ベースラインでフェノタイ
プの変化が認められなかった理由の一つ
として、ポドサイトにおける KLF15 の発
現が相補的に作用していることが示唆さ
れた。 

(2) KLF4 過剰発現により、ネフリンプロモー
ター領域の DNA メチル化は低下し、ビメ
ンチンにおいては逆に上昇しており、遺
伝子発現を調節している可能性が示唆さ
れた。さらにネフリンプロモーター領域
では、KLF4 発現により DNA メチル化酵素
である DNMT1 結合の低下、ヒストン H3K9
アセチル化の上昇が認められた。 

(3) KLF4 遺伝子導入により、アドリアマイシ
ン腎症、糖尿病性腎症モデルにおいて尿
アルブミンの有意な改善を認めた。 

 
以上の本研究における成果、および本研究

開始前の成果を合わせ、KLF4 はポドサイト形
質制御遺伝子をエピジェネティックな機序
を介して調節していることを報告した
（Hayashi, et al. J Clin Invest. 2014）。
我々の検討において、KLF4 によるポドサイト
遺伝子のエピジェネティックな変化は遺伝
子特異的に認められた。このように、KLF4 に
より DNMT1結合やヒストン修飾状態が遺伝子
特異的に変化する詳細な分子機序について
は未だ明らかではないが、KLF4 の転写因子と
しての特性が重要な役割を果たしている可
能性が示唆される。 
更に我々は、CKD 発症・進展において重要

な役割を果たしているレニンアンジオテン
シン系を阻害することによる尿蛋白抑制効
果に、一部 KLF4 を介したエピジェネティッ
クな機序が関与していることを報告した
（ Hayashi, et al. Kidney Int. 2015, 
Comments in Kidney Int. 2015）。 
以上から、転写因子 KLF4 を介した遺伝子



特異的なエピジェネティック調節機構が、ポ
ドサイト形質を制御している可能性が示唆
された。ポドサイトのエピゲノム調節に注目
した研究は当研究室以外ではほとんどなく、
更に、臨床的に高血圧や尿蛋白治療に汎用さ
れているアンジオテンシン阻害薬の新たな
作用機序の存在を示唆する結果であり、今後、
新たなCKD治療の開発につながる可能性が期
待される。 
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