
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2015～2014

食塩感受性高血圧の発症と持続に関わるエピゲノム異常の解明

Exploration of epigenome abnormalities involved in salt sensitive hypertension

１０１１４１２５研究者番号：

藤田　敏郎（Fujita, Toshiro）

東京大学・先端科学技術研究センター・特任研究員、名誉教授

研究期間：

２６６７０４２６

平成 年 月 日現在２８   ６   ７

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：食塩感受性高血圧にはエピゲノム異常が関わる可能性がある。食塩吸収にかかわる分子の変
化を尿細管ごとに解析した。高血圧を呈する糖尿病マウスでは近位尿細管で、アンジオテンシノーゲン遺伝子にDNAメ
チル化異常が生じていることがわかった(J Am Soc Nephrol 2015)。異常メチル化によって発現が増加したアンジオテ
ンシノーゲンが血圧上昇に関わる可能性がある。
さらに、アンジオテンシンIIによる高血圧モデルでは食塩再吸収に関わるペンドリンの増加がみられた。間在細胞特異
的にEGFPを発現するマウスを作出し、ソーティングで間在細胞を分取しエピゲノム変化の検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：Aberrant epigenome may underlie the pathogenesis of salt sensitive hypertension. 
We analyzed changes in molecules involved in salt reabsorption in a cell-type specific manner. We found 
that the promoter region of angiotensinogen is aberrantly demethylated in the proximal tubules of 
diabetic mice, which develop hypertension (J Am Soc Nephrol 2015). Aberrant demethylation of 
angiotensinogen may lead to persistent activation of salt absorption and/or renal injury.
In addition, we observed that pendrin, a molecule involved in reabsorption of salt, is upregulated in 
hypertension induced by infusion of angiotensin II. We collected intercalated cells from Atp6v1b1-EGFP 
mice by sorting and now investigating the changes in epigenome.

研究分野： 腎臓内分泌内科
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１．研究開始当初の背景 
 若年期の食塩摂取が多いとその後の血圧
が高くなることは古くから知られており
（BMJ 1988, 297,319）、高血圧発症前にアン
ジオテンシン II 受容体拮抗薬を投与すると
その後の高血圧発症を抑制できることが報
告されている (N Engl J Med 2006 TROPHY 試
験)。これらのことは発症以前の環境因子が
何らかの仕組みで体に記憶されてその後に
高血圧が発症に関わることを示している。わ
たしたちは最近、若年 SD ラット片腎摘出モ
デルや Dahl-S ラットを用いて、若年期の食
塩負荷がその後の高血圧と腎障害を強く悪
化させ、鉱質コルチコイド受容体(MR)活性化
と酸化的ストレスの過剰が若年期の記憶形
成に関わることを明らかにした(NDT 2010, 
Am J Physiol 2011, J Hypertens 2012)。 
 エピジェネティクスは塩基配列そのもの
を変えずに、DNA メチル化やヒストン修飾の
変化によって遺伝子発現を制御する機構で
ある。がんや慢性疾患では、加齢、感染、化
学物質などの環境要因がエピジェネティク
ス異常を引き起こすことが知られている
(Nat Genet 2012,43,724)。わたしたちは、
腎臓病におけるエピジェネティクス機構の
意義について、ヒストン脱アセチル化酵素
(HDAC)阻害薬が腎炎モデルマウスの予後を
改善し(Stem Cells 2007)、これがヒストン
修飾変化に基づく抗線維化および抗炎症作
用による(Am J Physiol 2010)ことや、HDAC5
の減少が内因性再生反応に関わる事(J Am 
Soc Nephrol 2008)を見出した。さらに、食
塩感受性高血圧症の発症に、腎臓の HDAC8 活
性の抑制によるヒストン修飾異常が関与す
ることを報告した(Nat Med 2011)。 
 これらの所見に基づき本研究では、食塩感
受性高血圧発症に記憶維持に関わるエピゲ
ノム異常の関与について検討を加えた。 
 
２．研究の目的 
食塩感受性高血圧症では尿細管による食塩
再吸収の異常が生じている。尿細管各部位に
ついて、近位尿細管では Na+/H+交換輸送体
(NHE-3)及び Na+-HCO3 共輸送体(NBCe1)系、
遠位尿細管ではWNK4- Na+-Cl-共輸送体（NCC）
系、遠位尿細管～集合管では Rac1-MR 系及び
上皮性ナトリウムチャネル(ENaC)が Na 再吸
収に重要な働きをしている。これらの分子の
エピジェネティック異常を調べるために、尿
細管を部位毎に単離して、組織特異的に DNA
メチル化・ヒストン修飾および食塩感受性高
血圧に関わる遺伝子発現について検討を加
える。さらに、鉱質コルチコイドの役割を明
らかにするために、副腎摘出した動物を用い
た検討・MR 拮抗薬を用いた検討を行う。以上
の検討から食塩感受性高血圧でみられるエ
ピジェネティック異常とその成立過程を明
らかにする。エピジェネティック異常に基づ
いた高血圧発症メカニズムの解明は、高血圧
の維持の原因に迫ることとなり、高血圧予防

および治癒を目指した治療法開発につなが
るものと期待される。 
 
３．研究の方法 
１）尿細管各分画の分取 
遠位尿細管および集合管の採取法を確立さ
せ、近位尿細管細胞に加え各分画の mRNA、DNA
メチル化の解析を行った。 
２）食塩感受性モデルの尿細管ごとの解析 
 食塩感受性も出る動物から１）で確立した
方法を用いて腎臓尿細管分画を分取し、とく
に血圧調節に関わると思われる Na 輸送関連
遺伝子の発現変化を検討した。引き続き DNA
メチル化変化を COBRA 法で解析し、また腎臓
のヒストンアセチル化、メチル化の変化を
ChIP 法を用いて調べた。 
 変化が認められたものについては、経時
的・細胞種特異的な解析を進め、エピジェネ
ティック異常がヒストン修飾異常からDNAメ
チル化異常へと重層化し、遺伝子発現変化の
固定化にどのようにして関わっているか検
討した。本研究によって明らかにするエピジ
ェネティック異常の重層化過程が、食塩感受
性高血圧症及び腎症の不可逆的障害を説明
する基盤になると期待される。 
３）鉱質コルチコイドの役割の解明 
 食塩感受性高血圧の発症と各分子の変化
に鉱質コルチコイド、アルドステロンが関わ
る可能性について、副腎摘出したマウスを用
いて検討を加えた。 
 
４．研究成果 
１）尿細管各分画の分取 
①近位尿細管 
マウスから Lotus lectin で染色してソータ
ーにより近位尿細管を分取する方法を確立
することができた(Marumo et al J Am Soc 
Nephrol 2015)。本法を用いて分取した近位
尿細管細胞とそのほかの腎臓細胞を比較し
て DNA メチル化を網羅的に解析し、近位尿細
管特異的に脱メチル化している遺伝子を複
数同定した。その中には Sglt2 や HNF4a など
近位尿細管で重要な機能を果たす遺伝子が
複数含まれており、これらの遺伝子は DNA メ
チル化レベルで発現が調節されていると思
われた。 
②集合管・間在細胞 
 同様の手法を用いて Dolicos lectin で染
色し集合管を採取し、集合管のマーカーであ
るAQP2が濃
縮している
ことを確認
した(右図)。 
 血圧の調
節には腎接
合尿細管・
集合管の間
在細胞が重
要な働きを
示すことが



最近明らかになった。そこで間在細胞に Cre 
recombinaseを発現するAtp6v1b1-Creマウス
と、R26R-H2B-EGFP マウス（Riken）を交配し、
間在細胞に
EGFP を発現
するマウス
を作成した。
EGFP により
ソートした
ところ 2～3
×105 個/匹
のEGFP陽性
細胞が安定
して採取さ
れ(右図)、
さ ら に
Pendrin 等
の免疫染色およびqRT-PCRにより間在細胞分
画であることが確認できた(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２）モデル動物での検討 
①近位尿細管 
高血圧を呈することが知られているdb/dbマ
ウスの近位尿細管での高血圧関連分子の検
討を行った。その結果、アンジオテンシノー
ゲンの発現が上昇し、DNA メチル化の脱メチ
ル化が生じていることがわかった。経時的検
討により、アンジオテンシノーゲンのプロー
モータではヒストンアセチル化の増加に引
き続いてDNAが脱メチル化しエピゲノム異常
の重層化が代謝異常に伴って生じているこ
とがわかった。エピゲノムレベルでの異常を
伴うアンジオテンシノーゲンの過剰発現が
高血圧・腎障害に関わる可能性が示唆された
(Marumo et al J Am Soc Nephrol 2015)。 
 
②集合管・間在細胞 
集合管間在細胞に発現する Cl-/HCO3-輸送体
Pendrin は，体液 NaCl バランスと血圧維持に
寄与し、活性調節にはレニン・アンジオテン
シン・アルドステロン系（RAA 系）が関与す
ることが知られているが、発現調節は明らか
でなかった。間在細胞のソートが成功したた
め、Pendrin の発現をアンジオテンシン II
（AngII）投与を行ったマウスで検討した。
AngII 投与により血中アルドステロンの上昇
と共に、膜 Pendrin 蛋白および mRNA の増加
を認めた。アルドステロンの Pendrin 増加に

対する役割を明らかにするために、副腎摘を
行ったマウスで同様の検討を行ったところ、
Pendrin の増加は抑制された。一方、アルド
ステロンの補充により回復したことからア
ルドステロンの重要性が示唆された．しかし
アルドステロン単独投与では血中AngII低下
と低カリウム血症を生じ、Pendrin の上昇は
認められなかった。以上の結果から、Pendrin
の増加には Ang II、アルドステロン双方とも
必要であることが示唆された。現在、ChIP に
よりヒストン修飾の変化を伴うか否か、さら
にAtp6v1b1-EGFPマウスから間在細胞を単離
しDNAメチル化レベルでの変化がどうか検討
を進めている。 
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