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背景および目的

腎 にお ける尿細管の萎縮と問質の 線維化は, 慢性的な腎機能低下 の 原因 とな る｡

e pith eli al
- m e s e n c h ym al

-t r a n siti o n ( E M T) は ､ 上皮細胞が間葉系細胞に形質転化する現象

であるが ､ 成体腎におい て は尿細管の萎縮や線維化の 増大により ､ 慢性的な腎機能低下

を招く ｡ 慢性的な 腎機能低下に対して は ､ 様々 な治療法が試み られて い るが ､ 未だ確立

された もの は無い ｡

近年 ､ 遺伝子発現 の 制御に c hr o m ati n r e m o d eli n g が関与して い る ことが 明らか

に な っ て き て い る o hi st o n e a c ety l ati o n は hist o n e a c etylt r a n sf e r a s e ( H A T ) と hi st o n e

d e a c et yl a s e ( H D A C ) の 相互作用 によ っ て調節され て い る o hist o n e a c et yl ati o n の 増加 に

より ､ c h r o m a ti n 構造は弛 緩した e u c h r o m ati n の 状態とな っ て ､ 転写調 節因子が種々 の遺

伝子 の p r o m ot e r 嶺域 に作用する こ とが可能とな り､ 遺伝子発現が調 節され る o T ri c o st ati n

A ( T S A) を始めとする種々 の H D A C -i n hibit o r は ､ 発生や 発癌を制御し得る 薬剤として 大

きく注目され て い るが ､ 抗線維化作用 も有する こ とが肝､ 皮膚､ 肺な どの 臓器 で報告さ

れ て い る ｡ しか しそ の機序に つ い て は大部分が未解明で あり ､ 腎線線化に対して は過去

に 全く検討がなされて いな い ｡

我々 は ､
ch r o m ati n r e m o d eli n g を介した遺伝子制御機構 に よる腎臓再生 を目指し

て い る ｡ その
一

環として今回 ､ 培養ヒ ト近位尿細管細胞 を用い て ､ E M T 誘導国子で あ



る T G F - β1 誘導性の線維化が ､ T S A によ っ て抑制され得る か を検討する ととも に ､ そ

の 機序の解明を試みた ｡

方法と結果

培養 ヒ ト近位尿 細管細胞に対し T G F - β1 および T S A を作用 させ ､ 細胞形態変

化や ､ 上皮 m a r k e r 遺伝子 E - c a db e ri n お よび線維化 m a rk e r 遺伝子 C oll a g e n t y p e I の 発現

変化を調 べ た o T G F - β1 誘導性の 線維化に伴う紡錘状 の 細胞形態変化､
E - c a dh e ri n の 減

少 ､
C oll a g e n t y p e I の 増加は ､ す べ て T S A に よっ て 抑制された ｡ T S A は上皮細胞の

p h e n ot y p e を維持する方向に働き ､
また T G F - β1 が有する線維化作用 に括抗する こ とが

示唆され た ｡

次に T S A が ､
T G F - β1 の sig n al 経路の どの 段階で括抗して い るか を検討する た

めに ､
S rr n d2 および s m a d3 の リン酸化の 変化を w e st e r n - B l ot に よ っ て調 べ た o T G F - β1

に よる S rr m d 2 および s m a d3 の リ ン酸化 は ､
T S A で は抑制されなか っ た ｡

T S A は s m a d2

お よび s m a d3 の リ ン酸化よりも下流の段階で ､
T G F - β1 の線維化作用 に括抗する こと

が推察され た ｡ T S A が有する遺伝子制御機構 によ っ て ､ 何らか の 抗線維化因子が誘導さ

れ て い る 可能性が考え られた ｡

過 去の報告か ら､
T G F - βl 誘導性 の線線化 に括抗し得る 因子 を調 べ ､ そ の遺伝

子発現 の 変化 を r e al -ti m e R T I P C R によっ て調 べ た ｡ 検討 した B M P - 7 , H G F , S ki , S n o N ,

T G I F , I dl , 2 , 3 の 中で ､ I d2
,
B M P - 7

,
T G IF の遺伝子発現が T S A の 作用 によ っ て 増加 して

い た ｡ T S A は､ こ れ らの 遺伝子発現の誘導を介して ､
T G F - β1 の線維化作用 に括抗して

い る可能性が考えられた ｡

これ まで に認め られた遺伝子発現の 増加が ､
T S A に よる c h r o m at in r e m o d eli n g

の 結果で ある か を検討した ｡ まず w e st e r n - B l o t によ っ て
､
a c e ty l at e d h ist o n e の 総量の変

化を調 べ た ｡ そ の結果 ､ T S A の 作用 により a c etyl at ed hi st o n e の 総量が増加 して い た ｡ 更

に ､ 個 々 の遺伝子が c h r o m ati n r e m o d eli n g の影響 を受けて い る か を検討するた め ､ 上皮

m a r k e r で ある E - c a dh e ri n と
､ 抗線維化因子 で ある I d2 および B M P - 7 遺伝子 に つ い て ､

c h r o m ati n i m m u n o p r e cipit ati o n a s s a y によ っ て ､ p r o m ot e r 嶺域の a c et yl at ed hist o n e が増加 し

て い るか を調 べ た ｡ その 結果,
T S A の作用 によ り､ E - c a db e ri n 遺伝子 の p r o m ot e r 領域で

は a c et yl at e d hist o n e H 3 と H 4 が ､ I d2 遺伝子の p r o m ot e r 嶺域 では a c et yl at e d hi st o n e H 3 が ､

B M P - 7 遺伝子 の p r o m ot e r 街域で は a c et y la t ed hi st o n e Ⅲ4 が ､ 有意に 増加 して いた ｡ 以 上

より ､
T S A に よる E - c a d h e ri n , I d2 , B M P 7 の遺伝子 発 鄭曽加 は ､

c h r o m ati n r e m o d eli n g を

介して い る こ とが示 され た ｡

考察

H D A C - in hibit o r は肝､ 皮膚 ､ 肺に おい て ､ 線維化抑制の 報告があ るが ､



そ の 機序は未解明で ある ｡
T S A 接 M P L -1p r/lp r m o u s e にお ける腎炎に対して改善効果を

認めて い るが ､ 腎線維化に対する改善効果は未検討 で ある ｡ 今回我々 は ､
T S A が T G ト

β1 に括抗し得る 因子 を誘導し､
ヒ ト近位尿細管上皮細胞に おける T G ト β1 誘導性の 線

維化を抑制する ことを示 した ｡

T G F - β1 の sig n al は ､ リ ン酸化された s m a d2 および 3 が s m a d4 と複合体 を形

成し1. 核内に伝達される ｡ 我々 の検討で は ､ T S A は T G F - β1 によ る S m a d2 お よび s m a d 3

の リン酸化に は影響 を与えなか っ た ｡ こ の ことは､ T S A が s m a d の リン酸化より も下流

にお い て T G F - β1 の sig m l を抑制して い る こ とを示唆して い る ｡

B M P - 7 は腎保護因子として報告されて い る｡ n o g gi n や c h o rdi n な ど B M P -7 を抑

制する因子 は多く知られて お り､
また Li皿 らは ､

ki eli n/ c h o rdi n -lik e p r ot ei n が B M P - 7 sig n al

を増強する こ とを報告したが ､
B M P - 7 の 発現を増加する 因子 は未だ報告され て いな い ｡

今回 の 結果は ､
T S A が B M P - 7 の発現 を誘導する ことを初めて 示唆する もの で ある ｡

今回 , T S A によ っ て ､ B M P -7 の他 に ､ 抗線維化因子 として報告の ある ､
Id 2

,
T G I F

の発現が誘導された ｡ 線維化抑制の機序に関して ､ T S A によ っ て T G I F の m R N A 発現

が誘導された報告は少なく とも過去に 1 例あるが ､ B M P - 7 と Id 2 に 関して は今回が初め

て の報告で ある ｡ 以上 の 結果 より ､ T S A は T G F - β1 の sig n al 伝達を s m a d リ ン酸化 より

上流で遮断する の で はなく ､ Id2 , B M P - 7
,
T G I F の括抗因子を誘導する こと によ り､ それ

より下流で 阻害する もの と考えられ る ｡

今回検討した遺伝子 の発現増加は ､ T S A に よる ch r o m ati n r e m o d eli n g の直接の

結果で ある こ とが示唆された ｡

一

般に H D A C -i n hibit o r に よ っ て 発現が誘導され る遺伝子

は全遺伝子の 1 0 % 未満と言われ て い るが ､
T G F - βl 誘導性線維化の抑制に 関わ る 全遺伝

子 を決 定する に は ､
m i c r o a r r a y な ど の 包括的な 解析 が必 要 と思 わ れ る ｡ し か し ､

H D A C -i n hibit o r は複数の 遺伝子発現を同時に調節する こ とで ､
B M P - 7 や H G F な どの 薬

剤 を単独で 用い た場合よりも大きな治 療効果が得られ る可能性も あり ､ 過去 の報告や今

回の 結果か ら､ T S A の抗線維化作用 は
一

層明確 とな っ た と考えられる ｡

今回我々 は ､ 培養 ヒ ト近位尿 細管細胞にお い て ､
T S A が T G F - β1 が有する線

線化作用 に括抗する こ とを示 した o そ の機序の 一

端 として ､ Id2 ､ B M P - 7 ､ T G I F の遺伝

子発現増加 の 関与が示唆され た. これ らの 結果は､ 今後 T S A や他の H D A C -i n h bit o r が ､

ch r o m ati n r e m o d eli n g を介した腎線維化抑制作用 に よる , 新しい 腎不全治療薬として 臨床

応用 され る可 能性を示唆して い る ｡




