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【研究の背景】 

高血圧は無治療では脳卒中，高血圧性心疾患，腎硬化症などの重篤な臓器障

害を引き起こす致死的疾患である．さらに高血圧は，加齢，糖尿病とともに，

慢性腎臓病（Chronic Kidney Disease : CKD）を引き起こす強い危険因子でも

ある 1．したがって高血圧病態を更に明らかにし，高血圧性臓器障害に対する適

切な治療戦略を立てることが望まれている．また CKDは進行すると末期腎不全

を招くばかりか，心血管疾患（Cardiovascular disease : CVD）の独立した危険

因子となる 2,3． CKD の原因疾患に関わらず尿細管間質の線維化は糸球体硬化

よりも CKD 進展に強く関連しているとされる 4–6．腎線維化には責任分子とし

て Transforming growth factor-β1（TGF-β1）が大きく関わっており，その

シグナルにより惹起される尿細管上皮細胞の上皮間葉化現象（Epithelial 

mesenchymal transition : EMT）がある．EMTでは TGF-β1のシグナルによ

り上皮細胞が間葉系細胞に転換され，細胞接着因子である E-カドヘリンの低下

や間葉系細胞マーカーであるα-smooth muscle actin（α-SMA）の上昇を認め, 

細胞外基質の増生を引き起こし 7，腎線維化が誘導される．  

高血圧自然発症ラット（Spontaneously hypertensive rats : SHR）は本態性

高血圧の病態に類似する遺伝的な高血圧モデルラットであり，これまで福田ら

は SHR由来血管平滑筋細胞は正常血圧のWistar-Kyoto rats（WKY）由来血管

平滑筋細胞に比べて収縮型から合成型に形質変換することで Angiotensin II 

(Ang II)を過剰に産生することを明らかにしてきた 8,9． さらに，In vivoで 3週

齢の血圧上昇前の SHR と WKY の大動脈中膜平滑筋でのマイクロアレイでは，

SHRで補体 C3（C3）発現の亢進を認め，培養血管平滑筋細胞でも C3が SHR
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由来血管平滑筋細胞でのみ発現していた 10． また C3 は細胞外シグナル制御キ

ナーゼを介して転写因子 Krüppel-like zinc finger factor 5（KLF-5）の発現を

増加し，血管平滑筋細胞の形質を合成型にすることを見出した 11．また，腎臓

のメサンギウム細胞においても，C3が合成型形質変換を引き起こし，細胞増殖

を刺激することが分かった 12．さらに福田らは，SHRの高血圧病態における C3

の関与を検討するため，ゲノム編集技術 Zinc-finger nuclease法にて SHRから

C3をノックアウト（Knock out : KO）した．C3KO SHRでは塩分感受性高血

圧が消失しており，また SHR での C3 発現増加による腎内 EMT によるレニン

‐アンジオテンシン系の活性化が確認された 13．以上より，SHR由来血管平滑

筋細胞，メサンギウム細胞, 線維芽細胞などの間葉系細胞は C3 を高発現し，

KLF-5 を介して形質を合成型に形質変換することでレニン‐アンジオテンシン

系が活性化され Ang Ⅱを産生すると考えられる． 

また，福田らは，In vivoで野生型および C3ノックアウト(Knock out : KO)

マウスに片側尿管結紮術（Unilateral ureteral obstruction : UUO）を施し，EMT

およびレニン産生を検討した．その結果，野生型では C3 とレニンは UUO 側

の腎臓近位尿細管で強く発現しており，レニン産生を引き起こす転写因子肝臓 X

受容体（Liver X Receptor : LXR ）-αの核内移動を認めた．一方，C3 KO マ

ウスでは C3 とレニンの発現は認められず，さらに水腎症による EMT，間質の

線維化も起こらなかった．さらに収縮期血圧は野生型ではUUO側の腎臓で Ang 

Ⅱは著明に高値であり，収縮期血圧の上昇を認めたが，C3KO マウスでは Ang 

Ⅱの上昇や血圧の上昇を認めなかった 14． 

この様に，C3の発現亢進は KLF-5と TGF-β1を介して，間葉系細胞を脱分

化，上皮系細胞は EMTを起こし，いずれも脱分化性を保つことにより LXR-α
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を介してレニンを産生し，腎臓内 Ang IIの亢進から高血圧と腎線維化を起こし

ていると考えられた． 

Twist family basic helix-loop-helix transcription factor 1 (TWIST1)は EMT

を介した癌細胞の転移，浸潤や組織の線維化に不可欠な存在として知られてい

る 15–17． 最近 Cho らによって，卵巣癌細胞において TWIST1 による EMT は

C3を介していることが報告された 18．過剰に産生された TWIST1が C3遺伝子

のプロモーターに結合することで C3 発現を亢進し，C3a が C3a 受容体に結合

し，KLF-5 を介して EMT を引き起こし，卵巣癌の増殖や転移に関与している

としている．高血圧病態の形成や腎線維化における C3 の発現亢進も TWIST1

が引き起こしている可能性があると考えられた． 

【研究の目的】 

 C3 は間葉系細胞の脱分化，上皮系細胞の EMT を引き起こし，高血圧病態や

腎線維化に大きく関わっている．その C3 の発現亢進の機序として転写因子

TWIST1が関与している可能性があると考えられた． 

 そこで C3 の発現亢進に対する TWIST1 の関与について検討することで，高

血圧病態，腎線維化の機序に関する新しい知見を得て，それらの病態解明に迫

ることを本研究の目的とした． 

【研究の材料と方法】 

動物実験は，全て日本大学医学部動物実験委員会の指針に従い行った（日本

大学動物実験計画承認番号：AP16M026-2，AP17M035-1）． 
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まずSHR由来メサンギウム細胞でのC3高発現へのTWIST1の関与ついて検

討するため，正常血圧のWistar-Kyoto rats（WKY）と SHRからシービング法

19でメサンギウム細胞を単離，培養した．それらの細胞を使用し，リアルタイム

PCR法，ウエスタンブロッティング法，免疫細胞染色で TWIST1の発現を比較

した．次にWKY，SHRの培養メサンギウム細胞における C3プロモーター領域

に対する TWIST1 の結合についてクロマチン免疫沈降法を用いて比較検討した．

さらに SHR由来メサンギウム細胞に対し，2種類の siRNAで TWIST1 の発現

をノックダウンした際の TWIST1，C3のｍRNA（Twist1 mRNA，C3 mRNA）

発現を検討した． またWKY由来メサンギウム細胞に Twist1遺伝子を導入（日

本大学遺伝子組換え実験安全委員会 整理番号：2018 医 2-1）した際の C3 

mRNA発現を検討した．  

腎線維化における C3 高発現に対する TWIST1 の関与ついて検討するため，

マウス尿細管上皮（TCMK-1）細胞を IFN-γで刺激し Twist1および C3 mRNA

の発現をリアルタイム PCR法で検討した．次に C3と TWIST1の関与を検討す

るにあたり，TWIST1 を抑制した際の C3 の発現や病理所見などを評価する必

要があり，TWIST1 が C3 プロモーター領域に結合する部位をターゲットとし

てピロール・イミダゾール（Pyrrole Imidazole : PI）ポリアミドを設計・合成

した（TWIST1 PIP-1および TWIST1 PIP-2）． In vivoの実験に先立ち，各

PIポリアミドの効果を検討するため，TCMK-1細胞を用いて，IFN-γ刺激に対

する各 PI ポリアミドの抑制効果を検討した．次に ，マウスに UUO モデル作

製し，酢酸を投与する Control群，TWIST1 PIP-1を投与する TWIST1 PIP-1

群，TWIST1 PIP-2を投与する TWIST1 PIP-2群の UUO側と正常腎である非

結紮（Contralateral unobstructed kidney : CUK）側で各種マーカーの比較検
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討をリアルタイム PCR法，ウエスタンブロッティング法，免疫組織染色で行っ

た．また糸球体障害指数（Glomerular Injury Scores : GIS）と尿細管間質障害

指数（Tubbulointestitial Injury Scores : TIS）による腎臓組織のスコアリング

19 を行った． 結果は SPSS version 24 (SPSS Inc, Chicago, USA)を用い，

Student’s T-testで統計学的解析を行った．またマウスの UUOモデルを用いた

実験では，各群内の正常腎であるCUK側とUUO側の比較はStudent’s T-test， 

CUK 側，UUO 側それぞれの群間の比較は Turkey の方法と Games-Howell 法

で解析を行った．p < 0.05を有意差とした． 

【研究の結果】 

まず正常血圧であるWistar-Kyoto rats（WKY）および SHR由来メサンギウ

ム細胞での TWIST1の発現を検討したところ，SHR由来メサンギウム細胞では

有意に亢進していることが確認された．C3プロモーター領域に対する TWIST1

結合もWKY由来メサンギウム細胞に比べ SHR由来メサンギウム細胞で多いこ

とが確認された．さらに SHR 由来メサンギウム細胞に対し siRNA を用いて

Twist1 mRNAを抑制したところ，C3 mRNAは抑制され，また，WKY由来メ

サンギウム細胞にTwist1遺伝子を導入することでC3 mRNAの発現は亢進した． 

また，腎線維化に対するC3とTWIST1の検討として，まず，Interferon（IFN）

-γ刺激下のマウス尿細管上皮（TCMK-1）細胞 の C3および Twist1 mRNAの

発現を検討した．TCMK-1 細胞への IFN-γ刺激では C3 mRNA の発現が有意

に亢進し，同時に Twist1 mRNA の発現が亢進することを確認した．そこで，

C3プロモーター領域に対するTWIST1の結合を阻害した場合のC3発現を検討

するため，今回 2種類の Pyrrole Imidazole（PI）ポリアミド（TWIST1 PIP-1

および TWIST1 PIP-2）を設計・合成した．TCMK-1細胞に対する IFN-γ刺激
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のもと，TWIST1 PIP-1と TWIST1 PIP-2を用い TWIST1の C3プロモーター

に対する結合を阻害した場合，IFN-γ刺激に対する C3 mRNAの増加は有意に

抑制された．また UUO モデルにおいて，UUO 側では正常腎である非結紮

（Contralateral unobstructed kidney : CUK）側に比べて，TWIST1，C3の発

現が亢進することを確認した．更に UUO側では，TGF-β1，α-smooth muscle 

actin（α-SMA），レニンの発現が亢進していた．そこで，TWIST1 PIP-1およ

び TWIST1 PIP-2を用い C3プロモーターに対する TWIST1結合の阻害を試み

たところ，PI ポリアミドを投与していない Control 群の UUO 側に比し C3 と

TGF-β1 が抑制された．組織所見では，今回使用した TWIST1 PIP-1 および

TWIST1 PIP-2による明確な腎線維化の抑制は確認できなかった． 

【研究の考察】 

福田らは SHR の間葉系組織では C3 が高発現し，間葉系細胞を脱分化させ，

また腎線維化モデルにおいても C3が EMTにより，いずれも脱分化性を保つこ

とでレニン‐アンジオテンシン系を亢進させ，高血圧や腎線維化を招くと報告

している 8–14が，C3 の高発現の機序は不明であった．最近，卵巣癌細胞におい

て TWIST1による EMTは C3を介していることが報告された 18．そこで，SHR

の間葉系組織や UUO モデルの腎線維化における C3 の高発現は TWIST1 によ

るものであると考えられた．今回の結果から，SHR由来メサンギウム細胞を含

む間葉系細胞における C3 発現亢進による合成型形質変換の原因は TWIST1 の

高発現である可能性があり，SHRにおける高血圧病態に TWIST1が関与してい

ることが示唆された．また，UUOモデルにおいても TWIST1が C3のプロモー

ター領域に結合することで C3の発現を亢進させていると考えられた．さらに今

回使用した TWIST1 PIP-1および TWIST1 PIP-2による明確な腎線維化の抑制
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は確認できなかったが， TWIST1を起因とする C3を介した腎線維化のカスケ

ードの一部には効果的であると考えられた．したがって，TWIST1 をターゲッ

トとしたPIポリアミドの創薬に関しても将来的な可能性も見出すことができた． 

今後は SHR での高血圧病態に対する TWIST1 の関与に関して，ゲノム編集

技術 CRISPR/Cas920を用いた Twist1 遺伝子のノックダウンによる高血圧フェ

ノタイプの変化について検討していく必要がある．ヒト乳癌細胞では

miR-151-3p が TWIST1 の発現を抑制している 21 という報告や miR-363 が

TWIST1 の発現を亢進させ，ヒトの腎尿細管細胞における EMT を引き起こす

22というが報告がある．また，DNAのメチル化などのエピジェネティックな変

化が TWIST１の発現に影響を与える 23ともいわれている．SHR や腎線維化に

伴う TWIST1 発現の亢進の原因として，これらが関与していないかを確認して

いく必要がある．また本研究では腎線維化のモデルとしてマウス UUOモデルを

用いた．しかし，UUOモデルは水腎症による腎線維化のモデルである．したが

って，糖尿病や高血圧によって引き起こされる慢性腎臓病とは異なる．慢性腎

臓病の疾患モデルとしては 5/6腎摘モデルが知られており，マウスよりもヒトと

ゲノム構造が近いコモンマーモセットの 5/6 腎摘モデル 24を用いた実験が必要

である．  

【結論】 

今回の研究から，高血圧病態における間葉系組織の脱分化や腎線維化におけ

る補体 C3 の発現亢進は，上流に TWIST1 が転写因子として働いていることが

判明した．今後 TWIST1 は高血圧の成因の解明や治療の新しいターゲットにな

ると考えられた． 
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