
　エリスロポエチン（EPO）は，赤血球造血に必須のホルモ
ンであり，成人では尿細管間質に存在する腎EPO産生細胞
（renal erythropoietin-producing細胞：REP細胞）から分泌さ
れる。慢性腎臓病では，尿細管間質における筋線維芽細胞
の出現・増幅による腎線維化が共通の増悪機序として知ら
れている。また，線維化に伴って EPO産生不全が生じ，腎
性貧血を発症することから，慢性腎臓病における線維化と
EPO産生不全の関連性が示唆されてきた。われわれは，こ
れまでに蓄積してきた EPO遺伝子発現制御機構の知見に
基づき，REP細胞の単離解析技術を確立し，REP細胞の細
胞運命を追跡することに成功した。その結果，腎線維化病
態における筋線維芽細胞の由来は REP細胞であることを
見出した。また，筋線維芽細胞に形質転換した REP細胞で
は，低酸素応答システムが破綻するためにEPO産生不全に
陥ることを明らかにした。さらに，この形質転換は可逆的
であり，腎病態の改善により筋線維芽細胞が REP細胞の性
質を取り戻すことを発見した。本稿では，腎疾患に伴う線
維化および貧血発症の双方における REP細胞の関与につ
いて，最近の研究成果を中心に解説する。

　EPOは赤血球造血に必須の糖蛋白質ホルモンであり，血
中の EPO濃度は低酸素や貧血に応答して正常時の 1,000倍
まで上昇することが報告されている1,2）。EPOは骨髄赤血球
前駆細胞に発現する EPO受容体に作用し，細胞内にアポ

トーシス抑制，増殖，分化のシグナルを伝達することによ
り赤血球造血を促す3,4）。高地居住者や高地帰還者の血液粘
度が高いことや，脱血ウサギの血清が赤血球造血を促進す
ることなどから，EPOの存在は 19世紀には示唆されてい
た5）。しかし，1977年に宮家らが再生不良性貧血患者の尿
2,550 Lから高純度の EPO精製に成功し，アミノ酸配列を
解明するまでに長い年月を要した5,6）。その後，1985年に
EPO遺伝子がクローニングされると7），遺伝子組換え技術
によるEPO製剤の開発が進められ，現在までに多くの腎性
貧血患者に使用されている。組換え型 EPO製剤の成功に
よって，EPOは分子生物学が臨床応用に役立つことを燦然
と示してきた。また，EPO遺伝子の発現制御解析から，低
酸素誘導性転写因子（hypoxia inducible factor：HIF）および
同因子の DNA結合配列（hypoxia responsive element：HRE）
が同定され，現在の低酸素応答機構研究の礎となった8）。
　EPOが低酸素刺激に応じて腎臓で作られることは古く
から知られていたが 5），さまざまな細胞で構成される腎臓
において，EPO産生を担当する細胞の正体については，尿
細管上皮細胞，糸球体メサンギウム細胞，間質線維芽細胞
など，諸説が乱立していた9）。われわれは，EPO遺伝子の
制御機構解析を進める目的で，EPO遺伝子の制御領域に
よって緑色蛍光蛋白質（green fluorescent protein：GFP）を発
現する細菌人工染色体（bacterial artificial chromosome：
BAC）レポータートランスジェニックマウス（Tg-EPO-GFP

マウス）およびEPO遺伝子座にGFP cDNAを挿入したEPO-

GFPノックインマウス（KI-EPO-GFPマウス，EpoGFP/wt）を樹
立した 9～ 11）。これらのマウスでは，EPO遺伝子を発現す
る細胞が同時にGFPを発現するため，平常時は蛍光標識さ
れた細胞をほとんど観察することができないが，マウスへ
の瀉血や低酸素曝露によって，多くの細胞が腎EPO産生細
胞として可視化された。その結果，尿細管間質に存在し，
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PDGFRβ（platelet-derived growth factor receptor β）および
CD73といった線維芽細胞のマーカー因子を発現する細胞
が腎臓で EPO産生を担っていることが明らかとなった（図
1）10,11）。われわれは，これらの細胞を「REP細胞」と命名し，
性状解析を進めている。REP細胞は，神経系細胞のマー
カー因子であるMAP 2（microtubule-associated protein 2）や
NFL（neurofilament light polypeptide）も発現しており，神経
系の細胞の特質を有することが示唆されている10,12,13）。

　胎生後期での赤血球造血は肝実質細胞からの EPO産生に
よって支持されており，EPO遺伝子ノックアウトマウス
（EpoGFP/GFP）は胎生12.5日に重篤な貧血により死亡する 14）。肝
臓での EPO遺伝子発現は，出生後も貧血時に誘導される
が，その発現量は REP細胞に比べて著しく少ない 15）。ま
た，EPO遺伝子の転写終結点下流の領域（hepatic enhancer：
EPO-HE）が肝臓での EPO遺伝子発現に必須であるが，腎
臓でのEPO発現には関与しないことから，肝臓と腎臓では
異なる制御システムによって EPO産生が調節されている
と考えられる15）。
　EPO欠損マウスが胎生致死となるため，成体マウスにお
ける腎EPO産生の役割を検討することは困難であった。そ
こでわれわれは，前述の EPO-HEによって EPOを発現する
トランスジーン（Tg-EPO）を作製し，EPO欠損マウスに導入
した（Tg-EPO：EpoGFP/GFP）。このマウスは，肝臓での EPO

産生を回復したことにより，胎生致死を回避したものの，
成体腎での EPO産生能を欠損しているために，生後 2週以
降に重篤な貧血を呈した16）。貧血の症状は赤血球数が正常
の 1/3程度にまで低下する重篤なものであり，EPO製剤の
投与により貧血から回復したことから，本マウスはEPO欠
乏性貧血のモデルマウス（以下，inherited super-anemic 

mice：ISAM）として有用であることがわかった。
　ISAMは両EPO遺伝子座がGFP cDNAに置換されている
ため，本来の EPO産生細胞は EPOに代わって GFPを発現
する。また，ISAMの慢性貧血によって EPO遺伝子座の転
写活性が亢進しているため，GFP発現による REP細胞の標
識効率が非常に高い。そこで，2光子顕微鏡を用いて ISAM

腎臓の生体イメージング解析を行ったところ，REP細胞
の突起が尿細管周囲の毛細血管を抱きかかえており，形
態学的に尿細管間質の周皮細胞様であることが判明した
（図 1）17）。
　さらに効率良く REP細胞を検出するために，EPO遺伝子
の制御領域によって Cre組換え酵素を発現するトランス
ジェニックマウス（EPO-Creマウス）を作製した16）。Creに
よる遺伝子組換えが生じた細胞で tdTomato（赤色蛍光蛋白
質）を発現するレポーターマウス（Rosa26-tdTomatoマウス）
を EPO-Creマウスと交配することにより，EPO遺伝子
（EPO-Creトランスジーン）が一度でも転写活性化したこと
がある細胞を赤色蛍光で永久標識することが可能となっ
た。このマウスと ISAMを交配して得た複合遺伝子改変マ
ウス（ISAM：Rosa26-tdTomato：EPO-Cre：ISAM-REC）で
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図 1　腎線維化に伴う REP細胞の形質転換
REP細胞は尿細管間質の線維芽細胞様細胞であり，平常時は
突起を毛細血管周囲に伸ばしている。尿管結紮によって腎障
害を惹起して数日経つと，REP細胞の形状が変化し，血管か
ら離れて尿細管側に移行する。腎障害が進行すると，間質に
はREP細胞由来の筋線維芽細胞（MF-REP 細胞）とMF-REP
細胞が産生するコラーゲン線維などの細胞外基質が充満し，
腎線維化が進む。障害によるREP細胞の形質転換は可逆的で
あり，病態環境の改善により，元の性質を取り戻す。
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は，Creの発現が最大限に誘導されるため，ほぼすべて
の EPO産生能を有する細胞が tdTomato発現によって標識
された16）。その結果，腎皮質および髄質外層の間質に存在
する線維芽細胞様細胞の大部分が REP細胞であることが
判明した。また，平常時は多くの REP細胞で EPO産生を
休止しており（OFF-REP細胞），皮髄境界に位置する少数の
REP細胞（ON-REP細胞）のみでEPO産生が担われているこ
とがわかった。貧血や低酸素刺激に応じて，皮質領域の
REP細胞でも EPO産生が開始され，全 REP細胞に対する
ON-REP細胞の割合が増加する（図 2）2,16）。

　慢性腎臓病の進行に伴い，尿細管上皮細胞の萎縮と間質
線維化が生じる。線維化は組織修復における必須の過程で
あるが，線維化が進行することにより組織構築が破壊さ
れ，臓器不全に至ると考えられている18～ 20）。また，間質
線維化の進行に伴う腎 EPO産生の低下が腎性貧血発症の
機序となることが 1997年にマウスを用いた解析から示唆
されていた21）。われわれは，ISAMおよび ISAM-RECマウ
スを用いて，腎線維化における REP細胞の関与について研

究を進めている。ISAMに片腎尿管結紮（UUO）による腎障害
を施したところ，障害腎におけるEPO-GFP mRNA発現量（腎
EPO産生能）が急激に減少した。また，施術後 2日目には
REP細胞の多くがαSMA（α平滑筋アクチン）を産生する筋
線維芽細胞（myofibroblast）へと形質転換していた 13,22）。以
上の結果から，腎障害によって REP細胞が筋線維芽細胞
「MF-REP細胞」に形質転換し，EPO産生能を喪失すること
が明らかになった（図 1）23）。興味深いことに，タモキシ
フェン投与は，線維化腎における EPO産生低下を軽減し，
MF-REP細胞からのコラーゲン産生を抑制する13）。した
がって，REP細胞を標的としたタモキシフェン投薬は腎線
維化と腎性貧血を同時に治療する可能性がある。
　平常時の REP細胞は尿細管間質で毛細血管を抱きかか
えて存在しているが，尿管結紮によって内皮細胞から剝離
し，尿細管側に突起を向けることが ISAMの生体イメージ
ング解析によって明らかになった（図 1）17）。尿細管の障害
が周囲の細胞に波及し，間質の線維化につながることが報
告されている24）。また，腎臓病進行時には毛細血管網が粗
になるため，腎内の虚血・低酸素状態が重篤化すると考え
られている25） 。したがって，REP細胞の形態変化は腎線維
化の病態を理解するうえで非常に重要な現象である。
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図 2　 OFF-REP細胞と ON-REP細胞
A：REP細胞におけるEPO産生は，主にEPO 遺伝子の転写レベルで制御されてい
る。EPO 遺伝子発現は，個々の細胞への酸素供給量に応じてON-OFF制御（EPO
遺伝子スイッチング）されており，低酸素を感知した細胞がEPO産生を開始する。
B：REP細胞は皮髄境界から皮質全域の尿細管間質に分布するが，平常時には酸
素供給量の少ない皮髄境界に存在する少数のREP細胞のみがEPO産生を担って
いる。貧血などにより，腎内の低酸素領域が拡大すると，全REP細胞に対する
ON-REP 細胞の割合が増大し，血中EPO濃度を上昇させる。
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　尿管結紮から 2週間後のマウス腎臓は末期線維化に陥っ
ており，間質はMF-REP細胞に占拠される。すなわち，REP

細胞は線維化腎における筋線維芽細胞の主要な供給源であ
り，腎線維化と腎性貧血は共に REP細胞の異変によって生
じるといえる22,23）。臨床的にも，糖尿病性腎症患者におけ
るヘモグロビン濃度とEPO血中濃度の積は，慢性腎臓病の
ステージとよく相関する26）。EPOの血中半減期が 4～ 8時
間であることからも，ヘモグロビン濃度とEPO血中濃度の
積は，腎間質機能不全進行の指標となると考えられる。
　これまでに，線維化腎における筋線維芽細胞の由来につ
いて，間質線維芽細胞，血管周皮細胞，血管内皮細胞，骨
髄由来細胞，尿細管上皮細胞などさまざまな報告がなされ
てきた19,27）。血管内皮細胞，骨髄由来細胞，尿細管上皮細
胞については，最近の研究によって筋線維芽細胞への貢献
度が非常に低いことがわかってきた28）。われわれは，筋線
維芽細胞の大部分が REP細胞に由来することを報告して
いるが，間質線維芽細胞と血管周皮細胞は PDGFRβや
CD73といった細胞マーカー因子の発現を REP細胞と共有
しており，局在や形態的特徴も似通っていることから，こ
れらの細胞群は重複した集団であると考えられる23）。した
がって，線維化腎における筋線維芽細胞の大部分は，REP

細胞（間質線維芽細胞および血管周皮細胞を含む細胞群）に
由来するMF-REP細胞である。
　最近，筋線維芽細胞は，その由来だけでなく機能的にも
多様性を示す細胞群であることが指摘されている。例え
ば，髄質内層の筋線維芽細胞はWnt4を発現するが，皮質
および髄質外層の筋線維芽細胞はWnt 4を発現しない29）。
また，細胞外で線維形成の基質となるコラーゲン Iの発現
をモニタリングする遺伝子改変マウスを用いた研究から，
αSMA陽性の筋線維芽細胞のなかには，コラーゲン Iを産
生しない細胞が 25%含まれることが明らかとなった30）。さ
らに，骨髄由来の筋線維芽細胞は増殖せず，線維化におけ
る機能的貢献が低いのに対して，MF-REP細胞は増殖能を
有し，コラーゲン Iを産生する 22,28）。このことからも，線
維化腎における多様な筋線維芽細胞のなかでも，ME-REP

細胞は腎線維化に大きく関与することが理解できる。

　維持透析患者の 10%強において，透析導入後に EPO投与
が不要になることから，MF-REP細胞は環境改善により本来
のEPO産生能を取り戻すのではないかと考えられた 31～33）。
そこで，われわれはマウスへの UUO施行後 2日目に尿管

結紮を解除する実験を行った。その結果，REP細胞は尿管
結紮によって筋線維芽細胞に形質転換し，EPO産生能を
いったんは失うものの，結紮解除後にEPO産生能を取り戻
し，形態も正常化することがわかった22）。REP細胞の形質
転換には可塑性があることが明らかとなり，腎線維化と腎
性貧血を同時に治療しうる可能性が示唆された。
　REP細胞の可塑性を規定する分子メカニズムを明らかに
するために，マウス腎臓の網羅的な遺伝子発現解析を行っ
た。その結果，尿管結紮により動脈硬化および急性相反応
シグナルが増強され，脂肪酸代謝シグナルが低下すること
がわかった。これらの遺伝子発現変化は，尿管結紮解除後
に元に戻ることから，腎障害の進行と深く関係することが
考えられた22,23）。最近，慢性腎臓病検体を用いた解析から
も炎症シグナルの上昇と脂肪酸代謝シグナルの低下が報告
されており34），マウス実験で明らかにされた現象が，慢性
腎臓病の分子病態を理解するうえで有効であることが再確
認された。
　MF-REP細胞をセルソーターを用いて単離し，遺伝子発
現様式を調べたところ，炎症性サイトカインやケモカイン
を発現し，微小環境における炎症増悪に積極的に参画して
いることが判明した22）。このことは，MF-REP細胞が周囲
の細胞に働きかけ，炎症の悪循環を形成していることを意
味している（図 1）。実際に，MF-REP細胞では，TGFβや
TNFαなどの炎症シグナルによって活性化され，サイトカ
インやケモカインの遺伝子発現を誘導する転写因子
SMAD2/3および NFκB（p65）が活性化している（図 3）22）。
また，腎筋線維芽細胞は，障害を受けた細胞から放出され
る「ダメージ関連分子パターン（damage-associated molecular 

patterns：DAMPs）」による刺激を受けて，IL-6やMCP-1を
産生することが報告されている35）。そこで，炎症シグナル
への介入による治療効果を検討するために，マウスへの尿
管結紮解除後にステロイド（デキサメタゾン）投与を試みた
ところ，期待通りに REP細胞の機能回復が促進された22）。
以上の結果から，腎障害によって腎内微小環境に生じた炎
症シグナルは，REP細胞の形質転換を誘発し，EPO産生低
下と炎症の進展を促すことがわかった。また，炎症シグナ
ルへの介入により，REP細胞の機能保護や再生促進につな
がる治療が可能であることを意味している。
　細胞が形質転換する際には，DNAのメチル化修飾などの
エピゲノム制御系が重要な役割を果たすと考えられてい
る。実際に，腎線維化では TGFβが DNAメチル基転移酵
素 1（DNMT1）の発現を誘導し，病的線維化を持続させるこ
とが DNMT1欠失マウスの解析から示された36）。また，わ
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れわれは，REP細胞がMF-REP細胞に形質転換する過程に
おいて，DNMT1および DNMT3bの遺伝子発現が上昇する
ことを見出した22）。 EPOを産生しない細胞株のなかには，
EPO遺伝子発現を抑制するために，EPO遺伝子領域のDNA

が高度にメチル化されているものがあり37），REP細胞の形
質転換過程でも EPO遺伝子のメチル化が生じている可能
性が考えられる。今後，REP細胞の機能回復を目的とした
治療法の開発に向けて，エピジェネティクスの観点からも
REP細胞の可塑性について理解を進める必要がある。

　他臓器に比べ，腎臓は低酸素状態にあるが，病態環境下
では，より重篤な低酸素状態に陥ることが腎臓病の共通増
悪機序となる25）。細胞への酸素供給が低下すると，転写因
子 HIFを中心とした低酸素応答システムが起動するが，貧
血や低酸素に応答した EPO産生制御系においても，HIFが
主要な役割を担っている。そこで，HIFを含む低酸素応答
系は腎臓病の新たな治療標的として注目されている38）。
　平常時には，プロリン水酸化酵素群（prolyl hydroxylase 

domain enzymes）である PHD1，PHD2および PHD3を介し
て HIFが蛋白質分解されており，活性を持たない。一方，
低酸素環境下ではプロリン水酸化酵素群が不活性化される
ため，HIFが安定化し，標的遺伝子の転写を誘導する 39）。
そこで，末期腎不全患者への PHD阻害薬の投与が検討さ
れ，期待通りに腎EPO産生を増加させるという結果が得ら
れた40）。われわれは，慢性貧血・低酸素状態にある ISAM

の解析を通して，腎障害に伴って腎内低酸素が重篤化する
ものの，HIFの標的遺伝子の多くが著しく発現抑制される
ことを見出した17）。この結果は，腎障害による炎症性線維
化環境は，腎内への酸素供給を低下させつつも，HIF活性
を抑制することにより病態を増悪化させることを示唆して
いる。
　MF-REP細胞における EPO産生抑制においても，HIFの
不適切な不活性化によって EPO遺伝子発現が抑制されて
いると考え，遺伝子改変マウスを用いた解析を行った。前
述した EPO-Creマウスを用いて，REP細胞特異的に PHD1，
PHD2およびPHD3を単独または同時に欠失させたところ，
PHD2を欠失したREP細胞は恒常的にEPOを産生すること
がわかった（図 3）。また，腎障害による REP細胞の形質転
換には，プロリン水酸化酵素群欠失の影響が認められな
かったが，MF-REP細胞における EPO産生の抑制が著しく
軽減された17）。これらの知見によって，炎症シグナル下に
おける PHDを介した不適切な HIF分解がMF-REP細胞に
おける EPO産生低下の主要機序であることが理解された
（図 3）。

　REP細胞の形質転換および機能不全が腎線維化と貧血の
共通の機序であるということが明らかになった。また，
REP細胞の形質転換は可逆的であり，一度喪失した本来の
機能（EPO産生能）を回復できることがわかった。さらに，
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図 3　  REP細胞における EPO遺伝子制御機構とその破
綻のメカニズム

健常腎では，PHD（主に PHD2）-HIF2αの経路によって
EPO 遺伝子の低酸素誘導的発現が制御されている。低酸
素刺激は PHD を不活性化し，HIF2αを活性化すること
により，EPO 遺伝子の転写を誘導する。障害腎では，炎
症シグナルなどにより，REP 細胞が MF-REP 細胞に形
質転換する。MF-REP 細胞では低酸素状態であるにもか
かわらず，PHD を介して HIF が不活性化されており，
EPO 産生不全に陥る。また，炎症シグナルは MF-REP
細胞における SMAD や NFkB などの転写因子を活性化
し，細胞外基質（extracellular matrix：ECM）やサイトカ
イン，ケモカイン（IL-6 や MCP-1）の発現を惹起する。し
たがって，REP 細胞の MF-REP 細胞への形質転換は，
貧血と線維化の原因となる。腎内環境を改善させること
により，MF-REP 細胞は正常な REP 細胞に回復するこ
とが可能である。
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REP細胞がEPO産生能を失う原因として，炎症シグナルに
よる低酸素応答系の破綻が主要な機序と考えられた。以上
の成果は，腎内微小環境の改善などにより，REP細胞の生
理的機能回復を図る治療法の開発につながるものと期待さ
れる。
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