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要　旨

腎線維化は，慢性腎臓病の治療標的と考えられてい
るが，その制御機構には未だ不明な点が多い．本研究
では，転写因子 old astrocyte specifically induced sub-

stance（OASIS）が，腎筋線維芽細胞の増殖や遊走を
制御し，腎線維化の促進に関与していることが明らか
となった．今後さらなる検討が重ねられ，OASIS を標
的とした，腎線維化抑制を介した CKD 治療薬の開発
が期待される．

緒　言

慢性腎臓病（chronic kidney disease;  CKD）は我が
国の成人の 8 人に 1 人（13％）が罹患していると言わ
れ，新たな国民病として注目されている．言わずもが
な，CKD は末期腎不全に繋がり，透析導入による患
者の QOL の著しい低下を招く．また，CKD は心血管
病のリスクファクターであるため，CKD の予防や治
療は重要である1）．しかしながら，その治療薬はきわ
めて限られており，新規 CKD 治療法の開発が喫緊の
課題である．腎線維化は，ほとんどすべての腎疾患の
腎不全への進展における最終共通経路と考えられ，治
療標的として捉えられている2）．組織線維化について
は，古くから盛んに研究がなされてきたが，依然とし
て腎線維化制御機構には不明な点が多いのが現状であ
る．よって，CKD 治療法の開発を目指し，新たな腎
線維化制御機構を明らかにする必要がある．

old astrocyte specifically induced substance（OASIS） 

（別名：cAMP responsive element binding protein 3 like 

1;  CREB3l1）は転写因子であり，元来小胞体（endo-

plasmic reticulum;  ER）ストレスセンサーとして見出
された分子である3）．細胞が ER ストレスに曝された
際，OASIS は site1/2 protease により切断され，N 末
端側が活性型として核内に移行し，様々な分子の発現
を制御する4）．これまで，OASIS は骨形成5）や大腸炎
の病態形成6），癌抑制7～9）に関与することが報告されて
いる．また，OASIS により転写制御を受ける因子とし
て，glucose-regulated protein78（GRP78）10），collage-

n1a15），fibroblast growth factor binding protein 1

（FGFBP1）11）などが知られている．しかしながら，腎
臓を含め，多くの臓器における OASIS の役割は報告
されていない．

筆者は，マイクロアレイによるマウス線維化腎にお
ける遺伝子発現変動と，ヒト CKD 患者腎の遺伝子発
現をまとめたデータベース（Nephroseq）の解析から，
OASIS mRNA が腎線維化で発現上昇することを見出
した．そこで，本研究では，腎線維化における OASIS

の役割を明らかにし，治療標的としての可能性を追究
することとした．

1　方法・結果・考察

1-1　ヒト腎不全患者の腎組織やマウス線維症腎で

OASIS タンパク発現が上昇する

まず初めに，OASIS と腎線維化との関連性をより詳
細に検討するべく，ヒト腎不全患者の腎組織における
OASIS のタンパク発現を免疫組織化学的検討により評
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価した．なお，ヒト腎不全患者の腎組織とヒト腎組織
正常部位は，大阪大学薬学研究科のヒト組織・ヒト初
代培養細胞研究審査の承認を経て，OriGene Technol-

ogies より購入した．
結果，ヒト不全腎において，顕著な OASIS タンパ

ク陽性細胞の増加が認められた．また，マウスに片側
尿管結紮術を施す（UUO モデル）ことで腎線維症を
惹起させ，経時的（0, 1, 3, 7 日）に OASIS タンパク発
現を western blotting により検討した．その結果，線
維化の進展に伴い，腎臓中の OASIS 発現（特に活性
型）が増加することが明らかとなった．また，葉酸誘
発の急性腎障害後 14 日や虚血再灌流後 21 日の腎臓に
おいても，線維化マーカーの発現上昇とともに，Oasis 

mRNA の発現上昇が確認された．さらに，UUO7 日
目のマウス線維化腎における OASIS の発現局在を免
疫組織学的に検討したところ，OASIS は主に，筋線
維芽細胞マーカーである Actin, Alpha Skeletal Muscle

（a-SMA）陽性細胞に発現していた．筋線維芽細胞は，
過剰な細胞外マトリックスの産生を介し，組織線維化
に中心的な役割を果たす細胞群である．

以上の結果より，OASIS は筋線維芽細胞で発現し，
線維症形成に関与する可能性が示唆された．なお，動
物実験は，大阪大学薬学研究科動物実験委員会の承認
の下に行った．

1-2　（筋）線維芽細胞において OASIS は TGF-b1 により 

発現誘導され細胞の増殖や遊走に関与する

これまでの検討から，OASIS は筋線維芽細胞に発
現し，腎線維化に関連する可能性が示唆された．そこ
で，OASIS の発現誘導機構を，培養（筋）線維芽細
胞を用いて追究した．アストロサイトなどにおいて，
OASIS は ER ストレスにより発現誘導されることが報
告されているため3），腎線維芽細胞 NRK-49F に ER ス
トレス誘導物質ツニカマイシンを処置し，OASIS の
発現を western blotting により検討した．結果，ツニ
カマイシン処置により OASIS の発現変動は認められ
なかった．

次に，肺がん細胞において，OASIS は transforming 

growth factor-beta 1（TGF-b1）により活性化制御を受
けることが知られているため12），NRK-49F 細胞に TGF-

b1 を処置した．その結果，TGF-b1 の濃度依存的（0, 

1, 3, 10 ng/mL），また時間依存的（0, 1, 3, 6, 9, 24 時

間）に，OASIS（全長型，活性型）は発現上昇した．
またこの時，TGF-b1 の処置により a-SMA の発現上昇
がみられ，線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化が確
認された．そこで，筋線維芽細胞の性質獲得が OASIS

発現に与える影響を考え，NRK-49F 細胞に angioten-

sin II を処置した．興味深いことに，angiotensin II は
a-SMA の発現を誘導するものの，OASIS 発現に大き
な影響を与えなかった．

以上の結果より，（筋）線維芽細胞において OASIS

発現は TGF-b1 により制御を受けることが明らかとな
った．

1-3　OASIS は TGF-b1 による筋線維芽細胞の増殖と 

遊走を促進させる

次に，筋線維芽細胞における OASIS の機能を解明
するため，shRNA OASIS 発現レンチウイルスを用い
て，NRK-49F 細胞の OASIS をノックダウンさせた．
その細胞において，TGF-b1 による細胞の増殖能を評
価したところ，コントロール細胞において認められた
TGF-b1 による増殖能の上昇が，OASIS のノックダウ
ンにより有意に抑制された．またスクラッチアッセイ
により細胞の遊走能を評価したところ，OASIS ノッ
クダウンは TGF-b1 による細胞遊走をほぼ完全に抑制
した．また，OASIS ノックダウン細胞では，fibronec-

tin mRNA の発現変動は認められなかったものの，col-

lagen1a1 mRNA の発現抑制が認められた．なお，
OASIS ノックダウンは TGF-b1 による a-SMA の発現
誘導，すなわち筋線維芽細胞への分化には影響を与え
なかった．他方，レンチウイルスによる OASIS の過
剰発現も，NRK-49F 細胞の遊走能を減少させた．
OASIS は HIF-1aや Smad4 などと複合体を形成して機
能するという報告があることから，OASIS の発現レベ
ルのみではその機能を説明することはできないと考え
られた．また，病態によって，OASIS が多様な機能
を示す可能性が考えられた．

なお，遺伝子組換え実験は，大阪大学遺伝子組換え
実験安全委員会の承認の下，大阪大学遺伝子組換え実
験実施規則に則り行った．

1-4　Site1/2 protease 阻害薬 AEBSF は腎線維化を 

抑制する

上述のように，OASIS は site1/2 protease により N
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末端側が切り出され，活性型となる．そして活性型
OASIS は核内移行し，様々な遺伝子の発現を調節する．
フッ化 4（2 アミノエチル）ベンゼンスルホニル塩酸
塩（4-（2-aminoethyl）benzenesulfonyl fluoride hydro-

chloride;  AEBSF）は，site 1/2 protease 阻害活性を有
することが報告されていることから4, 13, 14），AEBSF に
よる OASIS 活性化阻害が腎線維化に与える影響を検
討した．

まず，腎線維芽細胞において AEBSF が OASIS の活
性化を抑制するか否かを検討するため，NRK-49F 細
胞に AEBSF（250 nM）を処置し，その後 TGF-b1 を
添加した．その結果，AEBSF により OASIS の活性化
が抑制されることを確認した．そこで，マウス UUO

モデルを用いて，AEBSF を UUO 作製 2 日前より連
日投与した．UUO7 日目にシリウスレッド染色やマッ
ソントリクローム染色，ヒドロキシプロリン量の測定
を行い，線維症の程度を評価した．その結果，AEBSF

投与により，有意な腎線維化の減少が認められた．一
方で，AEBSF の投与プロトコールは，予防的プロト
コールでもあるので，OASIS の治療標的としての可
能性を検証するためにも，今後，腎障害後のみに
AEBSF を投与する検討も必要である．

1-5　OASIS ノックアウトマウスでは腎線維化が 

抑制される

腎線維化病態形成における OASIS の役割をより特
異的に明らかにするため，OASIS ノックアウト（KO）
マウスを用いた5）．KO マウスに UUO を施し，7 日後，
シリウスレッド染色やマッソントリクローム染色，ヒ
ドロキシプロリン量の測定を行った．その結果，KO

マウスでは線維化領域の有意な減少が認められた．ま
た，抗 a-SMA 抗体および増殖マーカーである抗 Ki-67

抗体を用いた蛍光免疫染色より，KO マウスでは増殖
筋線維芽細胞割合が減少することが明らかとなった．
加えて，KO マウスの腎臓では，Tgfb1 や Collagen1，
matrix metalloprotease（Mmp）2 などの線維化関連因
子の mRNA 発現の有意な減少が認められた．他方，
UUO 後の WT と KO マウスの腎臓において，マクロ
ファージマーカーである CD11b や F4/80，炎症サイ
ト カ イ ン マ ー カ ー で あ る TNF-aや IL-1b，IL-6 の
mRNA 発現に差はなかったことから，OASIS は炎症
反応には大きな影響を与えないことが示唆された．さ

らに，腎虚血再灌流（虚血 22 分）3 週間後における
腎線維化についても，KO マウスでは線維形成や殖筋
線維芽細胞割合の減少が認められた．また，KO マウ
スでは，腎機能マーカーである血清クレアチニンの上
昇も抑制された．

1-6　bone marrow stromal antigen2 は腎線維化に 

関与する OASIS 下流候補分子である

OASIS による腎線維化促進メカニズムを明らかに
するため，UUO を施した wild type（WT）マウスま
たは OASIS KO マウスから筋線維芽細胞を単離した．
OASIS により制御を受ける分子を，より特異的に捉
えるため，これら筋線維芽細胞に TGF-b1 を処置し，
マイクロアレイ解析を行った．その結果，P 値＜.2 で
1.5 倍以上発現変動する分子を 98 遺伝子抽出した．そ
のうち，KO マウスで発現が減少し，癌細胞で細胞の
増殖や遊走に関与する因子 bone marrow stromal anti-

gen2（Bst2）に着目した15, 16）．なお，Bst2 の組織線維
化における役割については報告がなされていない．

線維化腎における Bst2 の発現は，OASIS と同様に
経時的に発現上昇し，KO マウス腎では Bst2 の発現
減少がみられた．また ChIP アッセイから，Bst2 のプ
ロモーター領域に OASIS の結合部位が少なくとも 4

カ所存在することも明らかとなった．これらの結果か
ら，Bst2 は OASIS の直接的な制御を受ける可能性が
示唆された．OASIS 欠損筋線維芽細胞では，ヒト線維
芽細胞の遊走を亢進させる podoplanin17）の発現減少や，
腎保護作用を有する growth and differentiation factor 

15（GDF15）18）の発現上昇が認められた．よって，
OASIS は Bst2 のみならず，複数のカスケードを介し
て線維芽を促進的に制御していることが推察された．

1-7　抗 Bst2 抗体の投与は UUO による腎線維化を 

抑制する

腎線維化に関与する OASIS 下流候補因子として
Bst2 が見出されたが，Bst2 の腎線維症病態形成に与
える影響は不明である．そこで，UUO 作製翌日に抗
Bst2 抗体（100 ng/body）を投与し，7 日後，腎線維
化をシリウスレッド染色やマッソントリクローム染色，
ヒドロキシプロリン量により評価した．その結果，抗
Bst2 抗体の投与は，腎線維化を有意に抑制した．ま
た OASIS KO では，抗 Bst2 抗体とコントロール抗体
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の投与群間で，線維化程度に差がなかったことから，
Bst2 は OASIS の下流で腎線維化進展に関与する可能
性が示唆された．なお，抗 Bst2 抗体は形質細胞様樹
状細胞を欠失させることが知られているが19），本検討
で用いた用法・用量では，形質細胞様樹状細胞の発現
に影響を与えないことを確認している．

1-8　筋線維芽細胞特異的 OASIS 欠損マウスでは 

腎線維化が抑制される

これまでの検討より，OASIS は筋線維芽細胞の増
殖や遊走を制御していること，また OASIS が腎線維
化に促進的に働くことが明らかとなった．しかしなが
ら，筋線維芽細胞における OASIS の腎線維形成への
役割については不明であった．そこで筋線維芽細胞特
異的ペリオスチンプロモーター下に Cre を有するマ
ウス20）と OASIS の exon2 を flox で挟んだマウスを交
配させ，Cre-loxP システムを用いて筋線維芽細胞特異
的 OASIS 欠損（cKO）マウスを作製した．

このマウスに UUO を施したところ，cKO マウスで
は有意に腎線維化が抑制されることが明らかとなった．
また，cKO マウスでは，筋線維芽細胞の増殖割合も
減少した．加えて，KO マウスの腎臓では，Tgfb1 や
Collagen1，Collagen3，Mmp2，Mmp9，などの線維化
関連因子の mRNA 発現の有意な減少が認められた．
また，上述の腎線維化に関与する OASIS 下流候補因
子 Bst2 の mRNA 発現も減少することを確認した．

以上の結果より，筋線維芽細胞における OASIS は
腎線維症病態形成に関与していることが明らかとなっ

た．

1-9　アンチセンス核酸は静脈内投与により UUO 腎の 

線維化領域に分布する

上述の AEBSF は，site 1/2 protease 阻害活性を有す
るが，site 1/2 protease は OASIS と構造的類似性を有
する他の ER ストレスセンサーの活性化も阻害するこ
とが知られている21～23）．実際に筆者は，NRK-49F 細
胞において，AEBSF が OASIS のみならず activating 

transcription factor 6（ATF6）や sterol regulatory ele-

ment binding transcription factor 2（SREBP2）の 活 性
化も抑制することを確認している．そこで，OASIS

特異的阻害薬による腎線維化治療を開発するうえで，
OASIS に対するアンチセンス核酸医薬の創製を目指す．

まず，腎線維化領域がアンチセンス核酸のターゲッ
トとなりうるかを検討するため，蛍光標識アンチセン
ス核酸を UUO モデルに静脈内投与した．投与 24 時
間後，腎組織切片を作製し，a-SMA を蛍光免疫染色
にて検出したところ，アンチセンス核酸医薬の一部は
a-SMA 陽性細胞領域にも分布することを見出した．
よって，OASIS を標的としたアンチセンス核酸医薬
による腎線維化治療開発の可能性が示唆された．

2　結　論

傷害を受けた腎臓では，筋線維芽細胞における
OASIS が，TGF-b1 により誘導され，コラーゲンの産
生，筋線維芽細胞の増殖性や運動性の向上を介し，腎
線維化進展に関与することが明らかとなった（図 1）．

図 1　本研究の概略図
　腎障害時の筋線維芽細胞において，OASIS は TGF-b1 により誘導され，Bst2 の発現制御
を介し腎線維化進展に関与する．またそのメカニズムとして，コラーゲンの産生，筋線維
芽細胞の増殖性や運動性の亢進が関与する．

TGF-b1線維芽細胞

尿細管

腎傷害

筋線維芽細胞
（TGF-b1により線維芽細胞が
筋線維芽細胞に分化する）

OASIS

Bst2

コラーゲンの産生

増殖性や運動性の
向上

線維化進展

傷害された尿細管

筋線維芽細胞
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また OASIS による線維化進展作用の一部は，膜タン
パクである Bst2 を介することも示された．今後，
OASIS を標的とする腎線維化抑制を介した CKD 治療
薬の開発が期待される．

平成 30 年度日本透析医会公募研究助成により得ら
れた成果の一部は，原著論文として『The FASEB 

Journal』に投稿したため，二重投稿となることを避け，
本報告書ではその概要を総説的に記載した．なお，原
著論文は．2021 年 2 月に下記論文として公表された．

FASEB J. 2021 Feb;35（2）:e21158. doi: 10.1096/fj. 

202001820R.

本研究は，平成 30 年度日本透析医会公募研究助成
や，日本学術振興会科学研究費補助事業等によって行
われた．

利益相反自己申告：申告すべきものなし
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