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研究成果の概要（和文）： 
本研究において、Pkd2遺伝子欠失変異体によるトランスジェニックメダカではその繁殖の問題
から薬効評価はできなかったが、生後１週から投与開始した薬剤誘起性の Pkd1コンディショナ
ルノックアウトマウス（早期嚢胞形成群）では嚢胞形成が顕著であり、ｍTOR 阻害薬を用いた
薬剤投与実験を行うことができた。本マウスが多発性嚢胞腎における薬効評価を行うことが可
能なモデル動物の一つとなることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, the efficacy evaluation system in the transgenic medaka induced by deletion 
mutation of Pkd2 gene was not able to be established because of the problem of the breeding. 
However, in interferon-inducible Pkd1 conditional knockout mice, in which interferon was 
started at one week after birth as an early cyst formation group, remarkable cyst formation 
was observed. It was possible to evaluate the efficacy of mTOR inhibitor for cystic 
formation in these Pkd1 conditional knockout mice. It was suggested that these mice would 
be one of the model animals which could perform an efficacy evaluation system for treatment 
in polycystic kidney diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)遺伝性腎疾患の中で常染色体優性多発
性嚢胞腎(ADPKD)は最も頻度の高い疾患で
あり、本邦の透析患者原因疾患の 2-3 ％を
占める。ADPKD に対する根本的治療法はな
く、嚢胞が大きくなるにつれ、進行性に腎

機能が低下し腎不全に至るという難治性の
疾患である。 
(2)国内外において ADPKD の研究は原因遺
伝子の発見以来急速に進んでおり、PKD1お
よび PKD2遺伝子のつくる蛋白（それぞれポ
リシスチン１およびポリシスチン 2）は、
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それぞれ尿細管細胞の繊毛（cilia）での流
速センサー、Caイオンチャンネルとして機
能している。その機能喪失は尿細管径の調
節を破綻させ、径の増大、嚢胞形成につな
がるものと考えられている。(3)ヒトではヘ
テロ接合体（PKD+/-）である患者の腎尿細
管細胞の一部に PKD 遺伝子の体細胞変異が
起こり、その機能が喪失し（細胞レベルで
は PKD-/-）、嚢胞が形成される。しかしマ
ウスではヘテロ接合体では嚢胞はほとんど
形成されず、ホモ接合体では胎生致死であ
った。ある特殊な Pkd2ノックアウトマウス
は、胎生致死を逃れるが、嚢胞形成の程度
は個体によりさまざまであり、薬剤投与研
究において正確な結果を導けるかどうか疑
問である。このようにヒト ADPKD のモデル
動物として確立されたものはない。 
(4) 病態解明が進んでいく中で、効果の期
待される薬剤が登場してきており、その薬
効評価をするに値するモデル動物の作製は
急務であり、本研究はその目的を果たすべ
く研究と位置づけできるものと考えている。 
(5) 研究者は致死的でない Pkd ノックアウ
トキメラマウスを作製し、嚢胞形成機序を
詳細に解析し報告した（J Clin Invest. 
114: 910-918, 2005）。しかし病態解析にお
いては非常に有用であったが、そのキメラ
率によって個々の表現型が異なるため、薬
効評価には使用不可能であった。2 年前よ
り薬効評価可能な動物モデルとして①テロ
メレース欠損マウスと Pkd1 ヘテロ接合体
との交配ならびに②Pkd2遺伝子欠失変異体
を導入したトランスジェニックメダカの作
製を試みてきた。現在のところ、①に関し
ては、嚢胞形成はみられるもののモデルと
しては十分ではなかったが、②に関しては、
モデルとなりうる多発性嚢胞腎の表現型を
得た。 
(6) そこで今回私たちは、マウスに関して
は、新たに薬剤誘起性のコンディショナル
ノックアウトマウスを使用することとし、
メダカに関しては、トランスジェニックメ
ダカの表現型を解析し、さらに薬効評価シ
ステムの確立を目的に研究を発展させてい
くこととした。 
 
２．研究の目的 
常染色体多発性嚢胞腎（ADPKD）のモデ
ル動物として、Pkd1 コンディショナル
ノックアウトマウスならびに Pkd2 遺伝
子欠失変異体導入トランスジェニック
メダカを作製・解析し、それを用いた
薬効評価システムを確立することがこ
の研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) Pkd1コンディショナルノックアウト

マウス 
予備実験の段階で作製した、米国エール
大学より譲渡されたPkd1コンディショナ
ルノックアウトマウスとインターフェロ
ン誘起性Mx-1プロモーターを有するCre 
recombinaseトランスジェニックマウス
とを交配したマウスを用いて、インター
フェロン誘起性のコンディショナルノッ
クアウトマウスを作製した。 
① インターフェロン誘導方法の検討：イ
ンターフェロン誘導には合成二重鎖RNA
で あ る polyinosinic-polycytidylic 
acid(pI-pC)を用いた。その投与量ならび
に投与時期により嚢胞形成の程度が異な
るため、初めにその投与量・投与時期を
検討した。予備実験において生後１～４
週での投与量を既に検討しており、この
時期はマウスの個体差が大きく、投与量
を一定にすると嚢胞形成も大きくばらつ
くことを確認しており、今回は投与量を
体重あたりに換算して行った。また投与
方法は腹腔内投与としているが、誤差が
出ないように極細の注射針を使用した。
具体的にはpI-pC投与量を10μg/kg、20
μg/kg、30μg/kg、投与時期を生後１週、
２週、４週、投与期間はいずれも5日間と
した。 
② 解析方法：その表現型の比較、ゲノム
DNAを用いたサザンブロット解析による
ノックアウト率の試算を行った。投与量、
投与時期により嚢胞形成にかなりの差が
認められることが予想されるため、今回
は嚢胞形成の著しい早期嚢胞形成群とヒ
トADPKDのような後期嚢胞形成群を得る
ことを目標とした。確立した早期嚢胞形
成群と後期嚢胞形成群に対して以下の解
析を行った。表現型の観察（体重測定、
腹部膨満など）、生化学的検査（血清尿
素窒素、血清クレアチニンの経時的な測
定）、肉眼的解析（腎臓、肝臓、膵臓な
どでの嚢胞形成について経時的解析）、
組織学的解析（HE染色、Masson-trichrome
染色を行い嚢胞の形態ならびに間質の変
化について検討、尿細管マーカーによる
尿細管セグメントの同定）、特殊染色に
よる組織学的解析（細胞増殖（PCNA染色）、
アポトーシス（TUNEL染色）についての検
討）を行った。 
③ 薬剤投与実験：mTOR阻害薬である
everolimusを嚢胞が顕著であった早期嚢
胞形成群を用いてその投与実験を行った。 
 
(2) Pkd2遺伝子欠失変異体によるトラン
スジェニックメダカ 
作製したPkd2 C末端欠失変異体（エクソ
ン12－15の欠失）による多発性嚢胞腎形
成トランスジェニックメダカの解析を行



 

 

った。 
①メダカPkd2遺伝子欠失変異体の表現型
の解析 
生直後、生後１週後、２週後、４週後に
解剖し、前腎、中腎での組織学的検索を
行う。嚢胞形成がどの段階で発生し、ど
のように発達していくか、経時的な観察
を行う。組織学的な解析として、尿細管
セグメントの確認（近位尿細管、遠位尿
細管、集合管）を行った。 
②ドキシサイクリンによる暴露による影
響の解析 
EF1α系と Tet-On誘導系の表現型の違いを確
認するため、EF1α系のメダカをドキシサイ
クリンに暴露した。 
 
４．研究成果 
(1) Pkd1コンディショナルノックアウト
マウス 
薬剤誘起性のPkd1コンディショナルノック
アウトマウスでは、インターフェロン誘導
に polyinosinic-polycytidylic acid 
(pI-pC)を用いた。その投与量・投与時期を
検討した結果、投与量は10μg/kgとし、投
与時期を生後１週から投与開始した群にお
いて、投与後４週で嚢胞形成が著しく起こ
ることが判明し、それを早期嚢胞形成群と
した。一方、投与量は10μg/kgで生後2週で
投与開始した群において投与後４週では嚢
胞は非常に尐なかったが、約6ヶ月後にはヒ
トADPKDのような嚢胞が腎臓ならびに肝臓
に認められ、これを後期嚢胞形成群とした。
この両群において、その組織学的解析を進
めた。生後１週から投与開始した早期嚢胞
形成群と生後2週で投与開始した後期嚢胞
形成群を生後7週で比較した。早期嚢胞形成
群で腎重量・体重比8±2.8％、Cystic index 
59±5.9％、血液尿素窒素155±54mg/dl、嚢
胞上皮細胞のBrdU取り込み率 6.4±0.4％
であったのに対して、後期嚢胞形成群では
腎重量・体重比1.7±0.2％、Cystic index 
3.6±1.3％、血液尿素窒素25.5±2.1mg/dl、
嚢胞上皮細胞のBrdU取り込み率 4.2±
0.8％であり、早期嚢胞形成群において腎嚢
胞形成が顕著であった。次にmTOR阻害薬で
あるeverolimusを嚢胞が顕著であった早期
嚢胞形成群を用いてその投与実験を行った。
薬剤投与群で腎重量・体重比3.6±1.9％、
Cystic index 31±15％、血液尿素窒素 74
±38mg/dl、嚢胞上皮細胞のBrdU取り込み率 
1.3％でいずれも非投与群に比較し、著明に
抑制された。肝臓についての検討では、肝
重量体重比に有意差はなかったが、非投与
群のCystic index 17±6.4％に対し薬剤投
与群のそれは7.0±1.9％と有意に嚢胞形成
が抑制されていた。嚢胞上皮細胞のBrdU取
り込み率は 3％で非投与群（11％）に比べ

著明に抑制された。TUNEL陽性細胞の検討で
は腎臓では薬剤投与群で27.5±8.6％（非投
与群8.3±5.1％）、肝臓では薬剤投与群で
5.8±2.5％（非投与群2.1±0.3％）と有意
にアポトーシス細胞が増加していた。この
ことからmTOR阻害薬が腎嚢胞のみならず肝
嚢胞にも有効であり、その機序としては細
胞増殖の抑制とアポトーシスの増加の関与
が示唆された。 
 
(2) Pkd2遺伝子欠失変異体によるトラン
スジェニックメダカ 
生後 1 ヶ月～5 ヶ月まで 1 ヶ月ごとに組織学
的に観察したが、嚢胞形成は経時的に増加し
ていくことが観察された。また尿細管セグメ
ントに関しては近位尿細管だけでなく遠位
尿細管からも嚢胞が発生していることが確
認された。それぞれの系統での導入遺伝子発
現量の確認、嚢胞形成の解析を行った。さら
に嚢胞上皮細胞における繊毛の減尐・欠落が
観察された。最も嚢胞形成を認めていた Pkd2 
Tet-On誘導系は導入遺伝子数が尐なく、嚢胞
形成の尐ない Pkd2 EF1α系で最も導入遺伝子
数が多かった。この結果から導入遺伝子数の
みが嚢胞形成に関与していないことが示唆
された。EF1α系と Tet-On誘導系ではドキシ
サイクリンによる暴露の違いを可能性とし
て考え、EF1α系のメダカをドキシサイクリ
ンに暴露した。その結果 Pkd2 EF1αでは嚢胞
形成が促進され、Pkd2 Tet-On 誘導系が最も
嚢胞形成が著明であったのはドキシサイク
リンに暴露したことも一つの要因として考
えられた。なお透明／Pkd2遺伝子欠失変異体
トランスジェニックメダカの系統化ならび
に薬剤投与システムの確立に関しては、トラ
ンスジェニックメダカの繁殖が非常に悪く、
今回系統化は出来なかった。遺伝子操作自体
の影響も大きな要因と考えられ、飼育環境な
どの整備とともに今後の課題とした。 
 
(3)まとめ 
Pkd2遺伝子欠失変異体によるトランスジェ
ニックメダカでは繁殖に問題が生じたため、
その系統化ならびに薬効評価システムの確
立は出来なかった。しかし薬剤誘起性の
Pkd1コンディショナルノックアウトマウス
では、実際にｍTOR阻害薬の薬効評価を具体
的に行うことが出来た。ADPKDに対する治療
候補薬が次々に発表される中で、本研究で
用いたPkd1コンディショナルノックアウト
マウスは、その薬効評価を行うことが可能
なモデル動物の一つとなることを示せたこ
とは大いに意義のある研究であったと考え
ている。 
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