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研究成果の概要（和文）： 

 Sec63 コンディショナルノックアウトマウスを解析する事により、常染色体優性多発性
肝嚢胞でどの様にして嚢胞形成がされるのかを明らかにした。また、Sec63 遺伝子をノッ
クアウトすることで、アポトーシスがさかんとなり、嚢胞形成の原因となるだけではなく、
網膜変性など多臓器に影響を及ぼす事が明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  I elucidated the mechanism of cystformation in autosomal dominant polycystic liver 

disease by analysis of Sec63 conditional knockout mice. I also elucidated one of the 

function of Sec63. Sec63 is strongly associated with apoptosis.  
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研究分野：腎臓内科学 
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細胞増殖、cilia、水腎症 

 

１．研究開始当初の背景 

常染色体優性多発性嚢胞腎（ Autosomal 

Dominant Polycystic Kidney Disease:ADPKD）

は遺伝性腎疾患の中で最も頻度が高く（約

1000 人に１人）、加齢とともに嚢胞が両腎に

増加し、進行性に腎機能が低下し、70歳まで

に約半数が腎不全に陥る疾患であり、また高

血圧、脳動脈瘤などの様々な腎外症状をきた

す全身疾患である。ADPKD の原因遺伝子とし

て PKD1、PKD2 が同定されている。多発性肝

嚢胞はしばしば ADPKDの患者にある症状であ

るが、腎嚢胞を伴わない肝嚢胞のみの病態を

常染色体優性多発性肝嚢胞（ Autosomal 

Dominant Polycystic Liver Disease:ADPLD）

として区別している。ADPLD の原因遺伝とし

て、PLD1（PRKCSH）、PLD2（Sec63）とが同定

されている。Sec63 は小胞体（ER）に存在す

る 3 回膜貫通蛋白である。Sec63 はシャペロ

ンの蛋白である BiPと結合し転送させる蛋白

を小胞体内腔に引き込む役割をしている。こ

れまで嚢胞形成の機序について様々な研究

がされているが未だ明らかになっていない。

また、ADPKD、ADPLDに対しての根本的な治療

はまだなく臨床症状に応じて保存的治療が
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施されているのが現状である。 

２．研究の目的 

・Sec63 コンディショナルノックアウトマウ

スを使用し嚢胞形成の機序を解明する。 

・腎嚢胞、肝嚢胞以外の臓器の表現型の解析

を行い Sec63の機能解析を行う。 

３．研究の方法 

（１） Sec63lox/lox
･ksp-cre、

Sec63lox/lox:pCX-Creマウスの嚢胞の組

織学的に解析する。 

（２） 嚢胞形成と細胞増殖、アポトーシスに

ついての解析 

（３） Sec63lox/lox
･Chx10-creなどのマウスを

解析し、腎臓、肝臓以外の臓器での表

現型を解析する。 

 

４．研究成果 

(1) Sec63lox/lox
･ksp-creを生後０日、2週、4

週、2 カ月、3 カ月と経時的に観察した。ほ

とんんどが生後 1カ月程度で腎不全のため死

亡した。生後 0日では特に腎臓に変化が認め

られないが、生後 2週目より水腎症、腎嚢胞

を認めた（図１C）。その後、腎嚢胞は増悪し

てくが（図１E）、常染色体優性多発性嚢胞腎

（ADPKD）では腎臓そのもののサイズが増大

するにもかかわらず、Sec63lox/lox
･ksp-cre マ

ウスの腎臓はのサイズは減少していった（図

1A）。図１Aはβ-gal    stainingであり Cre陽

性細胞が青くそまる染色であるが、右のノッ

クアウトの腎臓は左のコントロールと比較

し萎縮し、また、著明な水腎症を呈している

事を示している。 

免疫染色にて腎臓嚢胞上皮においての cilia

の発現について解析をおこなったが、cilia

の形状には異常を認めなかった。 

 

図１. Sec63flox/flox:Ksp-Cre miceの解析 

AAAA生後 3ヶ月の Sec63flox/+:Ksp-Cre:R26R 

mice (左) 、 Sec63flox/flox:Ksp-Cre:R26R 

mice (右)のβ-gal    staining. 生後 14日目

(B, C)と生後一ヶ月(D, E)のマウスの組織像。 

B, D; コントロール. C, E; ノックアウト. 

 

Sec63lox/lox:pCX-Cre マウスはタモキシフェン

を投与することで Creを発現させることがで

きるモデルである。P0、2 週（発達過程）、4

週（成熟）と様々な時期で Sec63をノックア

ウトすることで、嚢胞形成を確認した。 

いずれの時期で、タモキシフェンを投与して

も肝嚢胞、腎嚢胞形成を確認したが、早期（発

達過程）でタモキシフェン投与した方がより

嚢胞は増悪していた。肝嚢胞上皮細胞におい

ても ciliaの形成には異常を認めなかった。 

 

(2) ADPKD では、嚢胞形成には細胞増殖が非

常に重要であると報告がされていることか

ら細胞増殖について BrdU 染色を行い解析し

た。Sec63lox/lox
･ksp-cre マウスの嚢胞形成初

期は、ADPKD と同様に細胞増殖が盛んであっ

た。しかし、生後 2カ月では明らかに細胞増

殖は低下していた。 

図２. 細胞増殖 

 

図３. アポトーシス 



 

 

 

 

 

 

一方、TUNEL 染色を用いてアポトーシスに関

して解析を行ったこところ、図３に示すよう

に経時的にアポトーシスが増加しているこ

とがわかった。 

 これらの結果から、ADPKD では細胞増殖が

嚢胞形成に関わり、腎臓のサイズも増殖し続

けるが、ADPLD では嚢胞形成初期には細胞増

殖が盛んであるが、その後アポトーシスが盛

んとなることで、腎臓のサイズは減少してい

くことが明らかとなった。 

 

(3)嚢胞形成機序を解析するためにウエスタ

ンブロッティングを用いて解析を行った。 

AQ2(アクアポリン２)や Na-K ATPase などの

膜蛋白がノックアウトマウスで発現がデイ

かしていた。これは Sec63が膜蛋白の成熟に

欠かせない蛋白であるために発現が低下し

ているものと考えられた。AQ2 は免疫染色で

も嚢胞上皮において著明に発現が低下して

いた。AQ2 ノックアウトマウスでは水腎症を

呈する事がすでに報告されており、

Sec63flox/flox:Ksp-Cre マウスの水腎症の原因

は AQ2 の発現低下が関係すると考えられた。

また、ADPKDの原因である PKD2の遺伝子産物

であるポリシスチン２（PC2）の発現が、ノ

ックアウトマウスで低下していた。このこと

から、ADPLD マウスにおいての腎嚢胞形成は

PC2 などの嚢胞形成に関わる膜蛋白の発現低

下が関係すると考えられた。 

図４. ウエスタンブロッティング 

 

(4)Sec63 コンディショナルノックアウトマ

ウスでは腎臓や肝臓以外の種々の臓器で表

現型が観察された。なかでも、網膜色素変性

について解析を行った。 

図 5の様に生後 2週目より視細胞層が明らか

に薄くなっているのが観察された。また、

cilia の形態が保てておらず、免疫染色にて

オプシンが視細胞ないにとどまっているこ

とが確認された。 

ADPLD において嚢胞形成機序にアポトーシス

が重要であったことから、視細胞でのアポト

ーシスを TUNEL染色で解析した。 

左がノックアウトマウスの網膜であるが、明

らかにアポトーシス細胞が増加していた。 

これらの結果から Sec63はアポトーシスに重

要な関連があることが明らかとなった。 

 

 

図 5. Sec63lox/lox
･Chx10-cre マウスの網膜ト

ルイジンブルー染色 

    

 

  

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. Sec63lox/lox
･Chx10-cre マウスの網膜

TUNEL染色 
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