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研究成果の概要（和文）： 
 多発性嚢胞腎の発症機序は以前として不明であるが、PTEN を近位尿細管特異的にノックアウ

トすることで嚢胞腎が形成されることを発見した。その機序として細胞増殖が主であり、アポ

トーシスや cilia が関わっているのではないことが示唆された。PTEN と EGF 受容体とのダブル

ノックアウトマウスは生まれているが、ラインにより、ノックアウトの比率が異なるため、現

在効率のよいラインを選択して、マウスの数を増やしつつある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The mechanism in the development of polycystic kidney is still unclear. We developed 

the proximal tubule specific PTEN knockout mice and found the development of polycystic 

kidney. We investigated the proliferation and apoptosis in the proximal tubule and the 

proliferation can be the main factor of the cyst formation. We also checked the cilia 

and the number and the length of the cilia were not different from control mice. To clarify 

the role of the EGF receptor in the cyst formation, we started to establish PTEN-EGF 

receptor double knockout mice in the proximal tubule. Now, we are choosing the effective 

line to develop the double knockout.  
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト多発性囊胞腎は末期腎不全にいたる

主要な原疾患である。その多くは遺伝性であ

り、いまだ有効な治療法は解明されていな

い。その責任分子として polycystin-1、

polycystin-2及びfibrocystinなどが同定さ

れたが、それによる囊胞形成の発症メカニズ
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ムは解明されていない(N Engl J Med. 2004 

350(2):151-64.)。 

 多発性囊胞腎では、尿細管上皮細胞の「脱

分化」、すなわち、増殖、アポトーシス、分

泌機序の変化、細胞外基質の増生がおこる

(Kidney Int. 2005 67(4):1234-47.)。その

プロセスに尿細管上皮の cilia(鞭毛)の異常

が重要な役割を果たすことが、責任分子であ

る polycystin-1 などが鞭毛に存在すること

から証明されている。 

 その中で近年 mTOR 細胞伝達経路の囊胞形

成への関わりが示唆された。mTOR 細胞伝達経

路の上流には tuberin/TSC2 というヒトに腎

囊胞を引き起こす疾患である結節性硬化症

の責任分子が存在し、その欠損、変異によっ

て mTOR 経路の活性化が起こることがわかっ

ているが(Nat Genet. 2005 37(1):19-24.)、

Weimbs T ら は polycystin-1 が そ の

tuberin/TSC2 と結合することを細胞実験で

確認した。そこで mTOR 経路が多発性囊胞腎

に関与することをうたがい、ヒトの多発性囊

胞腎とそのマウスモデルを検討したところ、

囊胞上皮細胞でmTOR 経路の活性化を認めた。

更に mTOR 経路の活性化阻害剤である

rapamycin をマウスモデルに投与したところ

囊胞形成を抑制した。また、ヒトで多発性囊

胞腎が原因の末期腎不全患者に対する腎移

植の際 rapamycin を使用したところ、囊胞が

縮小したことから、囊胞形成への mTOR 経路

の関与が強く疑われた(Proc Natl Acad Sci U 

S A. 2006 103(14):5466-71.)。以上から、

mTOR 経路が囊胞形成に関わることがわかっ

ているが、囊胞の発症を近位尿細管に引き起

こすかどうかは未だ不明である。 

 ま た Epidermal growth factor 

receptor(EGF 受容体)は嚢胞上皮にて発現部

位が尿細管基底膜側から管腔側にうつり、尿

細管腔への分泌機序を変化させることによ

って嚢胞の増大に関与することが示唆され

ている(N Engl J Med. 2004 ;350(2):151-64.)。

In vitroでは尿細管細胞において EGF 受容体

の下流に mTOR 経路が存在することが示され

て い る が (J Am Soc Nephrol. 

2006;17(6):1615-23)、その嚢胞形成への役

割は明らかとはなっていない。 
２．研究の目的 
 有効な治療法のないヒト多発性囊胞腎の

新たな発症機序を近位尿細管特異的に PTEN、

EGF 受容体をノックアウトしたマウスを介し

て解明する。 
３．研究の方法 
1,PTEN ノックアウトマウスの組織の評価 

 すでに PTEN ノックアウトマウスの標本は

Vanderbilt University の Dr. Eric G Neilson

との共同研究として手に入れており、まず囊

胞形成のメカニズムとして重要な細胞増殖

を Ki67 染色で、アポトーシスを Tunnel 染色、

activated Caspase-3 染色で評価し、どちら

が PTEN ノックアウトマウスで囊胞形成に大

きく関わっているかを近位尿細管のマーカ

ーである Lotus tetragonolobus lectin(LTA)

との二重染色によって近位尿細管特異的に

評価する。 

 次に囊胞形成と強い因果関係を証明され

ている cilia の形態の解析をすすめるため、

cilia のマーカーである acetylated α 

‒tubulin (J Am Soc Nephrol. 2008 

19(3):469-76.)と、LTA とで二重染色し、近

位尿細管細胞にある cilia の数を検証する。

同時に、電子顕微鏡にて cilia の長さ、形態

を検討する。 

2,PTENノックアウトマウスへのrapamycin投

与による治療 

 PTEN ノックアウトマウスが掛け合わせに

より誕生すれば、rapamycin 投与による治療

を開始する。生後 8 週には PTEN 欠損尿細管

細胞肥大を認めるので、そこから腹腔内投与

にて治療を開始し、まず mTOR 経路の活性が

抑制されていること(rapamycin 投与が効い

ていること)を rpS6 のリン酸化を Western 

blotting で見ることにより確認する。その後、

肥大の程度を腎重量/体重値と蛋白合成/DNA

合 成の比から (J Am Soc Nephrol. 2005 

16(5):1384-91.)、そして囊胞形成の主因で

ある細胞増殖、アポトーシスを Ki67 染色、

Tunnel 染色、activated Caspase-3 染色にて

近位尿細管細胞特異的に評価する。

rapamycin は可能な限り長期投与し、囊胞形

成への影響をも検討する。 

3,近位尿細管細胞特異的 PTEN ノックアウト

マウス、PTEN/EGF 受容体ダブルノックアウト

マウスの作成 

 gamma-GT Cre マウス、PTEN floxed マウス、

EGFR floxed マウスはすでに提供先から譲渡

の同意を得ており、現在マウスの移動にあた

っての感染検査などを提供先と連絡をとり

ながら行っている。マウスを入手しだい掛け

合わせを開始し、PTEN ノックアウトマウス、



 

 

EGF 受容体ノックアウトマウス、PTEN/EGFR

ダブルノックアウトマウスを作成する。 

 それまでに PTEN ノックアウトマウスの囊

胞上皮細胞にてEGF 受容体の発現を染色にて

検証し、EGF 受容体の発現部位の変化を確認

しておく。 

 なお今回の実験は遺伝子組み換え実験で、

学内で承認申請中であり、承認を受けた後、

実験を開始する。 

4,PTEN/EGF 受容体ダブルノックアウトマウ

スの解析 

 PTEN/EGF 受容体ダブルノックアウトマウ

スにおいては、まず、PTEN、EGF 受容体の両

方ともが近位尿細管特異的にノックアウト

されていることを PCR(遺伝子)及び、腎蛋白

の Western blotting、近位尿細管のマーカー

であるLTA との二重染色(蛋白発現)によって

確認する。そのマウスを使って生後 8 週の時

点で腎肥大の程度を上記のパラメーターを

使って検定する。また近位尿細管細胞の面積

を測り、近位尿細管細胞特異的に肥大を検討

し、EGF 受容体を介するシグナルの尿細管細

胞肥大に対する影響を検討する。 

 次に生後9ヶ月から12ヶ月にてやはりLTA

の染色によって近位尿細管を同定し、近位尿

細管に形成される囊胞の大きさを見ること

により、また、線維化の程度を collagen I

染色や Masson Trichrome 染色により、染色

された面積を測ることにより評価する。機能

的には尿蛋白の排出量を蓄尿により測定し、

血清クレアチニンは HPLC 法を使って検討す

る。また、囊胞形成のメカニズムである細胞

増殖と、アポトーシスを評価する。それらの

値からEGF 受容体の囊胞形成への寄与を検討

する。 

 肥大や囊胞形成へEGF 受容体の欠損が影響

すれば、Akt/mTOR 経路の活性化の程度と比較

することにより、Akt/mTOR 経路の肥大、囊胞

形成への関与が確認できる。 

 続いて、更に長期に観察し、PTEN ノックア

ウトマウスにおける癌形成の有無、さらにも

し癌を発症するのであれば、EGF 受容体のダ

ブルノックアウトによりどれくらい発症の

頻度が影響をうけるか評価する。 

４．研究成果 

 まず PTEN ノックアウトマウスで PTEN が近

位尿細管特異的にノックアウトされている

こと、その下流のマーカーである ribosomal 

S6 の活性化があることを westernblotting 

と免疫染色で確認した。 

 次に生後9ヶ月~12ヶ月で嚢胞が形成され

る顕微鏡下に明らかとなるが、それが PTEN

をノックアウトした部分であることを確認

するため、組織を近位尿細管細胞のマーカー

である LTA と集合管などのマーカーである

DBA で染色し、LTA 陽性尿細管の管腔と DBA

陽性尿細管の管腔、両方のサイズを測定した。

すると、DBA 陽性尿細管の管腔は PTEN ノック

アウトマウスでコントロールと同様であっ

たが、LTA 陽性尿細管の管腔は生後 3 ヶ月で

は差がなかったが、生後 9ヶ月~12 ヶ月では

有意な差をみとめた。以上より PTEN がノッ

クアウトされた近位尿細管で特異的に嚢胞

が形成されたことが明らかとなった。また、

Masson Trichrome 染色や collagen I 染色で

の染色領域の測定から有意に線維化を伴う

ことが明らかとなった。加えて、尿蛋白排出

増加、血清クレアチニンの上昇を認めること

を見いだした。これは、この嚢胞形成が PTEN

をノックアウトしたことによって直接的に

発症したことを示唆し、さらに病理学的変化

に加え、腎機能障害もあることからヒトの多

発性嚢胞腎に類似した病変を発症したこと

が明らかになった。 

 そのメカニズムとして、嚢胞形成の機序に

あげられる細胞増殖やアポトーシスの有無

について検討したところ、細胞増殖のマーカ

ーである Ki67 の染色にて LTA 陽性細胞すな

わち近位尿細管細胞の増殖は3ヶ月の時点で

すでに有意な増殖をみとめ、それが少なくと

も 12 ヶ月後、病変がすでに形成された時期

においても持続することがわかった。一方、

アポトーシスは tunnel 染色や Cleaved 
Caspase-3 染色で確認したところ、やはり近

位尿細管細胞において有意に増加するもの

の、染色された核の数は腎臓の長軸にそった

輪切りの面に対して2,3 個とごく軽微である

ことから増殖の方が有意に嚢胞形成に関わ

っていることが示唆された。また比較的長期

間にわたる細胞増殖の継続によって嚢胞形

成が徐々に形成されることが明らかとなっ

た。 

 次に治療法を考慮するため、PTEN のノック

アウトによって活性化される mTOR 経路の阻

害剤である rapamycin を 2 週間マウスへ投与

した。まずは rapamycin の投与量が有効であ

るかどうかを確認するために、mTOR 経路の活

性 化 を そ の surrogate marker で あ る



 

 

ribosomal S6 の活性化を検出する抗体にて確

認したところが westernblotting と免疫染

色でrapamycin によりその活性化が抑制され

ていることを確認した。同時に、Ki67 をマー

カーとする近位尿細管細胞の増殖も有意に

減少したことから、rapamycin の投与が嚢胞

形成の軽減につながる可能性があることが

示唆された。 

 ヒト多発性嚢胞腎では polycystin-1 とい

ったcilia に存在する蛋白が責任遺伝子であ

るとこが明らかになってきているため、近位

尿細管特異的 PTEN ノックアウトマウスにお

いても cilia における蛋白発現や、形態変化

を検討した。 
 まず上記の PTEN ノックアウトマウスに

polycystin-1 の染色を施行したところ、発生

時には発現が強いものの、生後からは急激に

発現が低下しており、コントロールと同様な

パターンをとっていた。すなわち、PTEN が

polycystin-1 を介して嚢胞形成を引き起こ

したのではないことを確認した。 
 また cilia の数をやはり PTEN ノックアウ

トマウスにおいて、acetylated α−tubulin の
染色で確認したところ、cilia の近位尿細管

細胞数に対する数はコントロールとかわら

なかった。さらに電子顕微鏡にても cilia の

形態を確認し、その長さ、太さもコントロー

ルに対して著変は見られなかった。以上から

PTEN は cilia の形態的、機能的変化を介して

病変形成を起こしているのではないと思わ

れた。 

 次に PTEN の欠損はヒトに対して臓器によ

っては良性、もしくは悪性腫瘍を起こすこと

が報告されているので、生後 2 年までノック

アウトマウスの経過をおったが、腎臓への癌

形成は見られなかった。ヒトに対して同様に

腎嚢胞やがん形成をおこすVHL遺伝子をマ
ウスの腎臓の近位尿細管特異的にノックア

ウトさせても嚢胞は出来るものの、癌形成

はできなかたことから(Cancer Res. 2006 

66(5):2576-83.)、マウスの近位尿細管細胞

にはヒトとは違う癌形成への抵抗性がある

ことが示唆された。 

 次に嚢胞形成に関与すると言われるEGF受

容体を PTEN と同時にノックアウトすること

を試みた。PTEN のみのノックアウトマウスと

同様、EGF 受容体のみのノックアウトマウス

も近位尿細管細胞でほぼ 100%ノックアウト

されることは染色で確認されていたが、ダブ

ルノックアウトを作成したところ、ラインに

より、ノックアウトの効率に差があることが

わかった。そこで 100%ノックアウトが起こる

ラインを選定し、そのラインのマウスを解析

に足りる匹数になるよう育成中である。 

 現時点では生後3ヶ月の近位尿細管特異的

ダブルノックアウトマウスを3匹ほど検討し

た。PTEN,EGF 受容体それぞれの発現がノック

アウトされていることは染色のみならず

westernblotting でも確認されたが、腎臓の

肥大に関してはEGF 受容体をノックアウトし

ても著明な変化はみられなかった。また、

Ki67 染色にて近位尿細管細胞の増殖に関し

ても著変がみられていないため、嚢胞形成が

ダブルノックアウトマウスで影響があると

すれば分泌機序の変化で有る可能性が高い

と思われる。 
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