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研究成果の概要（和文）：糸球体上皮細胞特異的PDK1コンディショナルノックアウトマウス、ならびにタモキシ
フェン誘導型Creによる糸球体上皮細胞特異的PDK1コンディショナルノックアウトマウスを作製し糸球体上皮細
胞におけるPDK1の役割を検討した。両マウスともに糸球体上皮細胞ではfoot process effacementが観察され、
週齢が経過すると糸球体上皮細胞は尿中に脱落した。また、週齢の経過とともにアルブミン尿を呈し、多くの糸
球体領域において糸球体硬化病変が観察された。本研究においてPDK1は糸球体上皮細胞の機能維持に重要な役割
を果たしていることが示された。

研究成果の概要（英文）：We generated podocyte-specific 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1
 (PDK1) conditional knockout mice (Pod-PDK1 cKO) and tamoxifen-induced podocyte-specific PDK1 
conditional knockout mice (NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO) to investigate the role of PDK1 in podocytes.
 Podocyte foot process effacement was observed in both Pod-PDK1 cKO and NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO 
mice, and the podocytes were shed into the urine with age. Both Pod-PDK1 cKO and 
NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO mice also showed albuminuria and glomerulosclerosis in many glomerular 
regions with age. In conclusion, this study demonstrated that PDK1 plays an important role in 
maintaining podocyte function.

研究分野： 分析化学

キーワード： 糖尿病関連腎臓病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により糸球体上皮細胞におけるPDK1欠失は糸球体上皮細胞障害や腎機能低下を引き起こすことが示さ
れ、PDK1が糸球体上皮細胞の機能維持に重要なシグナル分子であることが明らかとなった。さらなる詳細な検討
によりPDK1欠失による糸球体上皮細胞障害の分子機序が解明されれば、糖尿病関連腎臓病の発症・進行予防に有
用となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
日本では末期腎不全から透析導入にいたる症例は年間 4 万人前後で、そのうち約 4 割が糖尿

病性腎症による。近年、糖尿病性腎症による透析導入後の生命予後は次第に改善されつつあるも
のの、平均死亡年齢は約 75 歳であり日本の平均寿命よりも短い。したがって、糖尿病性腎症の
成因を分子機序で解明し治療法や予防法を構築することは重要な課題である。 
近年、糸球体上皮細胞特異的インスリン受容体（IR）ノックアウトマウスの解析において、糸

球体上皮細胞におけるインスリンシグナル伝達系がろ過バリア機能維持に関与すること、さら
に糸球体上皮細胞におけるインスリンシグナル伝達系障害が糖尿病性腎症発症の一因であるこ
とが報告された(Cell Metab. 12:329−340,2010)。なお、インスリンシグナル伝達系には IR をは
じめ、インスリン受容体基質、IGF-1 受容体、PI3 キナーゼ（PI3K）と様々なシグナル仲介因子
が存在する。これらの因子の膵β細胞特異的ノックアウトマウスの解析によると、インスリンシ
グナル仲介分子には様々なアイソフォームが存在するものもあり、それらの相互作用によりイ
ンスリンシグナル伝達系が複雑に制御されていることが報告されている(Cell 96:329−33,1999; 
Nat Genet. 31:111−115,2002; Cell Metab. 12;619−632,2010)。一方、インスリンシグナル伝達
系分子の一つである 3-Phosphoinositide-dependent protein kinase 1（PDK1）は単一遺伝子に
よりコードされアイソフォームが存在しない分子であるためインスリンシグナル伝達系との関
連を評価しやすい。さらに PDK1 は生存・細胞増殖シグナルといった生命活動に必須な因子とし
て生体内で多岐にわたり活性制御を行なっていることが報告されている。例えば膵β細胞特異
的 PDK1 欠損マウスによる解析によると、PDK1 欠損により転写因子 FoxO1 が核内に蓄積すること
で膵島数や膵β細胞数が減少しインスリン抵抗性や高血糖を引き起こすことが報告されている 
(Nat Genet. 38(5):589−593,2006)。なお、フォークヘッド型転写因子 FoxO は細胞分化、細胞
死、酸化ストレス応答などの細胞機能制御に関与することが報告されており、哺乳類の細胞にお
いては FoxO1、FoxO3a、FoxO4 と 3 つのアイソフォームが存在する。生体においては FoxO1 が重
要なアイソフォームと考えられ、PI3K 依存的な活性制御や PDK1 の直下にあたる Akt による直接
的なリン酸化が報告されているものの(Proc Nat Acad Sci. 101:2975−2980,2004; Cell 117:421
−426,2004)、糖尿病性腎症の病態における PDK1–FoxO シグナルの関与は これまで検討されてこ
なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、糸球体上皮細胞特異的 PDK1 コンディショナルノックアウトマウスを作製し糸球

体上皮細胞における PDK1 の役割を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）糸球体上皮細胞特異的 PDK1 コンディショナルノックアウトマウスの作製 
 NPHS2-Cre トランスジェニックマウスと PDK1-flox マウスとを交配し、糸球体上皮細胞特異的
PDK1 コンディショナルノックアウトマウス（Pod-PDK1 cKO）を作製した。Pod-PDK1 cKO マウス
の表現型解析では 3 週齢時に尿中アルブミン・クレアチニン比（ACR）、BUN、血清クレアチニン
を測定した。また、3週齢時に腎臓を摘出し腎組織変化を病理学的に解析した。 
 
（２）タモキシフェン誘導型 Cre による糸球体上皮細胞特異的 PDK1 コンディショナルノックア
ウトマウスの作製 
タモキシフェン誘導型 Cre による糸球体上皮細胞特異的 PDK1 コンディショナルノックアウト

マウス（NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO）の作製は、糸球体上皮細胞特異的にタモキシフェン誘導
型 Cre を発現する NPHS2-CreERT2 トランスジェニックマウスを PDK1-flox マウスと交配し作製
した。NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO の表現型解析ではタモキシフェン誘導後 24 週目に尿中アル
ブミン・クレアチニン比、BUN、血清クレアチ
ニンを測定し、併せて腎組織障害の評価を行
った。 
 
４．研究成果 
（１）Pod-PDK1 cKO マウスの表現型解析 
 Pod-PDK1 cKO は生後 3 週齢頃よりアルブ
ミン尿を呈し 5週齢前後で全例死亡した（図
１）。なお、3 週齢 Pod-PDK1 cKO の BUN、血
清クレアチニン、K 値は対照群に比べ有意に
高いこと、4週齢 Pod-PDK1 cKO では腹水の貯
留を認めたことから Pod-PDK1 cKO の死因は
腎機能低下によるものと考えられた。 
3 週齢 Pod-PDK1 cKO の腎組織学的解析で



は多くの糸球体領域で糸球体硬化病変が
観察され、さらに間質領域では尿円柱を細
胞内に含む尿細管や集合管が多数観察さ
れた（図２）。糸球体上皮細胞マーカーで
ある WT1 を用いて Pod-PDK1 cKO における
糸球体上皮細胞の局在を免疫組織化学染
色にて検討したところ、Pod-PDK1 cKO の
1糸球体領域あたりの平均WT1陽性細胞数
は対照マウスに比べて有意に少なかった。
一方、Pod-PDK1 cKO、対照マウスのそれぞ
れから尿沈渣を調製し WT1 の発現をウエ
スタンブロット法にて検討したところ、
Pod-PDK1 cKO の尿沈渣中にのみ WT1 の発
現を認めた。これらの結果から、Pod-PDK1 
cKO の糸球体上皮細胞は週齢の経過に伴
い尿中に脱落することが推測された。 
 次に Pod-PDK1 cKO の糸球体上皮細胞機
能異常に FoxO1 が関与していることを想定し、糸球体上皮細胞における FoxO１の発現を検討し
た。対照マウスの糸球体領域内では FoxO1 の発現はほとんど観察されないのに対し、Pod-PDK1 
cKO の糸球体領域内では糸球体上皮細胞のマーカーである synaptopodin で囲まれる細胞の一部
において FoxO1 の発現が観察された。そこで糸球体上皮細胞特異的に PDK1 と FoxO１を欠損する
コンディショナルダブルノックアウトマウス（Pod-PDK1/FoxO1 cDKO）を作製し、PDK1 欠失によ
り引き起こされた糸球体状細胞機能異常が FoxO1 の欠失により改善するかを検討した。Pod-
PDK1/FoxO1 cDKO の ACR、BUN 値は Pod-PDK1 cKO に比べて低値傾向を示したものの対照マウスに
比べ有意に高い値を示した。また、Pod-PDK1/FoxO1 cDKO の生存期間も Pod-PDK1 cKO に比べて
１～２週間ほど延びたものの、Pod-PDK1/FoxO1 cDKO は腎機能低下により全例死亡した。したが
って FoxO1 は PDK1 欠失により引き起こされた糸球体上皮細胞の機能異常に一部関与しているも
のの、FoxO1 以外の因子もこの病態に関与していると考えられた。 
 
（２）NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスの表現型解析 
 NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO の表現型解析を行うにあたり、効率的な遺伝子欠失誘導方法を
検討した。まず糸球体上皮細胞特異的にタモキシフェン誘導型 Cre を発現する NPHS2-CreERT2 ト
ランスジェニックマウスと CAG-floxSTOP-EGFP トランスジェニックマウスを交配し、タモキシ
フェン誘導型 Cre により糸球体上皮細胞特異的に EGFP を発現するレポーターマウス（NPHS2-
CreERT2/Pod-EGFP Rep）を作製した。その後、10 週齢、あるいは 20 週齢時にタモキシフェンを
投与し糸球体上皮細胞における EGFP 陽性率を解析した。タモキシフェン投与ではコーンオイル
に溶かして 0（コーンオイルのみ）、75, 100、150 mg/kg body weight の投与量で 4群に分けて
1、3、あるいは 5 日間連続で投与した。タモキシフェン非投与群では WT-1 陽性細胞における
EGFP 発現は確認されない一方で、タモキシフェン投与群では WT-1 陽性細胞のうち最大で約 70％
の細胞で EGFP 発現が観察された。 
NPHS2-CreERT2/Pod-EGFP Repマウスにてタモキシフェン誘導性にCre-loxPシステムが正常に

作動することが確認できたため、次に NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO の表現型解析を行った。
NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスに対してタモキシフェン誘導を行い、4週ごとに 24 週間後
まで ACR を経時的に測定した。対照には NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスに対してコーンオ
イルのみを投与したマウスを用いた。対照マ
ウスではコーンオイル投与 24 週後までに顕
著な異常が観察されなかったのに対し、
NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスではタモ
キシフェン投与 8 週後よりアルブミン尿が観
察された。また、ACR はタモキシフェン投与 8
週後から 24 週後にかけて持続的に上昇した。
タモキシフェン投与 24 週後に行った NPHS2-
CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスの腎組織病理学
的解析では多くの糸球体領域で糸球体硬化病
変が観察された（図３）。さらに ACR の高い
NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスでは間質
領域の線維化や蛋白円柱の形成も観察され
た。透過電子顕微鏡による観察では糸球体上
皮細胞における foot process effacement や
糸球体基底膜肥厚が認められ、一部の糸球体
内皮細胞では fenestra の消失が認められた。
これらの解析結果よりタモキシフェンを投与
した NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスで



は週齢の経過に伴い腎機能が低下していることが推測されたが、糸球体上皮細胞における PDK1
欠失の作用と腎機能への影響を解明するためには引き続き詳細な解析を行う必要があると考え
ている。 
Pod-PDK1 cKO マウスと同様に NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスでも PDK1 欠失による糸球

体上皮細胞機能異常が観察されたため、NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスから培養糸球体上
皮細胞を調製し、その分子機序を検討することにした。まず、調製する培養糸球体上皮細胞の純
度をモニタリングする目的で NPHS2-CreERT2/Pod-EGFP Rep マウスを用いた検討を行った。10 週
齢 NPHS2-CreERT2/Pod-EGFP Rep マウスに磁気ビーズを還流することにより腎糸球体を単離し、
さらに単離腎糸球体を培養することで explant 法により培養糸球体上皮細胞を調製した。その
後、培養糸球体上皮細胞に 4-OH-タモキシフェンを添加し全培養細胞中の EGFP 陽性率を評価し
たところ、EGFP 陽性率は最大で全培養細胞中の 10％以下と極めて低い結果となった。培養液へ
の 4-OH-タモキシフェン添加量、暴露時間、4-OH-タモキシフェン添加後の解析タイミングなど
複数の条件を設定し EGFP 陽性率を高めるための検討を行ったものの、タモキシフェン誘導性を
高める条件下では死細胞が増えてしまい EGFP 陽性率をさらに上げることは出来なかった。その
ため、NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスの糸球体上皮細胞を用いて PDK1 欠失の影響を検討す
るためには、NPHS2-CreERT2/Pod-PDK1 cKO マウスに対してタモキシフェン誘導を行った後にフ
ローサイトメトリーにより糸球体上皮細胞を単離し解析するなど、別の解析方法を構築し検討
する必要があると判断した。 
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