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研究成果の概要（和文）：Skp2 欠損マウスによる尿管結紮(UUO)モデルでは、Skp2 の標的の中で

p27 が最も蓄積していた。そこで、p27 を欠損させた Skp2-p27 ダブル欠損マウスを用いて UUO

モデルを作製したところ、Skp2 欠損マウス UUO 腎での腎障害の軽減は解消され、野生型と比較

して、さらなる腎障害の進行が確認された。これらの結果から、Skp2 は主に尿細管上皮細胞を

制御している p27 を分解することによって腎障害進行に関与していることが確認された。 

 

研究成果の概要（英文）：p27,is known a Skp2 target, most increased in the UUO kidney in 

Skp2-/- mice. The ameliorated UUO renal injure by Skp2-deficiency was canceled by the 

additional p27-deficiency in Skp2-/-p27-/- mice. These findings suggest a pathogenic role 

of the reduction in p27 targeted by Skp2 in the progression of nephropathy in UUO mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 我々は細胞周期を制御しているp27と、p27

をユビキチン-プロテアソーム系によって分

解に導く Skp2 が腎障害において高発現する

ことに着目している。Skp2 ノックアウトマウ

スを用いた片側尿管閉塞性モデルを作製し

たところ、尿細管上皮細胞で p27 が著明に蓄

積すること確認され、細胞増殖が減少するこ
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とにより尿細管の拡張および間質の線維化

が抑制され、腎障害の進行抑制が起こること

を見出した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Skp2 が p27 を特異的にユビキ

チン化するのに必要な分子 Cks1 の腎障害進

行における動態を解析する。さらに、Skp2、

p27 のダブルノックアウトマウスを用いて片

側尿管閉塞性モデルを作製し、腎障害の進行

における Skp2、p27 の機能の解明をさらに進

めることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

1) 腎障害における Skp2 の細胞増殖制御 

機構の解明 

  Skp2 が p27 を特異的にユビキチン化 

するのに必要な分子 Cks1 の腎炎進行におけ 

る動態を経時的に解析する。さらに Skp2 ノ 

ックアウトマウスのUUO腎で見られた尿細管 

上皮細胞数の増加と腎障害の抑制が 

Skp2-p27 ダブルノックアウトマウスにおい 

て打ち消されるのか検討する。 

 

2) Skp2 は EMT にも関与しているのか 

  Skp2 ノックアウトマウス UUO 腎で緩和さ

れた間質線維化が Skp2-p27 ダブルノック 

アウトマウス UUO腎で解除されるか検討する。 

 

４．研究成果 

本研究では分子生物学的手法、生化学的

手法を用いた研究により以下の結果を 
得た。 
 

(1) 野生型マウスのUUOモデルを用いて、Skp2

がp27を特異的にユビキチン化するのに

必要なCks1の発現をmRNAおよびタンパク

レベルで解析した。UUO腎において、Cks1

はmRNAおよびタンパクレベル共に、発現

が亢進しており、Skp2と同様な発現パタ

ーンであることがわかった (図1)。 

また、免疫染色においてCks1およびSkp2

のタンパク発現が陽性細胞でp27のタン

パク発現が陰性である細胞が多く確認さ

れた。これにより、Cks1およびSkp2とp27

のタンパク発現が逆相関であることが 

示され、腎障害ではSkp2がp27タンパク 

分解を特異的に制御している可能性が高

まった。 

 
図1. UUO腎障害によるCks1 mRNAの 

発現亢進 

 
(2) TNFαが腎障害進行に伴って尿細管上皮

細胞細胞質で発現亢進していることがわ

かった。また、NFκB である RelB および

p52 は腎障害により尿細管上皮細胞の核

で高発現し、Skp2 および Cks1 と共局在

することが免疫染色により明らかになっ

た。これらの結果から、Skp2/Cks1 は TNF

α/NFκB経路により発現誘導されること

が示唆された (図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  図 2. 腎障害における Skp2/Cks1 の 

発現誘導機構 



 

 

(3) PAS 染色、線維化の指標となるマッソン

トリクローム染色を用いて、組織学的 

検討を行った。野生型マウスと比較して

p27 ノックアウト UUO 腎では、尿細管 

上皮細胞の数が顕著に増加しており、 

尿細管の拡張も野生型より増加していた。

一方、Skp2 ノックアウトマウス UUO 腎で

は野生型マウスより腎障害が軽減された

が、p27 を付加的に欠損させた Skp2-p27

ダブルノックアウトマウス UUO 腎では再

び腎障害の進行が確認された。Skp2-p27

ダブルノックアウトマウス UUO 腎の尿細

管の拡張は野生型よりも増加し、p27 

ノックアウト UUO 腎と同レベルであった。

これらのことにより多くのターゲットを

持つとされる Skp2 は、腎障害において、

特異的に p27 を制御している可能性が 

高まった。 

 

(4) 細胞増殖マーカーとして Ki67 抗体を 

用いて免疫染色を行った。Skp2 ノック 

アウトマウス UUO 腎で尿細管上皮細胞の

細胞増殖は抑制されたが、Skp2-p27 ダブ

ルノックアウトマウス UUO 腎にすること

により、抑制が解除された。尿細管拡張

が顕著に見られる p27 ノックアウト UUO

腎では、細胞増殖も盛んであることが 

確認された(図 3)。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. Skp2-/- UUO 腎で抑制された尿細管上

皮 細 胞 の 細 胞 増 殖 は
Skp2-/-p27-/-UUO 腎で解消される。 

(5) p21はSkp2のターゲットであり、p21ノッ

クアウトマウスUUO腎では間質細胞の増

殖が亢進すると報告されている。Skp2 

ノックアウトマウスUUO腎でのp21のタン

パク発現量を比較したところ、p21のタン

パクレベルの増加はわずかであった。 

また、他のSkp2のターゲットも同様に 

調べたところ、WT UUO 腎と比較してp57

、p130、TOB1、cyclinA、CyclinD1はSkp2

ノックアウトマウスUUO腎で増加せず、

c-Myc、b-Myb、cyclinEはわずかに増加 

したものの、どれもp27ほど増加しなかっ

た(図4)。これにより、腎障害ではp27が

Skp2のメインターゲットであることが 

確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. Skp2 ターゲットのタンパク発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5. αSMAはSkp2-/-p27-/-で増加する。 

 

 

(6) Skp2ノックアウトマウスUUO腎では腎線

維化が抑制される。これに比べ、Skp2-p27

ノックアウトマウスUUO腎では間質領域

が増加し、また免疫染色法によりαSMA 



 

 

(図5)とVimentinが増加し腎線維化の 

進行が確認され、またマクロファージの

浸潤も増加していた。さらに、COL1、 

αSMA、Vimentinおよびマクロファージの

指標であるF4/80 のmRNAレベルも同様に

増加していた。これらのことから、腎障

害に伴う線維化および炎症がSkp2-p27 

ノックアウトマウスUUO腎で亢進する 

ことが確認され、Skp2-p27の制御が腎障

害の線維化にも影響していることがわか

った。 
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