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研究成果の概要（和文）：　多発性嚢胞腎（PKD）の病態には上皮間葉移行（EMT）が関与すると考えられる。本研究で
はPKDにおけるEMTの情報伝達系を明らかにするとともに、その情報伝達系をターゲットとした病態特異的治療の可能性
を検討した。
　CPKマウスにおいて、TGF-β/Smad3系は量的異常より質的異常が存在し、JNK/CDK4を介した核内pSmad3L/C作用による
c-Mycの発現増強が示された。
　さらに、Smad3ノックアウトとCPKのダブルミュータントを作製し、Smad3の修飾による疾患表現型の変化について検
討した。これらの知見により、疾患特異的治療開発のための基礎データを収集した。

研究成果の概要（英文）：Epithelial mesenchymal transition (EMT) is thought to be involved in pathophysiolo
gy of polycystic kidney disease (PKD). We determined a signal transduction of EMT in PKD in this study and
 examined possibility of pathophysiology-specific therapy that targeted the signal transduction.
In CPK mouse, qualitative rather than quantitative abnormality was present in the TGF-beta/Smad3 system, a
nd enhanced expression of c-Myc by intranuclear pSmad3L/C effects through JNK/CDK4 was shown. Furthermore,
 we made Smad3 knock-out and CPK double mutant and examined changes of the disease phenotype by modificati
on of Smad3. With these findings, we obtained the basic data for disease-specific therapy developments.
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１．研究開始当初の背景 

 多発性嚢胞腎（polycystic kidney disease、

PKD）は、わが国で最も頻度が高い遺伝性疾

患であり、慢性腎不全の主要な原因の一つで

ある。常染色体優性（ADPKD）と常染色体劣

性（ARPKD）があり、臨床上の差違にもかか

わらず共通の基本的病態生理が存在する。 

 私どもは、PKDにおいて嚢胞を形成する尿

細管上皮細胞では脱分化がみられ、上皮間葉

移行（EMT）により間葉系の形質を獲得し発

症に関与することを報告した。その結果、尿

細管上皮細胞は、増殖（過形成）・細胞周期

異常、分泌（正常では吸収が主である）、細

胞外基質異常・線維化を起こし、そのため嚢

胞形成・腎不全にいたる。 

 EMTの強力な誘導因子としてTGF-βが重要

である。TGF-βのシグナルは、Smad経路およ

びSmad非依存性のRas/Rho/MAPキナーゼ経路

により伝達される。腎線維化・EMTにおいて、

TGF-β/Smad3経路の重要性が示唆されるが、

PKDにおける検討は未だなされていない。そ

こで、本研究では、PKDのEMTにおけるTGF-β

/Smad系ついて検討し、その修飾による疾患

特異的治療の可能性を検討した。 

 

２．研究の目的 

 腎線維化・EMTにおいて、TGF-β/Smad3経

路が非常に重要な働きをすることが報告さ

れている。TGF-βのシグナルは、TGF-βレ

セプターに伝わり、レセプターによって活

性化されたSmad2/3は、核内に移行後、標的

遺伝子の転写因子として作用する。腎線維

化モデルで、TGF-βおよびSmad3の亢進が認

められ、Smad3ノックアウトマウスではEMT

が抑制されることが報告されている。 

 CPKマウスは、自然発症のARPKDモデルで

あり、現在世界中で最も解析されているモ

デルである。原因遺伝子はシスチンという

繊毛関連蛋白である。我々の先行研究を含

め、CPKマウスにおいてTGF-βおよびSmad3

の亢進が確認されており、病態に関与する

ことが示唆される。そこで本研究では、TGF-

β/mad3系が関与する病態の詳細を明らか

にし、それらを修飾することで、病態を変

化させることができるかを検討した。これ

らにより疾患特異的治療開発のための基礎

データを収集した。 

 

３．研究の方法 

＜CPKマウスARPKDモデル＞ 

 CPKマウスは、ARPKDモデルで、世界で最も

解析されているPKDモデルである。尿細管上

皮細胞における極性異常を示す。起源は自然

発症モデルであるが、近年原因遺伝子がクロ

ーニングされ、PCRにより遺伝子型の決定が

可能である。 

 生後1日、7日、14日、21日、28日のCPKマ

ウスおよび同日齢の同腹のマウス(対照)を

用いた。 

＜研究遂行の基本方法＞ 

 標的分子の発現を蛋白と遺伝子レベルで

検討した。基本実験手技は以下に示す。 

 蛋白発現：免疫組織化学染色、ウエスタン

ブロッティング 

 遺伝子発現：in situ hybridization、リ

アルタイムPCRなど 

＜cpkマウスにおける線維化・EMTの確認＞ 

E-cardherin、Vimentin、α-SMA、FSP-1、 

type I collagen、fibronectinなど 

＜TGF-β/Smad系シグナルの関与について＞

TGF-β、Smad3、Smad４、Smad７など 

＜EMTにおけるTGF-β/Smad系シグナルの関

与の関与について＞ 

 Smad3ノックアウトマウスでは、TGF-βの

影響受けず、EMTが抑制されることが予想さ

れる。そこで、Smad3ノックアウトマウスと 

CPKマウスのダブルノックアウトマウスを利

用し、腎線維化・EMTおよび嚢胞形成の程度

に変化が見られるかを上記手法を用いて評

価した。 



 Smad3を発現しないCPK個体において、嚢胞

が抑制される事実が確認されれば、Smadを抑

制するという治療戦略の可能性が拓かれる。 

 

４．研究成果 

 免疫染色の結果、α-SMA が CPK の嚢胞上皮

で発現し間葉系表現形が確認された。

pSmad3L は CPK の尿細管上皮の核で有意に増

強していたが、pSmad3C は CPK と対照で同程

度であった。Western Blotting では、pSmad3L、

pJNK、pCDK4、c-Myc が CPK の核で有意に上昇

していたが、pSmad3C は CPK と対照で同程度

であった。免疫沈降で CPK における

pSmad3L/C の有意な上昇を確認した。 

 以上より CPK マウスにおいて、TGF-β

/Smad3 系は量的異常より質的異常が存在し、

JNK/CDK4 を介した核内 pSmad3L/C 作用によ

る c-Myc の発現増強が示された。 

 さらに、Smad3 ノックアウトと CPK のダブ

ルミュータントを作製し、Smad3 の修飾によ

る疾患表現型の変化について検討した。

Smd3/CPK ダブルミュータントでは CPK と比

較してGF-β/Smad3系の異常が抑制されてお

り、これらの知見により、疾患特異的治療開

発のための基礎データを収集しえた。 
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