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研究成果の概要（和文）：リソソームプロテアーゼは細胞の恒常性維持に重要な役割を果たす。終末分化細胞であるポ
ドサイトにおいて、その役割は大きいと考えられる。本研究では、リソソームプロテアーゼの中で特にカテプシンLと
カテプシンDに注目した。
カテプシンLは腎障害時にポドサイトで発現が亢進し、スリット膜や細胞骨格関連蛋白を過剰に分解し蛋白尿をもたら
す。本研究ではカテプシンLノックアウトマウスの腎炎モデルを作製し、カテプシンL欠損が腎障害時の糸球体硬化を抑
制することが明らかとなった。また、ポドサイト特異的カテプシンDノックアウトマウスを作製し、カテプシンD欠損が
加齢と共に糸球体硬化に至るポドサイト障害をもたらすことを示した。

研究成果の概要（英文）：Injury and loss of podocytes are major risk factors for renal failure. In this 
study, we aim to investigate the role of lysosomal proteases, cathepsin L (CL) and D (CD) in podocytes. 
Previous studies showed that up-regulated CL in podocytes is required for the development of proteinuria 
in mice. We examined the doxorubicin induced nephrosis and glomerulosclerosis model on CL knockout 
mice.　Our findings suggested that CL-mediated proteolysis plays a role in the development of 
glomerulosclerosis. The role of CD in podocytes has not been previously explored. We generated 
podocyte-specific CD knockout mice. These mice developed proteinuria and glomerulosclerosis because of 
the presence of lysosomal storage disease that progressively worsens with aging. We also discovered that 
CD deficiency in podocytes leads to apoptotic cell death.
This strongly indicates that CL and CD enzymatic activity in podocytes is generally essential for protein 
turnover and autophagy homeostasis.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： ポドサイト　オートファジー　カテプシンL　カテプシンD
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１． 研究開始当初の背景 
腎糸球体足細胞（ポドサイト）は、血清タ

ンパクの最終濾過障壁であり、ポドサイトが
障害されると、濾過障壁崩壊によりタンパク
尿が生じる。しかし、タンパク尿発症から末
期腎不全に至るメカニズムは、明らかとなっ
ていない部分が多い。 
 

（１） ポドサイトとオートファジー 
オートファジーは細胞内の大規模分解系

であり、不要な物質を除去し、その分解産物
を再利用し栄養素として細胞に供給するこ
とで、細胞の恒常性を維持している。ポドサ
イトは恒常的にオートファジー活性が高く、
栄養飢餓によりオートファジーが亢進する
ことが分かっている 1)。これは、ポドサイト
が終末分化細胞であり、様々なストレスに対
抗し、長い細胞寿命を保つためにオートファ
ジーが重要な役割を果たしているからであ
る。 
オートファジーで取り込まれた物質はリ

ソソームと融合し、リソソーム内加水分解酵
素により分解される。カテプシンファミリー
はリソソーム内の主要なタンパク分解酵素
である。20 種類以上が知られており、各々の
基質や組織特異的な分布により、神経・骨・
消化器など様々な疾患との関連が報告され
ている。本研究では、以下の背景から、特に
カテプシン L（CL）とカテプシン D（CD）に
着目して研究を行った。 
 

（２） CL とポドサイト障害 
CL は腎障害時に発現が亢進し、細胞骨格関

連タンパクや濾過障壁を構成するスリット
膜関連タンパクを過剰に分解することで、足
突起消失とタンパク尿をもたらすことが分
かっている 2)-4)。実際にヒトの微小変化群・
膜性腎症・巣状糸球体硬化症においてポドサ
イトの CL の発現が亢進している 2)。これらの
知見から CL 阻害による、タンパク尿抑制効
果が期待される 5)。 
 

（３） CD とポドサイト障害 
 カテプシンのノックアウトマウスは、ほと
んどが長期に生存するのに対し、CD ノック
アウトマウスは痙攣や視覚障害などの神経
症状を呈し生後約 28 日で死亡する。神経細
胞はオートファジー不全によりリソソーム
酵素を含んだ特徴的な封入体が蓄積し、この
封入体の主成分はミトコンドリアATP合成酵
素のサブユニット Cであることから、神経性
セロイドリポフスチン蓄積症のモデルマウ
スであることが報告されている 6)。 
このため CD には，他のカテプシンには無

い独自の働きがあると考えられてきたが、ポ
ドサイトでの役割についてはこれまで検討
されていなかった。我々は、ポドサイトが神
経細胞と同様に終末分化細胞であり、恒常的
にオートファジー活性が高いこと、神経特異
的タンパクを多く発現していることより、CD

が神経細胞と同様にポドサイトにおいても
重要な役割を果たしていると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ポドサイトにおけるオー

トファジーの役割、および CL・CD の生理的・
病的条件下での役割やタンパク尿発現との
関連について明らかにすることである。さら
に、これらの結果からタンパク尿発症機序を
解明し、慢性腎臓病の新規治療薬を開発する
ことを最終目的とした。 
 

（１） ポドサイトとオートファジー 
 ポドサイトのオートファジーは栄養飢餓
によって亢進する。ポドサイト特異的にオー
トファジーを欠損したマウスの腎組織は、加
齢と共に糸球体硬化に至り、若年例でも薬剤
性の腎障害モデルを作製すると障害が増悪
する 7)。本研究では、これまで検討されてい
なかった片腎摘を行った際の、残存腎のポド
サイトのオートファジーの働きを解明する
ことを目的とした。 
 
（２） CL とポドサイト障害 
CL の阻害がタンパク尿抑制のみならず、不

可逆性の変化である糸球体硬化も抑制する
かどうかについて検討する。その上で、CL 阻
害薬の新規治療薬としての可能性を検討す
ることを目的とした。 
 

（３） CD とポドサイト障害 
 ポドサイトにおける CD の役割を明らかに
し、タンパク尿発症との関連を検討すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ポドサイトとオートファジー 
LC3 はオートファゴソーム膜結合タンパ

ク質であり、GFP-LC3 マウスはオートファゴ
ソーム形成を GFP標識した LC3のドット形成
として蛍光顕微鏡で可視化することができ
る。また、オートファゴソーム形成に必須な
AtgタンパクであるAtg7のポドサイト特異的
ノックアウトマウスは、ポドサイトでのオー
トファジーが欠損する。我々はこれらのマウ
スに片腎摘を行い、ポドサイトに負荷が加わ
った際のオートファジーの変化について評
価した。 
 
（２）CL とポドサイト障害 
 野生型マウスに腎症モデルを作製し CL の
発現変化を確認した。さらに、CL ノックアウ
トマウスに糸球体硬化モデルであるアドリ
アマイシン腎症を作製し、評価を行った。 
 
（３）CD とポドサイト障害 
CD ノックアウトマウスは生後早期に死亡

するため、ポドサイト特異的 CD ノックアウ
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②CL ノックアウトマウスでの検討 
  CL ノックアウトマウスの自然経過を長期
観察したが、特に腎障害は認めなかった。 
次に、CL ノックアウトマウスにアドリアマ

イシンを投与すると、野生型と比し、タンパ
ク尿・糸球体硬化共に有意に抑制されること
が明らかとなった。 
 
①と②の結果より、腎障害時に、CL の発現

が亢進すること、亢進した CL による基質の
過剰分解が糸球体硬化につながる可能性が
示された。さらにノックアウトマウスの解析
から、CL 欠損により、基質の過剰分解が行わ
れないことで、濾過障壁が保たれ、糸球体硬
化が抑制されることが示された。 
糸球体硬化は、濾過障壁の完全な崩壊、つ

まり不可逆性の腎障害を示す慢性腎臓病の
最終形態であり、現在、有効な治療法はない。
本研究結果は、CL 阻害が新規糸球体硬化抑制
薬のターゲットとなる可能性を示している。
今後、CL 阻害の糸球体硬化抑制メカニズムを
明らかにしていく必要があると考える。 
 
 
（３）CD とポドサイト障害 
①ポドサイト特異的 CD ノックアウトマウス
の自然経過 
ポドサイト特異的 CD KO マウスは、生後 5

ヵ月頃よりタンパク尿が出現し、加齢と共に
漸増傾向となった。 
腎組織では生後 12 ヵ月頃より糸球体硬化

への進行を認めた。電子顕微鏡観察では、濾
過障壁崩壊を示す足突起消失を認めた。 
 

②CD 欠損ポドサイトとアポトーシス 
ポドサイト特異的 CD ノックアウトマウス

は野生型と比し、有意に糸球体内のポドサイ
ト数が少なかった。つまり、ポドサイトが細
胞死に至り、濾過障壁から脱落することで糸
球体硬化が進行することが分かった。 
さらに細胞死に至る機構として、ポドサイ

トのオートファジー・リソソーム経路が停滞
していること、この結果、多くのポドサイト
がアポトーシスに至ることが示された。 
電子顕微鏡観察では CD ノックアウトマウ

スの神経細胞で認めた特徴的な封入体（オス
ミウム好性顆粒・指紋様構造）と類似した蓄
積物が観察された。 
 
本研究によりポドサイトは神経細胞と同

様に、CD の欠損がオートファジーの停滞をも
たらし、アポトーシスに至ることが初めて示
された。 
細胞死に至るまでのメカニズムを明らか

にしていくことは、不可逆性の変化である糸
球体硬化発症メカニズムを解明していくこ
とにつながると考えられる。 
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