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研究成果の概要（和文）：本研究課題ではオートファジー活性（フラックス）に焦点を絞り、フラックス異常を
認める腎疾患の病態解明、またフラックス異常を是正する遺伝子改変マウス作成と治療薬の探索を行い、その疾
患抵抗性を検証した。結果、(1)in vivoオートファジーフラックス評価方法を確立し、腎老化や肥満におけるフ
ラックス調節異常を明らかにした。(2)オートファジー阻害因子Rubiconをノックアウトしオートファジー亢進モ
デルを作成した。このマウスは確かにオートファジーが亢進し腎疾患ストレスに抵抗性であった。(3)あるオー
トファジー活性化薬（EPA）に着目し肥満マウスに投薬したところフラックス異常是正と腎保護効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：Autophagy plays an essential role for cellular homeostasis. Here, we 
established the methods for monitoring autophagic flux in vivo by using GFP-LC3 transgenic mice and 
tamoxifen-inducible proximal tubule-specific autophagy-deficient mice. Using the methods, we 
investigated the impact of altered autophagic flux in kidney aging. Furthermore, we newly 
established mice models in which autophagic flux is genetically (Rubicon, a Beclin1-interacting 
negative regulator for autophagosome-lysosome fusion, knockout mice) and pharmacologically(omega-3 
fatty acid, EPA) enhanced. Proximal tubule-specific Rubicon knockout mice showed high autophagic 
flux in basal and stressed conditions and exhibited significant improvement of kidney injury in some
 choronic kidey disease models. Also, EPA attenuated renal lipotoxicity by improving autophagic flux
 in obese mice kidneys. Modulating autophagic flux would be a potentially important therapeutic 
target for regulating progression of kidney diseases.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化や生活習慣病の増加に伴い、慢性腎臓
病および透析患者数は年々増加し医療経済
を圧迫しており、慢性腎臓病の病態解明と治
療法の開発が急務である。オートファジーは、
ユビキチン-プロテアソーム系と並ぶ主要な
細胞内分解システムであり、リソソームにお
ける細胞質成分分解の総称である。オートフ
ァジーの最も重要な役割は、飢餓時の栄養源
確保であるが、低酸素や酸化ストレスによっ
ても誘導され、生体にとって有害な物質の除
去・分解を通じて細胞内品質管理の役割を果
たしている。研究代表者らのグループではオ
ートファジーの腎疾患における機能に注目
し、腎虚血再還流およびシスプラチン腎症な
どの急性ストレス下において、またシクロス
ポリン腎症や代謝性アシドーシスなど慢性
の代謝ストレス下において、近位尿細管オー
トファジーが果たす役割について探求して
きた。一方、オートファジーは非常に動的な
過程でありそのターンオーバー速度をフラ
ックスと呼ぶ。オートファゴソームが多数観
察された場合、オートファジー「停滞」を意
味するのか、｢亢進｣を意味するかは不明であ
る。in vitro ではオートファジー阻害剤を添
加して LC3Ⅱ（オートファゴソームに一致す
る）蓄積を評価することによりフラックスを
推定することは可能だが in vivo では一般的
でない。オートファジー活性調節に焦点をあ
てた、慢性腎臓病の病態解明と治療法の開発
に向けて、まず in vivo オートファジーフラ
ックス評価系の確立が必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、まず(1)オートファジー活性
が徐々に低下すると一般的に考えられてい
る、in vivo マウス腎老化でのオートファジー
フラックスを評価する方法を確立し、さらに
(2)オートファジー阻害因子 Rubicon をノッ
クアウトすることで「オートファジー亢進マ
ウス」を作成し種々の腎疾患ストレスに抵抗
性であるかどうかを検証すること、(3) オー
トファジーを亢進させる薬剤の検証・発見・
開発を行うこと、を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) GFP-LC3 マウスにリソソーム機能阻害
剤クロロキンを投与し、腎尿細管の GFP 陽
性ドット数を、クロロキン投与をしない場合
とで比較すること、およびタモキシフェン誘
導性近位尿細管特異的オートファジー不全
マウスでタモキシフェン投与 2 週間後に、オ
ートファジー選択的基質であるp62陽性タン
パク凝集塊の量を（タモキシフェン投与なし
の場合と）比較することにより、in vivo オー
トファジーフラックスを正しく評価できる
かどうかを検証しその評価方法を確立する。 
 
(2) Rubicon は大阪大学の吉森保教授によっ
て発見された新規タンパク質で、オートファ

ジーに不可欠なタンパク質である Beclin に
結合する。Rubicon と Beclin の複合体はオー
トファジーの後期段階（オートファゴソーム
とリソソームの融合）を抑制する。Rubicon
ノックアウト細胞ではオートファジーが亢
進している。そこでまず腎尿細管細胞特異的
Rubiconノックアウトマウスを新たに作成す
る。これは「腎特異的オートファジー亢進マ
ウス」として期待される。このマウスを用い、
前項に記した各種疾患モデルでの疾患抵抗
性を証明する。 
 
(3) オートファジー活性化薬を臨床応用する
試みの前段階として、既存の薬剤のオートフ
ァジー活性化能の検証を行う。 
①当院泌尿器科、大阪府立急性期総合医療セ
ンター泌尿器科では腎移植症例でのエベロ
リムス(一般的にはオートファジー活性薬と
して認知されている)の使用経験が豊富であ
る。プロトコール腎生検組織（光顕標本、電
顕標本）においてオートファジーの活性化マ
ーカーや他剤と比較して組織の改善度を評
価する。 
②オートファジー活性化薬を探索し腎疾患
モデルマウスへ投与することの有用性を検
証する。 
 
４．研究成果 
(1)in vivo オートファジーフラックス評価方
法を確立し、腎老化におけるフラックス調節
異常を明らかにした。GFP-LC3 老年マウス
（2 年齢）では自由摂取下でも若年マウスと
は対照的にオートファジー亢進が見られる
一方、若年マウスで認められる絶食に対する
オートファジーフラックスの亢進は鈍化し
ていた。また、8 週齢および 2 年齢のタモキ
シフェン誘導性近位尿細管特異的オートフ
ァジー不全マウスで 2週間オートファジー不
全状態にしたところ老年マウスの腎では p62
陽性凝集塊が著増し、老年マウス腎でオート
ファジーがより多くの基質を処理している
ことが判明した。以上より、オートファジー
は加齢ストレスに抗すべく活性化され経年
的にその依存性が増すが、新たなストレスに
対し適切な応答ができず相対的オートファ
ジー低下状態となり老化につながることが
明らかになった。この in vivo オートファジ
ーフラックス評価系を応用し、高脂肪食摂取
肥満マウス腎でも、老化と似通った、オート
ファジーフラックス異常を認めた。 
 
(2) オートファジー亢進モデルを創出するこ
とを目的に、オートファジー阻害因子
Rubiconを近位尿細管特異的にノックアウト
したマウス（Rubicon F/F;KAP）を新たに作
成した。さらに GFP-LC3 マウスと交配する
ことで Rubicon F/F;KAP-GFP-LC3 マウス
を作成し、(1)で確立したオートファジーフラ
ックス評価を行ったところ、確かに近位尿細
管でのオートファジーフラックスが亢進す



ることが確かめられた。このマウスは腎虚血
再還流およびシスプラチン腎症などの急性
ストレス下においては有意な改善が得られ
なかったものの、ある種の慢性腎臓病モデル
においてストレスに抵抗性であった。現在、
その詳細な機序の解明に取り組んでいる。 
 
(3)①ヒト移植腎生検サンプルを用いて p62
と LAMP1 の免疫染色を行ったが、現時点で
の評価項目に関しては、エベロリムス使用の
有無による明らかな差異は認めず、さらにオ
ートファジー関連蛋白、mTOR シグナルなど
を検討中である。 
 
②オートファジー活性化薬を探索した結果、
いくつかの脂肪酸にオートファジー活性化
能を認めた。特に、ω3 系脂肪酸として知ら
れるイコサペント酸エチル（EPA）に着目し、
高脂肪食負荷肥満マウスに投与したところ、
オートファジーフラックス異常を是正する
ことができ、炎症軽減と虚血再還流に対する
抵抗性を認めた。 
 
以上より、マウスにおいてオートファジーフ
ラックスをできる限り正確に評価し、さらに
オートファジーフラックスを適切に調節す
ることが、腎疾患の治療に有用であることが
明らかとなった。 
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