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研究成果の概要（和文）：本研究では、腎臓の恒常性維持におけるユビキチン・プロテアソーム系(以後UPS系)
の役割を解明することを目的とした。我々が以前に作成した近位尿細管特異的な誘導型Creマウスとプロテアソ
ームのコンポーネントのfloxマウスを交配して作成したマウスにタモキシフェンを投与し、近位尿細管特異的に
プロテアソームのコンポーネントが欠損したコンディショナルノックアウトマウスを生成したところ、同ノック
アウトマウスは腎不全から死に至ることを見出した。ノックアウトマウスでは、尿細管障害の所見に加え、オー
トファジーフラックスの障害を示唆する所見が得られた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the role of the ubiquitin-proteasome 
system (hereafter referred to as the UPS system) in the maintenance of kidney homeostasis. We 
generated conditional knockout mice lacking a certain proteasome component in a proximal 
tubule-specific manner by injecting tamoxifen into offsprings between our previously generated 
proximal tubule-specific inducible Cre mice and floxed mice of the proteasome component. We found 
that the abovementioned conditional knockout mice died from renal failure. The knockout mice showed 
the signs of tubular damages and impaired autophagic flux.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： ユビキチンプロテアソーム系　腎臓病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎臓においては古くから腎臓の恒常性維持に重要な役割を果たすタンパクがUPSで分解されることが知られてい
たが、UPSが総体として腎臓の恒常性維持、生理機能をどのように制御しているかは明らかではなかった。高等
生物では数百種類に及ぶユビキチンリガーゼがあることもその総合的な機能解析を困難にしていた。本系は、
UPS系が近位尿細管の恒常性維持に果たす役割を示す点で重要である。UPS系阻害薬は臨床でも使用されており、
その観点からも本解析は意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 多種多様なタンパク質の発現制御には
タンパク質分解系が重要な役割を果たし
ている。タンパク質分解系には、非選択
的分解系であるオートファジーと、選択
的タンパク質分解系であるユビキチン・
プロテアソーム系(以後 UPS 系)があり、
酵母から高等動植物まで保存されている。 
UPS 系は、分解を運命づけられたタンパ
ク質や変成タンパク質にユビキチンリガ
ーゼがユビキチンを付加し、その標的タ
ンパク質をプロテアソームによって分解
する。数百種類のユビキチンリガーゼの
基質認識機構は厳密であり、処理はきわ
めて迅速である。 
UPS 系は、細胞増殖や分化などさまざま
な経路にかかわるタンパクを選択的に分
解することで、その機能を質的・量的に
変化させ、細胞機能を制御する。その制
御は細胞周期、シグナル伝達、DNA 修復、
免疫応答、細胞骨格など、細胞の恒常性
維持にきわめて重要な複数のシステムに
及んでおり、その重要性から２００４年
にノーベル賞が授与されている。さらに
近年、プロテアソーム機能の破綻が癌や
パーキンソン病、免疫異常など様々な難
治性疾患を起こすことや、プロテアソー
ム阻害薬が骨髄腫に有効であることが明
らかになり、臨床面からも注目されてい
る。 
 
 腎臓においては古くからエリスロポエ
チン制御や低酸素応答に必須の転写因子
である Hypoxia Inducible Factor (HIF)
や Na 再吸収に重要な役割を果たす
Epithelial Na Channel (ENaC) など、腎
臓の恒常性維持に重要な役割を果たすタ
ンパクが UPS で分解されることが知られ
ていたが、これらの知見は各論にとどま
っており、UPS が総体として腎臓の恒常
性維持、生理機能をどのように制御して
いるかは明らかではなかった。特に近位
尿細管は電解質・水代謝、糖代謝がダイ
ナミックに制御されており、腎において
最も重要な segment であるにも関わらず、
その全貌は明らかではない。高等生物で
は数百種類に及ぶユビキチンリガーゼが
あることもその総合的な機能解析を困難
にしていた。 
 
２．研究の目的 
（１） 腎臓の恒常性維持、生理機能に
おける UPS の役割の解明 
 従来の UPS の研究は、特定のタンパク
質のユビキチン化を媒介するユビキチン

リガーゼに焦点を当てることで、そのタ
ンパク質分解の制御機構を明らかにして
きた。しかしながら、高等生物ではユビ
キチンリガーゼは数百種類におよび、機
能的にも重複があることから、その制御
機構を明らかにするのは容易ではない。
しかもこのアプローチは、特定のタンパ
ク質が UPS で処理されることを明らかに
するのにとどまっており、UPS で処理さ
れるタンパク質を総体としてとらえ、そ
の共通項や機能的連関を明らかにするこ
とは困難であったが、我々は、プロテア
ソームのコンポーネントの flox マウス
と、自ら開発した腎臓構成細胞な誘導型
Cre マウスを用いて、任意の時点で任意
の構成細胞で UPS を阻害することを可能
にした。本項目では、腎臓の恒常性維持、
生理機能における UPS の役割を解明する
ことを目的とした。 
 
（２） 腎臓における UPS とオートファ
ジー系とのクロストーク 
 オートファジーは、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る。
オートファジーと UPS はお互いに相補的
な関係にあると考えられており、オート
ファゴソームに局在するユビキチン結合
タンパク質 p62 は、両方の分解経路のク
ロストークの中心的な役割を果たすもの
と考えられている。また、オートファジ
ーは急性腎障害、糖尿病性腎症に伴う尿
細管障害に対して保護的に働くことが報
告されている。本研究では、腎臓の近位
尿細管における UPS の阻害に伴い、オー
トファジーがどのように修飾され、それ
が腎臓の恒常性維持にどのような役割を
果たすのかを明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１） 近位尿細管の恒常性維持におけ
る UPS の機能解析 
 本項目では任意の時点で近位尿細管に
おける UPS を阻害することによって、腎
臓の恒常性維持における UPS の機能を解
析する。胎生期からの UPS の阻害は細胞
特異的であっても胎生致死や形態異常を
来す可能性があることから、我々が過去
に作成した近位尿細管特異的な誘導型
Cre マウスとプロテアソームのコンポー
ネントの flox マウスを交配して作成し
たマウスにタモキシフェンを投与して近
位尿細管特異的に UPS 系を阻害した。近
位尿細管の恒常性維持における UPS の役
割を解明するために、アポトーシス、細
胞周期関連分子の解析および蓄積したユ
ビキチン化蛋白の同定を行った。 
 
（２） 近位尿細管における UPS とオー
トファジー系とのクロストークの解析 



 preliminary な研究で観察された表現
型からはオートファジーによる代償機構
が破綻している可能性が想定された。オ
ートファジーとの相互作用の有無を解析
するために、オートファジー可視化マウ
スと交配し、オートファジー構成要素を
免疫染色で評価した。 
 
（３） 近位尿細管における UPS による
ミトコンドリアダイナミクス 
 本項目では、同マウスの尿細管が変
成・脱落する原因を明らかにするために
定性的な評価経時的なミトコンドリアの
形態観察に加えて機能的な評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１） 近位尿細管の恒常性維持におけ
る UPS の機能解析 
 我々が過去に作成した近位尿細管特異
的な誘導型 Cre マウス（Ndrg1CreERT2 
mice）とプロテアソームのコンポーネン
トの flox マウスを交配して作成したマ
ウスにタモキシフェンを投与し、プロテ
アソームのコンポーネントが近位尿細管
特異的に欠損したコンディショナルノッ
クアウトマウス(以降ホモマウス)を生成
した。 コントロールマウスと比較してホ
モマウスでは、UPS 阻害の傍証となるユ
ビキチンの蓄積を認めた。  
次にタモキシフェン投与による組み替え
後の自然経過を観察したところ、コント
ロールマウスは全マウスが生存したのに
対し、ホモマウスではタモキシフェン投
与後数日で全マウスが個体死に至った。
生存状況の解析では、コントロールと比
較してホモマウスではBUNやCrといった
腎機能検査が著明に上昇しており、PAS
染色において皮質浅層から深層まで近位
尿細管の空胞変性、膨化を認め、腎障害
マーカーである kim1 は免疫染色におい
てホモマウスで著明に発現が上昇してい
た。加えて、ホモマウスにおいてアポト
ーシスの亢進、細胞周期の停止に陥るこ
とが示唆された。 
 
（２） 近位尿細管における UPS とオー
トファジー系とのクロストークの解析 
 飢餓などによりオートファジーが誘導
されると、細胞質に出現した隔離膜が伸
張し、細胞質のタンパク質やミトコンド
リアを含みながら閉鎖することでオート
ファゴソームが形成される。オートファ
ゴソームの外膜とリソソームが融合した
ものはオートリソソームと呼ばれ、融合
により取り囲まれた細胞内のタンパク質
が分解される。LC3 は隔離膜上に存在す
るため、オートファゴソームのマーカー
としては広く利用されている。p62 は LC3
結合ドメインを有するため、ユビキチン
化された不要タンパク質の凝集体やミト

コンドリアなどと結合し、オートファゴ
ソームによる分解を促すユビキチン受容
体として機能する。本研究では、免疫染
色においてホモマウスでは、オートファ
ジーフラックスの障害を示唆する所見が
得られた。 
 
（３） 近位尿細管における UPS による
ミトコンドリアダイナミクス 
 プロテアソームを阻害するとミトコン
ドリア障害が起こり、アポトーシスを誘
導することが報告されている。本研究に
おける組み換え後の検討では、早期から
ミトコンドリアの膨化、断片化などの形
態変化を示した。そこでミトコンドリア
ダイナミクスを評価するために近位尿細
管株にプロテアソーム阻害剤である
MG132 を投与し評価を行った。近位尿細
管培養細胞に MG132 投与した群において
ミトコンドリア膜電位の低下、酸化的リ
ン酸化の低下に加えて解糖系が代償性に
上昇しており、機能的にミトコンドリア
予備能が低下していることが示唆された。 
本研究により、UPS は近位尿細管の恒常
性維持に重要な役割を果たしていると考
えられた。UPS 機能を賦活化させること
が近位尿細管障害に対する治療薬として
の役割を果たす可能性があるかどうかに
関しては今後のさらなる検討が必要であ
る。 
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