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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内分解システムのひとつであり、細胞構成

成分の代謝回転を担うことにより細胞の生存に必須の役割を果たす。本研究では腎近位尿

細管特異的オートファジー不全マウスを作成・解析し、まず基底レベルのオートファジー

が尿細管のホメオスタシスの維持を担うことを証明した。さらに急性腎傷害（腎虚血再灌

流モデルおよびシスプラチン腎症モデル）におけるオートファジーの役割を検討し、オー

トファジーがミトコンドリアにおける酸化ストレスの除去やタンパク凝集塊の除去などを

介して急性腎障害ストレスに対抗し、細胞保護的に働くことを示した。   
 
研究成果の概要（英文）：In kidney, proximal tubules consume a large amount of energy in 
the process of electrolyte reabsorption. These tubules contain large quantities of 
mitochondria which provide the energy for this reabsorption. Proximal tubules are 
susceptible to many kinds of insults such as ischemia-reperfusion injury and nephrotoxic 
substrates, but little is known of the factors that counteract cellular stress signaling 
pathways. Autophagy mediates bulk degradation and recycling of cytoplasmic constituents 
to maintain cellular homeostasis. We demonstrated the critical role of autophagy in normal 
proximal tubule function and protection against acute tubular injury including 
ischemia-reperfusion injury and cisplatin nephrotoxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
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。オートファジーは、日々ある一定
の割合で細胞質やオルガネラを消化し細胞
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成分の代謝回転に貢献していると考えられ
ている。オートファジーの最も重要な役割は
飢餓に陥ったときの栄養源確保であるが、生
体にとって有害な物質の除去・分解に関与す
る、いわば細胞内品質管理の役割も果たして
いると推測される。また飢餓以外の低酸素や
小胞体ストレスによってもオートファジー
が誘導され、多くは細胞保護作用があると推
測され、実際マウスの肝臓や脳においてそれ
が実証されている。しかし研究開始当時、腎
臓における役割の解明に関しては研究が進
んでいなかった。腎尿細管細胞、特に近位尿
細管細胞が、虚血傷害や薬剤に対して極めて
脆弱であることは、周知の事実であり、また、
尿細管間質障害の進展に低酸素状態が関与
することも報告されている。研究分担者ら
（猪阪、高畠）はヒト移植腎の尿細管におい
てオートファジーが亢進しており、in vitro 
で低酸素や活性酸素負荷時のオートファジ
ーが培養尿細管細胞に対して傷害を促進す
る方向に作用していることを報告した
（Suzuki C, et al, Biochem Biophys Res 
Commun. 2008 Mar 28;368(1):100-6）。しか
し腎虚血・尿細管傷害におけるオートファジ
ーが、生体で実際に細胞保護的に作用するの
か、あるいは細胞傷害性に作用するのかは明
らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、虚血や腎毒性物質による急
性腎障害の病態へのオートファジーの関与
の有無と役割を検討することである。 
 
３．研究の方法 
(1)LC3-GFP トランスジェニックマウスの腎
臓に虚血再還流負荷をかけ、尿細管において
オートファジーが亢進しているか否かを検
証する。具体的には GFP-LC3 トランスジェニ
ックマウスの腎臓に 40 分虚血再還流負荷を
かけた後、経時的にオートファジーの動態を
蛍光顕微鏡下で観察する。また、腎皮質の
lysate を用いた Western blot により LC3-I、
LC3-II の蛋白の推移を検討する。また野生
型マウスの腎臓に同様の負荷を与え、内在性
の LC3 を検出するため LC3 抗体による免疫
染色を行う。 
 
(2)尿細管細胞特異的オートファジー不全マ
ウスを作成し、その腎臓に虚血再還流負荷を
かけ、主に組織学的手法により傷害の程度を
野生型マウスの場合とで比較する。具体的に
は KAP Cre マウス(KAP (kidney androgen 
regulated protein)は近位尿細管に比較的特
異的に発現しているタンパクである)と
Atg-5 flox マウスを交配することにより尿
細管特異的 Atg-5 ノックアウトマウスを樹
立する。このマウスの腎臓に 40 分虚血再還

流負荷を与えた後、経時的に腎臓を摘出し、
光顕標本（PAS 染色）、電顕標本および凍結
標本を作製し、組織学的な変化を野生型マウ
スと比較検討する。とくにアポトーシス・ネ
クローシスの程度、ユビキチン化タンパクや
p62 陽性タンパク凝集塊の有無、ミトコンド
リアの形態、尿細管局所における酸化ストレ
スの程度の違いなどを重点的に解析する。 
 
(3)尿細管細胞特異的オートファジー不全お
よび野生型マウスから磁気ビーズを用いて
近位尿細管細胞を選別し、低酸素や酸化スト
レス負荷をかけることによりオートファジ
ーの役割に関するメカニズムを検証する。具
体的には 3 週令程度の野生型およびオート
ファジー不全マウスの腎臓をコラゲナーゼ、
ヒアルロニダーゼなどで処理し、単一細胞の
懸濁液を得る。近位尿細管に特異的に発現す
る LTA(レクチンの一つ)に biotin を結合さ
せたものとともに incubate する。ストレプ
トアビジンを結合したビーズを用い、磁気ビ
ーズで近位尿細管細胞を positive selection 
する。近位尿細管に特異的なマーカーの発現
を mRNA やタンパクレベルで確認する。確立
した細胞を用い、in vivoでは解析しにくい、
分子レベルのメカニズムを探索する。 
 
(4)(1)～(3)と同様の実験をシスプラチン腎
症についても行う。すなわち 8週齢の近位尿
細管特異的 autophagy(Atg5)ノックアウトマ
ウスと対照マウスに対してシスプラチン
(15mg/kg)を投与し、3日後の腎機能・組織障
害などを評価した。また、ノックアウトマウ
ス由来の近位尿細管細胞(Atg5(-)PTEC)と対
照細胞に対する cisplatin(50μM)投与時の
ROS産生を MitoSOXred によって評価した。 
 
４．研究成果 
(1)まず、LC3-GFPトランスジェニックマウス
に虚血再灌流障害を与えたところ、GFP 陽性
の dot（オートファゴソーム）が近位尿細管
において多数形成された。内因性 LC3-Ⅱの評
価の結果に関しても同様であった。このこと
から、虚血再灌流障害により近位尿細管にお
いてオートファジーが亢進することが判明
した。次に、KAP-Cre マウスと Atg5 flox マ
ウスを交配することで近位尿細管特異的オ
ートファジー不全マウス（以下ノックアウト
マウス）を作成した。ノックアウトマウスは
メンデルの法則にしたがって出生し、弱齢で
は目立った異常は認めなかったが、8 週令以
降軽度の腎腫大を、6 か月令で軽度の尿糖と
アミノ酸尿を認めた。9 か月令までの観察で
は腎機能、生存率の差はなかった。組織学的
検索では、ノックアウトマウスの近位尿細管
細胞の細胞質において PAS弱陽性の均質な沈
着物およびユビキチン陽性・P62 陽性の細胞



内封入体を認め、また電子顕微鏡レベルで異
常な形態のミトコンドリアの集積を認めた。
以上より、基底レベルのオートファジーは尿
細管のホメオスタシスの維持を担うことが
判明した。ノックアウトマウスおよびコント
ロールマウス（8 週令：この時点では表現型
は存在しない）に虚血再灌流障害を与え、尿
細管細胞の障害の程度を組織学的に比較し
たところ、オートファジー不全マウスでは腎
障害が増悪した。虚血再灌流障害を与えたオ
ートファジー不全マウスの尿細管細胞の細
胞質にはユビキチンおよび p62陽性の封入体
が蓄積していた。このことから、オートファ
ジーは、尿細管障害において、虚血再灌流障
害に対抗して細胞保護的に働くことが判明
した。  
 
(2)同様の実験をシスプラチン腎症モデルで
も行った。GFP-LC3 マウスにシスプラチン
(15mg/kg)を投与したところ、投与後約 6 時
間から近位尿細管において GFP-LC3の dotが
出現し、投与 3 日目を peak として増加した
ことから、シスプラチン投与によるオートフ
ァジーの誘導が確認された。 
８週齢、雄のノックアウトマウスならびに対
照マウスにシスプラチン(15mg/kg)ならびに
vehicle(生食)を腹腔内単回投与して 3 日後
に腎障害について評価した。Vehicle 投薬群
では有意差がなかったが、シスプラチン投与
群では、ノックアウトマウスにおいて有意に
組織傷害が悪化していた。また、腎機能の評
価として血漿中の BUN,Crを測定したところ、
Vehicle 投薬群では有意差は見られなかった
が、シスプラチン投与群では、ノックアウト
マウスにおいて有意に腎機能が悪化してい
た。 
シスプラチン腎症において重要な機序であ
る DNA損傷について、gamma-H2AX の免疫染色
を用いて評価したところ、シスプラチン投与
群では、ノックアウトマウスにおいて有意に
gamma-H2AX陽性細胞数が多く、DNA損傷が悪
化していると考えられた。また、p53 の免疫
染色、TUNEL 染色を施行したところ、シスプ
ラチン投与群では、ノックアウトマウスにお
いて、p53 および TUNEL 陽性細胞数が有意に
増加しており、KOマウスにおいて、DNA 損傷
から p53が活性化されてアポトーシスに至る
経路が亢進していると考えられた。 
次に、3 週齢のノックアウトマウスから単離
した近位尿細管細胞（以下、Atg5(-)近位尿
細管細胞）と、Atg5(-)細胞に Atg5を遺伝子
導入して revertant とした Atg5(+)近位尿細
管細胞をシスプラチン存在下に培養し（50mM、
24 時間）、MitoSOXRedを用いてミトコンドリ
アでの ROS 産生を評価したところ、Atg5(-)
近位尿細管細胞においては、Atg5(+)近位尿
細管細胞と比べて、ミトコンドリアにおける

ROS 産生が有意に多かったことから、シスプ
ラチン腎症におけるミトコンドリアでの ROS
産生をオートファジー（マイトファジー）が
抑制している可能性が考えられた。 
 最後に中枢神経や肝臓においてオートフ
ァジー不全下で蓄積し傷害を起こすと報告
されている蛋白凝集塊について、ユビキチン
ならびに p62の免疫染色を用いて評価したと
ころ、ノックアウトマウスにおいて、対照マ
ウスと比べてシスプラチン投与後の蛋白凝
集塊の蓄積が有意に多いという結果が得ら
れ、蛋白凝集塊の蓄積が組織傷害の悪化につ
ながっている可能性が考えられた。 
移譲の結果からオートファジーは、DNA損傷、
ミトコンドリアにおける ROS 産生、蛋白凝集
塊の蓄積を抑制することによって、シスプラ
チンによる急性腎障害を防御すると考えら
れた。今後、オートファジーの活性を亢進さ
せることによって、シスプラチンによる急性
腎障害を軽減できる可能性があると考えら
れた。        
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