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【背景】 

高齢者における慢性腎臓病(CKD)患者の増加が大きな問題となっている。糸球体足細胞

（ポドサイト）は糸球体の毛細血管周囲の基底膜を覆い、血液蛋白の最終濾過機能を担う細

胞である。ポドサイトが障害を受けて基底膜から脱落すると、血液蛋白が漏れ出して蛋白尿

が生じる。障害が持続するとやがて糸球体構造が保てなくなり糸球体硬化を来し CKD が進

行する。このためポドサイト障害が起こるメカニズムを解明して障害を抑制することは

CKD の進行抑制につながると考えられる。 

 ユビキチン・プロテアソーム系(UPS)とオートファジー・リソソーム系(APLS)は細胞内

の主要な蛋白分解機構であり細胞内の蛋白の発現調節において重要である。ポドサイトは

生理的条件においてオートファジー活性が高く、ポドサイトにおける APLS の役割につい

ては、これまで多数の報告がなされてきた。しかしながら、ポドサイト特異的なオートファ

ジー機能不全マウスは、自然経過では高齢になるまでは腎不全は認めなかった。興味深いこ

とに、このマウスでは若齢では糸球体のプロテアソーム活性が増加しており、反対に高齢に



なると低下していた。このことから、APLSだけでなくポドサイトにおけるUPS機能がCKD

の進行に重要な役割を果たしていると考えた。 

 UPS においては、分解の標的となる蛋白にユビキチンと呼ばれる蛋白が結合し（ユビキ

チン化）、これが核や細胞質に存在する 26S プロテアソームに認識されて ATP 依存的に分

解される。26S プロテアソームは 20S 複合体と呼ばれる筒状のコア粒子の両端に 19S 複合

体と呼ばれる制御粒子が結合した蛋白質分解酵素の複合体である。Rpt3 は 19S 複合体の構

成蛋白であり、26S プロテアソームの構築に必須である。全身性に Rpt3 を欠損したマウス

は、胚盤胞形成不全により着床前に致死することが報告されている。 

 本研究では、ポドサイト特異的に Rpt3 を欠損させて、ポドサイト特異的なプロアソーム

機能不全マウス（pRpt3 KO マウス）を作成し、ポドサイトにおけるプロテアソーム機能の

役割を解析した。さらにポドサイトにおけるプロテアソーム機能とオートファジーの相互

作用について明らかにし、CKD の進行におけるポドサイトの蛋白分解機構の役割について

の新たな知見を得た。 

 【結果】 

１．pRpt3 KO マウスは糸球体硬化を来して腎不全を発症する 

pRpt3 KO マウスは生下時には、コントロールである同腹子と変わりない外観であった。

しかし 50 週齢まで観察した検討では、pRpt3 KO マウスはコントロールマウスに比べて生

存率が有意に低く、pRpt3 KO マウスは平均 14 週齢で死亡した。14 週齢の pRpt3 KO マウ

スの腎臓は萎縮しており、慢性腎不全の所見が見られた。pRpt3 KO マウスは 4 週齢からア

ルブミン尿を認め、8 週齢ではコントロールマウスに比べて有意に増加した。また pRpt3 

KO マウスでは 8 週齢で血清クレアチニンがコントロールマウスに比べて有意に上昇して

いた。これらの結果から pRpt3 KO マウスは若齢で腎不全となり死亡したと考えられた。

組織学的な検討では pRpt3 KO マウスは 8 週齢で有意に硬化糸球体の数が増加していた。

また pRpt3 KO マウスの糸球体におけるポドサイトの数を、ポドサイトマーカーである

WT1 で評価したところ、pRpt3 KO マウスではコントロールマウスに比べて、糸球体当た

りの WT1 陽性細胞数が 4 週齢で有意に減少していた。また pRpt3 KO マウスではポドサイ

トのスリット膜に発現しているポドシンとネフリンの局在変化と発現の低下が見られた。

これらの結果から pRpt3 KO マウスではポドサイト障害を起こして糸球体硬化と腎不全が

進行したと考えられた。また電子顕微鏡による観察では、pRpt3 KO マウスのポドサイトに

おいて足突起の消失が見られ、細胞質に均一な電子密度を持った蓄積物が見られた。 

 

２．pRpt3 KO マウスのポドサイトにはユビキチン化蛋白と酸化蛋白が蓄積していた 

糸球体のライセートを用いたウェスタンブロッティングや蛍光免疫染色により、pRpt3 

KO マウスのポドサイトにおいてユビキチン化蛋白の蓄積が見られた。ポドサイト障害の要

因として酸化ストレスを調べたところ酸化ストレスのマーカーである 8-OHdG が pRpt3 

KO マウスのポドサイトにおいて発現増強していた。これらの結果からプロテアソーム不全



により分解されなかったユビキチン化蛋白や酸化蛋白が pRpt3 KO マウスのポドサイトに

蓄積したと考えられた。 

３．ポドサイトのアポトーシスがポドサイトの減少に関与する 

ポドサイト障害はポドサイトをアポトーシスさせることが報告されている。そのためマ

ウスの腎臓をアポトーシスのマーカーである Cleaved caspase 3 で染色したところ、Cleaved 

caspase 3 陽性ポドサイトを含む糸球体数は、コントロールマウスに比べて pRpt3 KO マウ

スで有意に増加していた。またアポトーシスの制御分子である p53 は pRpt3 KO マウスの

ポドサイトにおいて発現増強が見られた。これらの結果から p53 を介したポドサイトのア

ポトーシスが pRpt3 KO マウスにおけるポドサイト数の減少に関与していると考えられた。 

４．pRpt3 KO マウスのポドサイトでは APLS は抑制される 

一般的にはプロテアソーム機能不全は、オートファジーを誘導することが知られている。

本研究ではオートファジーのマーカーである LC3 陽性顆粒の数を蛍光免疫染色で評価した。

ポドサイトマーカーであるシナプトポディンと共染色される LC3 陽性顆粒の数は、コント

ロールマウスに比べて pRpt3 KO マウスで有意に少なかった。この結果は pRpt3 KO マウ

スのポドサイトではオートファジー活性が抑制されていることを示唆する。次に、オートフ

ァジー特異的に分解をされる p62 の発現を調べたところ、コントロールマウスに比べて

pRpt3 KO マウスのポドサイトにおいて p62 の蓄積が有意に増加していた。これらの結果

から、ポドサイトにおいては予想に反してプロテアソーム機能不全によりオートファジー

も抑制されることが分かった。 

５．プロテアソーム阻害は不死化培養ポドサイトにおいてユビキチン化蛋白と酸化蛋白を

蓄積させ、ポドサイトのアポトーシスを誘導する 

ポドサイト障害のメカニズムを明らかにするため、培養ポドサイトにプロテアソーム阻

害剤である bortezomib を投与する実験を行った。培養ポドサイトに bortezomib を 100nM

で投与すると、酸化ストレスのマーカーである 8-OHdG が、bortezomib 投与後 9 時間以降

有意に上昇した。また、bortezomib の投与により、ユビキチン化蛋白の蓄積が見られ、ア

ポトーシス制御分子である p53 やアポトーシスマーカーである Cleaved caspase 3 の発現上

昇が見られた。さらに抗酸化剤である apocynin を 1mM の濃度で前投与したところ、

bortezomib で誘導される p53 や Cleaved caspase 3 の発現上昇が抑制された。このことから

酸化ストレスがポドサイトのアポトーシスに関与していると考えられた。 

６．プロテアソーム阻害は不死化培養ポドサイトにおいてオートファジーを抑制する 

培養ポドサイトにおいてプロテアーゼ阻害によるオートファジー活性の変化を調べた。

bortezomib を 100nM で培養ポドサイトに投与すると細胞質に p62 の蓄積が見られた。さ

らにオートファジー活性を調べるために、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比を評価した。オートファゴソー

ム膜上で LC3-Ⅰが LC3-Ⅱに変化されるため、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比はオートファゴソームの

数と相関し、オートファジー活性の指標となる。bortezomib 投与した細胞はコントロール

である DMSO(vehicle)を投与した細胞に比べて、投与 6 時間以降で、有意に LC3-Ⅱ/LC3-



Ⅰ比が低下した。LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比はオートファゴソームの分解の亢進によっても低下す

る。そのため bortezomib に加えてプロテアーゼ阻害剤（E64d,pepstatinA）を投与して、オ

ートファゴソームの分解を阻害した条件で LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比を確認したが、やはり

bortezomib の投与により LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比は低下していた。このことから、bortezomib の

投与によりオートファジーが抑制されたことが確認された。これらの結果から、マウスと同

様に培養ポドサイトにおいても、プロテアソーム機能の阻害により、オートファジーが抑制

されることが示された。 

７．rapamycin はプロテアソーム阻害により誘導されるポドサイトのアポトーシスを抑制

し、pRpt3 KO マウスの硬化糸球体を減少させる 

ポドサイトにおいて、プロテアソームの機能不全がオートファジーを抑制したメカニズ

ムを調べるため、オートファジーを負に制御しているｍTOR シグナルについて調べた。

mTOR の下流分子である ULK1 のセリン 757 のリン酸化を評価したところ、pRpt3 KO マ

ウスの糸球体ではセリン 757 リン酸化 ULK1 が増加しており、mTOR の活性化が示唆され

た。同様に培養ポドサイトに bortezomib を 100nM で投与すると、投与 3~9 時間でセリン

757 リン酸化 ULK1 の増加が見られた。これらの結果から mTOR の活性化によりオートフ

ァジーが抑制されていると考えられた。そこで、mTOR の抑制薬である rapamycin を投与

してオートファジーを活性化させ、ポドサイト障害が改善するかどうか検討した。培養ポド

サイトに 500nM で rapamycin を前投与したところ、bortezomib により誘導される p53 や

Cleaved caspase 3 などのアポトーシスマーカーの発現上昇が抑制された。さらに生後 3 週

齢のマウスに 4mg/kg の投与量で rapamycin を腹腔内に隔日投与を行い、8 週齢で硬化糸球

体の数を評価したところ、rapamycin を投与した pRpt3 KO マウスは DMSO(vehicle)を投

与した pRpt3 KO マウスと比べて有意に硬化糸球体の数が少なかった。これらの結果から

rapamycin によるオートファジーの活性化は pRpt3 KO マウスの糸球体障害を改善するこ

とが示唆された。 

８．ポドサイトのプロテアソーム機能不全により老化が促進する 

加齢に伴って臓器や細胞のプロテアソーム機能が低下し、ユビキチン化蛋白や酸化蛋白

の蓄積が見られることが知られている。我々はポドサイトのプロテアソーム機能低下が老

化に関与していると考え、老化マーカーである p19ARF を調べたところ、pRpt3 KO マウス

のポドサイトで p19ARFの発現上昇が見られた。また培養ポドサイトに bortezomib を投与す

ると、同様に p19ARF の発現が上昇した。これらの結果から、ポドサイトのプロテアソーム

機能低下が腎老化を促進していることが示唆された。 

【考察】 

ポドサイトは生理的条件ではオートファジー活性が高いが、ポドサイト特異的なオート

ファジー不全マウスは自然経過では高齢になるまで腎不全は見られない。興味深いことに、

このマウスは若齢では糸球体のプロテアソーム活性が増加しており、一方高齢になるとプ

ロテアソーム活性の低下が見られた。またポドサイト特異的なオートファジー不全マウス



に片腎摘を行って残腎に負荷をかけると、一過性に26Sプロテアソームの発現が上昇する。

これらの結果はポドサイトのオートファジー不全を UPS が代償していることが考えられる。

さらに我々の作成した pRpt3 KO マウスは、若齢より尿蛋白とポドサイトのアポトーシス

が見られ、腎不全の進行が見られた。これらの結果からポドサイトの恒常性維持においては、

UPS が APLS より重要な役割を担っていると考えられる。 

 プロテアソーム機能不全によりポドサイトにおいて p53 の発現上昇が見られた。生理条

件では、p53 は転写翻訳後にユビキチン化を受けてプロテアソームで分解されることで、そ

の発現は低く保たれている。そのためプロテアソーム機能不全によりポドサイトで発現上

昇した p53 は、ユビキチン化された p53 であると考えた。しかし実際には、ウェスタンブ

ロッティングによる検討ではユビキチン化 p53 は検出されなかった。一方酸化ストレスは

p53 のユビキチン化を阻害することで p53 の発現を上昇させる。抗酸化剤がプロテアソー

ム機能阻害により誘導される p53 の発現を抑制した結果も併せると、p53 の発現上昇の主

因は、酸化ストレスによる p53 のユビキチン化の阻害であると考えられる。 

 一般的にはプロテアソーム機能不全は、オートファジーを誘導することが知られている。

ポドサイト障害を誘導したマウスにプロテアソーム阻害剤を投与した報告では、プロテア

ソーム阻害剤の投与によりポドサイトのオートファジーが誘導されることが報告されてい

る。本研究でも、当初 pRpt3 KO マウスのポドサイトに p62 が増加しているのを観察した

時は、蓄積したユビキチン化蛋白をオートファジーで分解するために p62 の発現が増強し

ていると考えた。しかし、予想に反して pRpt3 KO マウスのポドサイトでは LC3 は増加し

ておらずむしろ低下しており、オートファジーは抑制されていた。そのため p62 の発現増

強は、オートファジーの抑制により p62 が蓄積したと考えられた。またオートファジーが

抑制されたメカニズムについて調べるためにオートファジーを負に制御しているmTORシ

グナルについて検討を行ったところ、プロテアソーム機能不全のポドサイトでｍTOR が活

性化していた、さらに mTOR 阻害剤である rapamycin の投与により、プロテアソーム阻害

により誘導されるポドサイトのアポトーシスが抑制され、pRpt3 KO マウスの硬化糸球体の

数が減少した。このようなプロテアソーム阻害で引き起こされる細胞障害に対する

rapamycin の保護効果は、神経細胞でも報告されている。しかしポドサイトにおいてプロテ

アソーム機能不全によりmTORが活性化したメカニズムは今回の検討では解明できていな

い。 

加齢に伴って臓器や細胞のプロテアソーム機能が低下し、ユビキチン化蛋白や酸化蛋白

の蓄積が見られることが知られている。また全身性にプロテアソーム機能を低下させたマ

ウスでは短命や筋委縮などの表現型が見られた。このマウス由来の初代培養の線維芽細胞

では老化マーカーのβガラクトシダーゼの発現レベルが上昇していた。本研究では pRpt3 

KO マウスのポドサイトにおいてユビキチン化蛋白や酸化蛋白の蓄積を認め、さらに老化マ

ーカーである p19ARF の発現が上昇していた。これらの知見から、高齢者における CKD の

病態として、加齢とともにポドサイトのプロテアソーム機能が低下し、これがポドサイトの



老化と糸球体障害を来して CKD を進行させる機序が予想される。 

本研究により、ポドサイトのプロテアソーム機能不全がポドサイト障害を来して CKD を

進行させることが分かった。さらに抗酸化剤やオートファジーの活性化剤は、CKD の進行

抑制の治療戦略となることが分かった。 
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