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緒言 

 

  常 染 色 体 優 性 多 発 性 嚢 胞 腎  (Autosomal Dominant Polycystic Kidney 

Disease :ADPKD)は最も頻度の多い遺伝性腎疾患であり, 加齢と共に腎臓を主体と

した嚢胞形成と進行性の嚢胞増大を特徴とする. 頻度は約1000~2000人に 1人であ

り, 嚢胞増大と共に進行性の腎機能障害を呈するようになり, 40〜60 歳で末期腎

不全に至る. ADPKD では脳動脈瘤, 心臓弁膜症, 多発性肝嚢胞などの腎外病変も合

併し, 高血圧症や嚢胞増大に伴う臓器圧迫症状を呈する.1 

ADPKD の原因遺伝子として第 16 染色体短腕に存在する PKD1 遺伝子 2と第 4 染色

体長腕に存在する PKD2 遺伝子 3 が同定されている. PKD1 の遺伝子産物である

polycystin-1とPKD2の遺伝子産物であるpolycystin-2は腎の尿細管上皮細胞の繊

毛に局在する膜貫通蛋白であり,4 polycystin-1 が尿流を感知して, 刺激を受けた

カルシウムイオンチャネルである polycystin-2 が細胞内カルシウム濃度を正常に

維持することで, 適切な尿細管径の調節が行われると考えられている. ADPKD では

PKD1または PKD2の遺伝子変異のためpolycystin-1または polycystin-2の機能異

常が生じることにより尿細管径の調節ができなくなり, 嚢胞が形成される.5 また, 

ADPKD の遺伝学的発症機序としてツーヒット説があり, 両親由来の 2 本の PKD 遺伝

子のうち, 正常である１本の PKD 遺伝子に後天的に体細胞変異が生じることで, 

PKD 遺伝子の機能が完全に喪失し, 初めて嚢胞が形成されると考えられている.6,7 

細胞内カルシウム濃度の低下は, cyclic adenosine monophosphate (cAMP)の増

加 8-10 と , そ の 下 流 に 位 置 す る  extracellular signal-regulated 

kinase/mitogen-activated protein kinase (ERK/MAPK)経路,10,11 mammalian target 

of rapamycin (mTOR)経路 12 等の細胞増殖に関わる経路を活性化させることで尿細

管細胞増殖を促し, ADPKD の嚢胞形成に関わっている. また, 嚢胞形成にかかわる

因子として, Wnt シグナルの存在も報告されている.13-15 Wnt シグナルのひとつであ

る β カテニン経路は細胞の増殖や分化に関わり, Wnt 受容体や GSK3β を介して細

胞内の β カテニンが蓄積し, 核内に移行することによって Cyclin D1 などの転写

因子が働き, 遺伝子発現や細胞の増殖や分化が促進する.16 これらの増殖に関わる

経路を標的とした薬剤がADPKDの治療薬となることが期待され, 数多くの報告がさ

れてきた.17-19 近年, バゾプレシンV2受容体拮抗薬であるトルバプタンのADPKDに

おける腎嚢胞増大抑制効果および腎機能障害進行抑制効果が示され, 20 トルバプタ

ンは世界初の ADPKD 治療薬として本邦を中心に広く使用されてきている. しかし, 
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トルバプタン本来の利尿薬としての多尿の副作用のため, 常に飲水を行う必要が

あり, 患者の日常生活に大きな影響を及ぼすことや, 患者の腎容積や嚢胞増大速

度が一定以上でなければ臨床効果が十分認められないことから, 現時点ではすべ

てのADPKD患者に適用できる治療ではなく, より効果的で副作用の少ない新たな治

療薬の開発が必要となっている.  

近年 Wnt 受容体が, 細胞膜上でプロレニン受容体(ATP6AP2)を介して, Vacuolar 

adenosine triphosphatase(V-ATPase)と共存していることが明らかなになった.21 

V-ATPase は全ての真核細胞のリソソームなどの内胞系に存在するほか, 破骨細胞

や尿細管上皮細胞の細胞膜にも存在する. V-ATPase は, プロトン(H+)ポンプとして

リソソーム分解に関与するほか, 尿細管や膀胱において尿を酸性化し, また癌細

胞において癌細胞の増殖や転移において重要な働きをする. 実際, V-ATPase は癌

領域において様々な報告がされており, WntシグナルやmTOR経路, 細胞死にも関連

している.22 実際種々の腫瘍に対して V-ATPase 阻害薬により V-ATPase を抑制した

ところ, 腫瘍増殖抑制効果を認めた報告が散見されている.23-30 

しかし, V-ATPaseが ADPKDにどのように関わっているか報告はない. 本研究では, 

ADPKD モデルマウスにおいて, V-ATPase を阻害することが嚢胞形成や病態にどのよ

うな影響を与えるか解析した.  

まず V-ATPase 阻害薬である Bafilomycin A1 を薬剤誘導型 Pkd1 コンディショナ

ルノックアウトマウスに投与する実験を行い(実験①)，Bafilomycin A1 がマウス表

現型及び細胞増殖シグナルに与える影響を解析した．表現型の解析を行ったところ，

対照群に比較して腎嚢胞形成を抑制している傾向があり、肝嚢胞形成を有意に抑制

していた。しかしながら Bafilomycin A1 の毒性が強く，投与方法や投与量を変更

したが，継続投与は不可能であった．実験①の結果からは Bafilomycin A1 の有用

性が一部で認められるものの，その効果を最大限に生かす条件設定を検討する必要

があった． 

次に V-ATPase 阻害薬の有用性を確認するため, 嚢胞が早期に増大する Pkd1･

Ksp-creマウスを用いてBafilomycin A1の効果を検討した(実験②). 表現型の解析

を行ったところ，対照群に比較して、腎嚢胞形成の抑制を認めた．シグナル経路の

解析を行ったところ，β-Catenin 経路の抑制を認めた. すなわち実験②により

ADPKD における V-ATPase 阻害薬の有用性が示唆された． 

さらにマウス由来 Pkd1 ホモ欠失尿細管上皮細胞株に対して Bafilomycin A1 を添

加することにより生じる細胞増殖や増殖シグナルの変化を解析した(実験③).  

Bafilomycin A1 により Pkd1 ホモ欠失細胞の増殖は抑制され, 細胞内シグナルの解



4 

 

析では β-Catenin 経路の抑制を認めた．本研究は実験②の結果と相反しない結果

であり，β-Catenin 経路の抑制に伴い細胞増殖が抑制されることを確認できた． 

以上 3つの結果は，ADPKD において V-ATPase が嚢胞形成の病態に関わっているこ

とを示唆し，V-ATPase 阻害薬は ADPKD の治療に有用であることを示すものであると

考えられた．  
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである. 

 

ADPKD      Autosomal dominant polycystic kidney disease 

BAF  Bafilomycin A1 

BUN       Blood urea nitrogen 

BW  Body weight 

cAMP      Cyclic adenosine monophosphate 

CKD       Chronic kidney disease 

DAPI     4',6-diamidino-2-phenylindole  

DMSO      Dimethyl sulfoxide 

EDTA         Ethylenediaminetetraacetic acid 

ERK/MAPK  Extracellular signal-regulated kinase/ mitogen-activated protein 

kinase 

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GSK3β  Glydcogen synthase kinase 3 beta 

HE           Hematoxylin-Eosin 

LW/BW  Liver weight/ body weight ratio 

mTOR       Mammalian target of rapamycin 

PBS      Phosphate-buffered saline 

PCNA       Proliferating cell nuclear antigen 

PFA         Paraformaldehyde  

pI-pC        Polyinosinic-polycytidylic acid 

SDS      Sodium dodecyl sulfate 

TBS       Tris-buffered saline  

TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling 

V-ATPase Vacuolar adenosine triphosphatase 

WST-8           Water Soluble Tetrazolium - 8 

2KW/BW     Bilateral kidney weight/ body weight ratio  
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実験方法 

 

Ⅰ In vivo 実験 

 

1) 薬剤誘導型 Pkd1 コンディショナルノックアウトマウス 

 

  Shibazaki らが樹立した Pkd1flox/flox マウスと Mx1-Cre マウス (The Jackson 

Laboratory, Maine, USA)を交配し, Pkd1flox/+: Mx1-Cre マウスを作製した. さらに, 

Pkd1flox/+: Mx1-Cre マウスを Pkd1flox/floxマウスと交配し, Pkd1flox/flox: Mx1-Cre マウ

スを作製した. インターフェロンの産生を誘導する polyinosinic-polycytidylic 

acid (pI-pC)を用いてインターフェロン応答性の Mx1 遺伝子の下流で Cre 遺伝子が

発現し, Pkd1 が任意の時期で欠失できるようにした (Cre-loxP 部位特異的組み替

え). Pkd1flox/flox: Mx1-Cre マウスに対して生後 7 日目または 14 日目より 10μg/g 

(BW)の pI-pC を連続 6 日間腹腔内投与した. マウスの飼育環境は，室温 25.0 ℃の

空調のもと8 時から18 時までを明期とした明暗サイクルにて自由運動および飲料, 

餌の自由摂取下または自由母乳摂取下で飼育した. 動物実験は北海道大学動物実

験に関する規程に従って行った. 

 

 

2) 腎限局型 Pkd1 コンディクショナルノックアウトマウス 

 

  同様に Pkd1flox/+: Ksp-Cre を交配し作成した Pkd1flox/flox: Ksp-Cre マウスを使用

した. このマウスは集合管から遠位尿細管の上皮細胞にかけて, 腎限局的に Pkd1

が欠失するマウスである(Cre-loxP 部位特異的組み替え). Cre は胎生 11.5 日目よ

り発現するため, 他モデルに比べ早期に Pkd1 がノックアウトされ, 生後 14~17 日
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目に死亡するモデルである. コントロールとしては，表現型が野生型である

Pkd1flox/+: Ksp-Cre マウスを用いた. マウスの飼育環境は，室温 25.0 ℃の空調のも

と8 時から18 時までを明期とした明暗サイクルにて自由運動および自由母乳摂取

下で飼育した. 動物実験は北海道大学動物実験に関する規程に従って行った. 

 

 

3)  Bafilomycin A1 および Vehicle の投与 

 

3-1. Bafilomycin A1 溶液及び Vehicle 溶液の作成 

 

 Bafilomycin A1 (LC Laboratories, Massachusetts, USA)は dimethyl sulfoxide 

(DMSO)を用いて 10mg/ml になるよう溶解し, -20℃で凍結保存した.  

浸透圧ポンプを用いた持続皮下投与においては, 使用する分を直前に解凍し, 

DMSOでさらに希釈し, ポンプを埋め込む際のマウスの体重に合わせてBafilomycin 

A1 として目的の投与量となるようそれぞれ濃度を調整した. Vehicle には DMSO を

用いた.  

また間欠的皮下投与においては, 使用する分を直前に解凍し, 生理食塩水でさ

らに希釈し, 0.1mg/ml になるよう調整した. 皮下投与及び腹腔内投与の Vehicle

として, DMSO:生理食塩水が 1:99 となるよう溶液を作成した.  

 

3-2. Pkd1flox/flox: Mx1-Cre マウスに対する持続的皮下投与(実験①A) 

 

実験①Aでは, 持続的皮下投与を目的として, ALZET�  Osmotic Pumps (Pump model 

2006) (Alzet, California, USA) (以下, 浸透圧ポンプ)を使用した. 浸透圧ポン

プに調整した Bafilomycin A1 溶液または Vehicle 溶液を浸透圧ポンプに充填した. 

その後ネンブタール腹腔内注射による麻酔下で, マウスの背中の創部を剃毛, 皮

切を行い, 皮下腔内に浸透圧ポンプを埋め込み, 創部縫合を行った.  

生後 14日目から 6日間 pI-pC を投与したマウスに, 生後 10週目に 1回目の浸透
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圧ポンプを埋め込み, 生後 16 週目に 2 回目の埋め込みを追加して行った. 投与量

は Bafilomycin A1 として体重 1g あたり 1.0, 0.7, 0.5, 0.3, 0.1μg/day とした. 

生後 22 週目に屠殺解剖し, 解析を行った. 

 

3-3. Pkd1flox/flox: Mx1-Cre マウスに対する間欠的皮下投与(実験①B) 

 

実験①B では生後 7 日目から 6 日間 pI-pC を投与したマウスに, Bafilomycin A1

及び Vehicle を生後 14 日目から 35 日目まで, 1 日 1 回, 1 回 20μ

l/g(BW)(=Bafilomycin A1 として体重 1g あたり 2.0μg)を, 背中に皮下注射した. 

最終注射の 2時間後に生後 35 日目に屠殺解剖し, 解析を行った.  

 

3-4. Pkd1flox/flox: Ksp-Cre マウスに対する間欠的皮下投与(実験②A, B) 

 

実験②Aでは Bafilomycin A1 及び Vehicle を生後 2日目から 10 日目まで, 1 日 1

回, 1 回 10μl/g(BW) (=Bafilomycin A1 として体重 1g あたり 1.0μg)を, 背中に

皮下注射した. 最終注射の 2時間後に屠殺解剖し, 解析を行った.   

実験②B では生存日数を評価するため, 生後 2 日目から死亡確認日の前日まで, 

実験①Aと同様に皮下注射投与を行った.  

 

 

4)  マウス表現型の解析 

 

 マウス表現型の解析として, 体重, 腎重量, 肝重量を測定し, 腎重量・体重比

(bilateral kidney weight/ body weight ratio: 2KW/BW), 肝重量・体重比(liver 

weight/ body weight ratio: LW/BW)を用いて比較検討した. また, 病理組織像を

用いて腎臓および肝臓組織横断面面積における嚢胞面積の占める割合と定義され

るCystic Indexを評価した. Cystic Indexは WinRooF (Mitani corporation, Tokyo, 

Japan)を用いて測定した. 
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5)  生化学検査 

 

  屠殺解剖の際に右心房より採血を行い , 血清尿素窒素  (Blood urea 

nitrogen :BUN)及び血清クレアチニン(Serum creatinine)を測定した. 液体クロマ

トグラフィー質量分析法によって測定した (SRL, Tokyo, Japan). 

 

 

6)  病理組織学的評価 

 

  屠殺解剖の際に 4 % paraformaldehyde (PFA)にて還流固定を行い, 腎臓および肝

臓を摘出した. パラフィン包埋切片を作成し, Hematoxylin-Eosin (HE)染色を行っ

た. 光学顕微鏡 (BZ 9000 :KEYENCE, Osaka, Japan)にて病理組織標本を観察し, 組

織像を撮影した.  

 

 

7) 免疫組織染色 (蛍光抗体法) 

 

  組織を 4 % PFA にて overnight 固定し, 30 %スクロースに浸した. その後 OCT 

compound (Sakura, Tokyo, Japan)に包埋し, 液体窒素で凍結した. 凍結切片作成

後は1%ウシ血清アルブミンで60分ブロッキングを行った後に, 抗β-Catenin抗体 

(Sigma-Aldrich)で 4 ℃ overnight でインキュベートした. その後, Alexa-Fluor 

594 標識二次抗体 (Life Technologies, California, USA)にて暗所室温 60 分処理
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した. 核を 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)(Invitrogen, California, 

USA)で 15 分処理した後, Fluoromount (Diagnostic BioSystems, USA) を用いて封

入した.  

 

 

8)  PCNA 染色および TUNEL 染色 

 

嚢胞上皮細胞の増殖の評価として，酵素抗体法に基づき proliferating cell 

nuclear antigen (PCNA)染色を行い, 嚢胞上皮細胞における PCNA 陽性の割合を腎

嚢胞および肝嚢胞において計算した. Invtirogen 社の PCNA キットを使用した. ア

ポトーシスの解析では terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick-end labeling (TUNEL)染色を行い, 嚢胞上皮細胞における TUNEL 陽性の割合

を腎嚢胞および肝嚢胞において計算した. TUNEL 染色は MEBSTAIN Apoptosis TUNEL 

Kit II (MBL, Nagoya, Japan)を用いた. 

 

 

9) ウエスタンブロット法による組織タンパク発現の解析 

 

9-1. 組織蛋白質抽出と蛋白質濃度測定 

 

 マウスより摘出した腎臓を蛋白分解酵素阻害薬 (Roche Life Science, Indiana, 

USA)および脱リン酸化酵素阻害薬 (Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan)を添加した蛋白

抽出用緩衝液 (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA)

内でホモジナイズ後，4 ℃，15,000 rpm，5 分間の遠心分離を施行し，上清を蛋白

抽出液として使用した.  DC protein Assay キット(Bio-Rad Laboratories, 

California, USA)用いて, 蛋白抽出液の蛋白濃度を定量した. 抽出液の 1/5 量の 6
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×サンプルバッファー (0.25 M Tris-HCl(pH 6.8), 30 %グリセロール, 10 % Sodium 

dodecyl sulfate (SDS), 9.3 % dithiothreitol (DTT), 0.2 % bromophenol blue 

(BPB))を添加し,  85 ℃・5分間で熱変性させ，電気泳動用のサンプルに調整した. 

 

9-2. SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびブロッティング 

 

 10% ポリアクリルアミドゲルを作成し, 1 ウエルあたり 100 μg の蛋白質量にな

るようにサンプルを注入し, 泳動槽にて 100 V の定電圧設定で電気泳動を行った. 

電気泳動で分離したゲル中の蛋白はセミドライ式ブロッティング装置 (Bio-Rad 

Laboratories, California, USA)を用いて 2 mA/m2の定電流設定で,  事前にメタノ

ールに浸し親水化処理を行ったポリフッ化ビニリデンメンブレンに転写した. 5 %

スキムミルクを含む TBS-T (Tris-buffered saline :TBS, 0.05% Tween-20)にて 60

分ブロッキングを行った後に, 各一次抗体を4 ℃ over nightで反応させた. TBS-T

でメンブレンを洗浄し , HRP 標識二次抗体  (Jackson Immuno Research, 

Pennsylvania, USA)で室温60分反応させた. TBS-Tで3回洗浄後，Super Signal West 

Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, California, 

USA)にて発光させ，ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare, Tokyo, Japan)を使用し

バンドを可視化した. なお, 一次抗体として抗リン酸化 mTOR (Ser2448)抗体, 抗

mTOR 抗体, 抗リン酸化 ERK (Thr202/Try204)抗体, 抗 ERK 抗体, 抗リン酸化 GSK3

β抗体, 抗 GSK3αβ抗体 (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA), 抗

β-Catenin 抗体, 抗 ATP6AP2 抗体 (Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan), 抗 Cyclin D1

抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA), 抗 GAPDH 抗体(Abcam, Tokyo, 

Japan)を使用した. 

 

9-3. 蛋白発現量の定量 

 

可視化した蛋白のバンドの濃度は ImageJ software (NIH, Maryland, USA)を使用し

て半定量化し，GAPDH のバンド濃度で補正した. 

  

 

10) 統計学的解析 
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群間比較には Mann-Whitney U test，生存率の比較には Log-rank test にて解析を

行った. 解析には JMP Pro version 12 for Windows を用い, p 値が 0.05 未満をも

って有意とした.  
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Ⅱ In vitro 実験 

 

1) マウス由来尿細管上皮細胞株の培養 

 

  マウス由来近位尿細管細胞株である Pkd1ホモ欠失細胞株 (Pkd1-/-細胞)とコント

ロールとしての Pkd1 ヘテロ欠失細胞株 (Pkd1+/-細胞)は Yale 大学 Somlo 教授より

提供していただいた. これら 2 つの細胞株はそれぞれ単一の H2Kb-tsA58 トランス

ジェニックマウス由来 (Charles river, Massachusetts, USA)40 の不死化遺伝子を

有する単一の Pkd1flox/-マウス個体より作成されており, Pkd1-/-細胞はその後の Cre

リコンビナーゼを有するプラスミドの一過性トランスフェクションにより作成さ

れた. 細胞は Dulbecco 改変イーグル培地/F-12 (Gibco, California, USA) に 3 %

ウシ胎児血清  (Biosera, Missouri, USA), 2 nM トリヨードサイロニン 

(Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan), 5 μg/mL インスリン, 5 μg/mL トランスフェリ

ン, 5 ng/mL 亜セレン酸ナトリウム(BD Biosciences, California, USA), 10 U/mL 

マウスインターフェロン-γ, 5 mL/L ペニシリン-ストレプトマイシンおよび 50 

U/mL ナイスタチン懸濁液(Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan) 添加したものを培地とし

て 37 ℃ , 5 % CO2の環境で培養および継代した. なお, 以下の実験では凍結保存

していた細胞株を解凍後, 2 回以上継代した上で使用した. 

 

 

2) 培養細胞数の計測と WST-8 assay (実験③) 

 

 実験③では 3×105個の細胞を 10 mL の培養液で懸濁し, 100 mm の培養皿 (TPP, 

Schaffhausen, Switzerland)に播種した. 37 ℃, 5 % CO2 で 48 時間培養後に, 細

胞数カウントに進む場合は 0.25 %トリプシン (Gibco, California, USA)で剥離し, 

細胞蛋白抽出の場合はセルリフター (TPP, Schaffhausen, Switzerland)で剥離回
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収 し た . 回 収 し た 総 細 胞 数 は Cellometor Auto (Nexcelom Bioscience, 

Massachusetts, USA)で自動計測し, 細胞増殖能の指標とした.  

 Cell Counting Kit-8 (Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いて Water Soluble 

Tetrazolium (WST)-8 assay による細胞増殖を検討した. 1well あたり 1×104 個

/100µl(培養液)となるよう 96 well plate(Falcon, New York, USA)に播種した. 

37 ℃, 5 % CO2で 24 時間培養後に, CCK-8 溶液を 10µl ずつ添加し, 37 ℃, 5 % CO2

で 1時間呈色反応後に, マイクロプレートリーダーで 450nm の吸光度を測定した. 

 

 

3) 蛍光免疫細胞染色 

 

6.5×103 個の細胞を 1.7 mL の培養液で懸濁し, 4 ウエルのチャンバースライド 

(BD Biosciences, California, USA)に播種した. 37 ℃, 5 % CO2で 48 時間培養後

に 4 % PFA にて 15 分固定し, 冷 70 % メタノールで 4 分浸透処理した. その後, 

terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling 

(TUNEL)染色を MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit II を用いて行った. 封入する前に

核を DAPI で染色した. 

 

 

4) Bafilomycin A1 の添加 

 

  Bafilomycin A1 は dimethyl sulfoxide (DMSO)を用いて 10mg/ml になるよう溶解

し, -20℃で凍結保存した. 使用直前に必要分を解凍し, DMSO で任意の濃度になる

ようにそれぞれ希釈し, 培養液 10ml あたりそれぞれ 6.23μl ずつ添加して使用し

た. Vehicle は DMSO とした.  

 

 



15 

 

 

5) ウエスタンブロット法による細胞タンパク発現の解析 

 

5-1. 細胞蛋白質抽出と蛋白質濃度測定 

 

 回収した細胞は蛋白分解酵素阻害薬および脱リン酸化酵素阻害薬を添加した蛋

白抽出用緩衝液 (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mM 

EDTA)内でホモジナイズ後，4 ℃，15,000 rpm，5 分間の遠心分離を施行し，上清を

蛋白抽出液として使用した.  DC protein Assay キット用いて, 蛋白抽出液の蛋白

濃度を定量した. 抽出液の 1/5 量の(0.25 M Tris-HCl(pH 6.8), 30 %グリセロール, 

10 % SDS, 9.3 % DTT, 0.2 % BPB)を添加し,  95 ℃・5分間で熱変性させ，電気泳

動用のサンプルに調整した. 

 

5-2.  SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびブロッティング 

 

 10 %ポリアクリルアミドゲルを作成し, 1 ウエルあたり 50 μg の蛋白質量にな

るようにサンプルを注入し, 泳動槽にて 100 V の定電圧設定で電気泳動を行った. 

電気泳動で分離したゲル中の蛋白は, セミドライ式ブロッティング装置を用いて, 

2 mA/m2 の定電流設定で事前にメタノールに浸し親水化処理を行ったポリフッ化ビ

ニリデンメンブレンに転写した. 5 %スキムミルクを含む TBS-T にて 60 分ブロッキ

ングを行った後に, 各一次抗体を 4 ℃ over night で反応させた. TBS-T でメンブ

レンを洗浄し, HRP 標識二次抗体 (Jackson Immuno Research)で室温 60 分反応させ

た. TBS-T で 3 回洗浄後，Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate

にて発光させ, ImageQuant LAS4000 を使用しバンドを可視化した. なお, 一次抗体

として抗β-Catenin 抗体, 抗 Cyclin D1 抗体, 抗 GAPDH 抗体を使用した. 

 

5-3. 蛋白発現量の定量 
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可視化した蛋白のバンドの濃度は ImageJ software を使用して半定量化し，GAPDH

のバンド濃度で補正した.  

 

 

6) 統計学的解析 

 

Mann-Whitney U test にて群間比較を行った. 解析には JMP Pro version 12 for 

Windows を用い, p 値が 0.05 未満をもって有意とした.  
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結果 

Ⅰ 実験①: Pkd1flox/flox: Mx1-Cre マウスへの Bafilomycin A1 の投与 

 

1) 実験①A: 浸透圧ポンプを用いた Bafilomycin A1 の持続皮下投与 

 

生後 14 日目から 6 日間 pI-pC を投与した Pkd1flox/flox: Mx1-Cre (Cystic)マウス

に, Bafilomycin A1 として体重 1g あたり 0.3μg/day を, 10 週目から 22 週目まで

浸透圧ポンプにより持続皮下投与した. 表現型の解析(体重, 腎重量体重比, 肝重

量体重比, 腎と肝の Cystic index, BUN, 血清 Creatinine)では, Bafilomycin 群

(n=3)と Vehicle 群(n=4)の間で有意な差を認めなかった． 

 

2) 実験①B: Bafilomycin A1 の間欠的皮下投与 

 

生後 7日目から 6日間 pI-pC を投与した Pkd1flox/flox: Mx1-Cre (Cystic)マウスに, 

Bafilomycin A1 として体重 1g あたり 2.0μg/day を, 1 日 1 回, 14 日目から 35 日

目まで背中に皮下注射投与した. Bafilomycin A1 投与群(n=9)と Vehicle 投与群

(n=11)の表現型を解析した. 体重, 腎重量体重比, 腎の Cystic Index, 肝重量体

重比は有意差を認めなかったが, 肝の Cystic Index は Bafilomycin A1 群で有意に

低下していた． 
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Ⅱ 実験②: Pkd1flox/flox: Ksp-Cre マウスへの Bafilomycin A1 の投与 

 

1) 実験②A: 表現型, 腎機能 

 

Pkd1flox/flox: Ksp-Cre (Cystic)マウス及び Pkd1flox/+: Ksp-Cre (Non-cystic)マウ

スに対し, Bafilomycin A1 として体重 1g あたり 1.0μg/day を, 1 日 1 回, 生後 2

日目から 10 日目まで背中に皮下注射投与した. Bafilomycin A1 投与群と Vehicle

投与群の表現型を解析した(各 n=10). 体重は各群の間で差は認めなかった. 腎重

量体重比はCysticマウスにおいて, コントロールであるNon-cysticマウスより有

意に増加していた. Cystic マウス同士の比較では Bafilomycin A1 投与群の方が

Vehicle投与群より有意に腎重量体重比, 腎のCystic indexが低下していた. 腎機

能を表す BUN, Creatinine は Non-cystic マウスに比べ Cystic マウスで高値であっ

たが, Cystic マウス同士及び Non-cystic マウス同士の比較では Bafilomycin A1

投与による差を認めなかった.  

 

2) 実験②A: ATP6AP2 の抑制 

 

Bafilomycin A1 が V-ATPase を抑制していることを確認するため, V-ATPase の付

属蛋白であるATP6AP2蛋白の発現を, Cysticマウスの腎臓を用いて免疫染色あるい

はウエスタンブロッティング法で評価した(各 n=4). ウエスタンブロッティング法

において標的蛋白の発現を GAPDH の発現量で補正したところ, ATP6AP2/GAPDH は

Non-cystic マウスに比べ Cystic マウスで有意に高値であり, Cystic マウス群同士

で比べると Bafilomycin A1 投与群で低値であった.  

 

3) 実験②A: 嚢胞上皮細胞における細胞増殖とアポトーシス 

 

次に Cysticマウスの腎臓の嚢胞上皮細胞における細胞増殖の評価としてPCNA染

色を, 嚢胞上皮細胞のアポトーシスの評価としてTUNEL染色を施行した. 嚢胞上皮

細胞における各種陽性の割合を腎嚢胞および肝嚢胞においてそれぞれ算出した. 
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PCNA 陽性率は Bafilomycin A1 投与群で有意に低下していた. TUNEL 陽性率は両群

間に有意差を認めなかった.  

 

4) 実験②A: 細胞増殖シグナル経路の解析 

 

ADPKD の嚢胞増大, 細胞増殖に関わる経路として重要である mTOR 経路の寄与を

検討するため活性型であるリン酸化 mTOR (p-mTOR)蛋白を, ERK/MAPK 経路の寄与を

検討するためリン酸化 ERK (p-ERK)蛋白を, それぞれウエスタンブロッティング法

で評価した.  

p-ERK/GAPDHはNon-cysticマウスに比べCysticマウスで有意に高値であったが, 

Cystic マウス群同士で比べると Vehicle 投与群と Bafilomycin A1 投与群間で有意

差を認めなかった. p-mTOR/GAPDH は, 各群間で有意差を認めなかった.  

 

5) 実験②A: β-Catenin 経路の解析 

 

ADPKDの嚢胞増大, 細胞増殖に関わる経路としてβ-Catenin経路の寄与を検討す

るため, Cystic マウスにおいて, β-Catenin の免疫染色を行った. またβ

-Catenin 経路の蛋白であるリン酸化 GSK3β蛋白, β-Catenin 蛋白及び Cyclin D1

を, ウエスタンブロッティング法で評価した.  

β-Catenin/GAPDH, p-GSK3β/GAPDH 及び Cyclin D1/GAPDH は Non-cystic マウス

に比べ Cystic マウスで有意に高値であった. Cystic マウス群同士で比べると

Bafilomycin A1 投与群で低値であった. 

 

6) 実験②B: 生存日数の解析 

 

Bafilomycin A1 が生存率に与える影響を検討するため, Cystic マウスに対して

生後生 2 日目から死亡確認前日まで Bafilomycin A1 の皮下注を行った. 生存日数

に有意差を認めなかった.  
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Ⅲ 実験③: Pkd1-/-尿細管上皮細胞株への Bafilomycin A1 の投与 

 

1) 実験③: Bafilomycin A1 添加による細胞増殖能の変化 

 

 3×105個の Pkd1+/-または Pkd1-/-尿細管上皮細胞を, DMSO を添加した培養液また

は Bafilomycin A1 を添加した培養液にて, 培養皿上で 48 時間培養後に, 細胞を剥

離回収し総細胞数を計測した. Pkd1+/-及び Pkd1-/-尿細管上皮細胞共に, 

Bafilomycin A1 濃度依存的に細胞数の減少を認めた. Pkd1+/-細胞は 5nM より濃い濃

度で, Pkd1-/-細胞は 2nM より濃い濃度で有意に細胞増殖の抑制を認めた.  

細胞増殖能を検討するため, Pkd1-/-細胞及び Pkd1+/-に対して WST-8 assay を行っ

た. Pkd1+/-細胞に比べ Pkd1-/-細胞で有意に吸光度の増加を認めた. Pkd1+/-細胞と

Pkd1-/-細胞共に Bafilomycin A1 濃度依存性に吸光度の減少を認めた. Pkd1+/-細胞で

は培養液の Bafilomycin A1 濃度が 5nM より高濃度で培養した群で, Pkd1-/-細胞で

は培養液の Bafilomycin A1 濃度が 2nM より高濃度で培養した群で, 有意に吸光度

の減少を認めた. 

 

2) 実験③: Bafilomycin A1 添加による細胞内β-Catenin 経路の変化 

 

β-Catenin 経路の関与を確認するため, 3×105 個の Pkd1-/-尿細管上皮細胞を, 

DMSO を添加した培養液または Bafilomycin A1 を添加した培養液にて, 培養皿上で

48 時間培養後に, 細胞を剥離回収し, 細胞抽出蛋白を用いてウエスタンブロッテ

ィング法で評価した(各 n=4).  

標的蛋白の発現を GAPDH の発現量で補正したところ, β-Catenin/GAPDH, Cyclin 

D1/GAPDH はともに Bafilomycin A1 投与群で抑制されていた.   
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考察 

 

 本研究の結果より, Bafilomycin A1 は Pkd1flox/flox:Ksp-Cre mice において, 腎嚢

胞形成抑制効果を持つことが明らかにされた. 嚢胞形成に関わる因子として, 尿

細管上皮細胞の増殖,31 アポトーシス 32 などが報告されているため, 増殖能の評価

として PCNA 染色を, アポトーシスの評価として TUNEL 染色を行った. 尿細管上皮

細胞において, PCNA 陽性細胞の数が, Bafilomycin A1 により減少していることか

ら, 増殖が抑えられたため, 嚢胞形成を抑制したと考えた. また, 観察されたア

ポトーシスは変化なく, 嚢胞形成の抑制とアポトーシスとの関連は見出せなかっ

た.  

 次に, 増殖が抑制されていることから, 現在嚢胞形成に重要であると報告のあ

る増殖シグナルの解析として, MAPK10,11, mTOR 経路 12 の解析を行ったが, 

Bafilomycin A1 投与群とコントロール群有意な差は認めなかった. ATP6AP2 は

V-ATPase の V0 ドメインに付随する分子量 8-9 kDa の蛋白である. Bafilomycin A1

により, ATP6AP2 が抑制されていることが確認されたことから，in vivo において 

Bafilomycin A1 は投与量として十分であったと考えられた. ATP6AP2 と共存する

Wnt受容体から派生するWntシグナルの一つであるβ-Catenin経路が抑制されてい

ることから, Bafilomycin A1 は β-Catenin 経路の抑制が嚢胞形成を抑制したと考

えた. 

V-ATPase は癌領域において様々な報告がされており, Wnt シグナル, mTOR 経路な

どに関与している他, アポトーシスや癌の浸潤・転移にも関連している.22 

V-ATPase inhibitor には多くの薬剤があり, Bafilomycin A1 は古典的な V-ATPase

の一つである.33 V-ATPase は様々な種類があり, ユビキタスに存在するものや, 特

定のサブユニットを持つ, 細胞特異的なものがある.34,35 Bafilomycin A1 は

V-ATPase の V0 subunit c を阻害すると言われている．33 V0 subunit c はユビキタ

スに存在するものを含めほぼ全ての種類の V-ATPase の構成蛋白であるため, 

Bafilomycin A1 は多くの臓器で様々な効果を持つ. Bafilomycin A1 は種々の癌に

おいて抗癌剤作用を持つことが報告されており,23-30 これはβ-Catenin 経路を抑制

することによる癌抑制効果とされている.36,37 これらの報告は本研究の結果と矛盾

しないものと考えられる.  

実験②A において，Bafilomycin A1 の投与により MAPK の発現に有意差を認めな

かったが, この結果により多発性嚢胞腎の嚢胞抑制効果は MAPK シグナルを介して
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いない可能性が示唆された．V-ATPase と mTOR 経路の発現やアポトーシスの関連は

複数の報告がされている．22,38 我々の結果においては Bafilomycin A1 により mTOR

経路やアポトーシスに有意差を認めなかった．Pkd1flox/flox: Ksp-Cre マウスは, 嚢

胞が早期に増悪し, 生後 2週前後で死に至る，非常に進行が速いモデルマウスであ

る. mTOR に関しては Cystic マウスと Non-cystic マウス間で mTOR 発現量の変化を

認めず, Pkd1flox/flox: Ksp-Cre マウスの生後 10 日目時点では mTOR 経路が嚢胞形成

に寄与していないと考えられた. また，Shibazaki らの報告によると，このモデル

マウスは嚢胞上皮細胞の増殖は非常にさかんであるものの，アポトーシスはごく少

数しか認められていない事も報告されており,39 嚢胞抑制にアポトーシスの変化は

関与しなかったと考えられた. 

浸透圧ポンプを用いた実験①A では, 嚢胞形成に差を認めなかった. 嚢胞形成に

差を認めなかった原因として, 薬剤量が十分に投与されなかった可能性を考えた. 

追加予備実験で薬剤量を増量したが, 解析時期より前に浸透圧ポンプが脱落する

ことが多く, 浸透圧ポンプによる Bafilomycin A1 の持続皮下投与は, 困難である

と判断した. 

実験①BではBafilomycin A1の間欠的皮下投与を行い, 肝嚢胞形成の抑制を認め

た. 肝臓においても嚢胞形成にβ-Catenin 経路の関与が指摘されており, 

Bafilomycin A1 のβ-Catenin 抑制作用の結果, 肝嚢胞形成抑制を認めた可能性が

ある. 腎臓においては, 腎嚢胞形成に有意差はなく, 腎嚢胞抑制に有効な用量の

Bafilomycin A1 でなかった可能性も考えられた. Bafilomycin A1 の有効な投与量

を可能とできるような，腎臓および肝臓特異的な V-ATPase の開発が望まれる． 

 実験③では Bafilomycin A1 の濃度依存的な細胞増殖抑制作用及びβ-Catenin 経

路の抑制作用を認めた. これは Pkd1flox/flox:Ksp-Cre mice における Bafilomycin A1

の腎嚢胞形成抑制作用が, β-Catenin 抑制によるものという結果を支持するもの

と考えられた． 

 Pkd1flox/flox:Mx1-Cre mice への Bafilomycin A1 投与の結果でも示されたが, 

Bafilomycin A1 には毒性が強い薬剤であることが報告されている.33 そのため, 

Bafilomycin A1 自体は, 動物実験で頻繁に用いられてはいるが, 人体への投与の

報告はない. しかし, V-ATPase 阻害薬には様々な種類があり, 特異的な V-ATPase

のサブユニットを阻害する, 組織・細胞特異的な V-ATPase 阻害薬も存在する 40-42. 

今後それらを用いた検討を行うことで, V-ATPase阻害薬はADPKDの治療薬となりう

る可能性がある．  
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総括および結論 

 

本研究全体から得られた新知見は以下の通りである. 

 

・ Bafilomycin A1 投与は ADPKD モデルマウスの腎臓および肝臓の嚢胞形成を抑制

する. 

・ Bafilomycin A1 投与は ADPKD モデルマウスの腎臓の嚢胞上皮細胞の細胞増殖を

抑制する. 

・ Bafilomycin A1 投与は ADPKD モデルマウスの腎臓においてβ-Catenin 経路を抑

制させる. 

・ Bafilomycin A1 は Pkd1-/-尿細管上皮細胞の細胞増殖を促進させる. 

・ Bafilomycin A1 は Pkd1-/-尿細管上皮細胞においてβ-Catenin 経路を抑制させ

る. 

 

本研究は ADPKD と V-ATPase の関連について検討した初めての報告である. 本研

究の結果より, V-ATPase阻害薬がADPKDに有益であることが示唆されたが, 毒性と

いう点から, 臓器特異的なV-ATPase阻害薬または毒性の弱いV-ATPase阻害薬の検

討が今後必要であると考える. この点は今後更なる解明の余地があると考えられ

た. また，Bafilomycin A1 はオートファジー阻害薬としてもよく知られている. オ

ートファジーが ADPKD にどのように関わっているかは全く不明であり 43, 本研究を

発展させることによりADPKDの新たな病態を解明することにつながる可能性がある

と考えられる． 

ADPKD をとりまく治療のエビデンスは未だ不足している状況であり, 本研究を発

展させる事で, トルバプタンに続く新規のADPKD治療薬の創薬につながると考えら

れた. 
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