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第 1章 要旨 

常染色体優性多発性嚢胞腎(autosomal polycystic kidney disease : ADPKD)と

癌における細胞増殖メカニズムとの類似性から、本研究では ADPKD における

ミトコンドリア異常について検討した。ADPKDモデル動物(Cyラット)の腎臓

では、正常腎と比較しミトコンドリア DNAコピー数やミトコンドリア生合成

の主要制御因子 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1alpha 

(PGC-1α)発現量が低下しており、その局在が嚢胞上皮細胞であることが示唆さ

れた。ヒト ADPKD 嚢胞上皮細胞を用いて更なる検討を行ったところ、動物モ

デルで得られた結果と同様に、ミトコンドリア DNAコピー数の低下と PGC-

1αの発現量低下が認められた他、嚢胞上皮細胞のミトコンドリアでは正常尿細

管細胞のミトコンドリアと比較して、活性酸素種の産生が亢進していること、

形態が断片化していること、膜電位が低下していることが確認された。In 

vitroにおいて、ミトコンドリア特異的な抗酸化薬を用いたところ、活性酸素

種の産生が低下し、細胞増殖が抑制されたことから、ミトコンドリア機能の異

常が嚢胞上皮細胞の細胞増殖に寄与しているものと考えられた。 

本研究は、ADPKD におけるミトコンドリア異常を示した初めての報告であ

り、ミトコンドリアが ADPKDの新たな治療標的となる可能性が示唆された。  
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第 2章 序文 

2.1 多発性嚢胞腎に関して 

多発性嚢胞腎(Polycystic kidney disease : PKD)は遺伝性の腎疾患で、腎尿細管

に嚢胞が多発し、巨大化することで腎機能障害をきたす疾患である。PKDに

は、常染色体優性多発性嚢胞腎(autosomal polycystic kidney disease : 

ADPKD)と常染色体劣性多発性嚢胞腎の主に 2つのタイプが存在する。中で

も、ADPKDは最も頻度の高い遺伝性腎疾患で、その頻度は 500-1000 人に 1

人とされ、polycystic kidney disease 1(PKD1   ) または polycystic kidney 

disease 2 (PKD2 ) 遺伝子の異常が原因となる(1)。主に成人で発症し、両側腎

臓に多発性の嚢胞が進行性に発症・増大することで、徐々に腎機能が低下し、

最終的には末期腎不全をきたすが (図 1)、腎機能の低下が明らかとなるのは一

般に中年期であり、70歳になると約 50%が末期腎不全となり、腎代替療法が

必要となるとされる(2)。
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図 1. ADPKDの進行にともなう腎臓の模式図と腎機能の経過

 

ADPKDの病態が進行するにつれ、腎臓に嚢胞が多発し、徐々に嚢胞が増大し

ていく。腎容積の増大にともない、実際の腎機能は低下するが、健常糸球体の

代償作用により、GFRは保たれるため、かなり病態が進行してから腎機能の低

下が明らかとなる。 
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全世界的には 400-700万人の患者がおり、腎代替療法を受ける患者のうち、7-

15%は ADPKDが原疾患とされている(3, 4)。わが国では、全 End-Stage 

Renal Disease (ESRD)患者の約 3%が ADPKD患者であり(5)、米国では血液

透析患者の 2.4%、腹膜透析患者の 4.7%、腎移植を受けた患者の 9.9%が

ADPKD患者である(6)。 

ADPKD患者のうち、約 85%は polycystin-1をコードする PKD1 (ch16p13.3, 

46 exons)の遺伝子変異で、残りの約 15%は polycystin-2をコードする PKD2 

(ch4p21, 15 exons)の遺伝子変異である (7)。 polycystin-1 と polycystin-2 は

膜貫通タンパクであり、両者は極性を持った上皮細胞の管腔側に存在する繊毛

において二量体を形成することで協調して働き、非選択的 Ca2+チャネルとし

て、細胞内への Ca2+の流入を制御する役割を果たす(7) 。このことから、

polycystin-1 と polycystin-2の異常にともなう、繊毛機能の異常が嚢胞腎の病

態形成に関わっていると考えられるが、嚢胞の発生・増大には、尿細管細胞の

異常な細胞増殖や、嚢胞内への分泌物の排泄、細胞外基質の変化、細胞極性な

ど、いくつもの非常に複雑なメカニズムが関与していることが解明されてきて

いる(8)。また、常染色体優性遺伝性の疾患であることから、ADPKD 患者の全

ての細胞が生まれながらにして 2対の PKD遺伝子(PKD1または PKD2 )のう

ち 1対は正常な PKD遺伝子であるにもかかわらず、実際に嚢胞が形成されて
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いるのはネフロンのうち 1-5%だけであり(9, 10)、全ての細胞が一様にして嚢胞

を形成しているわけではないことや、ADPKD患者の 1つの腎嚢胞から嚢胞上

皮細胞を単離して調べた研究から、嚢胞を形成する細胞はモノクローナルで、

この病気において本来は正常な対立遺伝子に PKD1または PKD2の変異が認

められる(11)ことなどから、尿細管のある 1つの細胞が異常をきたし、その細

胞に端を発してクローナルな細胞増殖が起こるものと考えられている(12) (図

2)
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図 2. ADPKD(PKD1変異例)における腎嚢胞形成の模式図 

 

PKD1+/- の尿細管細胞に、何らかのセカンドヒットが起こることで、PKD1-/- 

となり、PKD1-/- 尿細管細胞がモノクローナルに増殖することで嚢胞が発生・

増大する。 
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このことから、何らかの原因により正常な対立遺伝子の発現量低下や体細胞変

異が嚢胞形成の開始点となるものと考えられ、生まれながらの遺伝子異常の他

に、セカンドヒットが必要であるとする、ツーヒット仮説が ADPKD の病態形

成において提唱されている(11, 13)。嚢胞壁を形成する嚢胞上皮細胞には、上

述した様々な異常が存在するが、中でも一番の特徴は、分化が不完全で持続的

に増殖し続けることであり、この異常な細胞増殖により尿細管に生じた嚢胞が

拡大し、巨大化した嚢胞が正常尿細管を圧排することで、閉塞性の障害をきた

し ADPKD患者の腎機能が低下するとされている(14)。ADPKD患者を対象と

した臨床研究結果から、糸球体濾過量は正常ネフロンが減少しても過剰濾過に

より代償され、初期には病気の進行を反映しないため、総腎容量が腎機能障害

の信頼できる指標として利用されている(15)。このように、細胞増殖を抑え嚢

胞の増大を抑制することが ADPKDの最も効果的な治療であると考えられてい

る。 

 

2.2 ミトコンドリアに関して 

ミトコンドリアは、20億年前から細胞内で共生しているパートナーであり、真

核生物の細胞質に存在している細胞内小器官である(16, 17)。ミトコンドリア

は二重膜を持ち、内膜の内側のマトリックスに 2-10コピーのミトコンドリア
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DNA(mtDNA)を有している。ヒトにおいては、mtDNAは環状な 16,569bpの

DNAで、13のタンパク質とミトコンドリアの翻訳に必要な 24の RNA (2 つ

の rRNAと 22の tRNA)の 37の遺伝子をコードしている。ミトコンドリア

DNAがコードする 13のタンパク質は全て電子伝達系に関わるタンパク質であ

り、正常なミトコンドリア機能を維持するために必要不可欠なものである。ミ

トコンドリアの主な役割は、電子伝達系と酸化的リン化(oxidative 

phosphorylation : OXPHOS)、TCAサイクルと β酸化を介して ATP を産生す

ることであるが、エネルギー産生をするだけではなく、細胞増殖など様々な細

胞機能を制御していることが知られている。ミトコンドリアのホメオスターシ

スは、ミトコンドリアの生合成、mtDNAの複製、ミトコンドリアの形態変化

(分裂や融合)により調整されている。これらのメカニズムが破綻すると、ミト

コンドリア障害をきたし、活性酸素種(reactive oxygen species : ROS)の産生増

加やアポトーシスが引き起こされる。ミトコンドリアが産生する

ROS(mtROS)が異常に高いと、その細胞毒性により細胞はアポトーシスまたは

ネクローシスをきたすが、mtROSはこれら細胞死を引き起こすだけではな

く、同時にシグナリング分子や強力な有糸分裂促進因子としても作用する(18-

21) (図 3)。  
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図 3. ミトコンドリア機能異常と細胞応答 

 

mtDNA障害が生じると、呼吸鎖複合体活性が低下し、ROSの産生が増加す

る。ROSは更なるmtDNA障害を引き起こすため、このサイクルは悪循環と

なる。また、ROSの増加は、細胞死を誘導するだけではなく、細胞増殖にも寄

与する。 
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そのため、細胞死が抑制されるような環境下では、増加した ROS産生は腫瘍

性形質変化に寄与することとなる。近年、ミトコンドリア障害に起因した病態

生理学的役割に関する理解が進んだことで、ミトコンドリアを標的とした治療

戦略が、ミトコンドリア病のみならず神経変性疾患や心疾患、悪性腫瘍など

様々な疾患の治療に役立つ可能性が指摘されてきている。 

 

2.3 悪性腫瘍におけるミトコンドリア異常の関与 

ミトコンドリア異常と悪性腫瘍に関して述べると、腫瘍細胞のミトコンドリア

は、機能的・形態学的に正常細胞のミトコンドリアと異なることや(22)、

mtDNA はイントロンやヒストンを持たないため、核DNA(nDNA)と比較して

酸化障害の影響を受けやすく、一般に酸化障害に対してnDNAの10-20倍脆弱

で変異をきたしやすいこと(23)、多くの発癌性物質がnDNAよりもmtDNAに結

合しやすいことが知られている(24, 25)。実際に、mtDNAの体細胞性または生

殖細胞性変異が、腎癌、大腸癌、頭頸部癌、甲状腺癌、乳癌、卵巣癌、前立腺

癌や膀胱癌など様々な癌において確認されているほか(26-31)、白血病細胞にお

いてはDNA配列異常が起こる以前からmtDNAの異常が起きていることも報告

されている(32, 33)。更には、癌細胞由来の変異をきたしたmtDNAと正常細胞

のmtDNAを置換すると、癌細胞由来のmtDNAに置換された細胞が癌細胞の表
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現型を呈する(34)こと、mtDNAの変異だけではなく遺伝子多型も癌のリスクと

なることが確認されていること(35-38)などからも、癌細胞におけるmtDNAの

重要性が示されている。 

 

2.4 ミトコンドリアと ADPKD 

ADPKD患者の腎臓を正常腎とプロテオーム解析で比較した研究で、TCAサイ

クルや呼吸鎖複合体、エネルギー代謝やアミノ酸代謝にかかわる多数のミトコ

ンドリア関連酵素がADPKD患者の腎組織では低下していること(39)が以前か

ら報告されているが、それ以上ADPKDとミトコンドリアに関しての詳しい研

究は行われていない。また、近年のADPKDや癌研究の進行により、癌細胞に

認められる細胞増殖シグナルや、有酸素下でも解糖系でATPを産生する

(Warburg効果)などの現象が、ADPKDにおいても共通して認められることが

分かり、転移能などの違いはあるものの、両者が類縁疾患であることが示唆さ

れている(40)。ADPKDの嚢胞上皮細胞増殖シグナルについては図4を参照。  
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図4. PKD嚢胞上皮細胞における細胞増殖シグナル 

 

嚢胞上皮細胞では、ポリシスチン1または2(PC1、PC2)の発現量低下により、

細胞内へのCa2+流入が減少し、細胞内Ca濃度が低下する。Ca2+はアデニル酸シ

クラーゼ6(AC6)の働きを抑制するが、この抑制が効かなくなることで、AC6が

活性化し、サイクリックAMP(cAMP)が増加し、プロテインキナーゼA(PKA)、

Src、Rasが活性化される。また、嚢胞上皮細胞では上皮成長因子受容体

(EGFR)が過剰発現しており、これらのRas/Raf/MEKの活性化を介して、最終

的に活性化されたERKが核へ移行し、転写因子が活性化され、細胞増殖をきた

す。Gs：Gタンパク。V2R：バソプレッシンV2受容体。  
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これらのことを背景とし、今回我々は、ADPKDにおいてミトコンドリア機能

異常が存在し、嚢胞形成・増大に寄与していることを疑い、ADPKDモデル動

物を用いたin vivoの実験とヒトADPKD嚢胞上皮細胞を用いたin vitroの実験

で、ADPKD病態形成に関するミトコンドリア機能異常の役割について研究し

た。  
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第 3章 方法 

3.1 ADPKD動物モデル 

ADPKDモデルであるHan:SPRD-Cy (Cyラット)の、野生型(+/+)とヘテロ接

合体(Cy/+)の 7週齢♂の腎組織と血清は、藤田保健衛生大学疾患モデル教育研

究センターの長尾静子教授より供与された。  

 

3.2 細胞培養 

PKD1変異を持つADPKD患者の腎嚢胞から単離し不死化された、ヒト近位尿

細管由来の嚢胞上皮細胞 (WT 9-7)と、同様の方法で採取・不死化した正常な

ヒト近位尿細管細胞(RCTEC-Lotus tetragonolobus agglutinin: RCTEC-LTA) 

を用いてin vitroの実験を行った(41)。どちらの細胞も、ハーバード大学のJing 

Zhou教授より供与された。 細胞は、37℃、5%CO2インキュベーター内で、

10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma)を加えたDulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM)(Sigma-Aldrich)を用いて培養を行った。  

 

3.3 DNA抽出と RT-PCRによるmtDNAコピー数の定量方法 
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In vivo、In vitroの実験において、DNA抽出はNucleoSpin Tissue(タカラバイ

オ)を用いて行った。mtDNAコピー数の定量化は、Millerらの報告(42)に基づ

き、抽出したDNAをリアルタイム定量PCR (RT-PCR)によって定量した。具体

的には、mtDNAに特異的なDNA配列と、nDNAに特異的なDNA配列をPCRで

増幅し、nDNAに対するmtDNAの割合(mtDNA/nDNA)から、1つの細胞あた

りのmtDNAコピー数を計算するものである。PCRはCFX96 (Bio-rad)を使い、

PCR試薬にはKAPA SYBR Fast Universal 2x qPCR master Mix (KAPA 

Biosystems)を用いて、10ngのDNAサンプルを95°C 30秒の後、95℃5秒・

60℃でのアニーリング30秒・72℃での伸長反応10秒で40サイクル回し、リア

ルタイムPCRでデータを収集した。用いたプライマーについてはTable 1を参

照。最終的な結果は、それぞれのコントロール(動物実験に関しては野生型、細

胞実験に関しては正常近位尿細管)を基準に相対比で表した。
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Table 1

Species Genome Target Gene Forward 

Primer sequence 5’-3’ 

Reverse  

Primer sequence 5’-3’ 

reference 

Rattus 

novegicus 

mitochondria cytochrome b GCAGCTTAACATTCCGCCCAATC

A 

TACTGGTTGGCCTCCGATTCATG

T 

(43) 

nuclear Actin ATCATGTTTGAGACCTTCAACAC

CC 

CATCTCTTGCTCGAAGTCTAGG (43) 

Homo 

sapiens 

mitochondria tRNA-Leu CACCCAAGAACAGGGTTTGT TGGCCATGGGTATGTTGTTA (44) 

nuclear β2-

microglobulin 

TGCTGTCTCCATGTTTGATGTAT

CT 

TCTCTGCTCCCCACCTCCAAGT (44) 
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3.4  PGC-1αの RNA定量化のための RNA抽出と RT-PCR 

RNA抽出はmiRNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて行い、RNAはmiScript 

Reverse Transcription Kit (QIAGEN)を用いて相補的な DNAへ逆転写した。

PCRは CFX96 (Bio-rad)を使い、PCR試薬には KAPA SYBR Fast Universal 

2x qPCR master Mix (KAPA Biosystems)を用いて、10ngの DNAサンプルを

95°C 30秒の後、95℃5秒・60℃でのアニーリング 30秒・72℃での伸長反応

10秒で 40サイクル回し、リアルタイム PCRでデータを収集した。用いたプ

ライマーについては Table 2 を参照。結果は、野生型を基準に相対比で表し

た。 
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Table 2 

Species Target Gene Forward 

Primer sequence 5’-3’ 

Reverse  

Primer sequence 5’-3’ 

Rattus novegicus PGC-1α GAAAAAGCTTGACTGGCGTC GCAGCACACTCTATGTCACTC 

Β-Actin TCTACAATGAGCTGCGTGTG TCTTCATGAGGTAGTCTGTCAGG 
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3.5 ウエスタンブロッティング 

ウエスタンブロッティング用のタンパク抽出については、核タンパクはNE-

PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific)を用

いて行い、それ以外のタンパク抽出はNuclear Extract Kit(Activ Motief)を用

いて行った。タンパク濃度測定はDC protein kit (Bio-Rad Laboratories)を用

いて行った。得られたサンプルにSDSサンプルバッファー(0.7 M Tris-HCl (pH 

6.8)、20% SDS、72%グリセロール、10%メルカプトエタノール、0.024%ブロ

モフェノールブルー)を添加し、95℃で5分間処理した後に、10%ポリアクリル

アミドゲルを用いて電気泳動を行った。泳動後に、トリスグリシン転写バッフ

ァー(48 mMトリスバッファー、39 mMグリシン、0.05% SDS、10%メタノー

ル)を用いて.タンパクをポアサイズ0.45μmのpolyvinylidene difluorideメンブ

レン(GE Healthcare) に転写した。メンブレンは、1次、2次抗体でインキュベ

ートし、ECL Plus Western blotting system (GE Healthcare)で発色した。バ

ンドのシグナルはNIH Image J software (National Institutes of Health)を用

いて定量化した。一次抗体には、マウスモノクローナル抗Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase(GAPDH)抗体(1:200; sc-32233)、ウサギポリクローナ

ル抗Extracellular Signal-regulated Kinase(ERK)1抗体(1:200; sc-94)、マウスモノ

クローナル抗リン酸化ERK(pERK)抗体(1:200; sc-7383)、マウスモノクローナ
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ル抗Histone H1抗体(1:50; sc-8030) はSanta Cruz Biotechnologyより購入

し、ウサギポリクローナル抗PGC-1α抗体(1:1000; ab54481)はAbcamより購入

した。二次抗体には、HRP付加されたヤギ抗マウスIgG (1:5000; 170-6516; 

Bio-Rad Laboratories)、HRP付加されたヤギ抗ウサギIgG (1:5000; 170-6515; 

Bio-Rad Laboratories) を用いた。 

 

3.6 免疫組織染色 

カルボニル化タンパクの免疫組織染色には、メチルカルノア(メタノール:クロ

ロホルム:酢酸=6:3:1)固定した腎組織を、8-OHdGの免疫組織染色にはマイルド

ホルム(和光)で固定した腎組織を、それぞれパラフィン包埋して用いた。切片

は3um厚に薄切した。カルボニル化タンパクは、カルボニル化タンパク質免疫

組織染色キット(シマ研究所)を、8-OHdGは抗8-OHdG抗体(日本老化制御研究

所)を一次抗体に用いて、4℃12時間インキュベートした。二次抗体には、カル

ボニル化タンパクはVECTSTAIN Elite ABC Rabbit IgG Kit(Vector)を、8-

OHdGはVECTSTAIN Elite Mouse ABC IgG Kit(Vector)をそれぞれ用いた。

画像解析にはImage Jを用い、カルボニル化タンパクは+/+の正常尿細管とCy/+

の嚢胞上皮部分の細胞全体の染色性の濃さを、8-OHdGは+/+の正常尿細管と
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Cy/+の嚢胞上皮部分の核の染色性の濃さを、それぞれ面積と平均輝度の積から

成る輝度の総和を定量化し、統計解析を行った。 

 

3.7 MtROSとミトコンドリア形態の定量化 

MtROSの評価は、MitoSox Red (M-36008, Molecular Probe) 50 nMで37℃15

分インキュベートして細胞を染色し、BZ-9000 fluorescence microscope 

(Keyence)で観察し、Kudinらの報告(45)に基づき、その蛍光強度を評価するこ

とで行った。具体的には、2.5 μM MitoSox Redで10分間、37℃インキュベー

ター内でインキュベートした後に、PBSで洗浄してから観察し、Image Jで画

像解析を行いmtROSの定量化を行った(46)。結果は、RCTEC-LTAを基準とし

て表示した。 

ミトコンドリアの形態評価については、細胞を50 nM MitoTracker Green FM 

(M-7514, Molecular Probe)で15分間染色し、BZ-9000 fluorescence 

microscopeで観察した。観察した画像からミトコンドリアの形態をImage J用

いて、染色されたミトコンドリアの長径と短径の比からcircularityを計算し、

その逆数によりミトコンドリアの伸長度を解析した(46)。 
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3.8 細胞内 ROSとミトコンドリア脱分極の測定 

細胞内 ROS測定、ミトコンドリア脱分極については、Muse Oxidative Stress 

Assay Kit (Merck Millipore)、Muse Mitopotential Kit (Merck Millipore)をそ

れぞれ用いて行い、Muse Cell Analyzer (Merck Millipore)で計測した。 

 

3.9 化学試薬 

MitoQuinone (Phosphonium [10-(4,5-dimethoxy-2-methyl-3,6-dioxo-1,4-

cyclohexadien-1-yl)decyl] triphenyl-,mesylate; MitoQ)は、ミトコンドリアを

標的とした抗酸化薬として初めて報告されたもので、脂質の過酸化を防ぐこと

でミトコンドリアを酸化障害から保護するものである(47)。このMitoQは、ケ

ンブリッジ大学のM. Murphy先生より供与された。Mitoに対する偽薬として

は、(1-Decyl) triphenylphosphonium bromide(SC-264801A, Santa Cruz)を用

いた。 

 

3.10 統計解析 

実験結果は、JMP Pro11を用いて統計解析を行い、平均値±標準偏差で表記

し、p値 < 0.05を統計学的な有意差と判定した。 
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第 4章 結果 

4.1 ADPKDモデルラットの腎組織と正常腎組織でのmtDNAコピー数の比

較 

ミトコンドリア活性の低下はmtDNA量の低下に影響を受け、mtDNA量はミ

トコンドリア機能のマーカーとなることが知られている(48)ため、まず

ADPKDモデルラットの腎組織における、mtDNAコピー数を正常腎と比較し

た。MtDNAコピー数の定量方法としては、リアルタイム PCR(RT-PCR)が最

も広く使われている信頼できる方法である(49)ため、RT-PCRを用いて

mtDNAコピー数を調べた。 

用いたHan:SPRD-Cy (Cyラット)は、Kaspareit-Rittinghausenらが発見した、

多発性嚢胞腎を自然発症する遺伝性モデルで、クロモソーム5のPkdr1遺伝子の

エキソン13に存在するミスセンス変異が原因で、両側腎臓に近位尿細管由来の

多数の嚢胞ができ、次第に増大して腎不全をきたす。野生型(+/+)、ヘテロ

(Cy/+)、ホモ(Cy/Cy)の3つの遺伝子型が存在し(50)、Cy/CyとCy/+においては

生まれながら腎嚢胞が存在するが、Cy/Cy は急激に病態が進行し、寿命は3週

間と短命である一方、Cy/+は比較的ゆっくりと病態が進行し、ADPKD同様に

進行に性差がある(オスと比較しメスでは進行が遅い)ことから、ADPKDモデル

動物として確立されたラットである(51)。今回、7週齢の+/+とCy/+オスの腎組
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織をそれぞれ3つずつを用いて、腎組織からDNAを抽出し、RT-PCRを行っ

た。このモデル動物において、経過とともに血液尿素窒素(Blood urea 

nitrogen : BUN)が上昇することが知られているため、腎機能障害の指標として

BUNも合わせて測定したところ、+/+ 群19.4 ± 7.4 (mean±SD) mg/dl、Cy/+ 

群 22.3 ± 6.9mg/dl (p=0.70)と両者に有意差は認められなかったが(図5B)、+/+ 

群のmtDNAコピー数(mtDNA/nDNA)を基準としてCy/+ 群のmtDNAコピー数

と比較したところ、+/+ 群 1.0 ± 0.02、Cy/+ 群 0.73 ± 0.14 (p<0.05)と有意な

低下を認めた(図5C)。このことから、CyラットにおけるmtDNAコピー数の低

下は、腎機能障害が明らかとなるよりも前に生じていることが確認された。  
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図 5. +/+と Cy/+との腎組織・BUN・mtDNAコピー数の比較 

A：  

 

 

B： 

 

C： 
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7週齢 Cyラットの+/+と Cy/+の腎組織(PAS染色)と BUN、腎組織における

mtDNAコピー数の比較。A：(左)+/+ の腎組織、(右)Cy/+ の腎組織。週齢が

若く嚢胞のサイズは小さいが、+/+ と比較して Cy/+ においては腎皮質を中心

に腎嚢胞の多発を認める。B：+/+ と Cy/+の BUN。Cy/+において BUNはわ

ずかに増加傾向を認めるが、両者に有意な差は認められない。C：+/+ と Cy/+

のmtDNAコピー数。mtDNAコピー数は、+/+ を基準としたものを示す。+/+

と比較し Cy/+ において有意な減少を認める。 
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4.2  ADPKD モデルラットの腎組織と正常腎組織での PGC-1α の発現量の比

較 

ミトコンドリア生合成の主要制御因子であるPGC-1αは、腎臓においては近位

尿細管に多く発現しており、そのホメオスターシスに寄与することが知られて

いるため(52)、mtDNAコピー数の低下が確認されたADPKDモデル動物の腎組

織において、PGC-1αの発現量を測定した。RNA発現量はRT-PCRを、タンパ

ク発現量はウエスタンブロッティング(WB)を用いて検証した。PGC-1αは核タ

ンパクであるため、WBについては腎組織から核分画のタンパクを抽出して行

った。+/+群を基準としたRNA発現量は+/+ 群1.0 ± 0.42、Cy/+ 群 0.40 ± 0.04 

(p<0.05)と有意に低下し (Fig 6A)、+/+ 群を基準としたタンパク発現量も+/+ 

群 1.0 ± 0.16、Cy/+ 群 0.24 ± 0.06 (p<0.01)と有意な低下を認めた(Fig 6B)。 
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図 6. +/+ と Cy/+ の腎組織における PGC-1αの RNAとタンパク発現量の比較 

A： 

     

 

B： 

 

 

PGC1α 

Histone H1 

+/+ Cy/+ 
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7週齢 Cyラットの+/+ と Cy/+ の腎組織における PGC-1αの RNA量とタンパ

ク発現量を比較。A：mRNA発現量を RT-PCRで測定したもの。+/+と比較し

て Cy/+において PGC-1αの有意な減少を認める。B；(上)PGC-1αと Histone 

H1タンパク発現量のWB結果、(下)PGC-1αのバンドの濃さを Histone H1の

濃さで標準化した図。+/+ と比較して Cy/+ において PGC-1αの有意な減少を

認める。 
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4.3 Cy/+ の腎組織における酸化ストレスマーカーの免疫組織染色 

ADPKDモデル動物の腎組織において、mtDNAコピー数の低下と PGC-1αが

正常腎組織と比較して減少していることを確認し、何らかのミトコンドリア異

常が嚢胞腎において存在するものと考えられたが、どの細胞にミトコンドリア

異常が存在するのか、その局在については分かっていなかったため、免疫組織

化学でその局在について検討した。ミトコンドリアの異常は、過剰な ROS産

生と関連していることが知られているため(53)、ここでは酸化ストレスマーカ

ーであるカルボニル化タンパク質、8-OHdGを用いて Cy/+ の腎組織を染色し

た。カルボニル化タンパク質は、酸化障害を受けたタンパク質の酸化修飾体と

して知られているもので、8-OHdGは DNAの酸化障害マーカーである。免疫

組織化学の結果、カルボニル化タンパク質は、嚢胞壁上皮細胞の細胞質におい

てまだ異常をきたしていない尿細管細胞よりも強く染色されることが確認され

た(図 7A)。また、8-OHdGについても、嚢胞壁上皮細胞の核において異常をき

たしていない尿細管細胞よりも強く染色されることが確認された(図 7B)。これ

らの結果は、嚢胞上皮細胞において ROSの産生亢進が起きていることを示し

ており、ROSとミトコンドリア異常との関連から、嚢胞上皮細胞においてミト

コンドリア異常が存在していることを示唆するものであった。 
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図 7. +/+と Cy/+の腎組織における酸化ストレスマーカーの免疫染色 

A： 

 

B： 
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7週齢 Cyラットの+/+ と Cy/+ の腎組織における、カルボニル化タンパクと

8-OHdGの免疫組織染色。+/+ の腎組織(左)と Cy/+ の腎組織(中央)は x40倍

の弱拡大、(右)は中央の画像の囲み部分を拡大したもの(x100倍)。＊は嚢胞を

示す。矢印は嚢胞上皮細胞において濃く染色されていることを示す。A：タン

パクの酸化ストレスマーカーであるカルボニル化タンパクは、Cy/+の腎組織の

嚢胞化をきたした尿細管嚢胞壁上皮細胞の細胞質を中心に、嚢胞化をきたして

いない尿細管の細胞質よりも濃く染色される。下の棒グラフは、+/+の正常尿

細管と Cy/+の嚢胞上皮部分の DAB染色による細胞全体の染色性を Image Jを

用いて定量化して比較したもの。 

B：DNAの酸化ストレスマーカーである 8-OHdGは、Cy/+ の腎組織の嚢胞化

をきたした尿細管嚢胞壁上皮細胞の核において、嚢胞化をきたしていない尿細

管の核よりも濃く染色される。下の棒グラフは、+/+の正常尿細管と Cy/+ の嚢

胞上皮部分 DAB染色による核の染色性を Image J を用いて定量化して比較し

たもの。 
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4.4 ヒト嚢胞壁上皮細胞とヒト正常尿細管細胞でのmtDNAコピー数と PGC-

1α発現量の比較 

これまでの結果より、ミトコンドリア異常の局在が嚢胞壁上皮細胞であること

が示唆されたため、次に我々は ADPKDの嚢胞壁上皮細胞において動物実験同

様にmtDNAコピー数と PGC-1αの発現量について検証した。ADPKD 嚢胞壁

上皮細胞としては、Loghman-Adhamらが確立した、PKD1遺伝子異常のある

ADPKD患者の単一の嚢胞から嚢胞上皮細胞のみを採取し細胞株化した(41)、

近位尿細管由来のヒト ADPKD嚢胞壁上皮細胞(WT-9-7)を用いた。コントロー

ルとしては、同様の方法で細胞株化された、正常近位尿細管細胞(renal 

cortical tubule epithelial cells derived from proximal tubules : RCTEC-LTA)

を用いて両者を比較した。 

RCTEC-LTAのmtDNAコピー数を基準として、WT 9-7のmtDNAコピー数

の比をとったところ、RCTEC-LTA 1.0 ± 0.12、WT 9-7 0.67 ± 0.06 (p<0.01)

と、WT 9-7のmtDNAコピー数は有意な低下が認められた(図 8)。 
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図 8. In vitroにおけるmtDNAコピー数の比較 

 

RCTEC-LTAとWT 9-7における、mtDNAコピー数を RCTEC-LTA を基準

として比較表した。RCTEC-LTAと比較して、WT 9-7では有意にmtDNAコ

ピー数の低下を認める。 
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また、RCTEC-LTA とWT 9-7の核タンパクを抽出して行ったWBにおいて、

バンドの濃さをHistone H1との比で定量化したところ、RCTEC-LTAを基準

と、RCTEC-LTA 1.00 ± 0.2、WT 9-7 0.48 ± 0.23 (p<0.05)と PGC-1αの有意

な低下が認められ(図 9)、in vitroにおいても ADPKDモデル動物を用いた実験

と同様の結果が得られた。 
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図 9. PGC1αタンパク発現量の比較 

 

 

 

 

 

RCTEC-LTAとWT 9-7における、PGC-1αのタンパク発現量の比較。

(上)PGC-1αと Histone H1のWB、(下)PGC-1αのバンドの濃さを Histone H1

の濃さで標準化し、RCTEC-LTAを基準として示した図。RCTEC-LTAと比較

してWT 9-7では PGC-1αの有意な減少を認めた。 

 

PGC1α 

Histone H1 

RCTEC-LTA WT 9-7 



41 

 

4.5 ヒト嚢胞壁上皮細胞とヒト正常尿細管細胞での ROS産生の比較 

細胞内でのROSは主にミトコンドリアで産生されており、ミトコンドリア由来

のROS(mitochondrial ROS : mtROS)は、細胞内シグナル伝達や細胞のホメオ

スターシス維持に重要な役割を担っているが(54-56)、過剰なROSは細胞の酸化

ストレス障害を引き起こすとともに、ミトコンドリア機能不全の特徴にもなる

ことが知られている(57, 58)。このことから、更なるミトコンドリア異常を調

べる目的で、ヒトADPKD嚢胞上皮細胞と正常尿細管細胞を用いて、細胞内

ROSの測定を行った。方法としては、まず、総ROS量を比較する目的で、細胞

内ROSの検出によく用いられる、ジヒドロエチジウムに基づいた試薬を使った

Muse Oxidative Stress Kitを用いた細胞内スーパーオキサイドの検出系を利用

して、ROS陽性細胞と陰性細胞をMuse Cell Analyzerで検出した。 

その結果、ROS陽性細胞はRCTEC-LTAでは4.8 ± 0.9%、WT 9-7では49.9 ± 

1.2%とWT 9-7においては有意にROS陽性細胞が増加していることが確認され

た(図10)。また、両者のグラフを比較すると、WT 9-7において全体の山のピー

クがRCTE-LTAと比較してROS陽性側に移動していることから、嚢胞上皮細胞

においてはROS産生が亢進していることが示された。 
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図 10. RCTEC-LTAとWT 9-7における ROS陽性細胞の割合 

 

Muse Oxidative Stress Assay Kit による RCTEC-LTA(左)とWT 9-7(右)での

ROS陽性細胞の比較。右図における灰色の山は、左図の RCTEC-LTAにおけ

る結果を表したものである。WT 9-7では RCTEC-LTAと比較し全体に右へシ

フトしており、ROS陽性細胞数の増加が確認される。 
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次に、このROSが本当にミトコンドリア由来であるかを確認する目的で、

MitoSOX Redを用いた免疫細胞染色を行った。MitoSOX Redは、生細胞のミ

トコンドリアに選択的に取り込まれて、そこでスーパーオキサイドに酸化され

ることで赤色の蛍光を発色するが、他の細胞内ROSでは発色しないため、

mtROSの検出に用いられるものである。 

結果は、RCTEC-LTAと比較し、WT 9-7では明らかにMitoSOX Redの蛍光強

度が高く検出され(図11A)、RCTEC-LTAの蛍光強度を基準として画像解析を

したところ、WT 9-7においてはMitoSOX Redの蛍光強度が2.9 ± 1.9倍を示

し、p<0.01と有意な増強が認められた(図11B)。 

これらの結果から、嚢胞壁上皮細胞ではミトコンドリア由来のROSが有意に増

強していることが示され、やはり嚢胞壁上皮細胞ではミトコンドリア機能異常

が起きているものと推測された。 
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図 11. MitoSOX RedによるmtROSの評価 

A：

 

B： 

 

A：MitoSOXによる RCTEC-LTA(上)とWT 9-7(下)の細胞染色。(左) 

MitoSOX Redの染色、(中央)Hoechst 33342 による核染色、(右)両者の

Merge。WT 9-7では RCTEC-LTAと比較し、MitoSOX Redが強く染色され
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ており、mtROSが増加していることが示している。B：上記MitoSOX Redの

蛍光シグナルを Image J を用いて定量化し、RCTEC-LTAを基準として比較を

したもの。WT 9-7では RCTEC-LTAと比較し、有意にシグナルの増強を認め

る。 
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4.6 ヒト嚢胞壁上皮細胞とヒト正常尿細管細胞でのミトコンドリア形態の比較 

上述した通り、ミトコンドリアはダイナミックなオルガネラであり、環境に応

じて分裂と融合による形態制御を繰り返すことでホメオスターシスを維持して

いる。このダイナミクスが適切に行われることは、mtDNA変異を持ったミト

コンドリア病患者において保護的に働くが(59, 60)、このダイナミクスに破綻

をきたし、融合し伸長したミトコンドリアから、分裂して断片化した形態に変

化する時には、呼吸鎖複合体活性の低下やmtROSの産生増加を伴うことが報告

されている(61)。 このことから、嚢胞壁上皮細胞におけるミトコンドリアの形

態変化についても検討した。 ミトコンドリアの形態は、ミトコンドリアを特

異的に染色するMitotracker Green FMを用いて免疫細胞染色を行うことで評

価した。 

染色結果から、その形態を画像解析したところ、融合に伴う伸長の程度は

RCTEC-LTA 3.5±0.3、WT 9-7 2.9 ± 0.4と有意に低下(p<0.01) (図12)してお

り、WT 9-7のミトコンドリアはRCTEC-LTAのミトコンドリアと比較し断片化

が確認された。これにより形態異常も、嚢胞壁上皮細胞におけるミトコンドリ

ア機能異常を示唆する結果を得た。 
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図 12. MitoTracker Green FMによるミトコンドリアの形態評価

 

RCTEC-LTA(上左)と WT 9-7(上右)における、Mitotracker Green FMを用い

たミトコンドリアの免疫染色。RCTEC-LTA ではミトコンドリアが線状だが、

WT 9-7ではミトコンドリアが点状の形態を示す。(下) Image J を用いて、ミ

トコンドリアの伸長度合いを解析した図。RCTEC-LTAと比較してWT 9-7で

はミトコンドリアの断片化が有意に認められた。
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4.7 ヒト嚢胞壁上皮細胞とヒト正常尿細管細胞でのミトコンドリア膜電位の比

較 

ミトコンドリア呼吸鎖による細胞のエネルギーは、ミトコンドリア膜における

電気化学的勾配として蓄えられ、健常な細胞では、このエネルギーの蓄積によ

りミトコンドリア膜電位が生じ、ATP産生が可能となる。ミトコンドリア内膜

の膜電位消失は、アポトーシスの初期に認められ、ミトコンドリア内膜の脱分

極はミトコンドリア機能異常を示す所見となる(62)。そのため、嚢胞上皮細胞

におけるミトコンドリア膜電位についても検討した。 

この膜電位の変化をみるために、MitoPotential Kitを用いた。このKitは、ミ

トコンドリア膜電位依存性に染色される、陽イオン性の親油性染色物質を利用

して、ミトコンドリア膜電位の変化を検出するとともに、細胞死に関しても7-

ADDを用いて染色し、2色の染色物質で細胞を染め分けるものであり、ミトコ

ンドリア膜電位が高いと、MitoPotential染色はミトコンドリア内膜に蓄積して

強い蛍光を示し、脱分極しているミトコンドリアでは蛍光は弱まる。 

これにより、染色したミトコンドリアを、Muse Cell Analyzerで検出したとこ

ろ、脱分極した細胞の割合はRCTEC-LTAでは1.8 ± 0.05%であったが、WT 9-

7では6.1% ± 1.06%と、嚢胞上皮細胞では正常尿細管細胞と比較してミトコン

ドリア膜電位が有意に低下(p<0.05)していることが確認された(Fig 13)。脱分極
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をきたしているミトコンドリアの割合が多いことは、ミトコンドリア機能異常

を示すことから、これまでの結果同様、嚢胞上皮細胞においてミトコンドリア

機能異常が存在することが示唆された。 
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図 13. ミトコンドリア膜電位の比較 

 

MitoPotential Kitを用いたミトコンドリア膜電位の比較。RCTEC-LTA比較

してWT 9-7では、脱分極をきたしたミトコンドリアの割合が有意に増加して

いることを示す。 
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4.8 ミトコンドリアを標的とした抗酸化薬MitoQ投与によるヒト嚢胞上皮細

胞の病態変化 

ミトコンドリアは、主要な ROS産生源であるだけではなく、ROSの主な標的

ともなり、上述したように nDNAよりも酸化ストレスの障害を受けやすい。こ

れまでに、嚢胞上皮細胞において ROS産生が亢進していることを示してお

り、過剰に産生された ROSによりミトコンドリアが障害を受け、更に ROSを

産生する悪循環に入っている可能性が考えられたため、ミトコンドリアを標的

とした抗酸化薬を用いて ROS産生の変化を確認した。用いたミトコンドリア

を標的とした抗酸化薬MitoQは、ミトコンドリアに特異的に作用し、ミトコン

ドリア膜の脂質過酸化を防ぐことで、ミトコンドリアを酸化ストレスから守る

働きを持つ。ROSの検出については、Muse Oxidative Stress Kit を用いた細

胞内スーパーオキサイドの検出系を利用して行った。Placebo・MitoQとも

100nMで投与し、ROSを検出した結果、ROS陽性細胞はプラセボ群では 56.5 

± 1.2%、MitoQ投与群では 26.1 ±3.7%と、MitoQ投与により ROS陽性細胞が

有意に減少した。両者のグラフを比較すると、MitoQ投与群では全体の山のピ

ークがプラセボ群と比較して ROS陰性側に移動していることが確認され(図

14)、MitoQ投与により、各細胞における ROS産生が低下していることが示さ

れた。
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図 14. MitoQ投与による ROS産生への影響 

 

WT 9-7を Placebo投与群（左）とMitoQ投与群（右）おける ROS陽性細胞

の割合。Placebo投与群の図における灰色で示されている山は、MitoQ投与群

での結果であり、MitoQ投与により全体に左へシフトし ROS陽性細胞が減少

していることを示している。
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障害されたミトコンドリアは ROS産生を増加させ、ROSは更なるミトコンド

リア障害を引き起こすという悪循環が知られており、MitoQによりこの悪循環

を断つことで ROS産生が抑制されることが、ROS産生を低下させた機序とし

て考えられた。次に、この ROS産生抑制が細胞増殖に関与するかを調べる目

的で、Placebo群とMitoQ群(100nM、200nM、500nM、1000nM)における薬

剤投与後 24hと 48hで細胞数をカウントしたところ、投与後 24hの時点では

有意差を認めないものの、48h後にはMitoQの用量依存性に細胞増殖が抑制さ

れた(Fig 15)。なお、MTT（3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, yellow tetrazole）や類似の色素をホルマザン色

素へ還元する酵素活性を利用した系による細胞数の評価は、ミトコンドリア内

酵素であるコハク酸デヒドロゲナーゼの作用をみており、ミトコンドリアに影

響を与えるMitoQの投与実験においては不適切であるため、細胞数のカウント

により細胞増殖を評価した。 

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
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図 15. MitoQの細胞増殖への影響 

 

WT 9-7を Placebo投与群とMitoQ投与群(濃度は 100nM、500nM、1000nM)

における、薬剤投与後 24h、48hでの細胞数。MitoQ投与群では、濃度依存性

に細胞増殖抑制が認められる。 
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癌細胞においては、ROS自体が直接的にRasを活性化し(63)、その下流のERKシ

グナルを増強させることが知られているおり(64)、mtROSの増加が細胞増殖に

寄与することが報告されている(65)ため、この細胞増殖抑制が、APDKDで確認

されている異常な細胞増殖シグナルを抑制したことによるものかどうかを確認

する目的で、薬剤投与48h後の細胞からタンパクを抽出し、pERK発現量をWB

で確認したところ、MitoQの濃度依存性にpERKの減少が認められた(図16)。 
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図 16. MitoQ投与による pERKタンパク発現量の比較 

 

 

 

 

 

 

 

WT 9-7を Placebo投与群とMitoQ投与群(濃度は 100nM、1000nM)に分け

て、ERKのリン酸化をWBで確認した図。MitoQの濃度依存性に ERKのリ

ン酸化が抑制されていることが確認される。
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これらの結果は、ミトコンドリアを標的とした抗酸化薬により、ミトコンドリ

アの酸化障害が軽減されてmtROSの産生が低下し、ROSに伴う細胞増殖シグ

ナルが抑制されることで細胞増殖が抑えられることを示している。 

 

第 5章 考察 

ADPKDに対する新規薬剤であるバソプレッシンV2受容体拮抗薬のトルバプタ

ンが、ADPKD患者の総腎容積やestimated glomerular filtration rate (eGFR)

の低下を抑制することが最近のTEMPO 3:4 trialで報告されたが、1年あたり1 

ml/min/1.73m2 の腎機能低下抑制と効果は軽度であり、また、薬剤内服に伴う

水利尿や肝障害などによる副作用で23%の患者が内服継続不可能となる(66)な

ど、ADPKDの進行抑制に効果的な治療法の開発が現在も望まれている。 

今回、我々はADPKDにおけるミトコンドリア機能異常に着目して研究を行

い、ADPKDモデル動物におけるmtDNAコピー数の低下・PGC-1αの発現量低

下を手掛かりに、免疫染色でミトコンドリア異常の局在が嚢胞壁上皮細胞であ

ることを確認し、嚢胞壁上皮細胞を用いたin vitroの実験で、嚢胞上皮細胞では

正常尿細管細胞と比較しミトコンドリア機能異常があることを証明した。ミト

コンドリア機能障害と癌との関係は徐々に解明されてきているが、癌と類似す



58 

 

る部分の多いADPKDにおけるトコンドリア機能については、ミトコンドリア

異常の存在が知られていなかったため、これは新たな知見である。 

ADPKDの病態で最も重要とされるのは、嚢胞上皮細胞の異常な細胞増殖であ

り、細胞増殖シグナルにおいては、細胞増殖に必要な様々な過程を制御する

mitogen-activated protein kinase (MAPK)/ERK経路が知られているが(67)、

この経路の最初のステップはGTPaseタンパクであるRasの活性化であり、Ras

の活性化はADPKDの腎臓において確認されている。最近の癌細胞の研究で、

Rasが活性化した細胞にミトコンドリアが加わると、Rasと協調して周辺の正

常細胞の異常増殖が引き起こすことが報告されているが(68)、我々が今回示し

た結果は、ADPKDにおいても同様の病態が起きていることを示唆するものと

考えられる。 

今回の研究においては、PKD1+/- となった細胞がPKD1-/- となる前にミトコン

ドリア機能異常が起きているのか、PKD1-/- 後に結果としてミトコンドリア機

能異常を生じているのか、そのタイミングについては示すことができていない

が、ROSはDNA障害を引き起こす主要因子であり(69)、DNAの酸化ストレス

障害マーカーである8-OHdGの免疫組織染色も嚢胞壁上皮細胞において増強し

ていることから、ミトコンドリア機能異常によるROS産生増加がDNA障害を

きたし、PKD1+/- 細胞をPKD1-/- 細胞へ変化させている可能性も考えられる。
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今後この時系列を証明することができれば、ADPKDの発症における2ヒット仮

説の2ヒット目がミトコンドリア機能異常で説明できる可能性があり、その場

合、ミトコンドリアを標的とした治療により嚢胞の発生自体を抑制することが

できるようになるかもしれない。 

また、PKD-/- となった細胞が結果としてミトコンドリア機能異常を生じている

のだとしても、細胞や組織におけるミトコンドリアROSの増加は細胞増殖シグ

ナルの活性化、生理的な細胞死経路の断絶 (細胞の不死化)、血管新生の亢進と

いった、癌の典型的な現象につながることも明らかにされており(70)、MitoQ

はROS産生を低下させ、ERKのリン酸化抑制を介して嚢胞上皮細胞の細胞増殖

を抑えることができる可能性がある。ミトコンドリア障害によるROSの増加が

嚢胞増大に寄与している可能性を示したこの結果は、PKD1 ノックアウトマウ

スの腎臓に酸化ストレス障害モデルとして知られる虚血再灌流をかけること

で、嚢胞増大が促進されるとした過去の報告(71)とも合致するものであり、ミ

トコンドリアを標的とした抗酸化薬がADPKDに有効である可能性が高いと考

えられる。 

本研究で用いたヒトADPKD嚢胞上皮細胞は、PKD1 に変異がある嚢胞化をき

たしている腎嚢胞から得られたものであり、2ヒット仮説に基づくと既に

PKD1-/- となった細胞である。そのため、本研究においてヒトADPKD嚢胞上
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皮細胞を用いたin vitroの実験で示した結果をまとめると、以下の図17のように

なる。 

図17. PKD嚢胞上皮細胞におけるミトコンドリア機能異常を介した細胞増殖シ

グナル経路の模式図 

 

上記のように、PC1が機能不全により、絨毛を介したCa2+の流入が低下し、細

胞内Ca2+低下がPGC-1α発現量減少に寄与し、その下流のミトコンドリア生合

成が低下することで、ミトコンドリア機能異常を生じやすくなり、それに伴う

ROS産生増加が細胞増殖に寄与するというものである。Ca2+が直接的にPGC-

1αをup-regulateするとした過去の報告はなく、何らかを介してPGC-1α発現量



61 

 

減少させていることが予想される。PGC-1αをup-regulateする分子として、一

酸化窒素合成酵素、グアニル酸シクラーゼ、カルシウムカルモジュリン依存性

タンパク質キナーゼ、カルシニューリン、p38 mitogen-activated protein 

kinase (MAPK)、環状クアノシン一リン酸が知られており(72)、カルシウムカ

ルモジュリン依存性タンパク質キナーゼとカルシニューリンに関しては、細胞

内Ca2+濃度により活性化されることから、これらの分子の活性低下により

PGC-1α発現量が減少していることが予想される。今後、この経路についても

追加で検証をしていく予定である。 

今回の研究の限界としては、薬剤投与実験がin vitroのみであることが挙げられ

る。こちらについても、現在ADPKDモデル動物に対するMitoQ投与実験を行

っているところであり、in vivoにおいて同様の効果が得られるかどうか今後検

討していく予定である。また、ADPKDモデル動物の正常尿細管と嚢胞上皮細

胞のミトコンドリアの形態比較についても、電子顕微鏡による評価を追加して

いく予定である。 

 

第 6章 結語 
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本研究において、ADPKDの嚢胞上皮細胞においてミトコンドリア機能低下が

起きていることを示し、ADPKDの病態形成におけるミトコンドリア異常の関

与を初めて証明した。更には、ミトコンドリアを標的とした治療により、嚢胞

発生・増大を抑制することができる可能性も示唆された。ミトコンドリアを標

的とした治療薬は、急性腎障害の領域において治験が行われるなど、腎疾患の

新たな治療戦略として今後期待されており、今回使用したミトコンドリア標的

薬のMitoQは、抗加齢効果を期待したサプリメントとして海外では市販され、

既にヒトにおいて安全性が確立されていることから、動物実験で嚢胞の発生・

増大抑制効果を示すことができれば、すぐに臨床試験を行うことが可能である

ものと思われる。 
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