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【概要】 

 

 多発性嚢胞腎は、最も多い遺伝性嚢胞性疾患であるが、嚢胞の形成および拡

大を完全に停止させるような有効な治療法は確立されていない。最近、常染色

体優性多発性嚢胞腎（Autosomal dominant polycystic kidney disease: ADPKD）にお

ける cAMP 依存性の嚢胞形成、拡大には glycogen synthase kinase 3β（GSK3β）が

関与しており、その過程において cAMP response element binding protein（CREB）

→GSK3β→Adenyl cyclase→cAMP→Protein Kinase A→CREB という悪循環が存在

していることが明らかになってきた。本研究では ADPKD に対する新規治療薬

開発を目指し、マウス GSK3β プロモーター配列の CREB 結合部位に結合し、

GSK3β の発現を阻害するピロール・イミダゾール（pyrrole imidazole: PI）ポリア

ミドを分子設計、合成し、マウスの集合管細胞株 M1 細胞を用いてその効果を検

討した。M1 細胞において、バソプレシン及びフォルスコリン刺激で cAMP 産生

が増加することを確認した。またフォルスコリン刺激で、GSK3β mRNA 発現の

増加を認め、合成した GSK3β PI ポリアミドは、GSK3β mRNA 発現増加を有意に

抑制した。 

ADPKD に近似した集合管細胞を得るため、M1 細胞に PKD1 shRNA を導入し、

PKD1 ノックダウン M1 細胞を作製した。M1 細胞及び PKD1 ノックダウン M1

細胞はともに、バソプレシン及びフォルスコリン刺激で有意な嚢胞径拡大を認

めた。PKD1 ノックダウン M1 細胞において、フォルスコリン刺激で細胞増殖能

は有意に増加し、GSK3β PI ポリアミドはそれを有意に抑制した。また、GSK3β PI

ポリアミドは、フォルスコリン刺激による嚢胞径拡大を有意に抑制した。以上

より、マウス GSK3β 遺伝子プロモーターCREB 結合部位に特異的な PI ポリアミ

ドは、ADPKD への新規遺伝子治療薬としての可能性を持つと考えられた。 
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【略語一覧】 

 

AC  adenyl cyclase  アデニル酸シクラーゼ 

ADPKD  autosomal dominant polycystic kidney   常染色体優性多発性嚢胞腎 

 disease   

AQP2  aquapolin 2  アクアポリン 2 

CCD  cortical collecting duct  皮質集合管 

CFTR  cystic fibrosis transmembrane conductance 嚢胞性線維症膜貫通コンダ 

 regulator  クタンスレギュレーター 

CREB  cAMP response element binding protein 

DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydro-  死細胞染色色素 

 chloride 

dDAVP  vasopressin  バソプレシン 

DEX  dexamethasone  デキサメタゾン 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium  ダルベッコ改変イーグル 

   培地 

DSMO  dimethyl sulfoxide  ジメチルスルホキシド 

EDTA ethylenediamineteraacetic acid  エチレンジアミン四酢酸 

eGFR  estimated glomerular filtration rate  推定糸球体濾過量 

ELISA enzyme linked immunosorvent assay  酵素結合免疫吸着法 

FBS  fatal bovine serum  ウシ胎児血清 

FITC fluorescein isothiocyanate  フルオレセインイソチオ 

   シアネート 

FSK  forskolin  フォルスコリン 
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GSK  glycogen synthase kinase  グリコーゲン合成酵素 

HPLC  high performance liquid chromatography  高速液体クロマト 

   グラフィー 

IBMX  3-isobutyl-1-methylxantine  PDE 阻害剤 

MOI multiplicity of infection  多重感染度 

MW  molecular weight  分子量 

PBS  phospholate-buffered saline  リン酸緩衝生理食塩水 

PC  polycystin  ポリシスチン 

PDE  phosphodiesterase  cAMP 分解酵素 

PI  pyrrole imidazole  ピロール・イミダゾール 

PIP  pyrrole imidazole polyamide  ピロール・イミダゾール 

   ポリアミド 

PKA  protein kinase A  プロテインキナーゼ A 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain   逆転写ポリメラーゼ転写 

 reaction  反応 

SE  standard error  標準誤差 

TEMPO  Torvaptan Efficiency and Safety in   TEMPO 試験 

 Management of Autosomal Dominant  

 Polycystic Kidney Disease and its Outcome 

TGF  transforming growth factor  トランスフォーミング増殖 

   因子 

V2  vasopressin type 2  バソプレシン 2 型 

V2R  vasopressin type 2 receptor  バソプレシン 2 型受容体 
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【緒言】 

 

1．多発性嚢胞腎の特徴 

多発性嚢胞腎は最も頻度の高い遺伝性嚢胞性疾患であり、両側腎臓に多数の

嚢胞が進行性に発生、増大する(1)。その原因遺伝子として常染色体優性の PKD1

（16p13.3）(2)と PKD2（4q21-23）(3)、常染色体劣性の PKHD1（6p12）(4)が同定

されている。 

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

ADPKD）は成人型多発性嚢胞腎とも呼ばれ、約 1,000～2,000 人に 1 人の割合で

発症し、その遺伝子型によって重症度が異なる。ADPKD のうち、85%が PKD1

遺伝子、15%が PKD2 遺伝子、数%がどちらでもないと報告されており、PKD1

遺伝子異常による ADPKD がより重症傾向であるとされている(5)。胎生期の時点

で顕微鏡的には嚢胞が存在しており、それが徐々に増大し、15 歳では約 86%に

嚢胞の存在が画像上確認できると報告されている(6)。一般に 30～40 歳代頃まで

は無症状で経過するが、嚢胞が多数となり腎容積が大きくなると腹部膨満感、

疼痛、肉眼的血尿といった自覚症状や、高血圧、嚢胞感染などの種々の合併症

を生じる。最初に起きる腎臓の機能的異常は尿濃縮力の低下であるが、多数の

嚢胞により腎臓が腫大するまではネフロンの代償のため糸球体濾過量は比較的

保たれる(7)。40 歳ころから徐々に腎機能の低下を認め、60 歳代には約半数が末

期腎不全に至る(5)。わが国では、約 31,000 例の ADPKD 患者がいると推定され

ている(8)。また、わが国では ADPKD が原疾患の慢性維持透析患者は 11,624 例

であり、全慢性維持透析患者の 3.6%を占め、慢性透析患者の原疾患の 5 位とな

っている(9)。 
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2．ADPKD における嚢胞形成のメカニズム 

 ADPKD での嚢胞形成、拡大の進行のメカニズムとして、細胞異常増殖、細胞

極性障害、嚢胞液分泌亢進があげられる。 

 Polycystin（PC）-1 （PC-1）と PC-2 はそれぞれ PKD1、PKD2 遺伝子の代謝

産物である蛋白で、尿細管腔の繊毛に存在し(10)カルシウムイオンチャネルとし

ての機能を持つ。繊毛の動きなどの刺激でこれらのタンパクが活性化されると、

細胞質内へカルシウム移動がおこり、細胞内カルシウム濃度が上昇する(11,12)。

ADPKD では、PC の変異により細胞内へのカルシウム流入が阻害され、細胞内

カルシウム濃度は低下する(13)。細胞内カルシウム濃度の低下は、cAMP 分解酵

素（phosphodiesterase: PDE）活性を低下、adenyl cyclase （AC）活性を上昇させ、

細胞内 cAMP 上昇をきたす(1)。また、生体内でバソプレシンは細胞内 cAMP の

上昇を引き起こすことが知られている。バソプレシン 2 型（V2）受容体は腎集

合尿細管に発現しており、バソプレシンによって V2 受容体が刺激されると AC

を活性化させ、腎集合管細胞内の cAMP 濃度が上昇する(14)。 通常細胞内 cAMP

の上昇は細胞増殖活性を抑制させるが、多発性嚢胞腎の嚢胞由来細胞において

は cAMP 濃度上昇が細胞増殖を促進させることが知られている(15)。ADPKD では、

これらの cAMP 濃度上昇によって刺激された protein kinase A （PKA）が、

MEK/ERK、mTOR、Wnt などの下流のシグナル経路を活性化し細胞増殖能が亢

進し、嚢胞上皮細胞の異常増殖が起きると考えられている (15-19)。 

繊毛は細胞極性維持に関与しており、尿細管構造形成に重要な役割を果たし

ている。PC-1 あるいは PC-2 の変異により、この細胞極性機能に障害をきたした

細胞増殖が起こると嚢胞が形成される(10,20)。 

Cystic fibrosis trasmembrane conductance regulator （CFTR）は、細胞膜上に存在

する cAMP 依存性のクロライドチャネルで、CFTR を介したクロライドイオンの
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移動には水輸送も伴う。ADPKD において cAMP 上昇で刺激された PKA は CFTR

を活性化させ、嚢胞腔内にクロライドイオンと共に水を分泌し嚢胞液貯留を促

進する(21,22)。また、バソプレシン刺激による cAMP 上昇が CFTR 発現を増加さ

せるとの報告もあり(23)、cAMP 依存性に嚢胞液貯留が進行し嚢胞が拡大してい

くと考えられている。 

 

3．GSK3β の ADPKD への関与 

Glycogen synthase kinase 3（GSK3）は、GSK3α と GSK3β の二つのアイソフォ

ームを持ち、代謝、再生、分化、増殖などの細胞機能制御に関するシグナル伝

達において重要な役割を担っている(24)。GSK3 はあらゆる臓器に存在しているが、

腎臓においては、尿細管障害と再生、炎症、線維化、尿濃縮に関する制御を行

っている(25-28)。 

GSK3β は、糖尿病(29)、アルツハイマー型認知症(30)、大腸癌(31)などの様々な疾

患においてその発現が亢進していることが知られている。多発性嚢胞腎におい

ても GSK3β の過剰発現がみられることが知られており、多発性嚢胞腎マウスに

おいて、バソプレシンによる細胞内 cAMP の増加は、転写因子 cAMP response 

element binding protein（CREB）が下流シグナルの GSK3β を介して嚢胞形成を起

こすことが報告された(32)。更に最近、Kakade らは、PKD1f/f-PKHD1cre 多発性嚢

胞腎マウスにおいて cAMP 依存性に嚢胞が拡大するメカニズムとして、

CREB→GSK3β→AC→cAMP→PKA→CREB という悪循環があることを報告し、

cAMP-CREB 依存性に多発性嚢胞ができることを示した(33)（図 1）。このように、

ADPKD での腎嚢胞形成には V2 受容体の過剰なシグナルが主たる原因とされて

きたが、最近 GSK3β の関与が明らかにされ、GSK3β が嚢胞形成に対する治療の

ターゲットとなり得ることが示唆された。 
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4．ADPKD の治療 

進行性嚢胞形成に対する治療法として、バソプレシン V2 受容体拮抗薬トルバ

プタン(34)やチアゾリジン誘導体ピオグリタゾン(35)の有効性が報告されている。

トルバプタンはバソプレシンによる細胞内 cAMP 増加を抑制することにより腎

集合管上皮細胞の増殖を低下させ嚢胞形成を抑制する(34)。トルバプタンの臨床

試験として、2007 年から 1,445 名の多発性嚢胞腎患者を対象に 3 年間の臨床評

価（Torvaptan Efficiency and Safety in Management of Autosomal Dominant Polycystic 

Kidney Disease and its Outcome; TEMPO 試験）が行われた。対象は、年齢が 18~50

歳で、両側腎容積が 750mL 以上、推定糸球体濾過量（estimated glomerular filtration 

rate: eGFR）が 60mL/min/1.73m2 以上という条件で行われ、結果は 2012 年に発表

された(36)。トルバプタンは腎容積の増大速度を約 50%抑制し、腎臓機能の指標

となる血清クレアチニンの逆数の低下速度を約 30%緩和した。また、TEMPO 試

験に参加した 1,445 名のうち、日本人は 177 名含まれており、この日本人参加者

のサブ解析でも同様にトルバプタン投与により腎容積増大速度の抑制と腎機能

低下速度の緩和を認めた(37)。 

しかし、これらの治療法においては、嚢胞形成を完全に抑制することはでき

ず(38)、したがって、より有効な治療法の開発が望まれている。 

 

5．ピロール・イミダゾール（Pyrrole Imidazole: PI）ポリアミド 

1996 年にカルフォルニア工科大学の Peter Dervan らはクロモマイシン、ディ

スタマイシン、アクチノマイシン D 等の構造的弓形の抗生物質が２本鎖 DNA と

結合し作用する事を解析し、DNA 塩基特異的に結合する中分子ペプチド化合物

である PI ポリアミドを発見した(39,40)。 

合成された DNA 結合 PI ポリアミドは、Py/Im ペアが CG、Py/Py ペアは AT ま
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たは TA、Im/Py ペアは GC を認識し、これにより任意の DNA の minor groove に

塩基特異的に蛋白質より強力に水素結合し、DNA 二重螺旋構造に入り込んで、

転写因子の結合を阻害し遺伝子発現を抑制する事ができる（図 2）。PI ポリアミ

ドの特徴として、組織障害に伴う疾病状態での遺伝子発現を正常化する遺伝子

制御であり、siRNA の様に遺伝子をノックダウンしないため、副作用を軽減す

ることできること、PI ポリアミドは有機化合物であるため、核酸医薬と違い核

酸分解されず、細胞や生体内で安定であること、ベクターやデリバリー試薬な

しに細胞の核に取り込まれ、遺伝子配列特異的にDNAに結合すること、また様々

な遺伝子をターゲットとして自由に分子設計できるため、経口投与可能な新規

遺伝子制御薬としての可能性を持つことが挙げられる。 

この様に PI ポリアミドは低分子化合物と異なる、全く新しい中分子ペプチド

化合物であり、次世代の遺伝子転写制御薬として期待される。 

 

6．PI ポリアミドの創薬開発 

福田らのグループは transforming growth factor-β1（TGF-β1）に対する PI ポリ

アミドを分子設計し、遺伝子治療の目的で創薬開発を行ってきた。TGF-β1 は細

胞外基質の増生、線維芽細胞の遊走に関与し、腎炎、血管狭窄、肝硬変症、肺

線維症などの線維性疾患の責任分子であり、TGF-β1 に対する PI ポリアミドはこ

れらの線維性疾患の治療薬になりうると考えられる。 

福田らは、これまでに TGF-β1 の PI ポリアミドが、進行性腎障害のモデルラ

ットにおいて、尿蛋白抑制や組織障害改善効果を示すことを報告している(41,42)。

TGF-β1 に対する PI ポリアミドをラットに長期投与したところ、PI ポリアミド

は体重や摂餌量には影響せず、血清でも通常の薬剤と同様な薬物動態を示した

(41,42)。また福田らは TGF-β1 に対する PI ポリアミドが血管再狭窄(43)、腹膜硬化
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症(44)、角膜損傷(45)を抑制することも報告している。このほかにも、ヒト TGF-β1

に対する PI ポリアミドは、前臨床として霊長類マーモセットでの皮膚瘢痕形成

を完全に抑制した(46)。さらに最近、大月らは前臨床試験としてマーモセットで

のシクロスポリン A 腎症および一側尿管結紮水腎症モデルにおいても、ヒト

TGF-β1 に対する PI ポリアミドの有効性を確認した(47)。 

これらの成績から PI ポリアミドは遺伝子転写抑制中分子ペプチド薬として、

難治性疾患の次世代の治療薬として期待されている。 
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【研究目的】 

 

本研究は、多発性嚢胞腎に対する新規治療薬開発を目指し、マウスの GSK3β

の CREB 結合部位に PI ポリアミドを分子設計、合成し、マウス腎皮質集合管細

胞株の M1 細胞でその効果を検討することを目的とする。 
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【研究方法】 

 

1．使用した細胞 

マウス腎皮質集合管細胞株である M1 細胞（ATCC CRL 2038: European 

Collection of Authenticated Cell Culture, Salisbury, England）を使用した。M1 細胞株

は SV40 の初期領域（Tg(SV40E)BRI/7）を遺伝子導入し形質転換したマウスの皮

質集合管（cortical collecting duct: CCD）に由来し、上皮の形態や CCD 固有の抗

原など、CCD の持つ多くの特徴を表している。M1 細胞は確立された細胞株と

しての機能的な CCD 細胞の維持が可能であり、CCD の持つ多くの分化したイオ

ン輸送機能、ホルモン反応性を保持しており(48)、これまでも多くの ADPKD に

関する研究に使用されている(23,33,49）。本研究においても Gonzalez ら(49)の方法を

参考にし、実験を行った。 

 

2．細胞の継代培養 

M1 細胞のバイアルを 37℃温水中に浸し、1~2 分間揺らしながら融解した。あ

らかじめ 5%ウシ胎児血清（Fatal bovine serum: FBS: JRH Bioscience, KS, USA）含

有ダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco’s modified eagle medium: nutrient 

mixture F-12: DMEM/F-12）にペニシリン 100 単位/mL、ストレプトマイシン 100 

µg/mL、Dexamethasone（DEX）5µM を添加した培地 10mL を混入した遠心管に、

バイアル中の細胞浮遊液 1mL を入れ、軽くピペッティングした後、1,500 回転で

1 分間遠心した。細胞沈査を確認し、上清を捨て、25 cm2 フラスコに 5mL の増

殖培地を用いて細胞沈査を全量播種し、37℃、5%CO2 インキュベーターで培養

した。数日で細胞がフラスコ内でサブコンフルエントになっていることを確認

し、細胞液を取り除きリン酸緩衝液（ Phospholate-buffered saline: PBS: 
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Sigma-Aldrich, MO, USA）で洗浄した後、細胞間接着が分離していることを確認

し 0.25%トリプシン溶液（Trypsin/ethylenediamineteraacetic acid（EDTA), Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA）を用いて細胞を剥離・回収し、滅菌フラスコに split

比率 1:4 で播種し継代培養した。培地の交換は週 2 回の頻度で行い、コンフルエ

ントになるごとに継代培養を繰り返した。第 5 継代時の細胞を実験に使用した。 

 

3．マウスの GSK3β の CREB 結合部位に対する PI ポリアミドの分子設計・合

成 

マウス GSK3β プロモーター配列に存在する CREB 領域に対する PI ポリアミ

ドを分子設計した。GSK3β に特異性を持たせるため、CREB 結合部位と GSK3β

プロモーター配列にまたがるように、2 種類の PI ポリアミドを分子設計した。

PI ポリアミドはペプチド合成機 PSSM-8（Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いて Fmoc

固相法にて合成しC18カラムでHigh Performance Liquid Chromatography （HPLC）

にて精製した。実験に用いた PI ポリアミドの濃度設定は、先行研究(41-47)を参考

に行った。 

 

4．ゲルシフトアッセイ 

GSK3β sense oligo（fluorescein isothiocyanate（FITC）-AAGTCATGTCGTCAGGT 

TAGG）と GSK3β  antisense oligo（CCTAACCTGACGACATGACTT）を nuclease 

free water で 100µM にそれぞれ調節した。2 つの oligo を 10µL と annealing buffer

（0.25M Tris-HCL(pH7.5)、87.5mM EDTA、0.2M NaCl）50µL、nuclease free water 

40µL を混合し、95℃で 5 分間加熱変性後、徐々に温度を下げて 2 鎖 oligo を作

製し、1µMになるよう希釈した。FITC-GSK3β consensus oligoをDimethyl Sulfoxide

（DMSO: Sigma-Aldrich）で溶解した 10-6M の GSK3β PI ポリアミドと 5×binding 
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buffer（20% glycerol、5mM MgCl2、2.5mM EDTA、250mM NaCl、50nM Tris-HCL 

(pH7.5)）中で 1 時間インキュベーションを行った。また competitor は蛍光ラベ

ルしていない GSK3β consensus oligo を使用した。300V で 20 分泳動しておいた

20%ポリアクリルアミロイドゲルに作製したサンプルをアプライし、0.5×TBE バ

ッファー300V で泳動した。LAS3000（Fuji Film, Tokyo, Japan）を使用してゲルを

撮影し、バンドを可視化した。 

 

5．M1 細胞に対するバソプレシン刺激での cAMP 産生 

cAMP の産生は、cyclic AMP enzyme linked immunosorvent assay（ELISA） Kit

（Cayman chemical company, MI, USA）を使用して測定した。6 well plate に M1

細胞を 1.0×105 cell/well になるように 5% FBS、5µM DEX 含有 DMEM/F-12 を用

いて播種し、37℃、5%CO2 の条件下でサブコンフルエントになるまで培養した。

培地を除去し、PBS で well 内を洗浄した。PBS に最終濃度が 100µM になるよう

に PDE 阻害剤（3-isobutyl-1-methylxantine: IBMX: Cayman chemical company）と

バソプレシン（[diamino-Cys1, D-Arg8]-Vasopressin acetate salt hydrate: dDAVP: 

Sigma-Aldrich) をそれぞれ 1µM、0.1µM、0.01µM になるように添加して誘導

buffer を作製し、細胞を 20 分間刺激した。刺激後、誘導 buffer を除去し、1well

あたり 0.1%塩酸 1mL で細胞を 20 分間インキュベートした。スクレイパーで細

胞を回収し、ピペッティングで細胞を十分に分離してエッペンチューブに移し

た後、10,000 回転で 10 分間、4℃で遠心分離を行い、上清の Cell Lysate を回収

した。Cell Lysate は ELISA Buffer で 3 倍に希釈した後、ELISA にて cAMP の測

定を行った。 

また Cell Lysate は Pierce BCA protein assay kit（Thermo Fisher Scientific）で蛋白

量を測定し、得られた cAMP のデータは蛋白量で補正した。 



14 
 

6．M1 細胞でのフォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現と GSK3β PI ポリ

アミドの効果 

M1細胞を5% FBS、5µM DEX含有DMEM/F-12を用いて6 well plateに播種し、

サブコンフルエント後、0.5% FBS、5µM DEX 含有 DMEM/F-12 にて低血清培養

を行った。その間 PI ポリアミド-1 および PI ポリアミド-2 をそれぞれ最終濃度

が 10-10M、10-9M、10-8M となるよう添加し、24 時間培養した。その後、フォル

スコリンを終濃度が 1µM となるよう添加し細胞の刺激を行った。6 時間後、培

養液を除去し、TRIzol Reagent（Life Technologies, CA, USA）1mL を加えピペッ

ティング後エッペンチューブに移し 5 分間室温で置いた。クロロホルム 200µL

を加え 15 秒間転倒混和し 2～3 分間室温で置いたのち、15,000 回転で 15 分間遠

心分離し、上清を新しいエッペンチューブに移した。イソプロパノール 500µL

を加え転倒混和し、室温で 10 分間置き 4℃、15,000 回転で 10 分間遠心分離を行

った。上清を除去し、沈殿物に 70%エタノール 1mL を加え混和し、4℃、10,000

回転で 5 分間遠心分離し total RNA を抽出した。抽出した RNA 量を測定し、1µg

相当の total RNA を DNaseⅠ（Thermo Fisher Scientific）で処理し、High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit（Thermo Fisher Scientific）を使用し、cDNA を合

成した。mRNA の発現は、リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（reverse 

transcription polymerase chain reaction: RT-PCR）で確認した。 

使用したプローブおよびプライマーセットを表 1 に示す。リアルタイム

RT-PCR は Step One Plus Real Time PCR system（Applied Biosystems, MA, USA）を

使用した。PCR の条件は、熱変性 95℃ 20 秒、アニーリングおよび伸長反応を

95℃ 1 秒と 60℃20 秒とし、40 サイクル行った。PCR 産物は standard curve 法に

よる相対定量で測定し、GSK3β mRNA の発現は β-actin を内部標準として補正し

て求めた。 
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7．M1 細胞でのフォルスコリン刺激に対する cAMP 産生と GSK3β PI ポリアミ

ドの効果 

実験は、方法 5 と同様の手順で行った。 

フォルスコリン刺激を開始する 3 時間前に GSK3β に対する PI ポリアミド-1、

PI ポリアミド-2 をそれぞれ終濃度が 10-10M～10-8M になるよう培地に添加した。

次に培地を除去し、PBS で well 内を洗浄した。PBS に最終濃度が 100µM になる

ように IBMX とフォルスコリン 1µM、PI ポリアミド-1 及び PI ポリアミド-2 を

それぞれ 10-10M～10-8M を添加して誘導 buffer を作製し、細胞を 20 分間刺激し

た。 

 

8．M1 細胞での濃度別によるフォルスコリン刺激に対する細胞増殖能の検討 

96 well plate に M1 細胞を 5% FBS、5µM DEX 含有 DMEM/F-12 を用いて播種

し、37℃、5%CO2 の条件下で 24 時間培養した。次に培地を 0.5%FBS、5µM DEX

含有 DMEM/F-12 に置き換え 24 時間低血清培養を行った。低血清培養後、フォ

ルスコリンを終濃度が 1µM、5µM、10µM、25µM、50µM となるよう添加し刺激

を行った。37℃、5%CO2 の条件下で 24 時間培養後、Premix WST-1（Takara Bio, 

Shiga, Japan）を 10µL/well 加え、37℃、5%CO2 の条件下で 90 分培養した。マイ

クロプレートリーダーを用いて、対照波形を 650nm として 450nm の波長を測定

することで、細胞増殖能を測定した。 

 

9．M1 細胞のフォルスコリン刺激による細胞増殖能と GSK3β PI ポリアミドの

効果 

実験は、方法 8 と同様の手順で行った。 

低血清培養が終了する 3 時間前に、GSK3β に対する PI ポリアミド-1 及び PI
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ポリアミド-2 をそれぞれ最終濃度が 10-10M 、10-9M、10-8M となるように培地に

添加した。コントロールには等量になるように DMSO を添加した。低血清培養

後、フォルスコリンを終濃度が 1µM になるよう添加した。またこの際、それぞ

れの濃度になるよう PI ポリアミド-1 及び PI ポリアミド-2 を再度添加した。 

 

10．嚢胞形成を誘導した M1 細胞の細胞形態の観察 

 M1 細胞を Matrigel matrix GFR（Corning, NY, USA）上で 3 次元培養を行い、

その形態について観察をした。24 well plate に 50µL のマトリゲルを置き、ブル

ーチップで素早く全体に広げ 15 分間 37℃に静置し、マトリゲルを重合させた。

その間、M1 細胞は 3mM EDTA 含有 PBS にて処理し、細胞間接着が分離してい

ることを顕微鏡で確認後、EDTA 含有 0.25%トリプシン溶液で細胞を剥離し、

5%FBS、5µM DEX 含有 DMEM/F-12 で細胞数が 5×104 cell/mL になるよう調整し

た。細胞懸濁液 1mL に 20µL のマトリゲルを添加し十分に撹拌後、全量を well

内に入れた。そのまま 3 日間培養し、嚢胞を形成していることを確認した。そ

の後、終濃度がフォルスコリン 1µM になるよう培地に添加し、37℃、5%CO2

下で毎日培地交換（フォルスコリンを含む）をして 5 日間刺激した。フォルス

コリン刺激前と刺激後 5 日目において、嚢胞形成した M1 細胞の培地を廃棄し、

PBS で洗浄した後に 4%パラホルムアルデヒドで 10 分間固定を行った。PBS で

細胞を洗浄し、0.5% Triton-X 含有 PBS で 20 分間、細胞膜の透過処理を行った。

その後、細胞は Alexa Flour 488 Phalloidin（Thermo Fisher Scientific）と

4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride（DAPI: Thermo Fisher Scientific）を用

いて F-アクチンと核の染色を行い、蛍光顕微鏡 FLUOVIEW FV10i（OLYMPUS, 

Tokyo, Japan）にて撮影を行った。 
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11．M1 細胞でのバソプレシン及びフォルスコリン刺激による嚢胞形成能の評価 

 バソプレシン、フォルスコリン刺激による嚢胞形成能評価のため、既報の報

告(33)に基づき、方法 10 と同様の手順で実験を行った。嚢胞形成を確認後、それ

ぞれの終濃度がバソプレシン 1µM、フォルスコリン 10µM になるよう培地に添

加し、37℃、5%CO2 下で毎日培地交換（バソプレシン、フォルスコリンを含む）

をして刺激した。刺激後 5 日目に IX73 倒立顕微鏡（OLYMPUS）で観察し、Q 

Capture Pro 7TM（Teledyne QImaging, BC, Canada）を用いて、一回の実験におけ

る、それぞれ異なる 2 視野での全嚢胞の長径を測定した。長径 10µm 以上の嚢胞

について、Control、バソプレシン刺激、フォルスコリン刺激それぞれにおける

嚢胞径の平均を比較、検討した。 

 

12．M1 細胞への PKD1 shRNA 導入 

ADPKD に近似した集合管細胞を得るために、M1 細胞に PKD1 をノックダウン

する shRNA を導入した。M1 細胞に対する shRNA の導入は、日本大学遺伝子組

み換え実験安全委員会の了承を得て、実験を施行した（整理番号 2018 医 28）。

PKD1 をターゲットとした shRNA をインサートしたレンチウイルスベクターを

パッケージングしたレンチウイルス粒子（MISSION® Lentiviral Transduction 

Particles pLKO.1-puro-CMV-tGFP: SHCLNV, TRCN0000304612: Sigma-Aldrich）を

用いて、ポリブレン法にて M1 細胞への遺伝子導入を行った。M-1 細胞が 1.6×104 

cell/100µL になるよう希釈し、96 well plate に播種し 24 時間 37℃、5%CO2 の条

件下でインキュベーションした。レンチウイルス粒子多重感染度（multiplicity of 

infection: MOI）が 0.5~20 になるように段階希釈系列を調整し、ポリブレン濃度

4µg/mL となるよう添加した。翌日にウイルス粒子を含む培地を除去し、新しい

培地に置換した。3 日目に蛍光顕微鏡で tGFP の蛍光を確認し、PKD1 をノック
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ダウンしたクローンのみを得るために、4µg/mL ピューロマイシンを添加した培

地に交換し、セレクションを行い、安定発現株を得た。同様に non-target shRNA

を導入したレンチウイルスベクターをパッケージングしたレンチウイルス粒子

（Custom MISSION® shRNA Transduction Particles: CSTVRS, Sigma-Aldrich）を用

いてコントロール細胞を作製した。これらの遺伝子導入した M1 細胞の PKD1 

mRNA 発現を確認するために、shRNA の切断部位の sequence を含むプライマー

を設計し（sense: 5’- GGAACTTTGGGGATGGGGAG -3’、antisense: 5’- CATGCCAA 

TAGCCACGTTGG -3’）、リアルタイム RT-PCR を行った。PCR 産物は standard 

curve 法による相対定量で測定し、PKD1 mRNA の発現は β-actin を内部標準とし

て補正して求めた。 

 

13．PKD1 ノックダウン M1 細胞および Control Vector 導入 M1 細胞での濃度別

によるフォルスコリン刺激に対する細胞増殖能の検討 

実験は、方法 8 と同様の手順で行った。フォルスコリンの濃度は 1µM、5µM、

10µM、25µM、50µM となるよう添加し刺激を行った。 

 

14．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激に対する細胞増殖能と

GSK3β PI ポリアミドの効果 

実験は、方法 8 と同様の手順で行った。フォルスコリンによる刺激は終濃度

10µM とした。GSK3β PI ポリアミドは、PI ポリアミド-2 を終濃度 10-10M、10-9M、

10-8M となるように添加した。 

 

15．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのバソプレシン及びフォルスコリン刺激によ

る嚢胞形成能の評価 
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PKD1 ノックダウン M1 細胞は 5% FBS、5µM DEX 含有 DMEM/F-12 を用いて

培養した。実験は、方法 10 の手順と同様に行い、刺激後 5 日目に IX73 倒立顕

微鏡で観察し、それぞれ異なる 2 視野における嚢胞径を測定した。 

 

16．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激による嚢胞形成能に対

する GSK3β PI ポリアミドの効果 

 PKD1 ノックダウン M1 細胞は方法 10 と同様の手順で、Matrigel matrix GFR 上

で 3日間培養し嚢胞を形成させた。次に培地にPIポリアミド-2を 10-10M、10-9M、

10-8M 添加し 1 日培養後、フォルスコリン 10µM で 5 日間刺激を行った。IX73

倒立顕微鏡で観察し、それぞれ異なる 2 視野においての嚢胞径を測定した。 

 

17．統計解析 

 結果は平均値±標準誤差（standard error: SE）として表記し、有意差検定は統計

解析ソフトウェア SPSS version 26（SPSS Inc, IL, USA）を用い統計学的解析を行

った。2 群間での比較は Student’s t-test を用い、多群間比較では Turkey 法を用い

た。p<0.05 を統計学的有意差とした。 
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【研究結果】 

 

1．マウスの GSK3β の CREB 結合部位に対する PI ポリアミドの分子設計・合

成 

マウスの GSK3β プロモーター領域を解析した結果、-2,949bp に CREBP-2 に対

する結合配列を認めた（図 3）。GSK3β に特異性を持たせるため、この部位と

GSK3β プロモーター配列にまたがるように PI ポリアミドを 2 種類分子設計、合

成した。いずれもヘアピン型構造を呈し、分子量はそれぞれ 1,667Da、1,668Da

の中分子化合物であった（図 4）。 

 

2．GSK3β PI ポリアミドのゲルシフトアッセイ 

GSK3β 2 本鎖 DNA に PI ポリアミド-1 および PI ポリアミド-2 を添加すること

で、バンドのシフトを認めた。非特異的 DNA コンペティターを添加したところ

バンドのシフト抑制を認めた。ミスマッチポリアミドではバンドの移動は認め

なかった（図 5）。以上よりそれぞれの GSK3β PI ポリアミドのターゲット配列へ

の結合を確認した。 

 

3．M1 細胞でのバソプレシン刺激に対する cAMP 産生 

M1 細胞を 0.01µM、0.1µM、1µM の濃度でのバソプレシンで刺激し、cAMP

産生を検討した。M1 細胞をバソプレシンによって刺激すると、1µM バソプレシ

ン刺激において cAMP 濃度は有意（p<0.05）に上昇した（図 6）。 

 

4．M1 細胞でのフォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現と GSK3β PI ポリ

アミドの効果 
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M1 細胞において、フォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現に対する

GSK3β PI ポリアミドの効果を検討した。フォルスコリン 1µM の刺激によって

M1 細胞の GSK3β mRNA の発現は有意（p<0.05、p<0.01）な上昇を認めた。GSK3β 

PI ポリアミド添加では、フォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現の上昇が

抑制された。特に PI ポリアミド-2 の 10-8M の濃度において、フォルスコリン刺

激による GSK3β mRNA 発現の有意（p<0.01）な抑制を認めた（図 7）。 

 

5．M1 細胞でのフォルスコリン刺激に対する cAMP 産生と GSK3β PI ポリアミ

ドの効果 

フォルスコリン刺激による M1 細胞の cAMP 産生と、それに対する GSK3β PI

ポリアミドの効果を検討した。フォルスコリン 1µM 刺激によって、M1 細胞で

の cAMP 濃度は有意（p<0.01）な上昇を認めた。GSK3β PI ポリアミドは PI ポリ

アミド-1、PI ポリアミド-2 ともに、フォルスコリン刺激による cAMP 濃度上昇

に対する抑制効果は認めなかった（図 8）。 

 

6．M1 細胞での濃度別によるフォルスコリン刺激に対する細胞増殖能の検討 

Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System を用いて、M1 細胞を異なるフォ

ルスコリン濃度で刺激し、M1 細胞の細胞増殖能を比較した。フォルスコリン

1µM の刺激で、M1 細胞の細胞増殖能は有意に増大した（p<0.05）。高濃度のフ

ォルスコリン刺激では増殖能増大は認めなかった（図 9）。 

 

7．M1 細胞のフォルスコリン刺激による細胞増殖能と GSK3β PI ポリアミドの

効果 

フォルスコリン刺激による M1 細胞の細胞増殖能と、それに対する GSK3β PI
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ポリアミドの効果を検討した。フォルスコリン 1µM の刺激において、M1 細胞

の細胞増殖能は有意（p<0.05）に増加を認めた。GSK3β PI ポリアミド添加にお

いて、フォルスコリン刺激による M1 細胞の細胞増殖能増大に対する抑制効果は

認めなかった（図 10）。 

 

8．嚢胞形成を誘導した M1 細胞の細胞形態の観察 

 M1 細胞をマトリゲル上で 3 次元培養を行い、蛍光染色にて嚢胞の形態を観察

した。フォルスコリン刺激にて、形成した嚢胞内で、核の増殖を伴いながら、

嚢胞拡大を認めた（図 11）。 

 

9．M1 細胞でのバソプレシン及びフォルスコリン刺激による嚢胞形成能の評価 

M1 細胞をそれぞれフォルスコリン 10µM、バソプレシン 1µM で刺激し、5 日

目の時点での嚢胞径を測定した。M1 細胞においてフォルスコリ刺激、バソプレ

シン刺激ともに、嚢胞径はコントロールと比較し有意（p<0.01）な拡大を認めた。

バソプレシン刺激に対し、フォルスコリン刺激では平均の嚢胞径は有意(p<0.01)

に拡大した（図 12）。 

 

10．M1 細胞への PKD1 shRNA 導入 

PKD1 ノックダウン M1 細胞を作製するため、M1 細胞に PKD1 shRNA を導入

した。PKD1 shRNA 導入 M1 細胞において、PKD1 mRNA の発現は Contorl vector

導入 M1 細胞に比べ有意（p<0.01）に低下を認めた。これにより、PKD1 遺伝子

がノックダウンされていることを確認した（図 13）。 

 

11．Control Vector 導入 M1 細胞と PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコ
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リン刺激に対する細胞増殖能の検討 

PKD1 ノックダウン M1 細胞ではフォルスコリン 10µM の刺激で細胞増殖能が

有意（p<0.01）に増大した。Control Vector 導入 M1 細胞ではフォルスコリン 10µM

の刺激においても細胞増殖能増大は認めなかった（図 14）。 

 

12．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激に対する細胞増殖能と

GSK3β PI ポリアミドの効果 

PKD1 ノックダウン M1 細胞における、フォルスコリン刺激での細胞増殖能に

対する GSK3β PI ポリアミドの効果を検討した。細胞増殖能はフォルスコリン

10µM での刺激で有意（p<0.01）に増加を認めた。GSK3β PI ポリアミド添加では

細胞増殖能の抑制を認めた。特に 10-8M の濃度でフォルスコリン刺激による細

胞増殖能の有意な抑制（p<0.05）を認めた（図 15）。 

 

13．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのバソプレシン及びフォルスコリン刺激によ

る嚢胞形成能の評価 

PKD1 ノックダウン M1 細胞をそれぞれフォルスコリン 10µM、バソプレシン

1µM で刺激し、5 日目の時点で嚢胞径を測定し比較、検討した。M1 細胞と同様、

PKD1 ノックダウン M1 細胞においてバソプレシン刺激、フォルスコリン刺激と

もにコントロールと比較して、有意（p<0.01）な嚢胞径の拡大を認めた。また、

PKD1 ノックダウン細胞においても、フォルスコリン刺激ではバソプレシン刺激

と比較し、嚢胞径が有意（p<0.01）に拡大した（図 16）。 

 

14．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激による嚢胞形成能に対

する GSK3β PI ポリアミドの効果 
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PKD1 ノックダウン M1 細胞をフォルスコリン 10µM で刺激し、刺激後 5 日目

の嚢胞径の大きさを測定し、コントロール、フォルスコリン刺激、GSK3β PI ポ

リアミド添加での変化を比較、検討した。フォルスコリン刺激前における嚢胞

径の平均は 24.67±1.08µm で、嚢胞径の大きさに有意差は認めなかった。フォル

スコリン刺激 5 日目において、コントロールでは嚢胞径の大きさに変化は認め

なかった。フォルスコリン刺激では刺激後 5 日目では 0 日と比較し嚢胞径は有

意（p<0.01）に拡大していた。GSK3β PI ポリアミド添加では、10-10M 濃度では

0 日目と 5 日目では嚢胞径に有意な変化は認めなかったが、10-9M および 10-8M

濃度ではフォルスコリン刺激によって嚢胞径は有意（p<0.01）に拡大した。GSK3β 

PI ポリアミドはいずれの濃度においても、フォルスコリン刺激と比較し嚢胞径

の拡大を有意（p<0.01）に抑制した（図 17、18）。 
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【考察】 

 

本研究では、GSK3β プロモーターの CREB 結合領域に特異的に結合し、その

発現を抑制する PI ポリアミドを ADPKD の新規薬剤として創薬開発する事を最

終目的として、バソプレシンおよびフォルスコリン刺激によるマウス集合管細

胞での細胞増殖、嚢胞形成に対しての効果を検討した。 

まず、マウスの GSK3β に対する PI ポリアミドを 2 種類分子設計、合成した。

これらの合成した PI ポリアミドがターゲット配列に結合することをゲルシフト

アッセイで確認し、以降の実験で使用することとした。 

 本研究で使用したマウスの腎皮質集合管細胞株 M1 細胞は、これまでの

ADPKD に関する先行研究において広く使用されており、バソプレシンおよびフ

ォルスコリンに対し感受性があることが示されている(23,33,48,49)。本研究において

も、1µM バソプレシン刺激によって M1 細胞の cAMP 濃度の有意な上昇を認め、

使用した M1 細胞がバソプレシン刺激に対し感受性を持つことを確認した。 

また 1µM フォルスコリン刺激も M1 細胞の cAMP 濃度を有意に上昇させ、さ

らに GSK3β mRNA 発現を有意に増加させた。1µM フォルスコリンの刺激は、

M1 細胞の細胞増殖能を有意に増加させ、1µM バソプレシンおよび 10µM フォル

スコリンの刺激は嚢胞径を有意に拡大した。これにより、バソプレシンおよび

フォルスコリンが、細胞内 cAMP を増加させ、細胞増殖及び嚢胞拡大を引き起

こす因子であることを確認した。興味あることに、ADPKD の腎嚢胞液中からフ

ォルスコリンと同様の生物学的特性を持つ物質が同定されており、嚢胞形成、

拡大への関与が指摘されている(50)。本研究においてフォルスコリン刺激によっ

て cAMP 濃度の増加と共に GSK3β mRNA 発現の増加を認めており、これらの結

果から cAMP 依存性に引き起こされる嚢胞形成においては GSK3β が関与するこ
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とが示唆された。 

本研究において、合成した 2 種類の GSK3β PI ポリアミドのうち、PI ポリアミ

ド-2 の 10-8M の濃度において、フォルスコリン刺激での GSK3β mRNA 発現増加

を有意に抑制した。しかしながら、フォルスコリン刺激による cAMP 増加およ

び細胞増殖能増大に対する抑制効果は証明できなかった。2 種類の PI ポリアミ

ドは、湾曲度や柔軟性が異なること、異なる塩基配列をターゲットとしており、

結合する DNA マイナーグルーブが異なることなど(40)から、効果を示す濃度に違

いがでた可能性が考えられる。PI ポリアミドの効果には濃度依存性がないとい

う報告(51)がある。福田らの検証では、高濃度 PI ポリアミドはそれ自体が転写因

子として働いてしまう事が確認されている。今回は、PI ポリアミド-2 の方がよ

り効果があると判断し、以降の実験においては PI ポリアミド-2 をリード化合物

として使用することとした。 

M1 細胞に対しフォルスコリンを異なる濃度で刺激した場合、細胞増殖能は濃

度依存性に高まるのではなく、フォルスコリン 1µM で有意な細胞増殖能増大を

認め、それ以上の濃度では増殖能増大を認めなかった。M1 細胞はマウス正常集

合管細胞由来の細胞株であり、正常集合管細胞においては、前述の GSK3β を介

した悪循環が起こらず、cAMP の過剰状態をきたしにくく、持続的な嚢胞形成、

拡大が起こりにくい可能性があると考えられた。また、GSK3β を介した悪循環

が起こりにくいため、今回合成した PI ポリアミドが M1 細胞でのフォルスコリ

ン刺激に対する cAMP 上昇や細胞増殖能増大に対し効果を認めなかった可能性

が考えられた。ADPKD では、この GSK3β を介した悪循環により cAMP 過剰が

おこり、それによって cAMP 依存性の嚢胞形成、拡大が生じると考えられてい

る。そのため、より ADPKD に近い状態にするため、PKD1 遺伝子を shRNA に

てノックダウンした M1 細胞を用いて実験を行うこととした。 
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まず、PKD1 ノックダウン M1 細胞で、PKD1 遺伝子発現が有意に低下してい

ることを確認した。PKD1 ノックダウン M1 細胞では濃度の異なるフォルスコリ

ンで刺激すると、M1 細胞と比較しより高濃度のフォルスコリン刺激でも有意な

細胞増殖能増大を認め、10µM の刺激で細胞増殖能増大のピークを認めた。この

ことは、PKD1 ノックダウン M1 細胞において、正常細胞である M1 細胞では起

こらないと考えられた GSK3β を介した悪循環が存在し、より高い濃度のフォル

スコリン刺激においても細胞増殖の増加が誘導されているが示唆された。PKD1

ノックダウン M1 細胞において、GSK3β PI ポリアミド（10-8M）はフォルスコリ

ン刺激による細胞増殖能を有意に抑制した。さらに嚢胞拡大の評価においても、

フォルスコリン刺激による嚢胞径の増大は、GSK3β PI ポリアミド（10-8M～

10-10M）添加で有意に抑制された。このことから、GSK3β PI ポリアミドは GSK3β

を介した悪循環存在下での ADPKD において、細胞増殖や嚢胞拡大に対し有効

である可能性がある。 

本研究において、in vitro での実験で GSK3β に対する PI ポリアミドが、PKD1

ノックダウン M1 細胞のフォルスコリン刺激による細胞増殖能および、嚢胞の拡

大を抑制することが示された。現在 ADPKD 治療薬として用いられるトルバプ

タンは、V2 受容体を介した cAMP 増加を阻害することで ADPKD 進展を抑制す

る(34)が、嚢胞形成、拡大を完全には停止できないことが明らかになっている。

また、糖尿病治療薬であるチアゾリジン誘導体ピオグリタゾン(35)やメトホルミ

ン(52)、ソマトスタチンアナログであるオクトオレチド(53)、免疫抑制剤のラパマ

イシン(54)の有効性も報告されているが、未だに確立された治療法は存在せず、

有効な治療法の開発が望まれている。本研究で使用したGSK3β PIポリアミドは、

cAMP 依存性に引き起こされる嚢胞形成、拡大の過程で鍵となる GSK3β を直接

阻害するため、より効果的な ADPKD 治療薬となる可能性を秘めている。しか
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しながら、バソプレシンやフォルスコリン刺激での cAMP の増加には、GSK3β

を介さない経路が存在している可能性もあり、ADPKD の嚢胞形成、拡大のメカ

ニズムのさらなる解明が望まれる。 

GSK3β はあらゆる組織に存在し、細胞機能制御に関わる酵素である。PI ポリ

アミドは疾患の状態で転写活性が亢進した遺伝子発現を正常レベルまで戻す遺

伝子制御能を持ち、通常の転写活性にある場合には影響を及ぼさないため、副

作用の発現率は低いと考えられる。一方で、トルバプタンは水利尿による高ナ

トリウム血症や肝障害が重篤な副作用として知られており、またピオグリタゾ

ン、オクトオレチド、ラパマイシンといった薬剤は、低血糖、消化器症状、易

感染性などの副作用をきたす可能性がある。PI ポリアミドは副作用の面でも既

存の治療薬に対して優位性があると考えている。また GSK3β は、糖尿病やアル

ツハイマー型認知症においてその発現が亢進していることが知られており(29,30)、

これらの疾患の発症、進展に関与していると考えられている。GSK3β に対する

PI ポリアミドはこれらの疾患に対しても有効性を示す可能性もあり、将来的に

は ADPKD 以外の分野での応用も期待できる。 

アンチセンス DNA や siRNA などの核酸医薬は、現在 10 種類近くが筋ジスト

ロフィー、アミロイドーシス、ウイルス感染症などに対し国内外で承認されて

いる。PI ポリアミドは核酸医薬より遅れて発見されており、国内では日本大学、

京都大学、千葉県がんセンター、米国ではカルフォルニア工科大学とスクリプ

ス研究所で研究が行われ、創薬開発が盛んになってきた。米国には MGB 

Biopharma や Gene Sciences といったベンチャー企業が PI ポリアミドの創薬を行

なっているが、まだ臨床試験に至っていない。その理由として中分子ペプチド

化合物であるための大量合成と精製の困難さからと考えられるが、既存の核酸

医薬と比べ代謝が安定であり、次世代の医薬として期待される。 
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本研究の限界として、実験数が十分でなく、サンプル数の少ない実験もあり、

今回開発した PI ポリアミドの有効性を確立するには十分とは言えない。PI ポリ

アミドの有効性を正確に評価するために、PI ポリアミドとミスマッチポリアミ

ドとの比較や、control vector 導入 M1 細胞と PKD1 ノックダウン M1 細胞に対す

る効果の比較について検討する必要がある。また、今回はバソプレシン刺激を

行う際、先行研究を参考に 1µM バソプレシンで実験を行っているが、実際の生

体内のバソプレシン濃度は 1nM 以下と低濃度であり、より低い濃度のバソプレ

シンでの検討も重ねていく必要がある。 

今後の方針として、GSK3βに対するPIポリアミドのADPKDへの効果を in vivo

で評価するため、多発性嚢胞腎マウスを用いた実験を実施する予定である。具

体的には、多発性嚢胞腎モデルマウス B6(Cg)-Cys 1 cpk/J（Jackson Laboratory, ME, 

USA）を用いて、GSK3β PI ポリアミドの薬物動態、腎容積や生存率に対する効

果、他の治療薬との効果比較などについて検討していきたいと考えている。福

田らは、これまで TGF-β に対する PI ポリアミドがラットの腎障害、血管再狭窄、

腹膜硬化症、角膜損傷、皮膚瘢痕を抑制することを報告(41-47)しており、疾患モ

デルにおける PI ポリアミドの遺伝子治療としての有用性を示してきた。多発性

嚢胞腎モデルマウスにおいても、同様に PI ポリアミドの有用性が示され、

ADPKD に対する新規遺伝子治療薬の創薬開発につなげていくことが今後の検

証課題である。 
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【結論】 

 

マウスGSK3β遺伝子プロモーターCREB結合部位に特異的な PIポリアミドは、

M1 細胞においてフォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現を有意に抑制し

た。また、PKD1 ノックダウン M1 細胞において、GSK3β PI ポリアミドはフォ

ルスコリン刺激による細胞増殖能および嚢胞径拡大を有意に抑制した。このこ

とより、マウス GSK3β プロモーターCREB 結合領域に対する PI ポリアミドは、

ADPKD に対する新規遺伝子治療薬としての可能性を持つと考えられる。 
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【図・表】 

 

表 1．方法 9 で使用したプローブ及びプライマー 

                                     

GSK3β（Probe 法） 

probe: 5’-FAM-TCCACGGTCTCCAGCATTAGTATCTGAGGC-TAMRA-3’ 

 sense: 5’-CCACCATCCTTATCCCTCCAC-3’ 

 antisense: 5’-GCAGAAGCGGCGTTATTGG-3’ 

β-actin（Sybr green 法） 

 sense: 5’-CCACCATGTACCCAGGCATT-3’ 

 antisense: 5’-CGGACTCATCGTACTCCTTGC-3’ 
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図 1．嚢胞形成のメカニズム 

ADPKD での嚢胞形成、拡大は、細胞の異常増殖、細胞極性障害、嚢胞液分泌

貯留によって進行する。ADPKD において、PC-1、PC-2 変異による細胞内カル

シウムイオン濃度の減少や V2 受容体を介したバソプレシンによる刺激で細胞内

cAMP 上昇がおき、それにより嚢胞形成が cAMP 依存性に引き起こされる。そ

の 過 程 に お い て 、 CREB→GSK3β→adenyl cyclase→cAMP→protein kinase 

A→CREB の悪循環が存在する。（文献 18 より引用。一部改変。著作権に対する

許諾を取得している。） 

AC, adenyl cyclase; PKA, protein kinase A; CREB, cAMP response element binding 

protein; GSK3β, glycogen synthase kinase 3β; PC, polycystin; AQP2, aquapolin 2; V2R, 

vasopressin type2 receptor; CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator. 
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図 2．PI ポリアミドの遺伝子転写抑制原理 

DNA 結合 PIポリアミドは、Py/Im ペアが CG、Py/Py ペアは AT または TA、Im/Py

ペアは GC を認識し、これにより任意の DNA の minor groove 塩基特異的に蛋白

質より強力に結合し、DNA 二重螺旋構造に入り込んで、転写因子の結合を強力

に阻害し転写を抑制する。（文献 43 より引用。著作権に対する許諾を取得して

いる。） 

PI, pyrrole imidazole. 
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図 3．マウス GSK3β プロモーター領域の遺伝子配列 

マウス GSK3β プロモーター領域の遺伝子配列を示す。青字で示した配列が

EXON1 領域で、開始コドンは EXON4 に存在する。赤字で示した TGTCGTCA

の配列が CREB 結合部位である。 
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図 4．マウス GSK3β の CREB 結合部位に対する PI ポリアミドの構造 

マウス GSK3β プロモーター領域に存在する CREB 結合部位（赤字）に対して

2 種類の PI ポリアミド、PI ポリアミド-1 及び PI ポリアミド-2 を分子設計、合成

した。GSK3β プロモーター領域にまたがるよう青字の配列に対しそれぞれ PI ポ

リアミドを設計した。いずれもヘアピン型構造を呈する中分子化合物である。 

PIP, pyrrole imidazole polyamide; MW, molecular weight. 
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図 5．ゲルシフトアッセイによるターゲット配列へ結合 

ゲルシフトアッセイでターゲットである GSK3β2 本鎖 DNA への結合を確認し

た。GSK3β 2 本鎖 DNA（①、⑤）に GSK3β PI ポリアミド-1 および PI ポリアミ

ド-2 を添加するとバンドのシフトを認めた（②、⑥）。非特異的 DNA コンペテ

ィターを添加するとバンドのシフト減弱を認めた（③、⑦）。ミスマッチポリア

ミドではバンドのシフトは認めなかった。 

PIP, pyrrole imidazole polyamide. 
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図 6．M1 細胞でのバソプレシン刺激に対する cAMP の産生 

M1 細胞において、バソプレシン刺激での cAMP 産生を確認した。バソプレシ

ン 1µM の刺激において cAMP 濃度の有意な上昇を認めた。グラフは平均値±標

準誤差（n=3）で示している。（*p<0.05） 

dDAVP, vasopressin. 
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図 7．M1 細胞におけるフォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現と GSK3β 

PI ポリアミドの効果 

フォルスコリン刺激による GSK3β mRNA 発現と GSK3β PI ポリアミドの効果

を検討した。フォルスコリン 1µM の刺激で、M1 細胞での GSK3β mRNA 発現は

有意に増加した。GSK3β PI ポリアミド-2 10-8M の濃度においてフォルスコリン

刺激によるGSK3β mRNA発現を有意に抑制した。グラフは平均値±標準誤差（n=6）

で示している。（*p<0.05、**p<0.01） 

PIP, pyrrole imidazole polyamide; FSK, forskolin. 
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図 8．M1 細胞でのフォルスコリン刺激に対する cAMP の産生と GSK3β PI ポリ

アミドの効果 

フォルスコリン刺激に対する M1 細胞の cAMP 産生とそれに対する GSK3β PI

ポリアミドの効果を検討した。フォルスコリン刺激により、cAMP 産生は有意に

増加した。グラフは平均値±標準誤差（n=3）で示している。（**p<0.01） 

PIP, pyrrole imidazole polyamide; FSK, forskolin. 
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図 9．M1 細胞でのフォルスコリン濃度別刺激による細胞増殖能の検討 

フォルスコリンを異なる濃度で刺激した際の、M1 細胞での細胞増殖能を検討

した。フォルスコリン 1µM の刺激で細胞増殖能は有意に増大した。グラフは平

均値±標準誤差（n=6）で示している。（*p<0.05） 
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図 10．M1 細胞のフォルスコリン刺激に対する細胞増殖能と GSK3β PI ポリア

ミドの効果 

フォルスコリン刺激による M1 細胞の細胞増殖能とそれに対する GSK3β PI ポ

リアミドの効果を検討した。フォルスコリン刺激により、細胞増殖能は有意に

増大した。GSK3β PI ポリアミドの細胞増殖能抑制は認めなかった。グラフは平

均値±標準誤差（n=8）で示している。（*p<0.05） 

PIP, pyrrole imidazole polyamide; FSK, forskolin. 
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図 11．嚢胞形成を誘導した M1 細胞の形態 

M1 細胞をマトリゲル上で 3 次元培養し、嚢胞形成した形態を観察した。蛍光

染色で F-アクチン（緑）と核（青）の染色を行った。明視野において方法 2 に

よる培養の M1 細胞（A）と比較し、3 次元培養（B、C）では嚢胞の形成を認め

る。フォルスコリン刺激前（B）と比較し、フォルスコリン 1µM の刺激 5 日目

（C）では、嚢胞の拡大と嚢胞内の細胞増殖に伴う核の増加を認める。 
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図 12．M1 細胞でのフォルスコリン刺激とバソプレシン刺激による嚢胞形成能

の比較 

 M1 細胞をマトリゲル上で 3 次元培養し、フォルスコリン、バソプレシン刺激

に対する嚢胞形成能を比較検討した。 

A. フォルスコリン刺激（n=172）、バソプレシン刺激（n=228）ともに、刺激 5

日目で嚢胞径はコントロール（n=218）と比較し有意に増大した。バソプレ

シン刺激に比較して、フォルスコリン刺激では有意に嚢胞径増大を認めた。

グラフは平均値±標準誤差で示している。（**p<0.01） 

B. 散布図を示す。フォルスコリン刺激、バソプレシン刺激で嚢胞径の大きい細

胞の数が増えている。 

C. コントロール、フォルスコリン刺激、バソプレシン刺激の刺激後 5 日目の顕

微鏡写真（×40 倍）を示す。フォルスコリン刺激、バソプレシン刺激ともに

嚢胞の増大を認めている。 

FSK, forskolin; dDAVP, vasopressin. 
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図 13．PKD1 shRNA 導入 M1 細胞における PKD1 mRNA の発現 

PKD1 shRNA 導入 M1 細胞では、Control vector 導入 M1 細胞に比べ、PKD1 

mRNA 発現が有意に抑制された。グラフは平均値±標準誤差（n=3）で示してい

る。（**p<0.01） 
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図 14．Control vector 導入 M1 細胞と PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルス

コリン濃度別刺激による細胞増殖能の検討 

 Control vector 導入 M1 細胞と PKD1 ノックダウン M1 細胞において、フォルス

コリン濃度別の細胞増殖能を比較検討した。 

A．Control vector 導入 M1 細胞においては、フォルスコリン刺激による有意な細

胞増殖能増大は認めなかった。 

B．PKD1 ノックダウン M1 細胞では、フォルスコリン 10µM の刺激で細胞増殖

能増大のピークを認めた。 

グラフは平均値±標準誤差（n=6）で示している。（**p<0.01） 
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図 15．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激に対する細胞増殖

能と GSK3β PI ポリアミドの効果 

PKD1 ノックダウン M1 細胞において、フォルスコリン刺激による細胞増殖能

に対する PI ポリアミドの効果を検討した。GSK3β PI ポリアミド-2 10-8M の濃度

において、フォルスコリン刺激による細胞増殖能増大を有意に抑制した。グラ

フは平均値±標準誤差（n=8）で示している。（*p<0.05、**p<0.01） 

PIP, pyrrole imidazole polyamide; FSK, forskolin. 
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図 16．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激とバソプレシン刺

激による嚢胞形成能の比較 

 PKD1 ノックダウン M1 細胞をマトリゲル上で 3 次元培養し、フォルスコリン、

バソプレシン刺激に対する嚢胞拡大を比較検討した。 

A. フォルスコリン刺激（n=216）、バソプレシン刺激（n=206）ともにコントロ

ール(n=218)と比較し有意に嚢胞径の拡大を認めた。フォルスコリン刺激は、

バソプレシン刺激と比較し有意に嚢胞径は拡大した。グラフは平均値±標準

誤差で示している。（**p<0.01） 

B. 散布図を示す。フォルスコリン刺激、バソプレシン刺激で嚢胞径の大きい細

胞の数が増えている。 

C. コントロール、フォルスコリン刺激、バソプレシン刺激それぞれの刺激後 5

日目の顕微鏡写真（×40 倍）を示す。フォルスコリン刺激、バソプレシン刺

激ともに嚢胞の拡大を認めている。 

FSK, forskolin; dDAVP, vasopressin. 
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図 17．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激による嚢胞径拡大

と GSK3β PI ポリアミドの効果 

コントロール、フォルスコリン刺激、10-10M、10-9M、10-8M の PI ポリアミド

-2 添加における、それぞれのフォルスコリン刺激 0 日と 5 日目の顕微鏡画像（×40

倍）を示す。フォルスコリン刺激にて嚢胞の拡大を認め、GSK3β PI ポリアミド

添加で嚢胞拡大の抑制を認める。 

FSK, forskolin; PIP, pyrrole imidazole polyamide. 
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図 18．PKD1 ノックダウン M1 細胞でのフォルスコリン刺激による嚢胞径増大

と GSK3β PI ポリアミドの効果 

A. 刺激 5 日目では、フォルスコリン刺激はコントロールと比較し、有意な嚢胞

径拡大を認めた。GSK3β PI ポリアミド添加はいずれの濃度においてもフォル

スコリン刺激による嚢胞径拡大を有意に抑制した。グラフは平均値±標準誤

差（Day0: Control n=348、FSK n=292、PIP-2 10-10M n=283、PIP-2 10-9M n=329、

PIP-2 10-8M n=359、Day5: Control n=364、FSK n=341、PIP-2 10-10M n=281、PIP-2 

10-9M n=294、PIP-2 10-8M n=284）で示している。（**p<0.01） 

B. 刺激 0 日の散布図を示す。嚢胞径による分布に差は認めない。 

C. 刺激 5 日目の散布図を示す。フォルスコリン刺激で、嚢胞径の大きい細胞の

数が増加し、GSK3β PI ポリアミド添加で嚢胞径が大きい細胞の数は減少して

いる。 
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FSK, forskolin; PIP, pyrrole imidazole polyamide. 
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