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研究成果の概要（和文）： 

間質細胞である脂肪細胞が、増殖因子（アディポサイトカインと総称）を産生し、生体内で
様々な影響を及ぼすことを示唆する報告が増加している。我々は、尿細管上皮細胞（MDCK）と
腎周囲に豊富に存在する脂肪組織の混合培養し、MDCK細胞の分化を誘導することを、組織学的、
生化学的に、あるいは微細構造の変化にて確認した。一方、MDCKとの混合培養で、脂肪細胞も
未分化な間葉細胞が減少し、アディポネクチン（アディポサイトカインの一つ）が増加した。
このことから、腎周囲の脂肪組織は尿細管上皮の増殖・分化に影響を与えるだけでなく、尿細
管上皮の発育における、周囲の脂肪組織の分化・間葉系幹細胞の制御への関与が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Adipokine-producing fatty tissues, composed of preadipocytes, adipocytes, and 

mesenchymal stem cells, surround the kidney. To study the interaction between renal 
tubular cells and adipose tissue, we cocultured adipose tissue fragments and MDCK cells. 
MDCK cells in the coculture showed fine differentiation than that seen in MDCK cell 
monoculture. The adipose tissue-induced change in morphology was replicated when we added 
leptin to MDCK cells cultured alone. Our study shows that adipose tissue fragments promote 
the hypertrophy, polarization, and differentiation of MDCK cells by attenuating their 
growth and apoptosis through opposing endocrine or paracrine effects of leptin and 
adiponectin. Further, MDCK cells inhibit the regeneration of preadipocytes and 
mesenchymal stem cells in adipose tissue. 
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１．研究開始当初の背景 
 
腎臓に関する再生医療は、精力的に研究が

おこなわれているが、現時点では明確な治療

戦略は確立されていない。その理由として、

尿細管上皮細胞の増殖能が低く、また、再生

後の機能分化が悪いことが挙げられる。特に

広範囲に急性尿細管壊死が生じた場合には、

腎不全に至る可能性が高く、積極的な治療法

も存在しない。 

解剖学的に腎臓はその周囲を豊富な脂肪組

織で覆われている臓器である。また腎盂周囲

にも脂肪組織が存在する。脂肪組織は従来エ

ネルギー貯蔵組織として認識されてきたが、

近年では、内分泌器官として認知された。そ

れ故に、他臓器や他の細胞機能、および再生

に関して、脂肪組織に由来する生理活性物質

のパラクライン効果やエンドクライン効果が

重要と考えられる。 

我々はこの点に着目し、単離成熟脂肪細胞

と腎尿細管上皮細胞とのコラーゲン･ゲル三

次元混合培養系にて、腎尿細管上皮細胞の尿

細管再生が促進されることを報告した

（Shimazu K et al. Morphogenesis of MDCK 

cells in a collagen gel matrix culture 

under stromal adipocytes-epithelial cell 

interaction. Kidney Int. 60:568-578, 

2001.）。この結果は、脂肪細胞が尿細管上皮

細胞の構造分化を促進することを示す。我々

が構築した上記モデルは、尿細管上皮再生の

形態学的な解析が容易であり、かつ、尿細管

上皮細胞の機能的評価、再生機構の解析への

応用が可能である。 

一方、脂肪組織は、成熟脂肪細胞、前脂肪

細胞、血管内皮細胞、間葉系幹細胞（Zuk PA 

et al. Multilineage cells from human 

adipose tissue: implications for 

cell-based therapies. Tissue Eng. 

7:211-28, 2001.)などから構成されており、

細胞生物学的な活性はそれぞれの細胞種で

異なると考えられる。そこで、我々は、成熟

脂肪細胞のみならず、複合細胞集団である脂

肪組織片を用いて、尿細管の増殖、分化なら

びに再生に関する脂肪組織の関与を、分子細

胞生物学的に解明することを着想した。すな

わち、脂肪組織－尿細管上皮の相互作用によ

る尿細管上皮細胞の増殖、構造分化、機能分

化を解明する。この研究により、尿細管再生

治療における新規治療法の確立が期待でき

る。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、成熟脂肪細胞、前脂肪細胞、

血管内皮細胞、間葉系幹細胞などを含む脂肪

組織片と腎尿細管上皮細胞の混合培養を行い、

脂肪組織誘導性の尿細管上皮細胞の増殖、構

造分化および機能分化を解明する。さらに、

脂肪組織由来のどのような因子がこれらの機

能に関与するかを明らかにする。 

尿細管上皮細胞株（MDCK）とラットの脂肪

組織片との混合培養において、尿細管上皮細

胞に形態分化が現れることを確認する。 

機能評価として、水分子輸送チャネルタン

パクやイオン交換タンパクの発現を比較検

討する。さらに、尿細管上皮の増殖・構造分

化・機能分化に関与する因子を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
1) 材料 

ⅰ）尿細管上皮細胞として犬由来の腎尿細

管上皮細胞株（MDCK）をもちいた。 

ⅱ）脂肪組織として、生後１週のWistar rat

から採取した皮下脂肪組織をもちいた。 

2）培養システム 

①尿細管上皮の二次元培養 

6穴の培養皿（直径35 mm）に、採取した上

記脂肪組織片を細切し、コラーゲン・ゲル

（typeⅠ collagen）1.5 mlに混入して脂肪

層を作る（三次元コラーゲン・ゲル培養法）。

その上に腎尿細管上皮細胞株を播種した。コ

ントロールとして、脂肪組織片を混和しない

コラーゲン・ゲル層を作りその上に尿細管上

皮細胞株を播種した。培養液を5 mlずつ加え

て培養した。（図1） 

②尿細管上皮の三次元培養 

6穴の培養皿に、採取した上記脂肪組織片

を細切し、尿細管上皮細胞株とともにコラー

ゲン・ゲル 1.5 mlに混入した。コントロー

ルとして、腎尿細管上皮細胞のみを混和した

コラーゲン・ゲル層をつくり、培養液を5 ml

ずつ加えて培養した。 

③尿細管上皮細胞のmRNAおよびタンパク

発現の解析や脂肪細胞由来の液性因子の解

明のために、培養後に尿細管上皮細胞と脂肪

組織層を分離する必要があるため、セルイン



 

 

サートを使用した培養系を用いた。培養終了

後に、セルインサートの上下を分離し、ウエ

スタンブロットやRT-PCRでの解析に用いる。 

3）腎尿細管上皮細胞の増殖と分化の評価  

１～２週間培養した後、標本を作製し以下

の項目を比較検討した。 

①ＨＥ標本による形態学的評価 

②増殖能：ブロモデオキシウリジン(BrdU)

の24時間標識にて評価した。 

③アポトーシス：シングルストランド

DNA(ssDNA)の免疫染色にて評価した。 

④微細構造：透過型電子顕微鏡を用いて、

尿細管上皮細胞の微細構造の検討を行う。細

胞間接着、微絨毛、細胞内小器官の発達の有

無を比較した。 

以上より、脂肪組織誘導性の腎尿細管上皮
細胞の増殖・構造分化について比較、検討し
た。 

４．研究成果 

MDCKの変化: 脂肪組織片との混合培養で、
HEの観察では、MCDK細胞は高円柱状となり、
核は基底層に並んで極性を示した。（図2）
ウリジンの取り込み、すなわちMDCKの増殖が
抑制された。ssDNAの形成が抑制され、アポ
トーシスも抑制されることを確認した。(図
3）電子顕微鏡による微細構造の観察では、
混合培養により、微絨毛や基底膜の形成を確
認できた。（図4）chloride/iodine transpo
ter(細胞膜局在イオン輸送分子)であるペン
ドリン、タイトジャンクション構成分子ZO-1、
atypical Protein Kinase C, Cdc42の発現
は亢進したが、PAR3やPTENの発現には影響は
なかった。（図5、6） 

MDCKが脂肪組織に与える影響の解析: 混
合培養により脂肪組織preadipocyteとCD44+
/CD105+の間葉系幹細胞は減少し、アディポ
ネクチンの産生は増加した。（図7、8） 

以上の結果から、腎周囲の脂肪組織は尿細
管上皮の増殖・分化に影響を与えるだけでな
く、尿細管上皮の発育が、周囲の脂肪組織の
分化・間葉系幹細胞の制御に関与しているこ
とが示唆された。 
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