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研究成果の概要（和文）： 
 
本計画は、胚性幹細胞(ES細胞)から腎臓の起源である中間中胚葉及び前駆細胞である後腎間葉を

誘導することを目的とした。これらの細胞がGFPで蛍光発色するマウスを作成して発生の各段階

で単離し、２つの集団に共通するあるいは異なる遺伝子群を同定した。また機能的には、胎生9.5

日以降ではコロニーを形成する腎臓前駆細胞が存在するものの、8.5日の中間中胚葉からは検出

されなかった。ES細胞からもコロニーは確認されなかったため、8.5日相当までの誘導に留まっ

ていることが示唆された。 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
This project aims at induction of the intermediate mesoderm and metanephric mesenchyme, 
which contains nephron progenitors, from embryonic stem (ES) cells. We generated a 
knock-in mouse strain in which these two kidney precursor populations were marked with 
GFP. Sorted GFP-positive cells were subjected to the colony-forming assay upon Wnt4 
stimulation. We revealed that embryos at E9.5, but not at E8.5, contained colony-forming 
cells. As GFP-positive cells induced from ES cells were unable to form colonies, we assume 
that they may correspond to the E8.5 intermediate mesoderm. Further investigation is 
needed to derive nephron progenitors from ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
腎不全に対する医療費の社会的負担は大き

いにもかかわらず、腎機能を回復させる画期

的な治療法はいまだ存在しない。腎臓の再生

を目指して、ES細胞や骨髄などから腎臓細胞

を誘導しようとするとき、腎臓前駆細胞だけ

が生育し、かつ何個あるかを正確に検出する

系ができて初めて、どの細胞源からのどの誘

導条件が最適かを探索できる。単なるマーカ

ー発現や移植実験ではこの壁を乗り越える

ことはできない。 

そこでまずこの前駆細胞を検出する系を確

立した。た。Sall1は我々が単離した核内因

子で、そのノックアウトマウスは腎臓を欠損

する (Nishinakamura et al., Development, 

2001)。Sall1の遺伝子座にGFPを導入したマ

ウスでは、腎臓前駆細胞集団である後腎間葉

が蛍光発色する。GFPが強く発現する細胞を 

FACS で選別し、Wnt4を発現するフィーダー

上で培養することによって、１個の細胞から

コロニーが形成され、糸球体、近位尿細管、

遠位尿細管という多系統に分化することを

見いだした (Osafune et al., Development, 

2006)。 

このコロニーアッセイという前駆細胞検出

系を基盤として、ES細胞から腎臓前駆細胞の

誘導を目指すに際して、もう一つ乗り越えな

ければならない壁が、前駆細胞だけを純化単

離することである。このためさらに新たな

GFP マ ウ ス を 作 成 し た。 転 写 因 子 Osr1 

(Odd-skipped related 1) は腎臓が発生して

くる中間中胚葉と後腎間葉に強く発現し、そ

の欠失マウスはSall1よりも早期に腎臓発生

異常をきたすことが報告されている (James 

et al., Development, 2006)。中間中胚葉に

発現すること、後腎間葉においてもSall1よ

り未分化な細胞群に発現が限局しているこ

と、Sall1と異なり未分化ESでは発現が全く

認められないことの3点からOsr1はSall1よ

り優れた指標になりうると判断した。そこで

、Osr1の遺伝子座にGFPを組み込んだES  

(Osr1-GFP ES) を相同組み換え法を用いて単

離し、それからキメラマウスを作成し、さら

に交配によって最終目的であるマウスを作

成したところ、期待通りに中間中胚葉と後腎

間葉が強く蛍光発色するマウスを得ること

ができた。よってもとになったES細胞のGFP

発色は、生体内を正確に再現することが保証

されていることになる。この ES細胞と上述

のコロニーアッセイという前駆細胞検出系

を組み合わせることによって、中間中胚葉と

後腎間葉の誘導法の開発を試みた。 

 

 

２．研究の目的 

 

腎臓は中間中胚葉という組織から発生し、そ

こから前腎、中腎が形成され、さらに後腎間

葉という前駆細胞集団が派生し、それが Wnt4

の刺激を受けて糸球体足細胞、近位及び遠位

尿細管に分化していく。しかしこの後腎間葉

は、生後には完全に分化して消失してしまう。

この間葉の消失が成体腎臓が再生しない一

因である可能性があり、この間葉という前駆

細胞を誘導することは腎臓再生に向けて重

要な意味をもつ。よって本計画は、胚性幹細

胞(ES 細胞)から腎臓の起源である中間中胚

葉及び前駆細胞である後腎間葉を誘導する

ことを目的とする。その際、誘導したものが

生体の中間中胚葉及び後腎間葉と同一であ

るかを検定することが極めて重要であり、今

回作成したマウスからそれらを単離して、ES

細胞由来の細胞と比較することが可能にな

った。比較する際には、遺伝子発現だけでな

く、前述の検出系によって前駆細胞の個数を

測定することによって、誘導方法を改善して

いく計画である。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) まずOsr1-GFPマウスの中間中胚葉及び後

腎間葉を蛍光を指標にして単離し、器官

培養を行い、糸球体や尿細管への分化が

見られるかを確認する。 

(2) 次いで、後腎間葉中の前駆細胞の検出の

ために開発した我々のコロニーアッセイ

が、中間中胚葉まで遡れるかを検討し、

それに適した条件変更を行う。アッセイ

系が遡れる発生時期の上限と、ES細胞か

ら誘導できる時期の下限が重なることが

誘導成功の鍵である。培養液組成、フィ

ーダー細胞の変更など条件検討を重ね、

できるだけ早期の前駆細胞を検定できる

ようにする。 

(3) さらに中間中胚葉及び後腎間葉をGFPを

指標にFACSで集めてマイクロアレイにか

けることによって、その遺伝子発現の違

いと共通性を明らかにする。 

(4) これら生体での機能的アッセイと遺伝子

発現の結果を指標として、Osr1-GFP ES



からの腎臓前駆細胞誘導に着手する。つ

まりES細胞から誘導されたGFP陽性細胞

がin vitroに限ったものではなく、in 

vivoと一致することが必須であり、それ

を確認しながら進められるのがこの計画

の強みでもある。誘導したGFP陽性細胞を

FACSで選別し、機能的アッセイと遺伝子

発現から中間中胚葉及び後腎間葉なのか

を厳密に検定しつつ、GFP陽性細胞の頻度

が上がる誘導法を開発していくことにな

る。 

(5) 応用を目指す上では、さらにOsr1-GFPを

使わない方法論が必要である。そのため

にマウス及びES由来のGFP陽性細胞に発

現する細胞表面抗原の同定と、その組み

合わせによる選別法の開発を行う。これ

が可能になればヒトES細胞への応用が可

能になるはずである。 

 

 

４．研究成果 

 

主な成果 

(1) Osr1-GFP マウスの GFP 陽性細胞を発生

の各段階で単離し、マイクロアレイで解

析することによって、２つの集団に共通

するあるいは異なる遺伝子群を同定し

た。この中には転写因子、成長因子、細

胞表面因子が含まれており、各段階にお

けるシグナルの違いを示唆した。 

(2) マイクロアレイ解析で得られた表面抗

原と GFP を組み合わせることにより、よ

り純度の高い腎臓前駆細胞の単離が可

能になった。GFP が不要になれば、正常

の ES 細胞やヒト ES / iPS 細胞にも応用

が可能なはずである。 

(3) Wnt4 発現フィーダー上で培養する機能

アッセイでは、胎生 9.5 日以降ではコロ

ニーを形成する腎臓前駆細胞が存在す

るものの、8.5 日の中間中胚葉からは検

出されないことが明らかとなった。よっ

て8.5日から9.5日にかけて腎臓分化に

向けて大きな変化が起きていることに

なる。 

(4) 上記マウスを作成するもととなった ES

細胞をアクチビンとレチノイン酸を使

った胚様体（embryoid body）形成法や、

コラーゲン上での２次元分化法で分化

誘導を行った。その結果、高率に GFP 陽

性の細胞を得ることができた。これを

Wnt4 発現フィーダー上で培養して検定

したが、コロニーは形成されなかった。

よって、ES 細胞から誘導された細胞は、

現時点では8.5日相当の中間中胚葉に留

まっている可能性が示唆された。 

 

成果のインパクト 

上記内容は平成 23 年のアメリカ腎臓学会の

口頭発表に採択され、高く評価された。 

 

今後の展望 

胎生 8.5 日と 9.5 日の間に腎臓への分化に向

けて大きな変化が起きるため、この１日間に

生じる現象をマイクロアレイ等で詳細に解

析中である。この過程を試験管内で再現する

ことができれば、ES 細胞からの腎臓前駆細胞

誘導に向けて大きく前進するはずであり、今

後も注力する計画である。 
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