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研究成果の概要（和文）：

腎臓は尿管芽の周りに後腎間葉と呼ばれる前駆細胞集団が凝集し、糸球体、近位尿細
管、遠位尿細管へと分化していくことで形成される。しかしこの間葉は生後速やかに
分化して消失してしまう。この間葉を増幅させ、特定の細胞腫へと分化させることは
腎臓再生にむけて大きな意味を持つ。そこで腎臓前駆細胞のマーカーとして用いた
Sall1 を後腎間葉で発現させ続けることで未分化性の維持及び増殖が出来ないかを
検討した。また遺伝子導入によって間葉の未分化維持および分化誘導を引き起こせな
いかと考え、レンチウィルスを用いた強制発現系の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：
The metanephros is the main filtrating organ of the mammalian organism. The basic

structural and functional unit of the kidney is the nephron, which performs a multitude
of tasks including blood filtration, re-absorption of salt, water and other compounds.
These functions can be related to specific ‘units’ in each nephron that are formed in
a tightly controlled manner during development. Induction of the kidney occurs through
reciprocal interactions between the ureteric bud and the metanephric mesenchyme. The
mesenchymal cell sequentially form condensates, renal vesicles, comma- and S-shaped bodies,
and terminal epithelia of glomeuli, proximal and distal tubules.
To generate multiple cell lineages for kidney regeneration, there exist three obstacles
to be overcome; (1) derivation of the renal progenitors; (2) expansion of the renal
progenitors; and (3) control of lineage commitment of the renal progenitors toward
differentiated cell types. The recent work on iPS formation suggests that a specific
combination of multiple factors might be the most effective way to reprogram the cells.
To develop of gene transducing methods into the kidney, we first tested lentivirus
vector system.
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１．研究開始当初の背景
日本で人工透析を受ける人は 26 万人を越

え、腎不全等の医療費は年間１兆円を超える。
現時点での末期慢性腎不全に対する根治療
法は腎移植しかないが、ドナーが決定的に不
足しており、腎臓器売買や病気腎移植が重大
な社会的問題になっている。そこで臓器移植
に代わる新しい治療法として再生医療が期
待されているが、この再生医療で期待されて
いることの一つは、特定の腎臓細胞を誘導し、
細胞移植によって損傷部位の機能を回復さ
せることができないかというものである。

Sall1は10個のジンクフィンガーを持つ核
内因子で、ノックアウトマウスは腎臓を完全
に欠損する(Nishinakamura, Development,
2001)。 Sall1 は E11.5 の後腎間葉から発現
していることから、Sall1 遺伝子座に蛍光タ
ンパク質 GFP を導入したノックインマウスを
作成(Takasato, Mech.Dev., 2004)し、後腎
間葉から FACS(fluorescence activated cell
sorting)を用いて GFP 高発現細胞を選別し、
Wnt4 を発現する NHI3T3 フィーダー細胞上で
培養すると、１個の細胞からコロニーが形成
され、糸球体、近位尿細管、遠位尿細管のマ
ーカーを発現する。またこれら個々の GFP 高
発現細胞を再凝集させて器官培養すると、3
次元構造を再構築し、糸球体や尿細管様の構
造 が 認 め られ る (Osafune, Development,
2006)。この系の開発で我々は胎児の後腎間
葉内に多能性の前駆細胞が存在することを
示したが、成体ではこの Sall1-GFP が高発現
する間葉領域は消失してしまう。では
Sall1-GFP を高発現する間葉細胞を自己複製
させ、かつ望みの系統へ分化誘導出来ないか
と考えた。さらに誘導した細胞を成体へ細胞
移植することで、成体での腎臓の再生に繋げ
られる可能性がある。

２．研究の目的
Sall1 ノックアウトマウス、E11.5 の後腎

間葉を単一細胞に解離しWnt4を発現する3T3
フィーダー上で培養すると上皮化は起こる
が形成されるコロニーの大きさが小さい。つ
まり後腎間葉の増殖に関与していると考え
られる。Six2 ノックアウトマウスでは異所的
な間葉細胞の早熟な上皮化が起こり、前駆細
胞が減少し腎臓が低形成になる。さらに Six2
ノックアウトマウスの後腎間葉で Wnt4 の発
現領域が拡大していることから、Six2は Wnt4
の上皮化シグナルを抑制することにより、後
腎間葉の前駆細胞を未分化な状態に保って

いるものと考えられている(Self, 2006)。
Wnt4 のノックアウトマウスでは後腎間葉が
上皮化を起こせず(Kispert, 1998)、Notch2
の hypomorphicノックアウトマウスでは上皮
化は起こるが、最終的に糸球体形成不全とな
る (McCright, 2001)。このような種々のノ
ックアウトマウスの解析から、腎臓発生およ
び分化の基本的カスケードは、尿管芽のまわ
りに後腎間葉が凝集し、増殖しながら（Sall1
及び Six2 が関与）、Wnt4 のシグナルを受けて
上皮化が始まり、その後 Notch のシグナルや
他の分化シグナルか入ることで、多系統の細
胞分化がおこると考えられている。

そこで本研究ではこれらの基本カスケー
ドに関わる遺伝子の働きを操作することで、
・腎臓前駆細胞の自己複製法の確立
・腎臓前駆細胞集団からの特定細胞系譜への
分化誘導法の確立

を行いたいと考えた。

３．研究の方法
自己複製法の確立については、Sall1 遺伝

子の関与に関して、この遺伝子を後腎間葉で
強制発現させることで、自己複製が亢進する
かを検討した。

分 化 誘 導 法 に 関 し て は Notch2 の
hypomorphic ノックアウトマウスと Notch の
シグナルを活性化させるγ-secretase の構
成タンパクである presenilin ノックアウト
マウスにおける解析にヒントを得た。
presenilin ノックアウトマウスでは糸球体
と近位尿細管が欠失する(Wang, 2002)。とい
うことは、取り出してきた後腎間葉に Notch
シグナルを操作することで、近位尿細管や糸
球体への分化が誘導出来るようになるかも
しれない。そこでリガンド刺激や活性型
Notch2強制発現マウスによるNotchシグナル
活性増強を試み、後腎間葉細胞が一方向性に
分化するかを検討した。また遺伝子導入に
よって間葉を糸球体細胞へと分化誘導
させるべく、レンチウィルスを用いた強
制発現系の開発を行った。

４．研究成果
(1) 腎臓前駆細胞のマーカーとして用い
た Sall1 を後腎間葉で発現させ続けるこ
とで未分化性の維持及び増殖が出来な
いかを検討した。そのためにまず ROSA26
遺伝子座に loxP 配列及び Sall1 cDNA を
挿入したマウス(Rosa-Sall1)を作成し



た。腎臓前駆細胞特異的に Cre リコンビ
ナーゼを発現する Six2-Cre マウスと掛
け合わせることで、E11.5 から腎臓前駆
細胞特異的に Sall1 を強制発現させたが、
未分化前駆細胞の数や分化の状態に変
化が無かった。腎臓における Sall1 の外
来性タンパクの発現量が少ないことが
表現型の現れにくい原因の一つかもし
れない。そこで全身性に Cre リコンビナ
ー ゼ を 発 現 す る CAG-Cre マ ウ ス と
Rosa-Sall1 マウスを交配した。腎臓、脳、
肝臓、肺等の臓器で外来性の Sall1 の発
現を確認することが出来、Sall1 の強制
発現マウスの有効性は確認できたが、や
はり腎臓前駆細胞の数や分化の状態に
変化は見られなかった。しかしながら、
体重が優位に小さくなり（図１）、脳下
垂体での Sall1 の発現量変化によってホ
ルモン量が変化した可能性が考えられ
た。

図 1 全身性に Sall1 を発現したマウス
は低体重になった。

(2) Notch シグナルを操作することで細
胞系譜をコントロールできるかを検討
した。Notch のリガンドである Jagged
を発現するフィーダー細胞上で、後腎間
葉を培養したが、糸球体および近位尿細
管の分化が促進されることはなかった。
また、ROSA26 遺伝子座に loxP 配列及び
細胞内領域のみをもつ Notch2 遺伝子を
挿入したマウス(Rosa-ICN2)を作成し、
腎臓前駆細胞特異的に Cre リコンビナ
ーゼを発現する Six2-Cre マウスと掛け
合わせることで腎臓前駆細胞特異的に
Notch2 を強制発現させたところ、腎臓の
低形成がみられた（図 2）。発生過程にお
いては、Six2 陽性の腎臓前駆細胞が消失
するとともに Wnt4 の異所的な発現が観
察された（図 3）。このことから腎臓前駆
細胞での Notch2 の活性化は近位ネフロ
ンへの細胞運命決定に関与するよりは、
上皮化を促進することで未分化な腎臓

前駆細胞を枯渇させることが明らかと
なった。また Six2 の上流因子である
Pax2 の発現が Hesr 遺伝子を介して行わ
れていること等が明らかとなり、Six2
を介した Notch2 と Wnt4 の positive
feed back loop の存在が示唆された（図
4）。

図2 腎臓前駆細胞でNotch2を強制発現させ
ると腎臓の低形成がみられた。

図3 腎臓前駆細胞でNotch2を強制発現さ
せるとSix2遺伝子の発現低下(A, B)および
Wnt4 遺伝子の異所的発現(C, D)が観察され
た。

図4 ネフロン前駆細胞に対するNotch2の
機能

(3) コントロールレンチウィルスベク
ターを使った結果、MOI 5 で解離した腎
臓前駆細胞の約 80%が感染することを突
き止めた。また予備実験の結果から解離
した後腎間葉に Wt1 遺伝子を発現するウ
ィルスを感染させると、下流で働くとさ
れる VEGF の発現が誘導されること、ま
た尿管芽の引き寄せに関わる GDNF 遺伝
子を発現するウィルスを E11.5 胚の腎臓



に感染させると、過剰な尿管芽の分岐誘
導が観察された（図 5）。これらからレン
チウィルスベクターを用いた強制発現
系は腎臓に有効である可能性が示唆さ
れた。現在、糸球体細胞への分化誘導因
子候補 11 種と未分化維持因子候補２種
のウィルス作製を行っており、コロニー
アッセイまたは器官培養系での効果を
検証したい。

図 5 GDNF 遺伝子を発現するウィルスを
E11.5 の後腎に感染させると、過剰な尿管芽
の分岐が確認された。
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