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研究成果の概要（和文）：研究代表者はシングルセル解析を用いて、腎三次リンパ組織内外の腎実質細胞の亜集
団が、三次リンパ組織との相互作用を介して炎症性を亢進させ、炎症遷延・修復障害の一因となること、CD153
陽性老化関連T細胞と老化関連B細胞のCD153-CD30を介した相互作用が三次リンパ組織の成熟と腎機能低下に寄与
することを明らかにした。また、線維芽細胞の一部を占めるエリスロポエチン産生線維芽細胞亜集団の挙動を解
明した。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator found that subpopulations of renal parenchymal 
cells within and outside tertiary lymphoid tissues in the kidney promote inflammation and contribute
 to prolonged inflammation and maladaptive repair via their interactions with the tertiary lymphoid 
tissues, and that the interaction of CD153-CD30 interaction between senescence-associated T cells 
and senescence-associated B cells contributes to the maturation of tertiary lymphoid tissues and 
progression of kidney dysfunction. We also elucidated the behavior of erythropoietin-producing 
subpopulation within fibroblasts. 

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 慢性腎臓病　細胞老化　三次リンパ組織　亜集団　シングルセル解析　老化関連T細胞　エリスロポエチ
ン　線維芽細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病は世界人口の約10%が罹患し、様々な合併症を伴う重大な健康障害である。特に高齢者の慢性腎臓病
患者は増加傾向であり、社会的、医療経済的な健康問題となっている。腎三次リンパ組織の形成はその一因と考
えられ、それらを標的とした治療法の開発は重要である。本研究課題により、その病態を明らかにすることで、
治療開発に貢献できるとともに、慢性腎臓病患者の減少、生活の質の改善、医療費の軽減に寄与できる可能性が
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
腎臓は 10 種類を超える細胞から構成されており、それぞれの細胞の機能不全が多彩な腎臓病を
惹起することから、腎臓病の成因や進展機構を明らかにする上で、腎臓の構成細胞の振る舞いや
可塑性を解明することは極めて重要である。 
従来の臓器機能解析においては、臓器全体をすりつぶして解析するか、あるいは特定の細胞を

単離して解析に用いていたが、近年の解析技術向上に伴い、１つ１つの細胞を分離し、各細胞に
おける遺伝子発現を網羅的に解析するシングルセル解析が可能になった。その結果、様々な臓
器において１種類の細胞集団と思われていたものが複数の亜集団を包括していることが明らか
になり、細胞集団から平均化したデータは、１つ１つの細胞やその亜集団の形質を正しく反映
していない可能性が強く示唆された。実際に、さまざまな臓器においてシングルセル解析を用い
て新しい細胞集団が続々と発見されており、2016 年にはヒトの体を構成する細胞全ての分類と
マッピングを目指す国際共同プロジェクト Human Cell Atlas「ヒト細胞アトラス計画」が開始
されている。 
研究代表者はこれまで、系譜追跡実験を用いて、腎臓の構成細胞の振る舞いを明らかにしてき

たが、その過程で、腎臓の構成細胞は現状、考えられているよりももっと多彩なのではないか
と考えるに至った。例えば研究代表者は、腎臓病では線維芽細胞が形質転換することで腎性貧血
と線維化をきたすことを証明したが(Yanagita M et al. J Clin Invest. 2011;121(10): 3981-
90)、エリスロポエチンを産生する線維芽細胞は強度の貧血においても線維芽細胞全体の 10%以
下であることから、線維芽細胞の中の特殊な亜集団で
はないかと着想した。そこで研究代表者は任意の時点
でエリスロポエチンを産生している数％の線維芽細
胞を系譜追跡するマウス(EpoCreERT2 マウス)を作成
し、数ヶ月後にもその細胞集団がエリスロポエチンを
産生していることを見出し、エリスロポエチン産生細
胞が線維芽細胞の特殊な亜集団である可能性を予備
的に見出した（図 1）。 
一方、近位尿細管の修復を担う細胞の由来に関する議論は混迷を極めている。研究代表者らは

独自の遺伝子組み換え動物を用いた近位尿細管の系譜追跡実験を行い、生き残った近位尿細管
細胞が修復を担うことを報告したが（Yanagita M et al. J Pathol.2015;236(2): 251-63）、全
ての近位尿細管細胞が修復を担うのか、それとも修復を優先的に担う亜集団が存在するのかに
ついては不明であった。 
 腎臓の構成細胞（例えば近位尿細管や線維芽細胞）の形質や機能は、実際には、その一部を占
める亜集団によって担われている可能性があり、その亜集団の同定およびその機能や時空間的
動態の詳細な解析が必要である。亜集団の発現遺伝子が既知であれば分離可能だが、未知の亜集
団は従来の方法論では同定・分離・解析することが不可能である。 
 研究代表者は腎臓の老化にも注目して解析を行ってきた。腎臓は老化とともにその多彩な機
能が失われるだけでなく、障害からの可逆性も損なわれる。近年、研究代表者らは、高齢マウス
と若齢マウスに虚血再灌流障害などを惹起すると、高齢マウスの障害腎にだけ三次リンパ組織
が形成され、炎症が遷延することで修復が遅延することを見出した(Yanagita M et al. JCI 
Insight. 2016 Jul 21;1(11):e87680, Nat Rev Nephrol. 2019 Oct;15(10):625-40)。三次リン
パ組織は、リンパ節と類似した組織が後天的に非リンパ組織に形成されたものであり、T 細胞、
B細胞の相互作用と増殖を介して免疫反応を増幅し、進展すると胚中心を形成する。しかしなが
ら、老化した腎臓だけに三次リンパ組織が惹起される原因には不明な点が多く残されている。
申請者はこの三次リンパ組織の形成にも老化個体に特徴的な亜集団が寄与している可能性があ
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上の背景を踏まえて、腎臓の構成細胞に注目し、以下を目的とした。 

(1) シングルセル解析を用いて、特に三次リンパ組織形成における腎臓の構成細胞の亜集団を同
定し、その機能を解明する 

(2) 腎線維芽細胞におけるエリスロポエチン産生亜集団の挙動を解明する 

 
３．研究の方法 



(1) シングルセル解析を用いて、特に三次リンパ組織形成における腎臓の構成細胞の亜集団を同
定し、その機能を解明する 

三次リンパ組織を有する腎臓の構成細胞の亜集団が、三次リンパ組織形成や腎障害に関与する
と考えられる。その機序解明のため、12 ヵ月齢の加齢 C57BL6J マウスに 45分片側腎虚血再灌流
障害（ischemia-reperfusion injury; IRI）を惹起し、30日後の三次リンパ組織が形成された
障害腎と、sham 手術後の腎臓のシングル核解析を行った（障害腎の細胞単離が困難であったた
め、核単離を行った）。そして、近位尿細管集団や線維芽細胞の亜集団のクラスター分類と各亜
集団の遺伝子発現解析、Ligand-Receptor 解析を用いた細胞間相互作用解析、Gene Regulatory 
Network 解析を用いた転写因子活性についての解析を行った。その結果を、マウス、ヒトの腎臓
を用いた免疫染色、in situ hybridization（ISH）や、in vitro 実験で検証した。また、腎三
次リンパ組織形成に重要な血球の亜集団を解析するため、12 ヶ月齢の加齢 C57BL6J マウスに 45
分片側 IRI45 日後の障害腎の血球を単離し、シングルセル解析を実施した。その結果同定された
分子機構についてノックアウト(KO)マウスを用いて三次リンパ組織における機能を解析した。 

(2) 腎線維芽細胞におけるエリスロポエチン産生亜集団の挙動を解明する 

エリスロポエチン産生細胞を任意の時点で標識するために EpoCreERT2/+マウスを作成した。このマ
ウスを用いて標識されたエリスロポエチン産生細胞の挙動を健康腎、障害腎で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) シングルセル解析を用いた、腎構成細胞の亜集団の同定と機能解析 
① 向炎症性質を持つ VCAM1陽性障害近位尿細管の同定とその局在解析 
シングル核解析により、IRI 後に KIM1（近位尿細管
障害マーカー）陽性 VCAM1 陽性の障害尿細管亜集団
や様々な免疫細胞種が増加していた。VCAM1 陽性近位
尿細管の発現遺伝子を用いた Enrichment 解析から、
これが炎症・接着性質を持つ亜集団であると分かっ
た。また、免疫染色により VCAM1 陽性障害近位尿細
管が三次リンパ組織の近傍に多く存在していること
が判明した。Ligand-Receptor 解析と ISH による検証
で、この障害近位尿細管が Ccl2, Cxcl10, Cxcl16, 
Csf1, Il34 などのケモカイン、サイトカインを発現
し、マクロファージ、樹状細胞、Ｔ細胞など様々な免
疫細胞と相互作用し、炎症を増幅すると推測された。続いて、Gene Regulatory Network 解析に
より、この障害近位尿細管で NFB とインターフェロン（IFN）に誘導される転写因子の活性が亢
進していることが分かり、免疫染色でそれらの転写因子が三次リンパ組織周囲の VCAM1 陽性障
害尿細管で活性化していることが確認できた。さらに、ISH により三次リンパ組織内でこれらの
転写因子活性を亢進させるサイトカインである TNFと IFNの高発現細胞が集積していることが
分かった。続いて、ヒト近位尿細管上皮細胞株を、TNF、IFNあるいはその両者で刺激すると、
VCAM1、ICAM1、CCL2、CXCL10 といった接着分子やケモカインの発現が相乗的に亢進したことか
ら、三次リンパ組織内の免疫細胞が過剰に産生する TNFや IFNが周囲の近位尿細管の炎症性質
を直接増強し、炎症性の VCAM1 陽性近位尿細管上皮が様々なケモカインやサイトカインを産生
し、さらに周辺の炎症を増幅させているという、三次リンパ組織周囲の炎症性微小環境の存在が
示唆された（図 2：Yanagita et al. in revision）。なお、VCAM1 陽性障害近位尿細管はヒトの
移植腎生検組織の三次リンパ組織の周囲でも確認することができ、三次リンパ組織がヒトでも
尿細管障害に関わる可能性があると考えられた。 
 
② 加齢個体障害腎における線維芽細胞の亜集団の同定と性質の解析 
加齢個体障害腎の線維芽細胞亜集団の中に二種類の特殊な線維芽細胞集団が同定された。
Enrichment 解析により、一方は細胞外基質、TGFシグナルに関連した遺伝子発現が亢進した向
線維化の特徴を持つ亜集団であり、もう一方は、サイトカインやケモカインを高発現する向炎症
性の亜集団であった。向線維化線維芽細胞が産生する Collagen1a1、Tenascin-C 等の様々な細胞
外基質は三次リンパ組織外部に顕著に増加して
いた。また、向炎症性線維芽細胞は、Cxcl10, 
Cxcl9、Tnfsf13b（B cell activating factor: 
BAFF）や二次リンパ組織の線維芽細胞マーカーの
Podoplanin や MFGE8 を発現し、三次リンパ組織
内部の線維芽細胞がそれらを発現することも免
疫染色で確認でき、この亜集団が三次リンパ組織
内部の特殊な線維芽細胞であることが同定でき
た。さらに、Gene Regulatory Network 解析で三
次リンパ組織内部線維芽細胞が IFN に誘導され



る転写因子活性が極めて亢進していることが分かり、免疫染色や ISH でも確認できた。マウス線
維芽細胞株を IFNで刺激すると、Cxcl9、Cxcl10、Tnfsf13b(BAFF)の発現が亢進し、STAT1 KO 細
胞では IFN刺激によるこれらの遺伝子発現亢進が消失した。以上の結果から、三次リンパ組織
内部線維芽細胞のケモカイン、サイトカイン発現の一部が、IFN刺激により STAT1 依存性に増強
されると考えられた。三次リンパ組織内では主に T細胞が IFNを産生し、このＴ細胞は Cxcl9 や
Cxcl10 の受容体である Cxcr3 を発現していることがシングルセル解析データ（Yanagita M et 
al. J Clin Invest 2022;132(2):e146071.）から分かった。以上の結果から、三次リンパ組織内
で、CXCR3 陽性 T細胞と線維芽細胞の密な相互作用が線維芽細胞の向炎症性質を亢進させ、三次
リンパ組織拡大の正のフィードバックループを作ることが想定された（図 3：in revision）。 
 
③ 三次リンパ組織における老化関連 T細胞と老化関連 B細胞の同定とその機能解析 
三次リンパ組織形成腎の血球のシングルセル解析により、CD4 陽性 T 細胞に Tnfsf8,Pdcd1 の発
現を特徴とする亜集団が同定された。この亜集団では Spp1、Sostdc1、Angptl2 といった分泌因
子の遺伝子発現や、Il21、Il10 といった B 細胞ヘルパー機能を有するサイトカインの遺伝子発
現が亢進しており、全身性ループスエリテマトーデス（Systemic lupus erythematosus：SLE）
の進展や加齢にともなって増加することが報告されている老化関連 T 細胞(Senescence-
associated T cells：SAT)であると考えられた。次に CD19 陽性 B細胞について解析したところ、
Tbx21、Fas、Cd80 の発現を特徴とする亜集団が同定された。この亜集団は自己免疫性疾患に関
連して増加し、自己抗体の産生に関与すると報告されている老化関連 B細胞(Age-associated B 
cells：ABC)であると考えられた。続いて、加齢マウスの IRI 腎を FACS により評価したところ、
三次リンパ組織の増大に相関して SAT と ABC が増加することを見出した。また Spp1-GFP マウス
や免疫染色を用いて、これらの細胞が三次リンパ組織に限局していることを明らかにした。 

 

④ 腎三次リンパ組織における SATと ABCの相互作用の分子機構の解明 
CD4 陽性 T 細胞と B 細胞について注目し、Ligand-receptor 解析により、SAT に特徴的な
Tnfsf8(CD153)と ABC に特徴的な Tnfrsf8(CD30)の相互作用が抽出された。続いて、三次リンパ
組織形成における CD153 の機能を解析するため、加齢 CD153KO マウスに IRI を惹起したところ
WT と比較して三次リンパ組織が有意に小さく未成熟であった。また、CD153KO の CD4 陽性 T 細
胞は SAT に特徴的な osteopontin（Spp1）の産生能が低下していた。ABC は減少しているのみな
らず Tbx21、Fas といった ABC に特徴的
な遺伝子発現が低下していた。リンパ球
を持たない Rag2 KO マウスに CD153 KO
マウスあるいは WT マウスの骨髄を移植
して IRI を惹起したところ、CD153 KO マ
ウスの骨髄移植群では有意に三次リンパ
組織の縮小を認め、免疫細胞における
CD153 発現が三次リンパ組織の拡大に重
要であることを示した。腎機能評価のた
め、両側に腎障害が生じるアデニン腎症モデルによりさらに検討を行った結果、CD153 KO マウ
スでは三次リンパ組織が縮小し、有意に腎障害の軽減を認めた。CD30 KO マウスの IRI モデルで
も同様に三次リンパ組織が有意に縮小した。WTと比較してSATの割合は変わらなかったものの、
Il21、Il10 といった B 細胞ヘルパー機能に関わる遺伝子発現の低下を認め、機能的な SAT の誘
導が出来ていないことが明らかになった。以上の結果から SAT と ABC の CD153/CD30 を介した相
互作用は、SAT がもつ ABC の誘導機能に不可欠であり、さらに三次リンパ組織の成熟や腎障害増
悪において重要な役割を果たしていることを示した（図 4）（Yanagita M et al. J Clin Invest. 
2022；132(2)：146071）。 
 
(2) 腎線維芽細胞におけるエリスロポエチン産生亜集団の挙動を解明する 
エリスロポエチン産生細胞が線維芽細胞の中の特殊な亜集団であるという仮説を検討するため
に、EpoCreERT2/+マウスを作成した。これまでの研究ではエリスロポエチンを産生していること自
体を目印としてエリスロポエチン産生細胞の観察を行っていたため、障害腎でエリスロポエチ
ン産生能を失ったエリスロポエチン産生細胞の挙動は分かっていなかった。今回の EpoCreERT2/+マ
ウスを用いたエリスロポエチン産生細胞の系譜追跡実験により、同細胞の特殊な挙動が明らか
になった。 



腎障害がない状況ではエリスロポエチン産生細胞は線維芽細胞のごく一部を占める亜集団であ
り、長期間エリスロポエチン産生を繰り返した。一方、腎障害を惹起するとエリスロポエチン産
生細胞は myofibroblast に形質転換し、
エリスロポエチン産生能を失ったが、他
の線維芽細胞よりも強い増殖能を示し
た。また腎障害から回復すると、同じ標識
された細胞がエリスロポエチン産生能を
回復することを示した。 
これらの結果から、当初の着想の通り、エ
リスロポエチン産生細胞は線維芽細胞の
中の特殊な亜集団であると考えられた。
腎障害から回復すると同じエリスロポエチン産生細胞がエリスロポエチン産生能を回復するこ
とは、腎性貧血治療薬の開発においてエリスロポエチン産生細胞自体を治療標的とする根拠と
なる（図 5：Yanagita M et al. Kidney Int. 2022；102(2)：280-92)。 
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