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研究成果の概要（和文）：現在、哺乳類の腎臓発生において、どのように細胞系譜境界が形成されるか不明であ
る。これまでの研究で、マウス成体内において、転写因子PAX2の機能がネフロン前駆細胞における間質の形質を
抑制することで、ネフロンと間質の間に細胞系譜境界が存在することを生体内で明らかにした。本研究によっ
て、このPAX2機能はネフロン前駆細胞に特異的であることが明らかになった。さらに、ヒト腎臓オルガノイドに
おいても、PAX2機能の一部が再現されている可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It is currently unclear how cellular linages are formed during kidney 
development in mammals. We previously discovered that the cellular lineage boundary between the 
nephron and renal interstitium is established by PAX2 function in nephron progenitor cells 
repressing renal interstitial cell fates in the mouse. Here, we showed that this PAX2 function 
regulating the nephron-interstitium lineage boundary is restricted to nephron progenitor cells and 
is lost upon initiation of nephron differentiation. We further found that the requirement of PAX2 
function can be recapitulated in nephron organoids generated from induced pluripotent stem (iPS) 
cells. 

研究分野： 発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の腎臓発生における細胞系譜境界形成の機構は不明であるが、本研究成果であるPAX2機能を手がかりに、
細胞系譜境界の形成メカニズムを解き明かせる可能性が開けた。またヒト腎臓オルガノイドを用いてヒトPAX2変
異であるRenal coloboma syndrome (RCS)の疾患モデルを確立することで、より良い再生医療ための知識の基礎
を築き、将来的に透析・腎移植の必要性を無くし、RCSを含む腎臓病患者やその家族の負担を軽減することに繋
がると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 臓器発生において、細胞種が生成されると同時に細胞系譜境界が形成される。これま

での発生生物学に関する研究によって、シグナル分子等による細胞分化決定の様式は解明され

つつあるが、分化後の細胞系譜境界の制御については未だに不明な点が多い。細胞系譜境界の制

御に関する知見は、今後の再生医療において、効率的な分化誘導・増幅培養系の確立に有用であ

る。 

 腎臓を含む多くの臓器は、主に機能単位である実質と、その実質を取り囲む間質から

構成される。腎臓の実質であるネフロンの数と腎臓の機能との間には相関があることが知られ

ている。現在の腎臓病の主な治療である透析および腎移植は、腎臓病患者および医療経済学にと

って甚大な負担となっており、この腎臓病治療の問題を克服する再生医療に大きな期待がされ

ている。申請者は、腎臓発生期の遺伝子改変マウスを用いて、ネフロン前駆細胞と間質前駆細胞

を同定し (Kobayashi et al., Cell Stem Cell, 2008; Kobayashi et al., Stem Cell Reports, 2014) 、 
ネフロン前駆細胞における Pax2 の機能がネフロン−間質間の細胞系譜境界を形成していること

を明らかにした (Naiman et al., Developmental Cell, 2017)。しかし、Pax2 がネフロン−間質間

の細胞系譜境界を制御するメカニズムは不明である。また、ヒトにおける PAX2 遺伝子変異で

ある Renal coloboma syndrome (RCS)の疾患モデルは存在しない。そこで、我々はネフロンの

発生ステージおよび腎臓の細胞種特異的な Pax2 遺伝子の機能を検討した。また、ヒト iPS 細胞

由来の PAX2 欠損腎臓オルガノイドを用いて、RCS の疾患モデルの確立を検討した。本計画に

より得られる知見は、より良い再生医療ための知識の基礎を築き、将来的に透析・腎移植の必要

性を無くし、RCS を含む腎臓病患者やその家族の負担を軽減することに繋がると期待される。 

 

２．研究の目的 

 本計画では、腎臓細胞種特異的 Pax2 遺伝子改変マウス胎児を用いて Pax2 の細胞系譜

境界の制御メカニズムを明らかにすることを目的とする。ネフロン前駆細胞におけるPax2遺伝子の機

能が間質の表現系を抑制することによって、ネフロンの細胞系譜が維持されることを我々は示

した。しかし、この間質の表現系を抑制する Pax2遺伝子の機能が、ネフロン前駆細胞特異的な

のか、もしくはネフロン分化開始後も間質の表現系を抑制するのか不明である。また、Pax2 の

機能が、ネフロン細胞系譜の決定に十分なのか分かっていない。 

 また、ヒト iPS 細胞由来の腎臓オルガノイドを用いて、試験管内での RCS 病態の再現を

目標とする。Pax2 を欠損したマウスの生体内の腎臓ではネフロンが欠損するが、ヒトの PAX2 欠損 iPS

細胞由来の生体外腎臓オルガノイドではネフロンの生成が正常に観察される（Naiman et al., 

Developmental Cell 2017; Kaku et al., Sci Rep 2017)。本計画では、これらのマウス生体内とヒト生体外

におけるネフロン生成に関する表現型の差違が、種差によるのか、もしくは生体内・外の違いによるのか

を問う。 

 

３．研究の方法 

１．マウス腎臓発生時の細胞系譜制御における Pax2遺伝子の機能メカニズムの同定 

 ネフロン分化開始後の Pax2遺伝子の機能を同定するため、我々の作製した Pax2 flox

マウスを、同様に我々が作製したネフロン分化開始後特異的な Wnt4-Creマウスと交配し、ネフ



ロン分化後特異的に Pax2遺伝子機能を欠損するマウスを作製した。ネフロン分化後特異的 Pax2

欠損マウス胎児の腎臓を、蛍光標識抗体を用いた共焦点顕微鏡観察による細胞系譜解析を行う

ことで、ネフロン分化後特異的な Pax2欠損が、ネフロン細胞系譜の維持に影響を与えるかどう

か検討する。 

 また、Pax2 遺伝子の機能がネフロン細胞系譜の決定に十分であるかどうか検討するた

め、Cre-loxP システム用いて細胞種特異的に Pax2を発現できるマウスを作製し、Pax2を間質で

異所的に強制発現させる。上記と同様に蛍光標識抗体を用いた共焦点顕微鏡観察による細胞系

譜解析を行い、間質細胞系譜のネフロン細胞系譜への転換が起こるかどうか調べる。Pax2 を含

む多因子が必要である可能性も検討するため、腎臓培養系における間質細胞内で Pax2 を含むネ

フロン前駆細胞に重要と考えられている因子群を、レンチウイルス介して異所的に共発現させる。 

 

２．ヒト iPS細胞由来の腎臓オルガノイドを用いた PAX2欠損病態モデルの確立 

 Pax2 欠損マウス生体内と、ヒト PAX2 欠損腎臓オルガノイドの表現系の差違が、生体外培

養の影響による可能性を検討するため、様々な培養条件下で PAX2欠損腎臓オルガノイドを作製し、

マウス生体内と同様にネフロンの発生に異常が見られるか調べる。 

 

４．研究成果 

１．マウス腎臓発生時の細胞系譜制御における Pax2遺伝子の機能メカニズムの同定 

 ネフロン分化後特異的に Pax2遺伝子機能を欠損したマウス胎児腎臓では、ネフロンの

分化に異常が見られた。しかし、ネフロン前駆細胞特異的な Pax2欠損したマウス胎児腎臓で観

察されたネフロン細胞系譜の間質細胞系譜への形質転換はみられなかった。このことから、間質

の表現系を抑制することでネフロン細胞系譜を維持する Pax2遺伝子の機能は、未分化なネフロ

ン前駆細胞特異的であることが明らかになった。ネフロン前駆細胞においてネフロン分化が開

始すると、ネフロン細胞系譜維持には Pax2 遺伝子機能が必要ではなくなることを示している。 

 Pax2 の機能がネフロン細胞系譜の決定に十分であるかどうか調べるため、我々の作製

した間質特異的 Foxd1-Cre マウスを用いて、Pax2 を異所的に間質で強制発現させたが、間質の

細胞系譜には変化が見られなかった。そこで、培養腎臓中で Pax2を含むネフロン前駆細胞に重

要と考えられている因子群を強制発現させた。完全ではないものの細胞種の形質転換の可能性

が示されたものの、その効率は低かった。今後、さらなるネフロン前駆細胞因子の検討により、

高効率かつ安定的な実験系を確立することで、決定的な結論が得られると期待される。 

 

２．ヒト iPS細胞由来の腎臓オルガノイドを用いた PAX2欠損病態モデルの確立 

 PAX2を欠損したヒト iPS細胞由来の腎臓オルガノイドを様々な培養条件下で観察する

ことにより、PAX2 欠損ヒト腎臓オルガノイドの表現型が培地条件に依存することが明らかにな

った。特定の培養条件下の PAX2欠損腎臓オルガノイドにおいて、ネフロンの発生に異常が見ら

れた。このことは、Pax2欠損マウス生体内と、ヒト PAX2欠損腎臓オルガノイドの表現系の差違

が、生体外培養の影響による可能性であることを示している。今後、さらなる条件の最適化によ

って、ヒト iPS細胞由来の腎臓オルガノイドを用いた RCS 疾患モデル確立の可能性が示された。 
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