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研究成果の概要（和文）：虚血再潅流後の急性腎障害時における尿細管細胞再生に、腎や肝臓に

発現する転写因子である HNF-1βが関与している可能性が考えられた。そのため我々は近位尿

細管細胞を用いた様々な研究を行い、その結果を American Journal of Physiology(in 

press)2012に論文として報告し、また国際学会でも発表を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：A possibility that HNF-1beta which is a transcription factor 

revealed to a kidney or liver was participating in the renal tubular cell reproduction 

at the time of the acute kidney injury after ischemia re-perfusion was able to be 

considered.Therefore, we did various researches which used the proximal tubular cell, 

and reported the result to American Journal of Physiology(303:F689-F699,2012) as a thesis, 

and announced also at the international society. 
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１．研究開始当初の背景 
透析療法に至っている患者数は、2012年に

全国で 30 万人を超え抜本的対策が急務であ
る。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、腎ネフロンのなかで、尿細管
細胞の再生を検討することにより、腎機能の

回復を目標とする。尿細管細胞の再生に関し
ては、研究代表者の教室の寺田典生を含めて
３つの方向性の研究がなされている。一つは
内因性の腎幹細胞の同定、第二には、腎再生
因子（遺伝子）の研究、そして第三には
iPS(ES)細胞を用いた腎尿細管細胞への分化
誘導である。これらの研究は密接に連係して
おり、研究代表者の教室の寺田らは多くの研
究成果をあげているが、いまだ臨床へのフィ
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ードバックには至っていない。今回の研究で
これらの研究を更に総合的に突きすすめ、臨
床へのフィードバックも視野に入れながら、
尿細管の再生と腎機能の回復を目的として
いる。

３．研究の方法
内因性の腎尿細管細胞の同定は、腎尿細管

幹細胞のマーカーを胎生期の遺伝子を中心
に検索を行ない、急性腎不全の回復期あるい
は、胎生期での発現を検討した。また、それ
と平行して、Wnt4の遺伝子座に蛍光タンパク
質 GFPを導入したマウスの作製をおこなった。
具体的には、マウス Wnt4遺伝子の上流域 16kb
を単離し、GFP遺伝子に結合させ、マウス ES
細胞に遺伝子導入をし、トランスジェニック
マウスを作成し、胎生後期あるいは、出生後
に急性虚血等の回復期に、Wnt4の発現する細
胞を検出し、単離した。さらに現在幹細胞の
マーカーといわれている slow cycling cell 
の特徴に加え、新規のマーカーを導入した遺
伝子改変マウスの導入により、内因性の腎尿
細管細胞の同定を目指した。そして、腎幹細
胞を同定した後、どのような条件や刺激で幹
細胞が分裂、増殖し、PCNA陽性になってゆく
のかを検討した。さらに、通常の状態では、
増殖をしていない幹細胞が Ets1, Wnt4, 
Delta-1 などの遺伝子発現をおこし、強い増
殖性を持つに至るメカニズムを解明するこ
ととした。幹細胞を分離し、Ets1, Wnt4, 
Delta-1などの遺伝子発現を ONにするプロモ
ーターに結合する転写因子を DNA array 法、
あるいは Yeast-two-hybrid システムを用い
て検討し、また Wnt4 遺伝子の上流域に GFP
遺伝子に結合させたトランスジェニックマ
ウスを作成した後、胎生期あるいは急性腎不
全回復期の GFP発現細胞の検出をおこなった。
この結果、GFP がマーカーとして使用できれ
ば、FACS等を用いた腎幹細胞の同定にも極め
て有力であると考えられた。 
 腎再生因子（遺伝子）を用いた腎再生の研
究では、尿細管細胞が、再生し増殖、修復で
きる微小環境あるいは再生の場（Niche）の
解明が重要であると考え、まず再生に適切な
微小環境あるいは Nicheの解明をおこなった。
次に尿細管細胞の再生に重要な新規の遺伝
子を、アデノウイルスなどを用いた局所へ遺
伝子導入し再生に最適な Nicheを作り出す事
により、新規の治療法につながる検討をおこ
なった。尿細管が再生する時の微小環境
(Microenvironment)あるいは Nicheが解明し
た場合、腎幹細胞を HGF, EGF, LIF, Wnt4な
どの添加や培養条件を検討して、各ネフロン
セグネントごとの尿細管への分化誘導をは
か っ た 。  ま た 、 上 記 の 微 小 環 境
(Microenvironment)の解析が十分でない場

合は、マウス胎生腎組織を腎幹細胞の
co-cultureの系を用いて検討した。この培養
系について技術的に問題はなかった（Yokoo 
T., Pro Natl Aca Sci USA 2005）。 

iPS（ES）細胞から腎尿細管細胞への分化、
誘導については、研究代表者のグループが世
界に先駆けて報告している（BBRC, 2005）。3
次元培養で尿細管様の構造物が認められ、か
つ、その管腔様構造は AQP2を発現していた。  
In vivoの系では、teratoma の形成がおこる
ため、本研究では、研究代表者の所属教室の
研究実績をふまえて AQP2 遺伝子のプロモー
ターに GFP などのマーカー遺伝子をつなぎ
iPS（ES）細胞に遺伝子導入して、腎細胞に
分化する EB 細胞のみを選択し、teratoma を
形成しない腎尿細管細胞への分化をはかっ
た。マウス iPS細胞は理研細胞バンクより購
入した。申請者らは ES 細胞の実験の経験が
あり、技術的に問題はなく実験をおこなうこ
とができた。 

４．研究成果 
研究代表者の所属する研究室は腎におけ

る情報伝達系の研究を平成 13 年以降継続し
て行い、世界に先駆けた実績をあげており、
また本研究に密接に関連したアポトーシス
に関係する科学研究費も平成 15 年以来拝受
し、多くの実績を上げている。特に、Akt 
pathway に関する尿細管細胞の再生分化誘導
は世界にさきがけての実績である。また、急
性腎障害時における尿細管細胞再生に HNF-1
βが関与している可能性について、近位尿細
管細胞を用いた研究を行い、 American 
Journal of Physiology (303:F689-F699, 
2012)に論文として報告した。 
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