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研究成果の概要（和文）：本研究では腎幹細胞の増殖・分化における血管内皮の役割を検討した。BrdUラベリング法を
用いて、分裂の遅い腎幹細胞をBrdU標識して解析した結果、加齢に伴い腎幹細胞数および腎間質周囲の毛細血管網が減
少していた。分離したBrdU陽性腎幹細胞をHUVECと共培養すると、その数は有意に増加した。ヒト培養近位尿細管細胞
を3次元ゲル培養し、HGFを添加すると微絨毛を有する管腔構造が誘導された。さらにHUVECと共培養すると、管腔形成
が有意に促進され、複数のチロシンキナーゼ型受容体のリン酸化が確認された。以上の結果から、血管内皮由来因子の
中には腎幹細胞活性化因子が存在することが強く示唆される。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of endothelial cell-derived factors in growth and differentia
tion of renal stem cell.  Using BrdU labeling method, renal stem cells could be detected as BrdU-positive 
cells.  The number of renal stem cells as well as the interstitial peritubular capillary area decreased wi
th aging.  When isolated renal stem cells were co-cultured with HUVEC, the number of renal stem cells sign
ificantly increased.  HGF induced tube formation in human RPTEC.  When RPTEC were co-cultured with HUVEC, 
tube formation was significantly enhanced.  Multiple receptor tyrosine kinases were phosphorylated in RPTE
C during tube formation.  Collectively, these data suggest the presence of stem cell activators in the end
othelial cell-derived factors.
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１． 研究開始当初の背景 
腎臓は様々な障害を受けても自然に回復す
る能力を備えている。臨床的には急性腎不全
がその一例である。障害後一過性に尿細管壊
死に陥っても、反応性に周囲の正常な尿細管
細胞が増殖・遊走・分化し、新たな尿細管が
再構築されると考えられている。しかし、尿
細管再生を担う主要な細胞、いわゆる再生細
胞の起源は明らかになっていない。そこで研
究代表者は組織幹細胞に共通した「細胞の分
裂速度が非常に遅い」という性質に注目した。
これは細胞分裂の際に起こりうるDNA変異を
最小限にするための仕組みと考えられてい
る。このような性質を持つ細胞、いわゆる
Slow-Cycling 細胞は各臓器で同定されてい
たが、腎臓では我々が初めてその同定に成功
した（J Am Soc Nephrol 14: 3138-3146, 2003）。
この細胞はラット成体腎の尿細管に存在す
ること、さらに虚血・再灌流障害の回復過程
のごく初期から細胞分裂を開始し、その後増
殖を繰り返して、最終的に成熟した尿細管上
皮へ分化する、という腎幹細胞的な役割を果
たす細胞集団であることが明らかになった。
この細胞を選択的に分離し In vitro で解析
した結果、腎臓を構成する様々な細胞に分化
する、つまり多分化能を有することも明らか
になっている（J Am Soc Nephrol 17:188-98, 
2006）。したがって、この腎幹細胞の増殖・
分化様式、その活性化機構の解明することは、
腎再生促進因子の探索や治療薬の開発など
腎再生医療のさらなる発展に大きく寄与す
るものと思われる。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、腎間質に存在する血管内皮が腎
幹細胞の増殖・分化に与える影響を調べる。
BrdU ラベリング法を用いて腎幹細胞を BrdU
標識する。その後尿細管を分離してゲル内で 3
次元培養し、血管内皮細胞との共培養による
腎幹細胞数の変化を調べる。さらに血管内皮
細胞が分泌する因子をスクリーニングし、腎
幹細胞を増やす因子を探索する。候補因子が
絞られたら、最近我々が確立した「障害後の
尿細管再生過程を再現する In vitro 
tubulogenesis model」における管腔形成能を
指標にして、活性化の有無を判定する。最終
的には、この活性化因子の腎臓における局在
や腎再生促進効果の有無を腎障害モデルで検
討する。 
 
３． 研究の方法 
(1)腎幹細胞数に対する加齢の影響 
組織幹細胞の数は加齢とともに変化すると考
えられており、組織の老化現象との関連も示
唆されている。そこでまず、我々が同定した
腎幹細胞数と加齢の関連について検討する。
様々な週齢（7週、7ヶ月、12 ヶ月）のラット
に対して、浸透圧ポンプを用いて BrdU を 1週
間ラベルし、その後 2 週間の観察期間をおい
て腎臓を摘出する。ホルマリン固定後、パラ

フィン切片を作成し BrdU 染色を行う。この方
法により理論上、増殖の活発な細胞は観察期
間に分裂を繰り返し、取り込まれた BrdU は希
釈され、分裂の遅い Slow-cycling な腎幹細胞
のみが BrdU陽性細胞として検出可能となる。 
 
（2）加齢に伴う腎間質毛細血管網の減少 
組織幹細胞の増殖・分化は、その周囲の環境
（Niche）により規定されることが最近分か
ってきた。したがって、腎幹細胞の増殖・分
化もその周囲の間質、特に毛細血管網により
規定されている可能性が高い。そこで様々な
週齢のラット腎間質毛細血管網の面積を免
疫染色により比較する。血管内皮マーカー
（RECA-1）を用いて間質の血管内皮を染色し、
その面積を画像解析ソフト（Image J）を用
いて定量化する。他の血管内皮マーカーであ
る PECAM-1、Tie-2、Factor VIII などについ
ても同様に検討する。さらに血管内皮と腎幹
細胞の局在を血管内皮マーカーと BrdU の 2
重染色により検討し、それぞれの位置関係に
何らかの法則が見出せるか検討する。 
 
（3）腎幹細胞の増殖・分化における血管内
皮細胞の関与 
次に腎幹細胞の増殖・分化に対する血管内皮
細胞の影響を調べる。上記 BrdU ラベリング
法でラット腎幹細胞を BrdU 標識し、尿細管
を分離する。Transwell フィルターを用いて、
分離した尿細管を 3次元ゲル培養し、さらに
ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）と
共培養する。一定期間培養後、ホルマリン固
定し、パラフィン切片を作成。BrdU 陽性腎
幹細胞数を比較する。 
 
（4）腎幹細胞活性化因子のスクリーニング 
最近我々が開発した尿細管再生の In vitro モ
デルを利用して、3次元尿細管構造を効率よく
誘導する因子やその情報伝達経路を明らかに
する。具体的には、ヒト培養近位尿細管細胞
（RPTEC）を基底膜構成成分であるマトリゲル
と I 型コラーゲンを混合したもので 3 次元培
養し、In vivo に類似した環境を作る。ここに
様々な既知の腎再生因子を添加し、尿細管構
造の有無を調べた結果、HGF 刺激により極性を
持ったMicrovilliを有する尿細管様管腔構造
が誘導されることを確認している。これを
HUVEC と共培養し、血管内皮由来因子の管腔形
成能に対する影響を調べる。既知の血管内皮
由来因子（VEGF、PDGF、bFGF など）の作用を
検討し、さらに未知の腎再生因子を探索する
ため、Protein array を用いて検討する。 
 
４． 研究成果 
（1）上記検討の結果、まず加齢に伴い腎幹細
胞数は減少することが明らかになった。7週齢
ラットと比較し、20 週齢ラットでは有意に腎
幹細胞数が減少していた。 
（2）加齢に伴い腎間質周囲の毛細血管網が減
少することも判明した。血管内皮マーカー染
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