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研究成果の概要（和文）：腎不全から透析に至る患者の増加は社会問題となっており、腎障害および障害の修復、再生
の分子メカニズムを解析することにより、急性腎不全/慢性腎不全の予防的治療への方策を検討している。腎尿細管細
胞株を利用し、細胞周期（細胞分裂に至る過程）、細胞増殖、細胞死について検討を行い、細胞が障害を受けると、尿
細管になる前段階の細胞に近づく現象（脱分化）および、尿細管を形成する様子が観察された。今後、さらなる解析を
行う予定である。

研究成果の概要（英文）：The number of hemodialysis patient is increasing, which is a critical problem in J
apan. To analyze repair and regeneration of renal tubular cells after renal failure will contribute the wa
y of preventive therapy of renal disease. I found that renal tubular cells express the markers of de-diffe
rentiation after cell damage and they form tubule when the marker is expressed. I am trying to do further 
analyses.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 現在全国で末期腎不全により透析療法を
行っている患者は 29 万人を超えており、今
後糖尿病性腎症の増加、高齢化により、その
数はさらに増加することが予想されている。 
 慢性腎不全は不可逆的であり、進行性であ
るため、今後の患者数の増大および医療経済
学的にも、その発症メカニズムを解明するこ
とは重要である。 
CKD(Chronic Kidney Disease)および AKI

(Acute Kidney Disease)の概念が提唱され
て以来、腎不全に対する病態生理の解明が急
務であるのは疑いのないところである。しか
し、腎臓がヘテロな細胞から成り立っており、
かつ、生命の維持に必須の臓器であるがため
に、現象論的な解析が多くなされており、分
子生物学的なアプローチが他の臓器に比較
して難しく、その発症メカニズムが詳細に解
明されているとは言いがたいところがある。 
 
２．研究の目的 
（1）腎尿細菅細胞の脱分化・再生の過程に
おける DNA 修復、細胞周期、細胞死制御の解
明を行う。 
具体的には①腎尿細管脱分化細胞の同定、

②尿細管細胞死におけるDNA修復の重要性の
解明について細胞生物学的、分子生物学的解
析を行う。 
 
（2）本研究の目的は、腎尿細管障害、細胞
死、細胞の増殖及び組織再生を一連のものと
して捉え、その各過程で尿細管細胞にどのよ
うな「運命づけ」がなされるかを解明するこ
とにある。特に尿細管障害の時に生じる DNA
障害の修復と、腎尿細管の脱分化および増殖
の関係に注目している。 
DNA 障害が細胞内に生じると、細胞はゲノ

ム恒常性の維持のために様々な反応を示す。
さらに、DNA 障害がゲノム中に蓄積すること
により細胞は癌、神経変性、老化の原因とな
る。尿細管細胞においても同様の反応が起こ
ると考えられるが、腎尿細管細胞は最終分化
した細胞と考えられており、そのような細胞
におけるDNA修復メカニズムはまだまだ不明
な点が多い。 
申請者は尿細管の脱分化が生き残った尿

細管に生じたDNA障害の修復に必要ではない
かと考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）腎尿細管脱分化細胞の同定 
（２）尿細管細胞死における DNA 修復の重要
性の解明 
 
 これらの解析を行うために、FUCCI マウス
を利用することとした。細胞周期が可視化で
きるこのトランスジェニックマウスを利用
し、まずは in vivo で腎尿細管障害後の細胞
周期進展、DNA 障害及び修復の過程を確認す
る。さらに、FACS ソーティングにて特定の細

胞周期にいる細胞のプロフィールを解析す
ることにより、腎尿細管脱分化細胞の同定、
DNA 修復の重要性について検討する。また、F
UCCI マウス由来の尿細管細胞株を樹立し、さ
らなる解析を行うこととした。 
 
４．研究成果 
 研究当初は、研究分担者である寺田と共に、
腎尿細管細胞の増殖及び再生についての研
究を行った。 
 Six2 は、腎臓の発生及び腎前駆細胞の維持
に必要な転写因子である。また、GDNF は腎の
発生に重要な役割を演じている転写因子で
ある。 
Six2-GDNF 経路は腎臓の発生に重要な経路

であると考えられるが、急性腎障害後の腎尿
細管の増殖及び再生に寄与しているかは明
らかではなかった。 
そこで我々は、ラット腎における虚血再灌

流実験により以下のことを明らかにした。
（1）Six2 および GDNF は虚血再灌流により腎
尿細管で発現が亢進した（図１,2）。（2）NRK
細胞において、HGF や EGF 等の細胞増殖因子
は Six2 および GDNF の発現を増加させた（図
２）。3）3D-Gel において、Six2 は尿細管細
胞の管腔形成を促進した（図３）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図１) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図２） 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図４） 
 
以上より、Six2-GDNF 経路は急性腎障害後

の尿細管細胞増殖及び再生に寄与している
と考えられた。この結果は ASN Kidney week
2011 でポスター発表を行った。 
以上の研究と共に、さらに現計画の実験を

遂行した。 
 
 当初の研究計画では、細胞周期を蛍光標識
した蛋白により in vivo でモニターできる F
UCCI マウスを使用し、急性腎障害後の細胞周
期および細胞増殖の解析を行う予定であっ
た。また、ラットによる腎虚血再灌流実験に
より、再灌流後の細胞周期関連蛋白及び脱分
化因子の発現の変化は確認されていた。しか
しながら、予備実験として通常のマウスによ
る腎虚血再灌流モデル実験を行い、同様の変
化は確認は出来たものの、再現性および実験
結果の一貫性に問題があり、信頼性のある結
果を得ることが出来なかった。また、当方の
問題として、人員不足によりマウス実験の継
続が難しくなった。 
以上の問題点より、下記の細胞系での実験
系構築を目指した。 
 
（１） 腎尿細管細胞（NRK 細胞）、および尿
細管と同様に幹細胞（未分化状態の細胞）に
おいて増殖し、その後に分化すると考えられ
る骨格筋細胞(C2C12 細胞株)をモデルとして、
細胞周期マーカーとして蛍光タンパクを発
現させる FUCCI vector を各細胞内に導入し

て、蛍光標識により細胞周期が確認できる細
胞株の樹立を目指す。 
骨格筋細胞株 C2C12 は、in vitro で分化誘

導が可能であり、この株をコントロールとし
て使用することにより、細胞増殖過程と細胞
の分化および細胞傷害による起こると考え
ている脱分化の過程を区別できるのではな
いかと考えている。 
 

（２）低酸素負荷（虚血再灌流モデル）、H2O
2 等の負荷（酸化ストレスモデル）、シスプラ
チン（シスプラチン腎症モデル）による細胞
周期の進展を蛍光顕微鏡で観察し、ウエスタ
ンブロットで各サイクリン、CDK の発現パタ
ーンを確認する。また DNA 障害および修復過
程を、ATR, ATM のリン酸化、53BP1、γH2AX、
Ku、Rad51、DNAPKcs 等の発現を免疫染色で確
認する。 
 
（３）虚血に対しての反応を確認するために、
HIF-1αの発現を確認するとともに、細胞の
代謝状態を確認するために、ミトコンドリア
を細胞内から抽出し、ミトコンドリア DNA の
障害の程度などを確認する。 
 
（４）ヒト腎尿細管細胞を用いて、同様の負
荷実験を行い、再現性のある結果が得られる
かを確認する。 
 
これらの in vitro の実験系を確立するこ

とにより、当初に計画していたマウスを用い
た実験系に代わる、急性腎不全に対する新し
い知見が得られると期待している。 
 現在のところ残念ながら細胞株の樹立は
成功していない。樹立後、上記の実験を進め
ていくことになるため、当初の３年間の計画
を計画通りに遂行できなかったことは非常
に心苦しく感じている。 
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