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研究成果の概要（和文）：本研究ではDoxycycline（DOX）誘導Histone 2B-GFPマウスを用いて腎幹細胞をGFP標
識し、その増殖・分化様式を解析した。その結果、BrdUラベリング法よりも高感度にGFP票性腎幹細胞を検出す
ることが可能であった。また、急性腎不全の回復過程において、このGFP陽性腎幹細胞は尿細管再生に大きく貢
献する細胞集団であることが判明した。蛍光強度の不均等分配から、腎幹細胞は非対称的に分裂することが示唆
された。また、加齢マウスでは有意に腎幹細胞数が減少していた。以上の結果から、腎幹細胞の活性化は腎再生
医療において有力なアプローチと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Using doxycycline (DOX)-induced Histone 2B-GFP mice, we here investigated 
the role of GFP-labeled renal stem cells in regeneration processes of the kidneys after injury.  We 
could detect GFP-labeled renal stem cells in the kidneys of these mice after a short DOX pulse and a
 long chase period. GFP-labeled renal stem cells actively contributed to the tubular regeneration of
 the kidneys after injury.  In this process, renal stem cells showed uneven cell division, which is 
one of the characteristics of adult tissue stem cells.  In aging mice, the number of GFP-labeled 
renal stem cells significantly decreased compared to that in young mice.  These data suggest that 
the activation of renal stem cells is an effective and promising strategy to enhance the 
regeneration process of the kidney after a variety of insults.   
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１．研究開始当初の背景 
腎臓は生体内の恒常性を維持する上で必須
な臓器であり、その異常は全身に影響する。
間質の線維化や糸球体硬化が進行し一旦腎
不全に陥ると、その進行を抑える有効な手段
は今のところない。 
 この問題を克服するために、申請者はこれ
まで「腎臓の再生機序」特に腎幹細胞に関し
て多角的に研究を行ってきた。その結果、組
織幹細胞に共通した「細胞の分裂速度が非常
に遅い」細胞、いわゆる Label-retaining 細
胞（LRCs）がラット成体腎の尿細管に存在す
ることを確認した。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、最終的には
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
を世界に先駆けて報告した（Maeshima et al. 
J Am Soc Nephrol, 2003）。その後、この細
胞 は 腎 線 維 化 の 過 程 で 形 質 転 換
（Epithelial-Mesenchymal Transition：EMT）
を起こして間質に移動し、筋線維芽細胞へと
形質転換すること（Yamashita, Maeshima et 
al. J Am Soc Nephrol, 2005）やその機序に
N型Caチャネルが関与していること（Mishima, 
Maeshima et al. Am J Physiol Renal Physiol, 
2013）が明らかになった。また、In vitro で
解析した結果、LRCs には様々な腎臓構成細胞
に分化する能力（多分化能）が備わっている
こと（Maeshima et al. J Am Soc Nephrol, 
2006）や、加齢とともにその数が減少するこ
とも判明している（Miya, Maeshima et al. Am 
J Physiol Renal Physiol, 2012）。 
 本研究では、上記研究成果をさらに発展さ
せて、腎幹細胞の自己複製機構、細胞周期、
老化との関わりを明らかにし、腎再生医療の
進歩に必要な本質的知見を得ることを目指
している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Doxycycline 誘導 Histone 
2B-GFP マウスを用いて、GFP 標識腎幹細胞を
同定・分離・培養し、「腎幹細胞の増殖・分
化・老化メカニズム」を明らかにする。細胞
分裂の非常に遅い腎幹細胞を GFP 標識し、腎
尿細管再生における GFP 標識腎幹細胞の増
殖・分化様式、加齢に伴う腎幹細胞の数と局
在の変化を調べて老化との関連を探索する。
さらに GFP 標識腎幹細胞の分離・培養法を確
立し、活性化因子や特異的マーカーを探索す
る。これにより、腎幹細胞の自己複製機構、
細胞周期、老化との関わりを明らかにし、腎
再生医療の進歩に必要な本質的知見を得る
ことを目指している。 
 
３．研究の方法 
（1）腎幹細胞を GFP 標識する遺伝子改変マ
ウスの解析 
申請者は以前にBrdUラベリング法を用いて、
組織幹細胞に共通した「分裂速度の非常に遅

い」という性質を持つ細胞、いわゆる
Label-retaining 細胞（LRCs）が腎尿細管に
存在し、腎障害後の尿細管再生に大きく貢献
する腎幹細胞様細胞であることを明らかに
した（Maeshima et al. J Am Soc Nephrol, 
2003）。しかし、このBrdUラベリング法には、
技術的に限界がある。まず核内に取り込まれ
た BrdU は、細胞分裂のたびに希釈されるた
め、BrdU 陽性細胞の長期追跡は困難である。
さらに、この BrdU 陽性腎幹細胞に特異的な
表面マーカーは同定されておらず、FACS や
MACS による選択的な分離・培養が不可能であ
る。 
 上記の問題を克服するため本研究では、
Doxycycline 誘導 Histone 2B-GFP マウス
（Foudi et al. Nat Biotech, 2009）（Jackson
研究所より購入）を用いて検討を行う。この
マウスは、Doxycycline（DOX）処理により、
Histone 2B を発現している細胞（細胞分裂し
ている細胞）がGFP標識される。したがって、
DoxycyclineによるOn （Pulse）とOff（Chase）
を行うことにより、BrdU ラベリング法と同様、
細胞分裂の非常に遅い腎幹細胞をGFP標識す
ることが可能となる（下図）。 

そこでまず、GFP 標識腎幹細胞を効率よく検
出できる条件（Doxycycline の容量、Pulse
期間、Chase 期間など）を検討する。その後、
各種ネフロンマーカーとの 2 重染色を行い、
GFP 陽性腎幹細胞の局在を調べる。 
 
（2）腎尿細管再生における GFP 標識腎幹細
胞の増殖・分化様式 
上記マウスに Doxycycline の Pulse/Chase 処
理を行った後、虚血・再灌流障害を誘導する。
経時的に腎臓を摘出し、GFP 陽性腎幹細胞の
数と局在を検証する。尿細管再生過程で観察
される増殖細胞（PCNA 陽性細胞または Ki67
陽性細胞）と GFP 陽性細胞の相関を調べ、腎
幹細胞がどの程度尿細管再生に貢献してい
るかを検証する。さらに、分裂途中または分
裂直後の２つのGFP陽性細胞を観察して、GFP
蛍光の分配様式（均等でまたは不均等）を調
べ、幹細胞に特徴的な非対称性分裂の有無を
検証する。 
 
（3）GFP 標識腎幹細胞特異的マーカーの探索 
上記マウスに Doxycycline の Pulse/Chase 処
理後、FACS を用いて GFP 標識腎幹細胞を選択
的に分離し、特異的に発現している遺伝子や
蛋白を検索する。具体的には、RNA や蛋白を
抽出し、Superarray または Proteinarray を
用いて腎幹細胞が特異的に発現している遺



伝子や過剰に分泌している蛋白をスクリー
ニングする。対照コントロールには GFP 陰性
細胞を用いる。Superarray の結果は、リアル
タイム PCR、ノーザンブロット、ウェスタン
ブロットなどにより再確認する。さらに、そ
の遺伝子が腎幹細胞特異的に発現している
ことを免疫染色や in situ hybridization を
利用して組織学的に評価する。この腎幹細胞
に特異的なマーカーが同定できれば、その利
用価値は非常に高いと思われる。 
 
（4）GFP 標識腎幹細胞と老化の関連 
これまでの予備実験の結果、7 週齢正常マウ
スに 4 週間 BrdU 標識すると、近位尿細管の
約 90％が BrdU 陽性になるが、20 ヶ月齢マウ
スでは有意にその数が減少している（未発表
データ）。これは近位尿細管に存在する腎幹
細胞の自己複製能が、老化とともに低下して
いることを示唆している。これを検証するた
め、7 週齢と 20 ヶ月齢の Doxycycline 誘導
Histone 2B-GFP マウスに Doxycycline の
Pulse/Chase を行い、GFP 陽性細胞の数と局
在を比較する。さらに、それぞれの週齢のマ
ウスから GFP陽性腎幹細胞を FACS で分離し、
Superarray を用いて発現量に差のある遺伝
子をスクリーニングする。これにより、腎幹
細胞の老化に関与する因子を明らかにする
ことできると思われる。 
 
４．研究成果 
（1）腎幹細胞を GFP 標識する遺伝子改変マ
ウスの解析 
Doxycycline 誘導 Histone 2B-GFP マウスに対
して Doxycycline による On （Pulse）と Off
（Chase）を行うことにより、腎幹細胞を GFP
標識することに成功した。BrdU ラベリング法
と比較し、より高感度に腎幹細胞を検出可能
であることが分かった（下図）。 

 
（2）腎尿細管再生における GFP 標識腎幹細
胞の増殖・分化様式 
上記マウスに Doxycycline の Pulse/Chase 処
理を行った後、虚血・再灌流障害を誘導した。
経時的に腎臓を摘出し、GFP 陽性腎幹細胞の
数と局在を検証した結果、GFP 陽性腎幹細胞
は尿細管再生に大きく貢献する細胞集団で
あることが判明した。さらに、分裂途中また
は分裂直後の２つのGFP陽性細胞を観察した
ところ、GFP 蛍光が不均等に分配されており、

幹細胞に特徴的な非対称性分裂を行ってい
ることが判明した。 
 
（3）GFP 標識腎幹細胞特異的マーカーの探索 
上記マウスに Doxycycline の Pulse/Chase 処
理後、FACS を用いて GFP 標識腎幹細胞を選択
的に分離し、特異的に発現している遺伝子や
蛋白を検索したところ、複数の候補因子が同
定された。詳細については、現在解析中であ
る。 
 
（4）GFP 標識腎幹細胞と老化の関連 
7 週齢と 20 ヶ月齢の Doxycycline 誘導
Histone 2B-GFP マウスに Doxycycline の
Pulse/Chase を行い、GFP 陽性細胞の数と局
在を比較したところ、7週齢と比較し、20 ヶ
月齢では有意に腎幹細胞数が減少していた。
興味深いことに、腎幹細胞の多いネフロンを
少ないネフロンが混在しており、ネフロン単
位の老化の存在が示唆された。 
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