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研究成果の概要（和文）：腎臓の幹細胞・発生システムの解明により、腎臓移植医療の臨床実現

化を長期的な目標とした恒久的なドナー臓器の作成方法の開発を行った。iPS細胞・ES細胞を用

いたドナー臓器（腎臓・膵臓）作成方法の開発（Cell 2010、Am J Pathol 2012）に留まらず、

幹細胞システム評価のための安定した腎臓分化のアッセイ系の確立、腎臓病発症研究への展開、

大型動物への応用を目指し研究を遂行した。 
 
研究成果の概要（英文）：I have progressed to develop how to produce donor kidneys using 
kidney stem cells and kidney developmental mechanism. I made studies of the production 
of donor kidney with iPS/ES cells, the establishment of in vitro assay for kidney 
differentiation, expansion to human kidney diseases and livestock animal experiment. 
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１．研究開始当初の背景 
末期腎不全患者は依然増加している。先進

諸国では腎移植が積極的に施行される傾向
にあるが、全世界的に慢性的なドナー不足の
ため末期腎不全に陥ってから腎移植施行ま
での待機期間はむしろ延長しつつある。将来
的な末期腎不全患者の増加に伴う施設や医
療費などの医療環境に対応するためには十
分量のドナー腎臓の確保は解決すべき深刻
な問題であり、腎臓再生医療に求められる課

題である。 
細胞移植や臓器移植といった形で再生医

療を論じる上で、多分化能を有する幹細胞へ
の期待は大きい。しかし、腎臓では体性幹細
胞の同定はいまだ確定的でなく，一時盛んに
研究された骨髄細胞の障害腎臓修復過程へ
の寄与もさほど大きいものではないと判明
しつつある。胚盤胞内部細胞塊より樹立され
た ES 細胞は多分化能を持ち種々の細胞分化
の研究に用いられ、in vitro でそれを特定の
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細胞系譜に分化誘導する分化制御法の開発
は再生医学研究のトピックである。ES 細胞
を用いた in vitro 分化研究では腎臓のような
胚発生中期以降に複雑な組織形成へと向か
う器官への分化は難しいことが知られてい
る。哺乳類の成体腎臓である後腎は胚発生中
期に中間部中胚葉より発生する。具体的には
後腎間葉細胞と尿管芽上皮という２つのコ
ンポーネントの相互作用により腎臓発生は
始まり、最終的に数十種類という他臓器には
見られない程の多種類の機能細胞への分化
とそれらによる糸球体・尿細管を中心とした
複雑なネフロン構造の構成により、成体腎臓
が完成する。腎臓の発生時期とその過程の複
雑さから、in vitro で ES 細胞から腎臓を誘
導することが非常に手間のかかる難仕事で
あることは容易に推察できる。また，最近の
生物学研究の話題を独占している iPS細胞の
発明により、再生医学に対する関心は一段と
高まりをみせている。幹細胞医療の臨床実現
化を念頭に置いた際に、発達臓器の分化制御
プロセスを詳細に解析し、幹細胞の再生プロ
セスに応用することは再生医学における重
点課題である。 
多分化能を有する ES 細胞を胚盤胞へ注入

すれば産生個体はキメラマウスを形成する。
rag-2 ノックアウト（KO）マウスにこの技術
を 応 用 し た 胚 盤 胞 補 完 （ blastocyst 
complementation）による T 細胞、B 細胞系
譜のレスキュー実験が過去に報告されてい
る。このキメラマウス・アッセイは、in vitro
アッセイ系の存在しないT細胞系譜の分化を
確認する in vivo アッセイ系として広く用い
られている。我々はこのアッセイを固形臓器
の再生、欠損腎臓の新規作製方法に応用して
いる。具体的には、後腎間葉細胞の異常によ
り成熟腎臓が欠損する sall1（spalt family 
gene）KO マウスの胚盤胞に蛍光色素で標識
したマウス ES 細胞を注入しキメラマウスを
作成した。これらキメラマウスの胎仔から新
生仔の腎臓（後腎）を解析した結果、sall1 KO
ホモ接合かつキメラマウスではネフロンの
大部分を占める後腎間葉細胞由来細胞が蛍
光標識陽性細胞で構成されていた。このこと
は、後腎間葉細胞が ES 細胞由来細胞でほぼ
完全に置換されていることを意味しており、
ES 細胞由来のキメラ腎臓を作製することに
成功した。 
我々は腎臓欠損モデル動物にキメラ動物

の 作 製 に 使 用 す る blastocyst 
complementation を組み合わせるという新
たな手法を用いて ES 細胞由来の腎臓を作製
したその成果を世界有数の学会を中心に現
在公表している。この手法を用いることによ
り複雑なドナー臓器を確実かつ容易に作成
可能になるという点で，再生医療実現化にお
ける本固形臓器作成方法の開発の意義は非

常に大きく、世界的な脚光を浴びつつある。
しかし、この手法を実際の臨床実現化に導く
ためには、異種間キメラ個体の開発およびキ
メラ個体の制御、臓器欠損大型動物の作製、
ヒト ES 細胞の安全性の確立、iPS 細胞の応
用など多くの課題が存在し、一つずつ解決す
る必要がある。 
 
２．研究の目的 
腎臓の幹細胞・発生システムの解明により、

腎臓移植医療の臨床実現化を長期的な目標
とした恒久的なドナー臓器の作成方法の開
発を行う。iPS 細胞・ES 細胞を用いたドナ
ー臓器作成方法の開発（in vivo アッセイ法）、
幹細胞システム評価のための安定した腎臓
分化のアッセイ系の確立（in vitro アッセイ
法）、腎臓病発症研究への展開、大型動物へ
の応用を目指し研究を遂行した。 
(1)多能性幹細胞（ES 細胞・iPS 細胞）を用
いたキメラ腎臓の作成（in vivo アッセイ系：
In vivo アッセイ系：iPS 細胞研究は国家的な
プロジェクトとなり、sall1 KO マウスを用い
たキメラ腎臓作成法を iPS細胞で行うことは
国家的プロジェクトに大きく貢献すること
となり、第一に実践すべき課題である。具体
的には、Blastocyst complementation により
初期胚に注入した幹細胞による欠損臓器の
全ての置換が可能であることが証明されれ
ば、A.成熟ネフロンへの分化能を有する幹細
胞の同定を可能とすること（腎臓発生や幹細
胞のアッセイ法としての有用性）、B.遺伝子
改変幹細胞を使用することにより腎発生に
重要な遺伝子の同定が可能となること、C.生
理機能的、形態学的に複雑な腎臓を丸ごと作
成する方法の開発へとつながること（ドナー
腎臓の作成法の開発）等応用性の高い研究成
果となる。また、大型動物への研究展開を目
指し、ブタ腎臓特異的分子の解析・クローニ
ングを進めている。 
(2) マウス腎臓分化アッセイ系の開発と腎臓
幹細胞の純化法の確立（in vitro 実験）：幹
細胞医療の臨床実現化を念頭に置いた際に、
発達臓器の分化制御プロセスを詳細に解析
し、幹細胞の再生プロセスに応用することは
再生医学における重点課題である。胎児腎臓
（後腎間葉）の発生プロセスを解明するため
の研究基盤としてまず後腎間葉における幹
細胞・前駆細胞レベルの高度かつ安定した純
化方法の開発を必須である。分化プロセスへ
の幹細胞システムの導入を評価するにあた
り、in vivo モデルだけではなく、クローナル
な in vitro 腎臓分化アッセイ系の開発を目指
し研究を遂行する。 
(3) 幹細胞学研究のヒト腎臓病研究への応用
（研究期間途中で追加した課題）：腎臓幹細
胞や腎臓発生の研究成果をヒントに、ヒト腎
臓病発症メカニズム解明の研究へ展開して



いる。 
 
３．研究の方法 
(1) 多能性幹細胞（ES 細胞・iPS 細胞）を用
いたキメラ腎臓の作成（in vivo アッセイ
系）：幹細胞（ドナー細胞：ES 細胞、iPS 細
胞）と腎臓欠損マウス（sall1 遺伝子ノック
アウトマウス・ホモ接合体）との間でキメラ
マウスを作成することにより、腎臓を置換す
ることが可能か否か検討する。また、大型腎
臓欠損動物の開発を目標としてブタ・ホモロ
ーグの cDNA（mRNA）クローニングを行う。
また、マウスやヒトで実績のある腎臓形成性
遺伝子である SALL1 を候補遺伝子として腎
臓欠損ブタの開発を目指す。 
(2)In vitro アッセイ法：Wnt4 遺伝子発現フ
ィーダー細胞上でのマウス胎児腎臓前駆細
胞の分化アッセイは当研究室ですでに再現
可能となっている。自己作成した抗体を含む
各種細胞表面抗原に対するモノクローナル
抗体を用いマウス胎児腎臓細胞の発現パタ
ーンを解析し、それら複数の抗体の組合せを
用いて、幹細胞・前駆細胞を高率に含む分画
を純化する検討する。胎児腎臓における結果
を踏まえ、成体腎臓の前駆細胞評価や ES 細
胞・iPS 細胞などの多能性幹細胞の in vitro
での腎臓作成へ応用を図る。 
(3)幹細胞学研究のヒト腎臓病研究への応
用：腎臓発生や幹細胞の知見を元に、ヒト腎
臓病へ応用展開する。腎臓血管形成のキー成
長因子である VEGF の阻害薬に関連した腎
障害の臨床病理学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)多能性幹細胞（ES 細胞・iPS 細胞）を用
いたキメラ腎臓の作成（in vivo アッセイ系： 
ES 細胞、iPS 細胞と腎臓欠損マウスとの間
でキメラマウスを作成すると、腎臓は ES 細
胞あるいは iPS細胞由来の細胞で置換できる
ことを確認した。発達腎臓の in vivo アッセ
イ系の再現できたと同時に、再生医学的には
ドナー腎臓を作成する一手法の開発に成功
した。キメラ腎臓の後腎間葉に由来するネフ
ロンはドナー細胞（幹細胞）由来であること
を組織学的に確認した。キメラ腎臓の糸球体
は血流を伴い、尿腔を形成し（機能面）、基
底膜形成を含む正常な形態形成を確認した。
本研究成果は国内外で高い評価を受け、論文
は 2012 年の Am J Pathol に掲載された。さ
らに、このキメラ腎臓アッセイを活用した発
達腎臓メカニズムの解析を実施し、腎臓血管
は後腎以外に由来すること（angiogenic）を
明らかにし、2012 年の日本腎臓学会学術総
会で発表した。今後論文発表を予定している。
腎臓以外の他臓器では、同様の実験手法を用
いたキメラ膵臓の作成に成功し、すでに論文
発表している（Cell 2010）。 

 また、大型動物、ブタへの応用展開に関し
ては、SALL1 分子の遺伝子クローニング、
発現分布の確認を完了しており、腎臓欠損ブ
タ開発への作業を継続する予定である。 
(2)マウス腎臓分化アッセイ系の開発と腎臓
幹細胞の純化法の確立（in vitro 実験）：幹
細胞・前駆細胞活性のある細胞群を判定する
in vitro アッセイ系の再現にも成功した。低
密度平面培養によるコロニー形成の確認が
なされ、後腎間葉細胞群の中にこのアッセイ
系に反応する細胞が存在していた。これまで
に一部の細胞群を選別可能な接着分子等の
表面マーカーを 6 ケ同定している。現在この
解析成果を元に多重染色により組み合わせ
て細胞画分の選別を行い、幹細胞・前駆細胞
活性のある細胞集団の判定作業を継続して
いる。 
(3)幹細胞学研究のヒト腎臓病研究への応
用：VEGF 阻害薬による腎障害症例 5 症例を
集積し、臨床病理学的特徴を明らかにした。
臨床症候の軽微な症例も含め、全例で血栓性
微小血管障害を認めること、他の薬剤性尿細
管障害など複合的な腎障害を呈することを
確認した。今後、アメリカ腎臓学会、論文で
の発表を予定している。 
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