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研究成果の概要（和文）：腎臓再生療法を実現するために我々は胎生臓器ニッチ法（異種胎仔の腎発生部位に幹
細胞・腎前駆細胞を注入することで動物の分化シグナルを入れ腎へと分化誘導させる方法）を用いているが、今
回新たな遺伝子改変動物(Six2発現腎前駆細胞を薬剤投与により特異的に除去するSix2-iDTRマウス）を開発し、
腎前駆細胞を特異的に除去し、外部細胞由来の糸球体を作成することに成功した。これはマウスとラットの異種
間においても再現可能であった。このマウスを活用してvivo環境において胎仔の腎を単離することなく、母体内
の胎仔腎へアプローチするExoUtero注入法を用いて母体内での糸球体発生にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to realize kidney regeneration therapy, we have used the fetal 
organ niche method, in which stem cells and renal progenitor cells are injected into a heterologous 
fetus' renal development site to induce the differentiation to the kidney. This was reproducible 
between mouse and rat heterozygotes. We utilized these mice to successfully develop maternal 
glomeruli in the kidney using the Exo Utero injection approach to the maternal fetal kidney in vivo 
environment.

研究分野： 腎臓再生医療

キーワード： 腎臓再生医療　幹細胞　臓器ニッチ法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末期腎不全患者における腎代替療法には血液透析、腹膜透析、腎移植があるが、昨今の医療経済の逼迫状況や患
者QOLのさらなる改善を考えると、新たな治療法の開発が急務であり、第４の治療法として腎再生医療が期待さ
れている。
本研究は腎臓再生医療を目指す上で重要となる基盤技術の確立として、ヒトiPS細胞から分化誘導した腎前駆細
胞を移植する臓器ニッチの改善を目指して小動物における研究を行い、一定の良好な結果を得られた。
将来のヒト臨床応用を目指した大型化、さらなる効率化を目指して行く必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 近年、深刻な臓器不足に陥っている腎臓移植医療に対する打開策として、無限の臓器供給源

としての異種腎移植が注目されている。動物実験においては後腎（こうじん：発達過程の幼若

腎）移植を行う事により、レシピエントの腎機能や生命予後を改善させるという報告も散見さ

れる。我々は過去に動物実験において後腎を成獣ホスト大網部に移植し発生させた新規発生腎

がホストの状態に応じてレニン及びエリスロポエチン(EPO)の調節能を持つ事を報告した。また

自殺誘導遺伝子を全身に発現するトランスジェニック（Tg）マウスを作成し、その後腎を移植

するモデルにおいて、後腎の発達過程で自殺誘導をかける事により移植を受けたレシピエント

動物の種由来の EPO を発現するEPO 産生組織の開発に成功し報告した。しかし、このEPO 産生

組織の長期機能維持は難しく、数週間で組織が廃絶してしまうため、今後さらなる改良が必要

と考えられた。発達組織には糸球体が含まれるために尿を産生するが、尿細管やその先の尿路

排泄系の発生が不十分である。そこで後腎を含む膀胱つき総排泄腔(クロアカ)を移植し、発達

継続したクロアカ由来の膀胱にホスト動物の尿管を吻合する事によって、 この尿のう胞や水腎

症の問題を解決出来る事をブタモデルも含めて証明した。次なるステップとしてヒトiPS 細胞

(hiPSCs)やヒト間葉系幹細胞(hMSCs)から尿を産生する腎組織や EPO 産生組織を誘導することを

目的に基盤技術の確立としてマウス・ラットなど小動物モデルを用いて検討する事とした。  

２．研究の目的 

 本申請研究ではマウスモデルにおいて単離した外来性の腎前期細胞またはヒト iPS 細胞から

誘導した腎前駆細胞を用いて、尿を産生する腎組織やEPO 産生組織を発生させる事を目的とし

た。その中で特にネフロン前駆細胞を外来細胞由来に置換する事に重点をおいた。 

３．研究の方法 

（１）今回、新しい Tgマウスを用いた。腎の発達過程において後腎間葉でネフロンに分化する

Six2 陽性細胞をジフテリアトキシン（DT）投与によって特異的に除去をすることが可能となる

Six2-iDTR マウスを適宜交配して用いた。細胞ソースとしてマウス胎仔腎由来の腎前駆細胞を

準備し Six2-iDTR マウスの後腎に実体顕微鏡下でマイクロインジェクションを行い、その後腎

を別の成獣レシピエントマウスに移植する事で発達継続させ DTを連日投与した。分化発達過程

でレシピエントのネフロン部分が除去され、外部から注入した腎前駆細胞に置き換わること、

またそれがマウス・ラットの異種間にても成り立つこと免疫抑制ラットを用いて検討した。 

（２）後腎組織の損傷を 小限にとどめ、効率的に発達継続させ、Six2-iDTR マウスのシステ

ムが作動する至適条件に関して検討した。特に幼若な後腎は単離が難しく、その後の in vitro 

における器官培養での発達継続を考慮した場合の解決策として ExoUtero 注入法を検討した。具

体的には妊娠 Six2-iDTR マウスに全身麻酔を施し、子宮を体外へ表出し、母体内へ戻す事によ

って母体の中で発達継続させた。投与経路は腹腔内投与、羊膜内投与を行った。  

（３）次に ExoUtero法により体外から腎前駆細胞注入を行い、子宮体内における外来性腎前駆

細胞が定着するかを検討した。腎前駆細胞を移植注入した胎仔を術後 6日間発育させた。また

Tgマウス胚に腎前駆細胞を移植した。すべての例で移植細胞の増殖と分化を測定した。 



（４）腎間質前駆細胞（stromal progenitor cells：SPC）のメサンギウム細胞と腎間質系細胞

への分化を検証した。SPC を含む RPCを野生型の胎仔マウスの腎形成帯に単に移植するだけで

は、SPC の分化には不十分であるため、SPC の純度を高めるために、幼若な間質細胞の細胞表面

マーカーである血小板由来成長因子受容体アルファ（platelet-derived growth factor 

receptor alpha：PDGFRa）をターゲットにして RPC をソーティングし、PDGFRa 陽性細胞を移植

して検討した。 

（５）将来のヒト臨床応用を目指して、異種移植のさらなる検討のために、ブタクロアカをコ

モン・マーモセットへ移植するモデルを確立し、免疫抑制療法の検討を行った。 

４．研究成果 

（１）異種間での腎前駆細胞の入れ替えの検討：既存の宿主ネフロン前駆細胞（nephron 

progenitor cells : NPC）を除去することにより、培養ディッシュ上でドナーマウスまたはラッ

トの NPC から新しいネフロンへ100％置換できることが可能であることを証明した。次に NPC 置

換による異種間のネフロンの in vivo 再生の可能性を検討した。ラット腎前駆細胞とDTを含む

NPC を Six2-iDTR マウス E13.5の後腎皮膜下に注入し、免疫抑制剤を投与したレシピエントラッ

トに移植した。その結果、ラット/マウスのキメラ腎の再生に成功した。新生糸球体とレシピエ

ント血管との機能的な関連性と新生糸球体の濾過機能を組織学的に明らかにした。 

 

（２）Six2-iDTR モデルへの投与経路の検討：Tgマウス胎児を用いて 2 種類の DT 投与経路

（腹腔内投与と羊膜内投与）を評価した。胎児は E18.5 で帝王切開により分娩し、胎仔マウス

の腎臓で RNA 発現を評価した。さらに、DT用量（25、5、0.5、0.05ng/胎児体）の影響を調べ

た。DTの羊膜内注射により、腎臓の容積の減少、糸球体の喪失、および分化マーカーの発現の

低下が認められた。腹腔内投与では、NPC の除去に十分な効果が得られず、羊膜内注射が DTの

適投与経路であることが確認された。 

 

（３）ExoUtero法による細胞注入の検討：母体内での不透明な子宮筋層を切開することにより、

子宮体内であっても E13～14 日齢の胎仔の後腹膜腔に腎前駆細胞を移植することが可能であっ

た。移植細胞由来の糸球体が作られ、ろ過機能を有し、胎仔の成長や生存に影響を与えなかった。

腎領域に移植された細胞はドナーとレシピエントのキメラ腎前駆細胞となった。TG 動物に移植

された腎前駆細胞は、レシピエントの尿管芽に接続する新しいネフロンの形成を誘導した。 

 

（４）腎間質系再生の検討：幼若な間質細胞の細胞表面マーカーである PDGFRa をターゲットに

して RPC をソーティングして移植した。間質性線維芽細胞、血管周皮細胞、傍糸球体細胞な

ど、多数のメサンギウム細胞や他の腎間質系細胞の再生に成功した。このように外因性 SPC か

ら間質細胞を再生する方法を用いることにより、腎臓再生医療や腎臓発生学など、今後さまざ

まな分野に貢献し、疾患モデルの作成にも寄与するかもしれない。 

 

（５）免疫抑制下のコモン・マーモセットへブタクロアカ移植を行ったところ、

methylprednisolone と tacrolimus、Mycophenolate mofetil の３剤併用で３〜４週間の生着

が可能であったが、今後さらなる検討が必要と考えられた。 
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「胎生臓器ニッチ法を用いた腎臓再生」

カフ法を用いた異種心移植モデルによる免疫抑制療法の検討

前駆細胞置換による腎臓再生
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