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研究成果の概要（和文）：体細胞からDirect reprogrammingにてポドサイトを作成し、新たな細胞治療とするこ
とを目標としたが、評価系の問題があり困難であった。一方で、ポドサイト傷害と並び慢性腎臓病の重要な進展
機転である腎間質の線維化について解析した。すると、ポドサイトと間質の共通の制御因子であるTcf21が、間
質線維化の際には発現上昇し、この遺伝子を抑えることで、線維化を抑制できる可能性が示唆された。新たな慢
性腎臓病の治療ターゲットとしてTcf21は有望であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Although we aimed to create podocytes from somatic cells by Direct 
reprogramming and to make new cell therapy, it was difficult due to problems with the evaluation 
system. On the other hand, we analyzed renal interstitial fibrosis, which is an important mechanism 
of chronic kidney disease. The results suggested that Tcf21, a common regulator of podocytes and 
stroma, is upregulated during interstitial fibrosis, and that supression of this gene may lead to 
decreased fibrosis. Therefore, Tcf21 is considered promising as a new therapeutic target for chronic
 kidney disease.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： ポドサイト　慢性腎臓病　細胞治療

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎糸球体の蛋白ろ過装置の主体である、ポドサイトを、皮膚や脂肪細胞から作成することを試みたが、いくつか
の障壁があり困難であった。一方この検討の過程で、ポドサイトではなく腎臓髄質の線維化において重要な転写
因子Tcf21の機能を見出した。この遺伝子の欠損により、腎臓の細胞外マトリクスの産生が低下することが判明
した。多くの慢性腎臓病が終末像として組織の線維化を呈することから、これを抑制しうる機構が見出されたこ
とは重要であると考えている。



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

慢性腎臓病(Chronic kidney disease, CKD)は、蛋白尿と緩やかな腎機能低下をきたし、末期腎不全や

心血管イベントにいたる予後不良の疾患であり、本邦では 1,330 万人の患者が存在する。（日本腎臓学会、 

2012）。根本的な治療法は存在せず、慢性透析患者数は 30 万人を越え、その負担は大きな社会問題とな

っている。ことに糖尿病腎症は透析導入患者の 44％を占め、その病態の解明と治療戦略の確立が急務で

ある。 

ポドサイトは精密に入り組んだ足突起とその Slit diaphragm（SD）により、糸球体濾過の中心的な役

割を果たしている。CKD 疾患のうち、巣状糸球体硬化症(FSGS Focal segmental glomerulosclerosis)

の一部は Podocin など SD 蛋白の変異により起こること、様々な尿蛋白モデルマウスが遺伝子のポドサ

イトのみにおける欠損で作成されること、糖尿病性腎症ではポドサイトがアポトーシスを起し脱落する

ことなどから、ポドサイト傷害を CKD の中心と捉える見方が提唱されている（Wiggins, Kidney Int 

2007）。ポドサイトは終末分化細胞で一度傷害されると再生しないため、傷害ポドサイトは脱落し、他

のポドサイトはそれを代償すべく肥大し、細胞外マトリクスや活性酸素を産生することで糸球体硬化が

進展する(Shankland et al, Kidney Int 2006)。従って、ポドサイトの傷害を防ぐ、あるいはポドサイト

の再生や補充を試みることができれば、有用な治療法になりうると考えられる。一方で、近年、腎臓間

質の線維化が、腎疾患の病型によらず末期腎不全に至る共通経路であると認識され、間質細胞の疾患状

態における生物学的変化が注目されている。したがって、間質細胞における線維化制御の機構を詳細に

検討することも重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

近年、線維芽細胞などの体細胞から、遺伝子導入により iPS 細胞を経由せず、神経、心筋などに分化

させるという Direct reprogramming の手法が報告され、再生医療の新たなストラテジーとして注目さ

れている。そこで我々は、線維芽細胞や脂肪細胞から、iPS 細胞を経由せずにポドサイトを誘導し、こ

の誘導ポドサイトを用いて慢性腎臓病に細胞治療を試みることを本研究の目的とした。さらにまた、腎

臓間質細胞において線維化を制御する機序を解明することを、本研究の第二の目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）候補遺伝子のスクリーニング 

分化過程のポドサイトに高発現する遺伝子群をスクリーニングした。我々はポドシンプロモータの下

で Green fluorescent protein (GFP)を発するマウスから得た単離ポドサイトのデータベースを有してお

り（Takemoto et al. EMBO. J 2006）、公共のデータベースのデータと組み合わせてポドサイト分化に重

要である候補遺伝子、特に転写因子をターゲットにスクリーニングを行った。  

（２）ポドサイトレポーターマウスの作成 

PodocinrtTA, tetOCre, mTmG マウスを交配し、これら全てのトランスジーンを有するマウスを作成

した。このマウスは通常全身が赤色蛍光を発している。テトラサイクリン誘導により、Podocin プロモ

ータの制御の元、ポドサイトにおいてのみ Cre recombinase が発現し、mTmG ローカスの LoxP サイト

が切断され、、直前の STOP シグナルが除去されると、GFP が発現される。したがって、ポドサイトが

分化誘導されると GFP が発現する仕組みとなっている。さらに、この GFP は linage tag として使用さ

れポドサイトがのちに脱分化したとしてもその発現が残存する。このマウスからまず、ポドサイトを単

離し、GFP の発現を確認し、線維芽細胞を用いたポドサイトの分化を行う際にスクリーニングシステム

として有用であるか否かを検討した。 

（３）第二の課題と考えた、腎臓の線維化における、腎間質細胞の役割について検討した。 



４．研究成果 

（１）分化過程のポドサイトに高発現する遺伝子群をスクリーニングした。

まず、公共のデータベースならびに過去の文献検索から、ポドサイトに特異

的に発現しその分化に関連すると考えられる転写因子として Wt1, 

Lmxb1, Foxc2, Mafb, Tcf21, Foxd1, Hoxc1, Eya4, Arnt2, Foxd2, Pbx2, 

Hoxc5, Scx, Sall1, Sox5 をピックアップした。ヒト培養ポドサイトに、

まずこれらのうち Tcf21 を遺伝子導入し、ネフリン、ポドシンの発現に

ついて realtime PCR 法を用いて検討した。しかしながら、in vitro のポ

ドサイトでは、ポドシン、ネフリンなどのポドサイトマーカーは発現抑

制されており、ほとんど発現が見られず、分化促進のパイロットスタディとしてはあまり適当では

ないと考えられた。一方、この Tcf21 は高糖質条件や線維化促進因子で Tgfb 刺激により発現増加が

見られ、糖尿病や腎臓の線維化において何らかの役割を果たしている可能性が示唆された（図 1）。 

 

（２）一方、ポドシンプロモーターによ

りポドサイトに分化すると GFP で蛍光

を発するマウスの予備実験を行なった。

糸球体の培養においては、ポドサイトに

蛍光が認められたが（図 2）、一方、

explant により、ポドサイトの GFP 発現

は消失してしまうことがわかった。ポド

サイトの primary culture においてすら、linage tag がうまく作動しないという状況であり、残念

ながらこのマウスの由来細胞を用いてポドサイト分化を評価することは困難であると考えた。 

 

（３) 次に、ポドサイトの傷害と並んで、

CKD の発症進展に深く関与していると

言われている、腎臓の間質の線維化機序

について、併せて検討を行った。前述の

Tcf21 は、ポドサイトマーカーの中では、

間質の線維芽細胞やペリサイトにも発現

が認められる。そこで、申請者らは、Tcf21

の間質線維化における役割について検討

した。まず、マウスに片側尿管結紮

(Unilateral ureteral obstruction, 

UUO)にて線維化を惹起したところ、

Tcf21 発現は 5-8 倍程度と、著明に増

加していた。さらに Tcf21 プロモータ

領域に LacZ リポーターを搭載したマ

ウスに UUO を負荷すると、Tcf21 プ

ロモータの活性を示す青く染色される

領域のうち UUO にて誘導される領域

は、間質であることがわかった（図 3）。 

一方、Tcf21 の通常のノックアウトマウスは、心奇形と肺の低形成のため出生直後に致死である。



このため、出生後に誘導システムを用いて Tcf21 を KO したマウスで、長期生存する Tcf21KO マウ

スを得た。すると、この誘導性 Tcf21KO マウスは、UUO による線維化誘導後、7 日目に評価する

と、線維化関連遺伝子である 1 型コラーゲンやフィブロネクチンの発現が有意に減弱していた（前

ページ 図４）すなわち Tcf21 は腎臓の間質においては線維化促進的に作用する可能性が示唆され

た。 

 

（４）さらに、これら線維化の主役をなす、腎

臓の線維芽細胞の発生過程における Tcf21 の役

割を検討するために、Tcf21 を発生過程の腎臓

線維芽細胞において KO した。すると、腎臓が

著明に萎縮し、その萎縮は集合管と尿細管の形

成不全によることがわかった（図５）。加えて、

Tcf21KO マウスの胎児から腎臓を摘出し、

explant 法にて 48 時間培養、尿管芽の分岐を

calbindin, 将来ネフロンになる progenitor を Jagg1 で

免疫染色したところ、Tcf21 KO においては尿管芽の分

岐ならびにネフロン原器の数が著名に減少していること

がわかった（図６）。 

すなわち、腎臓の線維芽細胞は病態としての線維化に

関与するのみならず、腎臓の臓器発生においても、隣の

コンパートメントである集合管や尿細管の発生の制御に

重要な役割を果たしていると考えられた。 

 

このような結果から、Tc21 を押さえておくような治療が、腎臓の線維化には有用である可能性が

ある。ポドサイトを補充する治療の開発には至らなかったものの、末期腎不全に至る共通病態であ

る腎臓の線維化について、今までなかった治療ターゲットを見いだすことができたと考えている。 
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