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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで発育中の異種胎仔の腎臓発生部位にヒト骨髄由来間葉

系幹細胞を注入し、体内で培養することにより腎臓系譜への分化誘導することに成功し、この

幹細胞由来腎臓原基をさらにホスト大網内に移植することにより成熟させ尿生成能などの機能

を獲得し再生腎臓を樹立した。この成功は３次元構築をもつ臓器そのものの再生の実現化に向

けヒト臨床応用につながる可能性を持つ。そこで本研究ではヒト臨床に近づけるためより安全

性を高めたスケールアップモデルを検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Significant advances have been made in stem cell research over the past decade. A 
number of non-hematopoietic sources of stem cells (or progenitor cells) have been 
identified including endothelial stem cells and neural stem cells. These discoveries 
have been a major step towards the potential regeneration of organs for clinical 
applications using stem cells. The worldwide shortage of donor kidneys means that 
this approach has garnered significant attention in the field of nephrology. We 
challenged to use autologous stem cells to build kidney using developmental program 
of xeno-embryo. 
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１．研究開始当初の背景 

現在爆発的に増加し続ける腎不全は、長
期透析患者に対する著しいＱＯＬ制限のみ
でなく、１兆円を超える透析医療費や、透析
患者の介護福祉の負担の拡大が大きな社会
問題となっており、透析に代わる次世代の革
新的治療法が大いに期待されている。我々は
これまで異種胎仔の発生プロセスを利用し

て、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞より尿生成能
を獲得した再生腎臓をラット体内で形成す
ることに成功した。このシステムは、単に幹
細胞輸注による軽症腎不全の改善効果を期
待するものでなく、構築さえも破壊された末
期腎不全患者を救済すべく、透析患者自身か
ら移植可能な機能腎臓を患者体内に樹立す
るという独創的な観点に立っており、他の腎



臓再生研究と目的を隔する。 発育した後腎組織は 2%PFA で２時間固定し
detergent buffer で洗浄後、前述の X-gal 染
色を行なった。反応後 10%ホルマリンで再固
定しパラフィン切片をヘマトキシリン染色
して観察した。 

 
２．研究の目的 
今回さらに安全性を高めるためウイルスに
代替するバイオマテリアルを用いた除放シ
ステムを開発した。またこれまでのラットの
成功を大動物で検証し、よりヒトサイズに近
い腎臓再生を目指す。 

 
８）FACS-Gal assay 
発育した後腎組織は 500mL の type 1 
collagenase で消化後フィルターを通し蛍光
di-β-D-galacgtopyranoside と反応させた。
蛍光染色され LacZ 陽性細胞はフローサイト
メーターで計測された。 

 
３．研究の方法 
１）ヒト間葉系幹細胞およびマウス iPS 細胞
培養 

 ヒト間葉系幹細胞(hMSCs)は Cambrex Bio 
Science 社より購入し、３継代以内に使用し
た。細胞の標識には以前報告したようにレト
ロウイルスを用いて LacZ遺伝子を導入した。
またマウス iPS細胞は自治医大花園教授より
供与を受けた。 

９）後腎器官培養 
Ｅ１５ＳＤラット胎仔から単離した後腎を 2
層培養皿の上層に置き下層に 20%FCS/DMEMを
いれて５％CO2 環境下で培養した。 
 
１０）統計解析  
データは平均値±ＳＥで示した。統計解析は
二群間で two-sample t-test を行い、P<0.05
を統計学的有意差とした。 

２）動物 
Sprague-Dawley ラットは三協サボサービス
より購入し SPF 下に飼育した。またブタは研
究分担者の大西が、また実験ネコは研究分担
者の上地が所属施設の験動物委員会の承認
を得た上で供与して行なった。 

 
４．研究成果 
１）温度感受性ポリマー注入の条件設定 
マウスピペットでの細胞注入するためには
極力粘性が低いほうがいいため、低温で液化
し、高温でゲル化する特性を維持できるもっ
とも低いゲル溶解濃度の設定を行なった。そ
の結果ゲルを４０％まで希釈しても特性が
失われないことが確認されたため、以降この
濃度で実験を進めた。 

 
３）温度感受性ポリマーの準備 
ポリマーはメビオール社より購入した。以前
報告した GDNF 感染用アデノウイルス
AxCAhGDNF を用いて COS-1 細胞に糖化
GDNF(生物学的活性を持った)を発現させ、そ
れを回収することにより活性型 GDNF タンパ
クを得た。フィルターろ過後、1mg/mL に調整
し４℃のポリマーに溶解し（GDNF ポリマー）
使用まで 37℃（固型型）で維持した。 

 

 
４）ELISA 
GDNF の発現推移についてはプロメガ社の
ELISA kit (GDNF Emax Immunoassay System1)
を用いて GDNF 蛋白量を測定した。 
 
５）発育中ラット胎仔内培養  
hMSCsはGDNF溶解ありとなしのポリマーとと
もに、または GDNF のみの上清とともに発育
中ラット胎仔の腎臓発生部位に注入した
(5x103/embryo)。注入後すぐに全胚培養器
(池本理化 Model RKI10-031)で胎仔発育を継
続させ、注入細胞に腎臓発生シグナルを与え
た。 

２）温度感受性ポリマーからの GDNF の放散 
４度で液化した状態のゲルに GDNF 蛋白を溶
解した後３７度でゲル化させた。このゲル
（GDNF ポリマー）を 24well plate に固層化
し、上層に Hank’s 液を加え、定期的に回収

 
６）後腎器官培養 
全胚培養後、後腎組織を単離し12mm径0.4・m 
Nucleopore filter (コーニング社製)上で培
養した。下層には 20%FBS/DMEM/110mg/L 
sodium pyrubate を加えた。 
 
７）全後腎 X-gal 染色および形態観察 



し ELISA により GDNF 濃度を測定し、徐々に
放散されていくか確認した。下図に示すよう
に時間とともに GDNF は放散した。その動態
は GDNF をアデノウイルスで導入した
MSCs(GDNF-adenovirus)と有意差はなく、ほ

同等であった。 

は管腔構造を呈していることが示
れた。 

安全性を
めることで、ヒト臨床応用に向けたトライ

に加速され、わずか 10
日間で３胚葉への分化能の有無を判断でき

ぼ
 
３）MSCs から腎臓系譜への分化誘導 
上記の結果に基づき、温度感受性ポリマーを
用いて MSCs から腎臓系譜への分化誘導が可
能か検討した。LacZ 遺伝子導入でラベリング
を行なった MSCs を GDNF ポリマーとともに発
生中の胎仔の尿管が発芽部位に注入し、４８
時間発生を継続させた後、６日間器官培養を
行なった。組織はホールマウント X-gal 染色
および FACS-gal アッセイを行なった。FIG.3
に示すように LacZ 陽性領域（つまり MSCs 由
来領域）が GDNF ポリマーに溶解して注入す
ることにより拡大していた。また、強拡大像
より、MSCs
さ
 

 
この事象は、温度感受性ポリマーが GDNF の
拡散媒体として機能していることを示唆す
る。温度感受性ポリマーはウイルスの代役を
こなし、GDNF を除放することにより腎臓再生
を誘導した。このポリマーは温度感受性に液
化、ゲル化を繰り返すのみでなく、hMSCs を
刺激なしの状態では多分化能を保持し、刺激
が加わるとともに分化誘導が可能であるこ
とが示されている。また一般に使われる３次
元培養用のゲルは未知の蛋白や異種蛋白が
含まれている場合が多いが、このポリマーは
完全に無菌化で化学合成されているため、異
種蛋白の影響を全く受けない。このことは臨
床応用に向けた安全性評価のうえで大変重
要な事実であり、今後更なる有効性
高
アルを進めていくつもりである。 
 
４）幹細胞分化能の評価方法の開発に成功 
現在再生医療に活用する幹細胞として、その
分化能の多様性より胚性幹細胞（ES 細胞）や
iPS 細胞が中心になって研究が進められてき
た。しかし昨今では、発癌などの危険性や、

樹立までにかかる時間的問題、さらには倫理
面での問題が取りざたされている。一方骨髄
細胞は間葉系幹細胞、造血幹細胞、内皮幹細
胞などが豊富に含まれていることが明らか
となっている。患者自身から採取可能であり、
また薬剤により末梢血への動員採取も可能
である。３胚葉系譜へ分化が進んでいるため、
ES細胞やiPS細胞ほど多分化能を有さない代
わりに、発癌の可能性はなく安全性に優れて
いる。我々はこれまで一貫して成人から採取
できる骨髄由来幹細胞を用いた腎臓再生シ
ステムを開発してきたが、その中でこの“あ
る程度”腎臓への系譜へ commit した臓器特
異的前駆細胞の評価システムを開発した。 
本方法は、ES細胞や iPS 細胞という多能性幹
細胞が、3 胚葉への分化能を維持しているこ
とを迅速に評価する方法である。本来多分化
能の維持評価には免疫不全マウスの筋肉内
に注入して 3ヶ月後にテラトーマが出来るか
どうかにより評価することが一般的である。
しかし本評価法は、時間がかかりすぎるため
本プロジェクトにおける臓器前駆細胞の選
出には不適である。我々は、ラット胎生 15
日の後腎組織に幹細胞を注入することによ
り、分化速度が驚異的

ることを発見した。 

 
上図はラット胎
生 15 日後腎に
GFP 標識したサ
ルES細胞をマイ
クロインジェク
ションし経時的
に観察した像で
ある。ES 細胞で
分可能をもたな
い細胞はアポト
ーシスを起こし、
残った分化能を
有したわずかな

細胞群が急激に分裂している。この腫瘤の組
織像は図に示すようにテラトーマの形成を
起こしている。 
一方で、間葉系譜に分化したヒト骨髄間葉系
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