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研究成果の概要（和文）：中腎管は腎臓発生に不可欠な組織であり、中腎管細胞の維持・増幅と

組織化は、腎臓再生研究の鍵となる。本研究では、様々な成長因子について中腎組織での発現

と中腎管培養に対する効果を検証し、腎臓組織工学への利用の可能性を調べた。これまでの成

果として、特に FGFの有用性を明らかにした。中腎組織に発現する FGF9が中腎管細胞の生存・

増殖・分化応答能を支持することを突き止め、同細胞の培養維持にも効果的であることを見出

した。 
 
研究成果の概要（英文）：Wolffian duct is an essential tissue for kidney development, and 
ductal tissue formation of cultured Wolffian duct cells will be a key for kidney 
regeneration. In the present study, we examined gene expression of various grow factors 
in mesonephric tissues and their effects on Wolffian duct culture to assess their 
application for tissue engineering of the kidney. As a result, the potential of FGF was 
elucidated. FGF9 was shown to be expressed in mesonephric tissues and support the survival, 
proliferation and competence of Wolffian duct cells. A positive effect of FGF9 on primary 
culture of Wolffian duct cells was also verified. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国の慢性腎不全患者数の増加は著しく、
腎臓再生医療への取り組みは急務である。近
年、ES細胞や iPS細胞などの多能性幹細胞を
用いた再生医療が現実性を帯びてきており、
腎臓組織再生についても世界的に研究が進
められている。 

腎臓（後腎）は原基を構成する二つの前駆
組織、中腎管と後腎間葉との相互作用により
発生し、中腎管に由来する尿管芽が分枝を繰
り返しながら後腎間葉から次々とネフロン
を誘導し接続する。傷害腎臓組織の再生には、
“集合管系と接続するネフロン新生”を図る
ことが必要と考えられ、腎臓の発生メカニズ
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ムを踏まえ中腎管と後腎間葉との双方向性
誘導を再現することが有力な方法である。し
かし、多能性幹細胞を中腎管細胞および後腎
間葉細胞の供給源とする場合においても、ど
のようにして細胞から組織を得るか、という
点は依然不透明である。従って現時点で必要
なのは、胎児中腎管細胞を用いて組織（管腔
構造）を構築する組織工学的な道筋を確立す
ることであると考える。また、このようにし
て得られた管腔構造が元の組織同様に成長
因子に反応し、尿管芽を形成しなければ意味
を成さない。有用な材料細胞が得られたとき、
この“細胞から組織”のハードルを越え、速
やかに腎臓組織再生への応用を図るための
準備を進める必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まずラット胎児において、中腎
管の維持と尿管芽形成を制御する因子（成長
因子・細胞外マトリクス等）を明らかにした
上で、これらを用いて培養中腎管細胞の維
持・増幅を図る。さらに組織工学的手法によ
り、培養中腎管細胞からコンピテントな中腎
管組織の作出を目指す。この細胞由来中腎管
の評価として、GDNFに対する応答性（尿管芽
形成）、尿管芽の分枝成長、後腎間葉との相
互誘導（ネフロン誘導と接続）を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）中腎管と周囲間葉における成長因子の
遺伝子発現解析 
胎生 12日、13日ラット胎児の中腎管とその
周囲間葉組織を単離し、FGFを始めとする各
種成長因子およびそのレセプターの遺伝子
発現解析を行った。リアルタイム PCR法を用
いた。 
 
（2）成長因子を用いた中腎管培養 
マトリゲルを用いた中腎管 3次元培養系を作
り、ここへ胎児中腎組織の遺伝子発現解析で
確認された成長因子を添加して、その作用を
検証した。免疫染色による分裂細胞や GDNF
レセプターの検出を行った。また、成長因子
によりもたらされる細胞応答について、特に
GDNFレセプター（Ret、GFRα-1）、細胞増殖
関連因子（CyclinD1）、アポトーシス関連因
子（Bax, Bcl2）の遺伝子発現変動に注目し
て調べた。シグナル伝達阻害剤を併用して、
作用の裏付けを行った。 
 
（3）培養中腎管の分化応答能の検証（尿管
芽誘導） 
成長因子による中腎管培養系に、後腎間葉の
成長因子 GDNFを添加し、尿管芽形成を観察
した。また、培養中腎管を新たに単離した後
腎間葉と再構成し、共培養を行って双方向性
誘導による尿管芽形成とネフロン形成を評

価した。 
 
（4）中腎管細胞の培養 
中腎管あるいは周囲間葉で発現が認められ
た成長因子を中腎管細胞の初代培養へ添加
し、細胞増殖や培養維持効果を確認した。ま
た、Blebbistatin（myosin II 阻害剤）を用
いて、培養系への移行に伴うアポトーシスを
抑制し、培養維持に対する効果を調べた。 
 
（5）培養中腎管細胞の組織化 
中腎管細胞を温度応答性ディッシュ上で培
養後、細胞結合を維持した状態で剥離し、マ
トリゲル中へ移行して 3次元培養した。中腎
管の維持効果を持つ成長因子を添加し、中腎
管細胞の組織化を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）主な成果 
本研究ではまず、中腎管・周囲間葉に発現す
る因子の役割を解明した。特に中腎組織に発
現する FGFとそのレセプターについて精査し、
中腎管維持機構における役割を検証した。
FGFに関しては、FGF9、FGF18、FGF22が中腎
管と間葉の双方に、FGF5が間葉に、FGF17が
中腎管に発現することを確認した（図１）。
これらの中では FGF9 のみが培養中腎管の成
長を維持することが分かった（図２）。 

また、遺伝子発現解析から、FGF9は中腎管の
生存・増殖・GDNFレセプターRet発現を支持
することが明らかになった。培養中腎管に対
する FGF9 の作用は、これまで報告されてい
た FGF1と FGF7に類似しており、特に中腎管

図１ 中腎組織に発現する FGF (胎生 12
日) 

図２ 各種 FGFによる単離中腎管培養（24時
間）。FGF9で培養すると、単離時（0 h）に比
べ明らかな成長が認められるが、他の FGF で
は退縮する。 



の長期培養を維持する点で FGF7 にほぼ匹敵
する。GDNF による尿管芽誘導（図３）、後腎
間葉との共培養による尿管芽分枝形成とネ
フロン誘導などからも、FGF9培養中腎管のコ
ンピテンスが証明された。 
 

FGF レセプターに関しても中腎組織における
発現パターンを明らかにした（図４）。FGF9
で活性化されるサブタイプ 2cと 3bの発現が
中腎管に認められ、これらが主要に FGF9 を
受容している可能性が高い。レセプター阻害
剤により、FGF9の培養中腎管に対する効果は
有意に減衰した。一方で、間葉細胞も FGF9
で活性化される 2c レセプターを持つことか
ら、FGF9は間葉細胞を介して中腎管のコンピ
テンスに何らかの働きを持つ可能性が考え
られる。 
 

 
（以上の結果を本研究の成果の一部として
論文にまとめ、投稿中） 
 
中腎管細胞初代培養に FGF9を添加すると、

培養維持期間が延長する所見が得られた。さ
らに Blebbistatin の併用により、維持効果
の促進を認めた。これらの使用により、中腎
管細胞の培養維持期間の改善が認められ、細
胞増幅のための条件基盤が得られた。現在、
中腎管初代培養細胞のシート状剥離と、FGF9
を始めとする成長因子添加により、組織化実
験を進めている。 
 
（2）得られた成果の位置付けとインパクト 
腎臓発生開始に至るまでの中腎管が、どのよ
うにして分化応答能を保持し、後腎間葉に応

答して尿管芽を形成するのか、現在までにそ
の機構の詳細は明らかになっていない。本研
究により中腎管の分化応答能維持機構の一
端が明らかになったことで、発生生物学的な
意義を有すると考えられる。また、腎臓組織
再生の見地からも、FGF9が中腎管の応答能を
保った状態で in vitro で維持できることを
見出した意義は大きい。後腎間葉との相互作
用による腎臓組織誘導に向けた前進であり、
継続的な研究推進により腎臓組織再生へ向
けた展開が期待できる。 
 
（3）今後の展望 
再生医学分野において、発生原基の上皮細胞
と間葉細胞との相互作用を利用して器官再
生を図る手法は、これからの発展が期待され、
幹細胞研究と連動して推進すべき領域であ
ると確信する。中腎管の培養細胞から、コン
ピテントな管腔組織を形成することにより、
腎臓原基の上皮成分を提供することができ
る。腎ネフロン前駆である後腎間葉細胞の組
織化と併せて、腎臓再生研究において大きな
意義を有する。引き続き、成長因子の効果解
析を主軸として推進していく。また、この方
策の基盤として、中腎管の維持機構の解明も
また極めて重要な課題であると考える。今後
も発生生物学的な知見を蓄積し、細胞培養や
組織化へ応用していく予定である。細胞数の
確保が難しい点は、組織工学的な研究展開の
壁となるが、腎集合管上皮細胞株である IMCD
細胞などを利用し、腎管系上皮の管腔形成・
維持機構を解析することで、有用な情報が得
られると考えられる。 
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図４ 中腎組織の FGFレセプター（胎生 12
日)。2c と 3b は、FGF9 により強く活性化
されることが知られている。 

図３ FGF9 と GDNF による単離中腎管培養
（96時間）。矢印は誘導された尿管芽。FGF9
により中腎管の分化応答能が維持されるこ
とを示唆する。 
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