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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで自己間葉系幹細胞を発生中の異種胎仔の腎臓発生ニッチに注入することによ
り尿生成能を獲得した再生腎臓の作成に成功している。しかしこの再生腎臓は尿路がないため尿生成量が多くなるにつ
れ水腎症に陥り、約４週後から徐々に腎機能が廃絶してしまう。そこで今回再生腎臓が生成した尿を効率良く排泄させ
る経路の開発を行った。ラット尿管原基とともに尿排泄腔ごと後腎組織（クロアカグラフト）を移植し、尿排泄腔に尿
の貯留が認められる４週後に自己尿管を接続した。これにより４週後も水腎症が生じることなくに尿排泄が継続し、８
週後後には自尿の30%までクレアチニン、BUNを濃縮するまでの機能を獲得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：First, we transplanted metanephroi (MN) between cloned pig fetuses and gilts; 
they grew to about 3 cm and produced urine, although hydronephrosis was eventually observed because of 
the lack of an excretion pathway. Second, we demonstrated the construction of urine excretion pathways in 
rats. Rat MN or MN with bladders (CLs) were transplanted into host rats. Then, we connected the host 
animal’s ureter to the developed CL bladder, a technique called the stepwise peristaltic ureter (SWPU) 
system. The application of the SWPU system avoided hydronephrosis and permitted the CLs to differentiate 
well, with CL urine being persistently excreted through the recipient ureter. This is the first report 
showing that the SWPU system may resolve two important problems in the generation of kidneys from stem 
cells: construction of a urine excretion pathway and continued growth of the newly generated kidney.

研究分野：腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
再生医療は次世代の夢の治療法とし

て現在非常に注目されているが、腎臓への

適応は難しいと考えられてきた。つまり腎

臓のような実質臓器機能を発揮するために

は複雑な三次構造を再現した組織を再生す

る必要があり、他の解剖学的に単純な臓器

と比較し再生医療の臨床応用はハードルが

遥かに高いとされている。しかし現在、慢

性腎臓病(CKD)患者数は 1330万人とされ、
成人の８人に１人は CKDであり「新たな
国民病」とされている。CKD の進行によ
る透析導入患者数は飛躍的に伸びており、

患者負担のみならず透析にかかわる莫大な

医療費の増大は新たな社会問題となって

おり透析回避法は急務となっている。その

中で我々はこれまで腎臓再生医療の実現化

に向けた挑戦を続けてきた。その基本スト

ラテジーは、我々が胎生期に持っていた腎

臓を作るプログラムを用いて幹細胞から機

能腎臓を再生するというものである。つま

り本研究は生体内で“迷い子”となる自己

骨髄由来の内因性および外来性（輸注した）

幹細胞に再生の場 (ニッチ )を与えること
により、その微細環境で臓器になるシグナ

ルを受けて能動的に臓器に分化誘導させる

という画期的な方法であり、これまでの再

生研究と一線を画す独創性をもち、これら

の成功により腎疾患治療概念の新世代を

提唱できると考える。さらに本提案の新規

性として、従来の異種移植とは異なり、「異

種」であるブタの胎仔臓器を一時的に利用

して、患者自らの細胞由来腎臓を再生させ

るため拒絶反応が生じず、また一時的に利

用した異種組織は不要時に排除するシステ

ムの導入により、異種組織と共存する必要

がなくなり精神的負担が軽減される。それ

によって、期待されながらも進んでいない、

ブタの移植医療応用を妨げていた技術的課

題を解決する。 
今回着目した造血ホルモンである

EPO は腎性貧血で保険適応となっている

が、貧血のない早期 CKD でもその進行を
遅らせることが多くの研究からわかってき

ている。しかし非常に高価な薬剤であり、

また常用量で月 1回以上の頻回注射継続が
必要となるため、患者自己負担および医療

費削減の観点から CKD の進行抑制という
目的での投与することは難しい。そこでよ

り安価な EPO 補充による負担の少ない

CKD 進行抑制法の開発が強く望まれてい
た。 
 

２．研究の目的 
我々はこれまで自己間葉系幹細胞を発生中
の異種胎仔の腎臓発生ニッチに注入するこ
とにより腎臓系譜に分化させ尿生成能を獲
得した再生腎臓の作成に成功し、この方法
は胎生臓器ニッチ法と名付けた。同法は外
来のヒト骨髄間葉系幹細胞を中腎管の発芽
する部位に注入し、成長するラット胎仔内
で培養することで、発生段階と全く同じ環
境下に置き、腎臓発生時の各種因子のプロ
グラムと全く同様の刺激を与え、ネフロン
まで分化させる方法を開発した。このヒト
間葉系幹細胞由来ネフロンは、ヒト腎臓特
異的遺伝子群を発現していることは確認さ
れている（Yokoo et al PNAS	 2005）。こ
のヒト MSC 由来腎臓原基をラットの大網
内に移植したところ、尿生成能を獲得した
ヒ ト 間 葉 系 幹 細 胞 由 来 再 生 腎 臓
（neo-kidney）の樹立が可能であることが
示された（J Am Soc Nephrol 2006）。さら
にはこの再生臓器は内分泌機能も獲得して
いることが判明した（Transplantation, 
2008）。同法により複雑な構造・機能を持
つ三次元臓器の再生が現実味を持ち始めた。
しかしこの再生腎臓は尿路がないため尿生
成量が多くなるにつれ水腎症に陥り、約４
週後から徐々に腎機能が廃絶してしまうこ
とが問題となっていた。そこで今回再生腎
臓が生成した尿を効率良く排泄させる経路
の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）クローンブタを用いた自家後腎移植	
	 移植による免疫拒絶の影響を完全に排除
するために、クローンブタを作成しこの胎
仔後腎を母体大網に移植した。クローンブ
タ同士であるため、子から母への移植であ
るが自家移植となる。５週後に再度開腹し
尿生成量、腎機能（再生腎臓からの尿中ク
レアチニン、BUN測定）、重量から成熟度
を評価する。 
 
（2）ラット後腎移植とクロアカグラフト
移植の比較 
	 発生過程に尿管原基は後腎が生成する尿
量に応じた蠕動運動を開始することが報告
されており、これにより後腎の成長がさら
に促されることが想定された。この現象が
移植再生腎臓の環境でも当てはまるか検討
するため、ラットを用いて尿管原基と尿排
泄腔ごと後腎（クロアカグラフト）を移植
し、後腎単体で移植した場合と比較した。 
 
（3）SWPUシステムの開発 
クロアカグラフト移植により４週まで水腎
症を起こさず後腎がほぼ正常に発育するこ
とが確認されたため、４週の段階で尿排泄
腔に貯留した再生腎臓からの尿を自己尿管
と接続することにより自己膀胱に導くこと
で途中から自己の尿排泄系を利用できない



か検討した。つまり移植後腎が生成した尿
は中継地点となる尿排泄腔まで尿管原基に
よる小さな蠕動運動にて能動的に移動し、
尿排泄腔からは自己尿管による大きな蠕動
運動によりにより自己膀胱に導かれる。こ
のような段階的蠕動運動機能をもった排泄
系（SWPUシステム：Stepwise peristaltic 
ureter system	 次図）を試行した 
 

	
４．研究成果	
（1）クローンブタを用いた自家後腎移植	
	 クローンブタ胎仔から採取した後腎を母
体後腎に移植し 5週後に回復したところ、移
植後腎は約３０グラムまで成長し尿の生成
が確認されたが、組織学的検討では著しい水
腎症で皮質が非薄し線維化が進行している
ことが確認された(図 1)。したがって拒絶が
ない状態でも５週以上再生腎臓の機能維持
が難しいことが示され、効率良い尿排泄系が
必要であることが示された。	

	
図 1：クローンブタを用いた自家後腎移植：
(A)E30 のクローンブタ胎仔、(B)胎仔から採
取した後腎組織、(C)母体大網への自家移植
手技、(D,E)	移植 3 週間後の移植片。約 5mm
程度に成熟している。(F,G)同移植片の組織
像。成熟した糸球体、尿細管が確認できる。
(H,I)移植 5 週間後の移植片と尿管。1cm 以上
に発育しているのが確認される。(J,K)同移
植片の組織像。糸球体構造は保たれているが
間質の鬱血が目立つ。(L,M)移植 8 週後の移
植片と尿管。水腎症、水尿管が始まっている。
(N,O)同移植片の組織像。皮質の菲薄化と間
質の線維化が認められ、機能が廃絶している
ことが確認される。	

（2）ラット後腎移植とクロアカグラフト移
植の比較後腎単体とクロアカグラフトを移
植し 4週間後、クロアカグラフトは後腎と比
べて重量に有意差は認められなかった。しか
し組織学的検討では後腎移植では３週目か
ら尿管の拡張が始まり４週にかけて拡大し
ていくが、クロアカグラフトでは尿管拡張は
４週目でも認められなかった。間質線維化お
よび糸球体数減少も有意差をもってクロア
カグラフトが軽度であり腎機能が保持され
ていることが確認された。さらに排泄尿はク
ロアカをリザーバーとして貯留できるため
尿量が有意差を持って多いことが示された。
しかし、５週後には徐々に水腎症となること
が明らかとなり、尿排泄腔の容量の許容範囲
を超えないうちにさらに尿排泄させる必要
があることが示された（図 2）。	
	

	
図 2：ラットにおける後腎移植と黒赤移植の
比較。(A)ラット大網に後腎(NM)とクロアカ
グラフトを移植し、10 日後、2 週後、3 週後、
4 週後の組織像。尿細管の拡張、間質の線維
化は後腎移植の方が目立ち、また糸球体数も
著明に低下している。(B)重量の比較では有
意差を認めない。(C)尿細管の拡張は後腎移
植にのみ 4 週目から認める。(D)間質線維か
は後腎移植で著明であった。(E)糸球体数は
後腎移植で著明に低下していた。(F)両者の
肉眼像。クロアカグラフト移植の方が成熟し
ていることが確認される。(G)尿量もクロア
カグラフトの方が著明に多い。(H,I)尿中ク
レアチニン、UN もクロアカグラフトからの尿
の方が濃縮されていることがわかる。以上よ
り、尿管原基及び尿排泄腔と共に移植するこ
とにより、後腎の成熟を促すことができるこ
とがわかる。	
	
（3）SWPU システムの開発	
	 段階的蠕動運動昨日を持った排泄系（SWPU
システム）を樹立し再生腎臓からの尿を自己
膀胱に導いたところ、後腎は水腎症を形成す
ることなく、また生成された尿は効率良く体
外に排泄されることが確認された。造影剤を
用いた CT	scan でも血液中の造影剤が成熟し
た後腎組織を介して尿路に排泄される像が
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確認された。移植８週後のクロアカグラフト
から排泄された尿を回収し BUN およびクレア
チニン濃度を測定し自己尿と比較したとこ
ろ、自己尿の 30%を超える濃度であることが
確認された。このため自己腎臓を摘出したと
ころ生命予後の改善効果があることも確認
された。	
	
	
図 3：SWPU システムによる尿路確保の確認。
(A)造影剤を用いた CT スキャン像。造影剤が
クロアカグラフトから自己尿管に流出して
いることが確認される。(B,C)尿排泄腔と自
己尿管の吻合部の組織像。開口が維持されて
いるのが確認される。（D）同部位の uroplakin	
III 染色像。移行上皮が連続しているのが確
認される。(E)移植 8週後の移植片の組織像。
成熟した腎組織が確認される。(F,G)移植 4
週、8 週後の尿中 UN とクレアチニン濃度。自
己尿の約 30％の濃度まで濃縮されている。
(H)自己腎臓摘出後の生存曲線。SWPU システ
ムでクロアガグラフトを移植した場合、生命

予後を改善できることが証明された。	
	
さらにこの SWPU システムが大型動物でも機
能するか確認するために、クローンブタのク
ロアカグラフトを母体に移植したところ、後
腎移植に比較し大きく成熟し組織学的にも
水腎症を回避できていることが確認された
（図 4）。	
	
	
図 4：クローンブタを用いた SWPU システムの
検証：(A)E30 のクローンブタから採取したク
ロアカグラフト。(B)母体大網に移植後 3 週
間の移植片。(C)同 5 週後の移植片。二つの
後腎とその中央に尿を含んだ尿排泄腔が確
認できる。(D,E)移植後 4 週で尿排泄腔と自

己尿管を吻合した。(F)吻合 1 日後血行が確
認される。(G,H)吻合 4 週目の組織像。成熟
した糸球体、尿細管が確認できる。	
	
	
本法は再生腎臓の尿排泄系として他のシス
テムで再生された腎臓にも活用可能であり
汎用性が高いと考えられ、腎臓再生医療の臨
床応用に向けて一つの課題を克服できたと
考えられる	
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