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はじめに

末期腎不全にいたる疾患には、様々な糸球体障害の病理像があるが、最終的には、尿細管

間質障害という共通の病理像を呈し、腎機能が低下する。尿細管間質変化は腎障害進行の最

も重要な要因である。近年、慢性腎臓病（CKD）進行における尿細管細胞のダイナミックな

動きが注目されている。一つは尿細管細胞の再生現象であり、もう一つは、上皮間葉細胞形

質転換（EMT）である。尿細管を場とする病気の進行は、再生現象とEMTのバランスで決ま

ると考えられる。つまり、尿細管に起こった傷害が短期的で、それほど強いものでなければ、

再生現象によって回復が可能であるし、持続的な傷害の場合には、EMTによって、尿細管間

質障害が進行していくと考えられる。

我々は、これまでにES細胞の腎構成細胞への分化誘導方法を研究し、ES細胞において

Activinが腎臓の尿細管全般に発現しているKidney specific protein (KSP)の発現を促進す

る事を見出した1）。しかし、実際には、KSP陽性細胞は1%強程度であり、分化誘導したES細

胞からKSP陽性細胞を選別し、純化する必要がある。そこで、Flow cytometryによる純化を

目的として、KSPの細胞外ドメインを認識するモノクローナル抗体を独自に作成した。本モ

ノクローナル抗体を用いたflow cytometryによって、KSP陽性細胞を抽出してくる事で、よ

り尿細管細胞にコミットした細胞を選別し、尿細管を分化誘導することを試みた。ES細胞

から分化誘導した尿細管は、尿細管を場とする慢性腎臓病進行の分子機構の解明をおこなう

ためのツールとなると考えられる。

方　法

KSPモノクローナル抗体の作製

マウスKSPの細胞外ドメインに存在している (1) 382PEPEEGAENKAFELDPT398,(2) 

22QPAESLHTEVPENYGGNC38,(3) 767NVEGQCMRKVGRMKGMPTKLS787の３つのペプチドを合成

し、マウスに免疫した。76ラインのハイブリドーマを樹立し、その中から、ペプチド(1)を
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抗原とするハイブリドーマを選別し、ヌードマウスの腹腔に注射し、腹水を採取し、プロテ

インAカラムでモノクローナル抗体の精製をおこなった。

マウスES細胞株の培養

マウスES細胞株、CAG-GFP EB3（理化学研究所、丹羽博士より分与）はフィーダーを必要

とせず培養が可能である。未分化状態を維持するための培養では、Glasgow modification 

of Eagle's minimal essential medium(GMEM,Sigma)、10%(v/v) fetal calf serum(FCS)、

1000U/ml leukemia inhibitory factor(LIF,Chemicon)、 0.1 mM 2-mercapto-ethanol 

(Sigma)、10mg/ml Blasticidin(Funakoshi)を用いて、ゼラチンコートフラスコ上で培養を

おこなった。

ES細胞をultra low attachment culture dishes(Corning)に移し、浮遊培養を3日間続

け、胚様体を形成させることにより、分化を開始させた。3日目に胚様体をゼラチンコー

トディッシュに移し、さらに15日間の培養を続けた。分化用培地は、Dulbecco's modified 

Eagle's medium(DMEM,GIBCO),10%(v/v)FCS、0.1 mM 2-mercaptoethanolであった。誘導因子

としてrecombinant human/mouse/rat Activin 10 ng/ml(R&D systems), recombinant mouse 

HGF 1,10,50 ng/ml(R&D systems), recombinant mouse IGF-1 5,10,100 ng/ml(R&D systems)

を適宜添加した。 

Wnt4を安定的に発現するNIH3T3-Wnt4細胞は、Dr.McMahon(Harvard Stem Cell Institute)

より分与を受け、DMEM+10%(v/v)FCSで培養をおこなった。NIH3T3-Wnt4は5×104 cells/cm2 

の密度まで培養した後、mitomycin C処理をおこない、MatrigelをNIH3T3-Wnt4フィーダー

上に置いた。Flow cytometryで純化したKSP陽性細胞はMatrigel上に1×105 cells/cm2 の

密度で蒔き、Renal Epithelial Cell Growth Medium BulletKit(REGM,Lonza)で培養をおこ

なった。

Flow cytometry

マウスES細胞は、Trypsin-EDTA処理、機械的なピッペッティングの後、rat anti-mouse 

CD16/CD32(Becton Dickinson)、anti-KSP antibody、streptavidin-Alexa Fluor 647 

(Invitrogen)、propidium iodide(Sigma)と反応させた後、MoFlo XDP(Beckman Coulter)で

ソーティングをおこなった。

Microarray

Flow cytometryで分離した、KSP陽性細胞と陰性細胞から、RNAを抽出し、Mouse Genome 

430 2.0 Array(Affymetrix)とハイブリダイゼーションをおこない、データをGene spring 

(Agilent)を用いて解析した。

マイクロインジェクション

E13.5胎仔マウスから、腎臓を摘出した。Flow cytometryで分離したKSP陽性細胞を1×

108 cells/mlの濃度で、胎仔腎臓にマイクロインジェクションをおこなった。
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結　果

（１）マウスES細胞におけるKSP誘導

マウスES細胞を用いて、様々な誘導因子や共

培養系を検討した結果、Activinが尿細管上皮細

胞のマーカーであるKSPの発現を促進する事を見

出した1)。今回、Activinと他の誘導因子の組み

合わせを検討した結果、IGFとHGFがActivinと

組み合わせる事で、よりKSPの発現を促進する事

が分かった。今後の実験では、Activin+IGFを用

いることとした。この条件では、KSP陽性細胞は

２～１４％程度得られるようになった（右図）。

（２）尿細管上皮前駆細胞の純化

分化誘導したマウスES細胞から、より腎臓に分化した細胞を純化するため、KSPに対す

るマウスモノクローナル抗体を作成した。マウスES細胞をActivin、IGFで18日間分化誘導

後、独自に作成した抗KSPモノクローナル抗体を用いてFlow cytometryで細胞純化を行った。

KSP陽性細胞の遺伝子発現プロファイルをマイクロアレイで解析しgene ontology解析を行

ったところ、KSP陽性細胞ではKSP陰性細胞と比較して有意に腎・泌尿器系の発生に関与す

る遺伝子が高発現であった。この遺伝子群は、Osr1などの後腎間葉細胞で発現が認められ、

尿細管上皮細胞に上皮化した後には発現が消失する間葉系細胞の遺伝子が複数含まれてお

り、この事からES細胞由来のKSP陽性細胞は完全に分化した尿細管細胞ではなく尿細管上皮

前駆細胞の特性を有していると考えられた。

（３）in vitroでの尿細管管腔構造の再現

Matrigelによる3次

元培養を行い、培養条

件を検討した結果、低

血清培地が尿細管管腔

構造の形成に最適であ

ることが分かった。し

かし、その効率があま

り良くなかったため、

尿細管管腔構造の形成を促進すべく、腎臓の発生段階で非常に重要であるWnt-42)の効果を

検討した。Wnt4を強制発現させたNIH3T3-Wnt4細胞株をフィーダー細胞として、その上に

Matrigelを敷きKSP陽性細胞を培養した。Wnt4を発現しないNIH3T3細胞をフィーダー細胞

とした条件と比較して、明らかに管状構造の形成（上図、電顕写真）が促進される結果が得
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られ、in vivoの腎臓の発生と同様にマウスES細胞から尿細管細胞への分化誘導においても

Wnt4が非常に重要な役割を担っている事が明らかとなった。また、同管腔構造を尿細管各

セグメントのマーカー遺伝子の発現がPCRで確認できた。また、マウスES細胞から分化誘導

された尿細管細胞は、免疫組織学的検討から近位尿細管のマーカーであるmegalinが一部の

細胞で陽性で、AQP2も一部の細胞で陽性である事が分かり、近位尿細管、集合管といった

腎尿細管の各セグメントへの分化が考えられた。

（４）マウス胎仔腎臓への移植実験

KSP陽性細胞を、マウス胎仔腎臓の被膜下にマイクロインジェクションをおこない、in 

vivoにおいて、KSP陽性細胞が、尿細管へ分化するかを確認した。その結果、ES細胞由来の

KSP陽性細胞（写真緑）がマウス胎仔腎臓の尿細管（紫でラベルされたラミニンに囲まれた

領域）に認められ、KSP陽性細胞は、in vivoにおいても、尿細管細胞に分化する事を確認した。

緑：ES細胞由来

紫：ラミニン
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考　察

我々は、新規作成したKSP抗体を用いたKSP陽性細胞の純化により、ES細胞から尿細管に

分化誘導することに成功した。多能性幹細胞ES細胞、iPS細胞は、現在、様々な再生医学、

発生研究に用いられているが、これまでに、in vitroにおいて、腎臓の細胞への分化誘導

には成功したという報告はなかった。我々の研究では、KSP陽性細胞が発生段階の腎臓の細

胞のキャラクターを持ち、in vitroにおいて、管腔構造を形成することを示した。さらに、

Wnt4が管腔構造の形成と、分岐形成を促進することを示した。これらの研究は、KSP陽性細

胞が腎臓の発生研究の重要なツールであるとともに、疾患iPS細胞を用いた研究に大きく貢

献すると考えられる。

我々はマウスES細胞から、Activinの添加によりKSP陽性細胞を増やすことを見いだした1)

が、KSP陽性細胞の数は十分でなく、管腔構造形成には至らなかった。しかし、Activinに加え、

IGF-1を添加することで、KSP陽性細胞数が1-1.5%から、2-14% にまで増えることを見いだ

した。

マイクロアレイの結果から考えると、KSP陽性細胞は、間葉系の形質を持っていて、PCR

でも成熟した尿細管セグメントマーカーは発現していなかった。したがって、KSP細胞は尿

細管上皮細胞に向けてさらなる分化が必要であると考えられた。Taubらは、マウス胎児腎

臓から分離した細胞をMatrigel上で培養することで、電顕でも微絨毛を有する尿細管管腔

構造の再現に成功している3)。したがって、我々も、KSP陽性細胞をMatrigel上で培養し、

Taubらの研究と同様の微絨毛を有する管腔構造の再現に成功した。しかし、尿細管は短く、

未熟であったため、 さらに管腔構造形成を促進する因子として、Wnt4の効果を検討した。

Wnt4は、分泌糖タンパクで、腎臓の発生において、尿細管形成に必須の因子として知られ

る2, 4)。我々の実験では、Wnt4の強制発現細胞株であるNIH3T3-Wnt4細胞との共培養によっ

て、KSP陽性細胞の管腔形成が著明に増加した。さらに、これらの管腔構造においては、ネ

フロンセグメント特異的遺伝子の発現が認められた。すなわち、近位尿細管マーカーであ

るMegalinとAQP1 、ヘンレループマーカーであるUromodulin 、遠位尿細管マーカーである

Slc12A3 、集合管マーカーであるAQP2とAQP3、ボーマン嚢マーカーであるPodocalyxinで

ある5-8)。これらの結果は、管腔構造形成とともに、KSP陽性細胞が成熟尿細管の形質を獲得

していることを示している。

これらの研究成果は、初めて多能性幹細胞から尿細管細胞への分化誘導方法を示したもの

であり、in vitroで誘導された尿細管は、今後、尿細管を場とする慢性腎臓病の研究にも

非常に有力なツールとなると考えられる。

要　約

抗KSP抗体によるKSP陽性細胞の純化を介して、ES細胞からin vitroでの尿細管細胞の分

化誘導方法を確立した。ES細胞由来のKSP陽性細胞は、網羅的遺伝子解析から、発生段階の
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腎臓と類似した特性を有している事が示され、3次元培養で尿細管に類似した管状構造を再

現した。この尿細管構造は、Wnt4によって形成が促進され、KSP陽性細胞は管状構造を形成

する事で、各セグメントの尿細管細胞に分化する事が出来た。ES細胞からの尿細管細胞の

分化誘導方法の確立は、尿細管を場とする慢性腎臓病進行の分子機構の解明にとって、きわ

めて有用なツールになると考えられる。
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