
　末期腎不全に対する有効な治療法が開発されないまま，
わが国の透析患者数は2014年に32万人を超えた（日本透析
医学会調べ）。一方，唯一の根本的な治療手段である腎移植
は 2015年に国内で 1,661症例（透析患者数の約 0.5％）が実
施されたが，この数字は 1,597実施例に到達した 2011年以
降，ほぼ横ばいとなっている1）。残りの 99.5%の患者は依
然として人工透析に頼らざるをえず，腎移植を代替するよ
うな新しい根本治療法の開発に対して強い社会的要請があ
る状況と言えよう。新しい根本治療法とは，究極的には人
工的な腎臓を作製し移植する方法を指すが，移植可能な腎
臓を作製するためには，三次元の腎臓組織を構築する医工

学的手法の開発だけでなく，質の高い腎臓前駆細胞を十分
な量だけ調達する方法も確立しておかなくてはならない。
本稿では，この腎臓再生医療の実現に資する研究，1）iPS細
胞からの腎臓オルガノイドの作製，2）転写因子導入による
腎臓細胞の作製，3）ネフロン前駆細胞を維持・増殖する培
養手法，について最新の動向を解説する（図）。

　まずは，ヒト iPS細胞から腎臓オルガノイドを作製した
研究報告について記述しよう。オルガノイドとは，臓器の
前駆細胞から人工的に作製した三次元の組織構造体のこと
である。古くは，ニワトリの中腎原基を解離し凝集させ培
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図　腎臓細胞を誘導するさまざまな手法
個体発生における腎臓の通常発生は，中胚葉発生，腎臓前駆細胞を経て各種腎臓細胞へと不可逆的
に分化する（黒矢印）。一方，近年のテクノロジーの進化により，細胞種や時系で縛られていた細胞
の運命を自在に操作できるようになりつつある（白矢印）。
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養したところ，その凝集体内部で中腎組織が自発的に形成
されたという報告がある2）。このように，細胞が自発的に
移動し，集合し，分化し，組織構造を構築する現象を「自己
組織化」と呼ぶ。ある臓器を自己組織化によって作り出し
たいときは，その臓器の前駆細胞を用いる必要がある。こ
の際，ヒトの胎児から採取した本物の前駆細胞や成人の組
織幹細胞を用いるのが理想であるが，iPS細胞などの多能
性幹細胞を分化誘導して作製した前駆細胞を用いることも
できる。例えば，ヒト iPS細胞を分化誘導して作製した神
経外胚葉を凝集させて三次元で培養すると，脳オルガノイ
ドと呼ばれる大脳皮質特有の神経細胞の層構造を有する組
織が発生する3）。その他，現在までに眼杯，胃，腸，肝臓，
膵臓，肺，腎臓のオルガノイドがヒト多能性幹細胞から作
製されているが4～ 10），こういったオルガノイド作製の成功
は，いかに良質な前駆細胞を多能性幹細胞から分化誘導で
きるかにかかっている。腎臓前駆細胞を分化誘導する場合
は，実際の腎臓前駆細胞の発生過程を試験管内でできるだ
け忠実に再現する必要があり，そのためには個体における
腎臓前駆細胞発生の正しい理解が必須である。
　腎臓の発生は，上皮細胞である尿管芽（ウォルフ管より
発芽する組織）と間葉細胞である後腎間葉（ネフロン前駆細
胞）の相互作用によって進行する。この2種の腎臓前駆細胞
はともに，中間中胚葉という発生初期の胎児の体幹部分に
発生する中胚葉組織から生まれる。太口と西中村らの研究
チーム（熊本大学）は，遺伝子改変マウスを用いてネフロン
前駆細胞の発生由来を調べ，ウォルフ管は前方の中間中胚
葉に由来する一方，ネフロン前駆細胞は後方の中間中胚葉
から発生することを確認した。彼らはその知見に基づき，
マウスの胚性幹細胞（ES細胞）およびヒト iPS細胞からネフ
ロン前駆細胞を特異的に分化誘導することに成功した11）。
作製したネフロン前駆細胞は，尿細管と糸球体を含むネフ
ロンへと分化することができ，さらにこのネフロン前駆細
胞をマウスの腎臓被膜下に移植すると，自己組織化したネ
フロンに宿主マウスの血管が入り込んで糸球体毛細血管を
形成した。さらに，そこから尿が生成された痕跡も確認さ
れた 12）。森實と Bonventreらのチーム（米国）は分化誘導効
率をさらに最適化し，分化した細胞のおよそ 90%の細胞が
ネフロン前駆細胞となる分化系を開発した13）。一方われわ
れは，ヒト iPS細胞の分化誘導先をネフロン前駆細胞では
なく，その前段階である中間中胚葉に設定した。前方と後
方の中間中胚葉を同時に発生させることで，2種の腎臓前
駆細胞から腎臓オルガノイドを作製するためである。その
結果，尿細管と糸球体だけでなく，集合管や血管，腎間質

細胞など，腎臓の形成に必要なあらゆる細胞を含む腎臓オ
ルガノイドの作製に成功した10）。腎臓オルガノイド作製の
理論と実際，および各プロトコルの詳しい特徴については
別著を参照されたい14,15）。

　次に，“ダイレクトリプログラミング ”という古くて新
しい手法を用いた腎臓再生の試みを紹介する。ダイレクト
リプログラミングとは，体細胞に転写因子を強制発現させ
ることでその細胞系譜を変換させる手法である。世界初の
成功は，MyoDという転写因子をマウス線維芽細胞に強制
発現して，筋芽細胞を作製した 1987年の報告である16）。一
方，近年の最も有名な例は，山中 4因子（Oct4，Sox2，Klf4，
c-Myc）を使って体細胞から多能性幹細胞（iPS細胞）を樹立
した高橋，山中らの報告である17）。これらの研究が示唆す
ることは，適切な転写因子を見つけ出し，それらを強制発
現させることで任意の細胞を任意の系譜に作り変えること
ができる，という可能性である。実際にその後も，膵β細胞
や神経細胞など，さまざまな成功例が報告されている 18,19），
このダイレクトリプログラミングを利用して腎臓の細胞を
作製した報告も現在までに 2例存在する。最初の報告は
2013年のオーストラリアの研究チームによるもので，ヒト
腎臓近位尿細管細胞（HK2細胞）に 6つの遺伝子（SIX1，
SIX2，OSR1，EYA1，HOXA11，SNAI2）を強制発現させるこ
とで，この細胞をネフロン前駆細胞のマーカー遺伝子であ
る SIX2や CITED1，PAX2，WT1陽性の細胞へと脱分化させ
た研究である20）。2例目はドイツの研究チームが昨年（2016

年）発表したもので，彼らは 4つの転写因子（EMX2，
HNF1B，HNF4A，PAX8）をマウスおよびヒトの線維芽細胞
に強制発現することで，これを尿細管へと変換させた21）。
誘導された尿細管細胞は，三次元で培養すると球体を形成
し，内腔側にMegalinを発現し刷子縁を形成した。また，
アルブミンの取り込みや腎毒性薬剤（Gentamicinや Cispla-

tin）による高い細胞死応答性を呈示するなど，形態的にも
機能的にも近位尿細管に近い特徴を持つ細胞であった。
　これらダイレクトリプログラミングの研究を成功させる
ための必要条件は 2つある。1つ目は強制発現する転写因
子が特定できること。これは一般的に，まずは目的とする
細胞系譜のマーカー遺伝子を指標とするレポーター細胞株
を作製するところから始まる。例えば，目的の細胞が iPS

細胞であれば Fbx15，近位尿細管であれば Cdh16の遺伝子
座に緑色蛍光蛋白質 GFP遺伝子をノックインした体細胞
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が使用されている17,21）。次に，目的とする細胞系譜を特徴
づける転写因子群をこの細胞株に網羅的に強制発現させ，
目的細胞（GFP陽性細胞）を誘導する。そこから 1つずつ因
子を抜いていき，誘導効率を極端に下げる転写因子，つま
りマスター転写因子を特定する。最後に，最大の誘導効率
が維持できる範囲で強制発現する転写因子の数を最少にで
きるような，マスター転写因子の組み合わせを模索する。
2つ目の必要条件は，目的細胞が安定的に生存できる培養
環境が確立されていることである。この培養環境が整って
いなければ，せっかく誘導した目的細胞も直ちに消失して
しまう可能性がある。iPS細胞を樹立した例では，多能性
幹細胞である ES細胞の培養手法がすでに確立されていた
ので，iPS細胞をその培養条件下で樹立しつつ培養するこ
とができた。一方，先に紹介したネフロン前駆細胞の例
（2013年）であるが 20），ネフロン前駆細胞が安定的に生存で
きる培養条件が確立されていないなかでの研究であった。
その結果，誘導した細胞がネフロン前駆細胞のマーカー遺
伝子を発現することは確認されたものの，それを増殖させ
ることはできず，ネフロン分化能の有無を十分に確認する
ことはできなかった。しかし近年，ネフロン前駆細胞を取
り巻く細胞環境（ニッチ）の研究が進み，その知見を活用し
て，ネフロン前駆細胞の培養条件の開発が進んでいる。次
の項では，この研究に関する最新の動向を紹介したい。

　ヒトのネフロン前駆細胞は36週齢で枯渇し，それに伴い
新規のネフロン形成は止まる（マウスでは生後2～3日で枯
渇する）。生体内では，この個体発生の限られた期間にネフ
ロン前駆細胞は発生し，増殖し，そしてネフロンへ分化し
て消失する。このように生体内でネフロン前駆細胞が一定
期間だけ増殖し，その後消失してしまうのはなぜなのか。
少なくとも現在までの研究によると，初期のネフロン前駆
細胞と比較して，後期のネフロン前駆細胞は増殖能力や未
分化性を維持する能力が落ちている，つまりネフロン前
駆細胞の状態が時間とともに変化することがわかってい
る 22,23）。では，何がその変化を生むのだろうか。ネフロン
前駆細胞の「老化」によるものなのか。もし老化が原因だと
したら，それは時間経過によるものなのか，あるいは細胞
周辺の環境の変化によるものなのか。残念ながら，その原
因・仕組みはいまだ特定されていないが，この謎を解き明
かすためには，ネフロン前駆細胞を人工的に培養するとい
う手法を用いることが特に有効となる。すなわち，ネフロ

ン前駆細胞を人工培養する系を用いれば，培養条件を変化
させなくともネフロン前駆細胞が時間経過とともに老化し
てしまうのか，それとも培養条件を変化させることで老化
を速めたり遅らせたりすることができるのかを細かく解析
できるためである。しかしそのためにはまず，この一過性
にしか存在しない不安定なネフロン前駆細胞が安定的に生
存できる人工培養系を開発するところから始めなくてはな
らない。そして，この困難な課題にチャレンジした 3研究
チームがこの 1年余りで相次いで以下の研究成果を発表し
た。
　まずは Oxburghらの研究チーム（米国）の成果について述
べる。彼らは以前にマウス腎臓発生の研究で，Smadを介し
た BMPシグナルがネフロン前駆細胞の状態を分化方向へ
と一歩進めることを示していた24）。そこで彼らは，ネフロ
ン前駆細胞の増殖や維持に必要とされる FGF9やWntシグ
ナルとともに，この Smad経路の抑制剤 LDN193189を培地
に含める工夫をし，ネフロン前駆細胞が分化しない培地の
作製に成功した25）。マウス胎児のネフロン前駆細胞を培養
した実験では，100%近い細胞がネフロン前駆細胞マーカー
遺伝子 Cited1を発現したまま，少なくとも 6回の継代に成
功し，その後，実際にネフロンへ分化できることも確認さ
れた。ヒト iPS細胞を分化誘導して作製したネフロン前駆
細胞にも同じ培地を適用したところ，2回までは継代する
ことができた。しかしこの培地には，培養したネフロン前
駆細胞が尿細管へは分化するものの，糸球体へは分化でき
ないという欠点があった。
 　次に，この欠点を克服したネフロン前駆細胞用維持培地
を発表したのが，谷川，西中村（熊本大学）ら日本の研究
チームである。谷川らは以前の研究で，ラットのネフロン
前駆細胞を維持する培地の開発に成功していたが 26），この
培地をマウスやヒトにも適用できるように調整する必要が
あった。また，西中村らは以前の研究で，Notchシグナル
をネフロン前駆細胞で亢進させると，ネフロン前駆細胞が
幹細胞性を維持できずにネフロンへと分化してしまう現象
を報告していた27）。ここから彼らは，ラット用の培地に
FGF9やWntシグナル，低濃度の BMP7とともに，Notchシ
グナルの抑制剤 DAPTを添加することで，マウスのネフロ
ン前駆細胞，およびヒト iPS由来のネフロン前駆細胞を分
化させずに培養できる培地を開発した28）。この培地で培養
したネフロン前駆細胞は，80％以上がネフロン前駆細胞
マーカー遺伝子 Six2，Cited1の発現を維持し，尿細管のみ
ならず糸球体への分化能も保持していた。ただし，ヒト
iPS細胞由来のネフロン前駆細胞については，継代により
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ネフロン分化能が消失してしまった。
　3番目の報告は Belmonteらの研究チーム（米国）によるも
のである29）。前記の 2チームは接着培養法を用いたが，こ
のチームは低接着U底プレートを使用した三次元培養法を
採用した。また，培地に添加している各種増殖因子や化学
物質の組み合わせは前記の 2チームと非常に似通っている
が，LDN193189や DAPTを添加せず，逆に高濃度の BMP7

を添加した。この培地でマウス胎児のネフロン前駆細胞を
培養すると，ほぼ 100%の細胞が Six2，Cited1を発現し，
糸球体を含むネフロンへ分化する能力を維持できたばかり
でなく，その特徴・能力を維持したまま 100回以上の継代
（15カ月以上の培養期間）が可能であった。彼らはさらに，
ヒトの胎児から摘出した腎臓からネフロン前駆細胞を入手
し，この培養法を試したところ，同様にネフロン前駆細胞
性を維持したまま，50回以上の継代（7カ月以上の培養期
間）が可能であった。高濃度の BMPシグナル下でネフロン
前駆細胞が分化せずにいられる現象は興味深いもので，他
の研究者による追試報告が待たれる。ただし，ネフロン前
駆細胞を事実上無限に増殖させることができるこの培養方
法は，非常に高い有用性を持っていると言える。

　さまざまな種類の細胞が三次元的に組み合って発生する
腎臓は，人工的に組織を構築するのが非常に難しく，再生
が難しい臓器であるとされてきた。その認識は今も間違っ
てはいない。しかし，近年の腎臓研究の進展により，腎臓
再生医療実現の希望の光は急速に大きく明るくなってき
た。「自己組織化」という，臓器の前駆細胞が持つ天性の力
を利用することで，初期の三次元の腎臓組織を試験管内で
作製できるところまできた。また，発生学の知見に基づき，
ネフロン前駆細胞の人工培養・増殖が可能になっている。
さらに，転写因子を強制発現させることで線維芽細胞から
ネフロン前駆細胞や腎臓上皮細胞を誘導することもできる
ようになった。例えば，これらのテクノロジーを組み合わ
せることで，ヒトの任意の細胞から腎臓の前駆細胞を誘導
し，それを培養増殖し，そこから自己組織化によって三次
元腎臓組織を作製する，といった新しい再生医療の開発に
つなげることができるだろう。iPS細胞を経由しないこと
でテラトーマが形成される心配がなく，移植後の安全性が
高まるなどの利点がある。また，三次元の人工腎臓組織に
関しては，これをどのように成熟化させるかが今後の研究
の焦点になっていくであろう。成熟化なくしては，移植に

も製薬にも応用利用できないためである。ただし，そのた
めには例えば，臓器の血管化がどのように制御されている
のか，細胞の老化はなぜ起こるのか，などの基本的な生命
現象を理解しなければならない。高度なテクノロジーを開
発するためには，今まで以上にしっかりとした基礎発生学
研究の土台が必要となる。
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