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研究テーマ 

高血圧および腎障害進展リスクとしての低ネフロン数出生の分子基盤を探る 

 （serial knockdown methodを用いたBMP-7による幹細胞プール維持機構の解明） 

１ はじめに 

腎臓の機能単位であるネフロンの形成はヒトでは出生時までに終了し、その後その数が増えることはな

い。一方、糖尿病性腎症や腎炎ではネフロン数が減少するが、それを再び増やす治療法は存在しない。さ

らに、ネフロン数が少ないことは腎臓病から腎不全に陥る最大のリスクの一つである。 

ネフロンの数は出生時に既に２倍から５倍の差があり、ネフロン数が少ない状態で生まれてきた新生児

（以後低ネフロン数出生）は成人後の高血圧および腎障害のリスクが極めて高い（N Eng J Med 2003）。

新生児のネフロン数が少ない原因としては、母体の低栄養状態や糖尿病、胎盤機能不全などが知られてい

るが、その分子基盤は不明である。 

腎発生の過程では後腎間葉系細胞と呼ばれる未分化な細胞から

ネフロンのほとんど全ての部分（糸球体、近位尿細管、遠位尿

細管）が分化するため、後腎間葉系細胞の中には腎の幹・前駆

細胞が存在すると考えられる（図）。 

この後腎間葉系細胞はヒトでは生下時までに失われ、それと同

時にネフロン形成が終了する。申請者は、この後腎間葉系細胞

の維持機構が破綻するとネフロン形成の材料が枯渇し、ネフロ

ン数が少ない状態で生まれてくると考えている。 

一方、骨形成因子のひとつである BMP-7 を欠損すると腎ネフロ

ン数が極端に少なくなることが報告されているが、ネフロン形

成におけるその作用機序は明らかになっていない。BMP-7が後腎間葉系細胞に発現していることから申請

者は、「BMP-7 が後腎間葉系細胞に存在する腎の幹・前駆細胞プールの維持に関わっている」という仮説

を立てた。本申請課題では腎幹細胞の維持機構を明らかにすることによって、ネフロン数決定の機構を探

ることを目的とした。 

 

２ 方法 

本研究課題では以下の３項目の実験を行なった。 

【１】 腎幹細胞の増殖と未分化性維持におけるBMP-7の役割の解明 

この項目ではBMP-7コンディショナルノックアウトマウスと全身性誘導Creマウスを交配し、発生中の任

意の段階で母マウスにタモキシフェンを投与することで胎仔のBMP7発現を全身性にノックアウトし、腎

臓の表現型を解析した。また同マウスの腎臓をex vivoで器官培養し、そこにtamoxifenを投与すること

によって、その形態変化を詳細に観察した。さらに野生型マウスの後腎間葉系細胞をフィーダー細胞上で

培養するコロニーアッセイを用いて、BMP-7が幹細胞の未分化性に与える影響について検証した。 

 

【２】 BMP-7の下流シグナルおよびエフェクター因子の同定 

この項目ではBMP-7ノックアウト腎とコントロール腎の遺伝子発現プロファイルをGeneChipで比較し、

下流エフェクター候補遺伝子を同定した。さらに同因子の発現がBMP-7ノックアウト腎でたしかに低下し

ていることを確認するとともに BMP-7 ノックアウト腎の器官培養に同因子を過剰発現することで表現型

が回復するかどうかを検討した。 

 

【３】 癌細胞におけるエフェクター因子の役割の解明 

申請者は【２】で同定したBMPの下流エフェクター分子の腎細胞がんにおける発現およびその組織学的な

悪性度との相関を評価した。さらに、同因子をノックダウンした腎がん細胞株を作成し、BrdU 取り込み

実験を行なった。さらに同因子をノックダウンした細胞とコントロール細胞をヌードマウス皮下に移植し

(xenograft)、その生存曲線がどのように変化するかを検討した。 
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３ 結果 

【１】 腎幹細胞の増殖と未分化性維持におけるBMP-7の役割の解明 

申請者はBMP-7コンディショナルノックアウトマウスと全身性誘導Creマウスを用いてBMP-7を発生中期

で全身性にノックアウトすると、不釣り合いに成熟した少数のネフロンが出現するとともに後腎間葉系細

胞の増殖が抑制され、アポトーシスに陥ることを見出した。さらに器官培養を用いた系では、in vitro

で発生中の腎のBMP-7をノックアウトすると、後腎間葉系細胞のアポトーシスが増加するとともに上皮化

が促進することを見出した（図）。BMP の下流シグナルには転写

因子Smad1/5/8と p38が知られているが、Smad1/5/8のリン酸化

阻害剤dorsomorphinを投与するとBMP-7ノックアウトと同様の

フェノタイプが観察された（図）。一方でp38の阻害剤では変化

が見られなかった。 

さらに後腎間葉系細胞を用いたコロニーアッセイを行い、BMP-7

存在下では幹細胞が未分化性を保ち、上皮化しないこと、その

作用はBMPアンタゴニストであるnogginの同時投与で抑制され

ることを証明した。これらの結果は、BMP-7が腎ネフロンの幹細

胞である後腎間葉系細胞を未分化に保つ役割があることを示唆

している。 

申請者らは同マウスで前脳が薄いことを見出しており、神経幹

細胞数も少ない可能性があると考えている。既に preliminary

な解析では、BMP-7ノックアウト脳でneurosphereの形成が少な

いことを見出しており、BMP-7の幹細胞維持機構が普遍性をもつ

ことが示唆された。 

 

【２】 BMP-7の下流シグナルおよびエフェクター因子の同定 

申請者はBMP-7ノックアウト腎とコントロール腎の遺伝子発現プロファイルをGeneChipで比較し、下流

エフェクター候補遺伝子を複数同定した。申請者はそのうちの１つの遺伝子（エフェクター因子 A）が

BMP-7ノックアウト腎で発現低下していること、BMP-7ノックアウト器官培養にレンチウイルスで遺伝子

導入すると上皮化促進のフェノタイプが回復することを見出した。さらに腎初代培養細胞にBMP-7を添加

するとdose dependentにエフェクター因子 Aが発現増加すること、dorsomorphin存在下ではその反応が

見られないことを証明した。 

 

【３】 癌細胞におけるエフェクター因子の役割の解明 

申請者は【２】で同定したBMPの下流エフェクター分子Aが腎細胞がんで高

発現していること（図）、その発現の強さが悪性度と相関することを見出し

た。さらに同因子をノックダウンした腎がん細胞株を用いて BrdU 取り込み

実験を行なったが、増殖の速度には明らかな差を認めなかった。 

しかしながら同因子をノックダウンした細胞とコントロール細胞をヌード

マウス皮下に移植したところ、コントロール細胞群に比べて、ノックダウン

細胞を移植した群は早期に死亡した。現在、腫瘍の大きさ、周囲臓器への浸

潤および転移の有無について検証中である。 

 

４ 考察：この研究の意義および今後の展望 

低ネフロン数出生が腎臓病進展や高血圧のリスクであることは広く知られているが全て臨床疫学データ

であり、その分子基盤は明らかになっていない。一方でBMP-7のようにノックアウトマウスが低ネフロン

数出生を来すマウスは複数報告されているものの、その知見と臨床疫学データを結ぶような研究は未だな

されていない。 

その一因として通常のノックアウトマウスではフェノタイプが蓄積的であり、当該遺伝子が発生段階の

「いつ、どこで」必要なのかは推測の域を出ないという点がある。申請者は conditional ノックアウト

マウスと全身性inducible Creマウスを用いることで初めて当該遺伝子が「いつどこで」必要なのかを明

らかにすることを可能にした。 

本研究課題の知見から、BMP-7は後腎間葉系細胞を未分化に維持することによって幹細胞プールを維持し

ていると考えられる。ヒトの腎幹細胞は生下時には消失するため、強く障害されたネフロンは修復できず

失われ、腎機能が低下する。BMP-7を用いることによって、胚から調整した腎幹細胞を増やせる可能性が
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あり、腎臓病への幹細胞医療への手がかりとなりうる。さらにこの知見はiPS細胞やES細胞を腎幹細胞

へ分化させる試みにも極めて重要であり、本研究領域の知見と有機的に相互作用することによって腎の再

生医療領域をも推進すると期待される。 

BMP-7は前脳においても幹細胞維持に重要な役割を果たしていることから、BMP-7による幹細胞維持機構

は臓器をこえて共通した現象と考えられ、興味深い。 
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