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研究成果の概要（和文）：我々はブタ腎臓における脱細胞化骨格の縫着実験により骨格内で細胞浸潤・組織再構
築が誘導されることを報告した（Tajima et al., 2022）。続いて別のアプローチとして脱細胞化骨格をゲル化
し、ラット腎臓の部分切除部位へ注入することで領域内の細胞浸潤や組織再構築を評価した（Kushige et al., 
2023, J Biomed Mater Res B Appl Biomater，第24回日本再生医療学会総会にて発表）。さらに、ブタ腎臓へ縫
着した骨格内の浸潤細胞群Single cell RNA-seq解析からは腎臓発生期の前駆細胞や成熟細胞と類似する特徴を
持つ細胞群の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our research focuses on regenerative medicine using decellularized 
extracellular matrix (dECM). In our previous study, we demonstrated that dECM scaffolds sutured to 
pig kidneys served as a scaffold for infiltrating cells and induced tissue reconstruction (Tajima et
 al., 2022, NPJ Regen Med). Building on this, we took a structurally different approach by injecting
 solubilized dECM into the partial resection sites of rat kidneys, where it formed a hydrogel in 
situ to fill the defect. We evaluated cell infiltration and tissue reconstruction in the 
hydrogel-injected areas and published the results in J Biomed Mater Res B Appl Biomater (Kushige et 
al., 2023). Furthermore, single-cell RNA-seq analysis of cells infiltrating dECM scaffolds sutured 
into pig kidneys suggested populations with characteristics similar to renal precursor/progenitor 
cells and mature cells. Collectively, these results may provide fundamental insights into renal 
regeneration and future therapies.

研究分野：生体医工学、発生学、幹細胞学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は再生しないと考えられてきた腎臓において、脱細胞化により得られた細胞外マトリックス（骨格／ゲル）
を細胞の足場とすることで細胞浸潤・組織再構築が促されることを見出した。さらに、個々の浸潤細胞群の特性
や組織再構築の過程に関する結果は、腎臓再生機構の理解や新規の腎臓再生治療に向けた非常に重要な基礎的知
見となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

腎臓では機能温存のため 4cm 未満の腎細胞がんの治療には部分切除が広く推奨されているが、

切除部位は体内で再生することなく瘢痕化するため、腎機能低下は免れないという大きな課題

がある。そこで我々は腎機能回復を目指した新規治療法の開発に向け、臓器から細胞を除去した

脱細胞化骨格（脱細胞化により得られた細胞外マトリックス Decellularized Extracellular 

Matrix, dECM）を足場とした腎臓再生の研究に取り組んできた（図 1）。 

興味深いことに、我々の研究では、ブタ腎

臓の脱細胞化骨格を部分切除したブタ腎

臓の切断面に縫着したところ、体内では

再生しないと考えられてきた糸球体や尿

細管構造が骨格内で再構築され、血流の

再開が認められた（Tajima et al., 2022, 

NPJ Regen Med）。これらのデータは、縫着

した腎組織から骨格内へ浸潤した細胞群

が組織再構築を担ったことを示唆してお

り、腎臓再生治療に向けた重要な基礎的

知見となった。 

 

細胞外マトリックス（Extracellular matrix, ECM） 

生体内で細胞に構造的な支持と機械的な刺激を与え、含有する様々な成分・成長因子等と細胞の

相互作用を通して細胞の生存、増殖、移動、接着、分化などに影響を与えている。 

 
 
２．研究の目的 

従来、腎臓は再生しないと考えられてきたが、近年では組織幹細胞や前駆細胞の性質を持つ細胞

群や幹細胞ニッチの存在が報告・議論された。腎臓再生には、損傷部位に“幹細胞・前駆細胞が

遊走し、分化する”、“分化した上皮細胞から新たな尿細管上皮細胞が分化する”などの可能性が

考えられているが、これらの詳細な知見は蓄積されていない。上述の我々の先行研究は、損傷で

惹起された自己再生化シグナルにより幹細胞や前駆細胞、脱分化した細胞等が損傷部位へ遊走

し、骨格の特性がこれらの細胞生着・浸潤や組織再構築を可能

にしたことを示唆するものである。そこで本研究では、「どの

ような特性・多様性をもった細胞群が骨格内浸潤・組織再構築

を担うのか？」、「どのように組織を再構築していくのか？」と

いう学術的な問いに対して、腎臓再生を担う個々の細胞に着

目し、浸潤細胞群の細胞特性と組織再構築過程の解析に取り

組む（図 2）。これらの成果により、新規治療法の開発に向け

た腎臓再生機構の理解や薬剤添加等による高度かつ安定的な

再生促進技術の開発に繋げることを目指す。 

 

 

 



３．研究の方法 

（１）ラット腎臓における部分切除部位への dECMハイドロゲル注入実験 

我々はこれまでに脱細胞化骨格の縫着実験により骨格内への細胞浸潤や組織再構築を解析して

きたが、別のアプローチとして、脱細胞化骨格を酵素処理することにより得られた可溶化 dECM

を部分切除したラット腎臓に注入することで dECMハイドロゲル内への細胞浸潤や組織再構築過

程の解析を試みた。（これらの成果は、Kushige et al., 2023, J Biomed Mater Res B Appl 

Biomater にて論文発表を行なった。） 

 

① 脱細胞化骨格ゲル（dECMハイドロゲル）の作製と性状解析 

dECM ハイドロゲルは、ゲッティンゲンミニブタの腎臓を界面活性剤による洗浄と酵素消化する

ことにより作製した。dECM ハイドロゲルの作製プロセスでは脱細胞化および可溶化の際に ECM

構造が過度に破壊されることが懸念されるため、ゲル化能や微細多孔構造の評価、粘性・弾性の

測定、プロテオミクス解析、血管内皮細胞や腎上皮細胞を用いた細胞遊走の評価等により浸潤細

胞の足場となる dECMハイドロゲルの性状解析を行い、生体適合性・細胞親和性を評価した。 

 

② ラット腎臓における部分切除部位への dECMハイドロゲル注入 

ラット腎臓の上部と下部の両極で腎部分切除を行い、作製した可溶化 dECM を注入した（図 3）。

8および 16 mg/ml の可溶化 dECM はどちらも欠損部位を充分に満たし、注入後 30 分以内にゲル

化した。そこで、ゲル化後に腎臓を体内に戻し、2, 3, 4週間後に腎臓を摘出した。正常組織、

ハイドロゲル注入領域、注入なしの部分切除部位に対して HE染色および血管内皮細胞マーカー 

CD31、近位尿細管マーカー AQP1、糸球体マーカー Nephrin、遠位尿細管マーカー E-cadherin、

間葉系マーカー Vimentin、増殖マーカー Ki-67等の抗体を用いた免疫染色を行なった。 

 

（２）ブタ腎臓における部分切除部位への脱細胞化骨格の縫着実験 

上述の先行研究（Tajima et al., 2022, NPJ Regen Med）と同様に脱細胞化骨格をブタ腎臓の部

分切除部位に縫着し、4週間後に腎臓を摘出して骨格内細胞の Single cell RNA-seq 解析と組織

学的な解析を行うことで浸潤細胞群の解析を行なった。 

 
 
４．研究成果 

（１）ラット腎臓における部分切除部位への dECMハイドロゲル注入実験 

① 脱細胞化骨格ゲル（dECMハイドロゲル）の作製と性状解析 

図 4 に示した手順で dECM ハイドロゲルを作製した。得られた可溶化 dECM から調製した 8 およ

び 16 mg/ml dECMハイドロゲルは、市販の 3 mg/mlコラーゲン Iハイドロゲルと同様に 37℃で

自己集合してゲル化した。ハイドロゲルの多孔性は、細胞の生存に必要な栄養素、ガス、老廃物

の交換を可能とする。そこで、Cryo-SEM 画像から構造を評価したところ、すべてのハイドロゲ



ルでランダムに配向した線維状の構造と微細多孔構造を有していることが示された（図 5）。ま

た、プロテオミクス解析からは腎臓 ECM の主要な構成成分が検出され、ハイドロゲル作製プロセ

スにおいて ECM 成分が保持されていたことが確認された。さらに、作製した dECMハイドロゲル

の弾性は生体腎臓と同程度であり、dECM ハイドロゲルに包埋した腎上皮細胞および血管内皮細

胞はランダムな細胞遊走を示した。これらの結果より、作製した dECMハイドロゲルは生化学的

および物理学的に生体内に近い環境を提供する生体適合性・細胞親和性を有していることが示

唆された。 

 

 

② ラット腎臓における部分切除部位への dECMハイドロゲル注入 

HE染色法を用いて正常腎組織、2, 3, 4週間後の dECMハイドロゲル注入領域、注入なしの部分

切除部位の組織学的解析を行なった。注入なしの組織では切除部位の外観は欠損したままの状

態に近く、組織や細胞の存在はほとんど認められなかった。一方、dECM ハイドロゲルを注入し

た組織では切除部位に領域が保たれ、細胞浸潤が認められた。興味深いことに、2, 3 週間後の

注入領域では腎臓の発生初期に類似すると考えられる細胞凝集や構造体が観察された。そこで、

レーザーマイクロダイセクションによる特徴的な領域の切り出しおよび RNA-seq 解析を行う準

備を進めたが、機器故障により中断となっている。一方、4週間後の注入領域（図 6）では、血

管内皮細胞マーカー CD31陽性細胞および近位尿細管マーカー AQP1陽性細胞は注入領域の中心

部に多く存在して管状構造を形成し、CD31 陽性細胞の周辺には血球が観察された。これらの結

果は、注入領域において血管新生と尿細管構成細胞の浸潤が誘導されたことを示唆した。糸球体

マーカー Nephrin陽性細胞は中心部では観察されなかったものの、介入部位の周辺で糸球体構

造を維持していることが観察された。また、遠位尿細管マーカーである E-cadherin陽性細胞は

介入部位の周囲に管状構造を形成していた他、注入領域の中心部に多く観察された。間葉系マー

カー Vimentin陽性細胞および増殖マーカー Ki67 陽性細胞も注入領域の中心部に多く観察され

た。 

 



 

このように、ラット腎部分切除部位への dECMハイドロゲル注入実験では 4週間後の注入領域に

おいて尿細管の構成細胞群や高い増殖活性を持つ宿主細胞群の浸潤、血管新生が観察された。現

時点では 2, 3 週間後に見られた細胞集団や構造体のプロファイルは不明であり、また 4週間後

の組織では糸球体の再構築には至らなかったが、本研究は複雑な構造を持つ腎臓において dECM

ハイドロゲルを足場として臓器特異的な細胞群の浸潤や血管新生が誘導され、組織修復に寄与

することを示唆した。 

 

（２）ブタ腎臓における部分切除部位への脱細胞化骨格の縫着実験 

部分切除したブタ腎臓へ縫着した dECM 骨格を 4週間後に摘出し、骨格内に存在する浸潤細胞群

の Single cell RNA-seq 解析を行なった。ヒト等における腎臓発生期や成熟期のデータを基に

特徴的な遺伝子群について発現解析を行った結果、今回抽出した骨格領域における浸潤細胞群

は全ての腎臓構成細胞を網羅的に満たしたわけではないものの、種々の前駆細胞や成熟細胞の

遺伝子発現と類似する特徴を持つ細胞群の存在が示唆された。今後、組織学的解析と合わせて更

なる解析を進め、論文化することを目指す。 
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