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要　旨

ヒト ES/iPS細胞から尿細管細胞への分化誘導方法
を検討した．GSK-3b阻害剤を用い，Wnt/b-catenin

のシグナルを活性化することで，中胚葉の初期のマー
カーである Brachuryの発現が上昇し，その後，低血
清および複数の増殖因子を含んだ培地で培養した．そ
の結果，尿細管特異的マーカーである KSPの発現が
上昇することを確認した．分取した KSP陽性細胞は，
Wnt 4シグナルおよびマウス後腎間葉と共培養するこ
とで，尿細管様の三次元管腔構造を形成した．今後，
ヒト発生分化学の解析，細胞移植療法の開発，多発性
嚢胞腎などの難治性疾患に対する新規疾患モデルの作
成，バイオ人工臓器の開発への発展が期待される．

1　研究目的

近年多くの疫学研究により慢性腎臓病（chronic kid-

ney disease;  CKD）が脳卒中や心血管病のリスク因子
であることが明らかにされた．疫学調査の結果では，
CKDの頻度が予想以上に多いことが示され，現在，
糸球体ろ過率（GFR）60 ml/min/1.73 m2以下でみる
と，20歳以上の成人の 20.7％が CKDと診断される．
今後の高齢化に伴い CKD患者が増加し，末期腎不全
から医療費を圧迫している透析療法を必要とする人口
が増加することが容易に想像される．一方，その発症

機序は十分解明されていないのが現状である．
腎臓には 20種類ほどの細胞が存在するが，最も重

要なのは腎臓の多くの生理機能を担う，近位尿細管細
胞であると考えられる．また，尿細管障害は CKD，
末期腎不全の final common pathwayと考えられてお
り，臨床応用に直結する研究の進歩のため，尿細管細
胞への分化誘導方法の確立はきわめて有用であると考
えられる．

2　研究方法

申請者らの研究室では，以前より，ヒト ES/iPS細
胞から中胚葉系細胞への分化誘導研究を精力的に行っ
ており，動物由来細胞を使用せず効率的に血管内皮細
胞を分化誘導する技術1），血管平滑筋細胞への誘導に
おけるmiR-145の役割2）について報告した．また，
我々は，マウス ES細胞を，尿細管細胞に発現が特異
的な kidney specific protein（KSP）を指標に分化誘導
し，KSP陽性細胞が腎臓前駆細胞としての特性を有
している事を見出した3）．そこで，本研究では，申請
者らの今までの研究内容を応用することで，ヒト ES/

iPS細胞から尿細管細胞への分化誘導を試みた．
腎尿細管細胞は中胚葉由来の細胞であり，中間中胚
葉，後腎間葉および上皮化の過程を経て出現する．そ
こで，ヒト ES/iPS細胞を中胚葉系統に誘導するため
に，これまでの誘導で用いてきた GSK-3b阻害剤を用
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いた．その後，中間中胚葉への誘導を促進する増殖因
子，培養条件を検討し，各誘導段階での遺伝子発現を
網羅的に解析するとともに，尿細管特異的なマーカー
である，KSPの発現量を検討した．分化誘導してき
た KSP陽性細胞の分取にはフローサイトメトリーで
使用できる抗体が必須であるが，市販されているもの
は現在ない．そこで申請者らの研究室で独自に作成し
た抗 KSPモノクローナル抗体（特許出願済み）を用
いた．

KSP陽性細胞が尿細管細胞としての特性を有するか
を検討するために三次元培養を行い，尿細管管腔様の
構造を構築するかを 2通りの方法で検討した．Wnt-4

シグナルを恒常的に分泌する NIH 3 T 3-Wnt 4細胞を
マイトマイシン処理し，その上にマトリゲルを敷き，
三次元培養条件を作成した．誘導したヒト ES細胞を，
マトリゲル上に撒き 24〜48時間培養した．また，誘
導したヒト ES細胞を，胎生 11.5日目から抽出した後

腎間葉の細胞と共培養し，尿細管管腔構造に取り込ま
れるかを検討した．ヒト ES/iPS細胞を細胞塊にし，
GSK-3b阻害剤で 3日間培養した．GSK-3b阻害剤を
用いることで，未分化マーカーである Oct 3/4は速や
かに低下し，中胚葉の初期のマーカーである Bra-

churyが上昇することを確認した．また，中間中胚葉
のマーカーである Osr-1の上昇も認めた（図 1）．
その後，低血清培地および増殖因子を含んだ誘導培
地で培養したところ，後腎間葉のマーカーである
WT-1が上昇し，やや遅れて尿細管細胞のマーカーで
ある KSPも上昇した（図 2）．

KSPのたんぱくレベルの発現は，ウェスタンブロ
ット，細胞免疫染色，フローサイトメトリーで確認し，
約 5％程度の KSP陽性細胞の誘導を行った（図 3）．
誘導したヒト ES細胞を NIH 3 T 3-Wnt 4細胞とマト
リゲルを介して 24時間共培養した．KSP陽性細胞は
管腔様の構造を構築し（図 4），一部 AQP 1，AQP 2，
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図 1　誘導初期段階における腎発生関連遺伝子

図 2　誘導後期段階における腎発生関連遺伝子
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megalinなどの尿細管マーカーを発現することを確認
した．
また，ex vivoでマウス胎児由来の後腎間葉細胞を
共培養すると，KSP細胞が尿細管様の構造に取り込
まれることを確認した．

3　結　論

ヒト ES/iPS細胞を腎系統の細胞へ誘導し，独自に
作成した抗 KSPモノクローナル抗体により約 5％の
KSP陽性細胞が誘導可能なことを確認した．また，
KSP陽性細胞は，三次元培養条件において，管腔様
構造を形成し，一部尿細管マーカーを発現すること，
マウス胎児由来の尿細管構造に取り込まれることを見
出した．このように本研究では，ヒト ES/iPS細胞か
ら尿細管細胞としての特性を有する KSP陽性細胞へ
の誘導を行った．
本研究を足掛かりに，今後，ヒト発生分化学の解析，
細胞移植療法の開発，多発性嚢胞腎などの難治性疾患
に対する新規疾患モデルの作成，バイオ人工臓器の開
発への発展が期待される．

この研究は，平成 24年度日本透析医会公募研究助
成によるものである．
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図 3　誘導 10 日目における KSP 陽性細胞

図 4　マトリゲル上での管腔様構造
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