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研究成果の概要（和文）：ヒト腎臓由来 iPS（hR-iPS）細胞と線維芽由来 iPS細胞での NF-kB制

御、未分化維持・分化誘導機構を検討した。両未分化 iPS 細胞の NF-kB 活性を siRNA にて

knockdown したところ、未分化マーカーの発現抑制、逆に分化マーカーの発現増加を認めた。

また hR-iPS 細胞の方が腎臓発生分化マーカーの発現が強い傾向にあった。この結果より iPS

細胞の未分化維持機構に NF-kB活性が関与をしている事、更に hR-iPS細胞の腎臓再生の可能性

を見出した。成果の一部は日本腎臓学会、再生医療学会、海外誌（PLoS One）などに報告した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have investigated about the differentiation toward to kidney 
using human Renal-iPS (hR-iPS) cells regulated by NF-kB as compared with human 
Fibroblastic-iPS (hF-iPS) cells. Both iPS cells have shown the activity of NF-kB. As NF-kB 
activity was knockdown by NF-kB p65 siRNA, the expression of undifferentiated makers 
decreased, conversely the kidney-associated-differentiated makers increased, especially 
stronger in hR-iPS than hF-iPS cells. Thus we have suggested that the augmentation of 
NF-ĸB signaling maintains the undifferentiated state of human iPS, and hR-iPS cells are 
easy of differentiation toward to kidney. We have reported a part of outcome at the annual 
meeting of the Japanese Society of Nephrology, Japanese Society of Regenerative Medicine, 
and to the Journal of ‘PLoS One’.   
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１．研究開始当初の背景 
再生医学研究は京都大学山中教授による

ヒト induced Pluripotent Stem（iPS）細胞

樹立(Cell. 2007;131:861-72)により転換点
を迎え、これまでヒト ES 細胞による再生医
療は倫理面や拒絶反応を含め様々な問題が
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残されていたが、iPS 細胞は患者自身の細胞
からの樹立が可能で、倫理面や拒絶反応の問
題は解決され、iPS 細胞を用いた再生医療の
臨床応用が現実的なものとなった。幹細胞の
分化誘導に関する研究が盛んに行われるよ
うになったが、未だ腎臓を含め、特定の細胞
に特異的分化誘導する方法は確立していな
い。また iPS 細胞自体の特性や未分化維持機
構なども未だ十分には解明されていない。最
近、エピジェネティック・メモリーの概念が
言われるようになり、iPS 細胞の樹立元の細
胞に分化しやすいのではないかとの報告が
続いている。様々な組織、細胞より iPS細胞
が樹立されるようになったが、新たに樹立し
た iPS細胞からの分化誘導研究は進んでいな
い状況である。 
 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまで核転写因子 NF-kBについて
研究を行って来たが、最近 NF-kB 活性化と
Stem cellsとの関係が指摘されており、NF-kB
を介した幹細胞の分化誘導に関する報告が
なされている。本研究では我々が独自に樹立
したヒト腎臓由来 iPS 細胞を用い、NF-kB 活
性制御による腎臓構成細胞への分化誘導お
よび新規腎臓再生療法の確立をめざす。 
 
 
３． 研究の方法 
⑴ 新たに樹立したヒト腎臓由来 iPS
（hR-iPS）細胞とヒト線維芽由来 iPS
（hF-iPS）細胞において、形態、発育を顕微
鏡下で観察し、未分化マーカー（ALP、Oct3/4、
NANOG）、分化マーカー（WT-1、Pax-2 など）、
NF-kB 活性を比較検討した。また分化系 iPS
細胞として、feeder 細胞と b-FGF 添加を欠い
た通常血清培地にて分化培養し、NF-kB活性、
未分化・分化マーカーを確認した。NF-kB活
性は EMSA法で、未分化・分化マーカーは ALP
染色や Western blotで検討した。 
 
⑵ 更に NF-kB を制御するために両未分化
iPS細胞に NF-kB p65 siRNA処置を行い、NF-kB
活性を Knockdownし、未分化・分化マーカー
への影響を同様に検討した。 
 
⑶ 両分化 iPS細胞にエピジェネティックス
を修飾する HDAC 阻害剤（TSA 処置）を施し、
分化誘導の差異を検討した。 
 
⑷ In vivo への応用として、両未分化 iPS
細胞に NF-kB p65 siRNA処置や TSA 処置をし
た細胞、していない細胞を、腹膜皮下および
腎被膜下へ細胞移植してテラトーマ、腎臓再
生について比較検討した。病理組織像は H-E
染色や PAS染色で観察し、テラトーマの組織

をホモジネートして蛋白抽出し、Western 
Blotで検討した。 
 
 
４．研究成果 
⑴ 両未分化 iPS細胞（hR-iPS、hF-iPS）は、
いずれも発育速度、コロニーの形態に相違は
なく、ALP 染色において未分化維持も変化が
なかった。共に未分化マーカー（Oct3/4、
NANOG）は発現して、分化マーカー（WT-1）
の発現はなかった。分化系 iPS細胞は、両細
胞共に NF-kBの活性化低下、未分化マーカー
の低下を示し、逆に分化マーカーの発現亢進
を認めた。(下図) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
⑵ NF-kB を制御するために両未分化 iPS 細
胞に NF-kB p65 siRNA 処置を行った。siRNA
処置にて iPS 細胞の NF-kB 活性を Knockdown
したところ、それにより未分化マーカーの発
現は抑制され、逆に分化マーカーの発現増加
を認めた。(下図) 特に hR-iPS細胞は腎発生
分化マーカー（Sall-1、Pax-2、WT-1、AQP-1）
が hF-iPS細胞より発現が強い傾向にあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
⑶ iPS 細胞の由来元細胞により分化マーカ
ーの発現に違いがあった事より、エピジェネ
ティック・メモリーの概念を考慮すると iPS
細胞は由来元細胞系へより強く特異的分化
する傾向にある事が考えられた。それらを踏
まえて、更に両分化 iPS細胞にエピジェネテ
ィックを修飾する HDAC阻害剤（TSA処置）を
施し、分化の差異を検討したところ、hR-iPS
細胞が腎臓発生マーカー（Sall-1、Pax-2）
の発現がより強く発現した。 



 
⑷ 両未分化 iPS細胞に NF-kB p65 siRNA処
置または TSA処置をした iPS 細胞を、腹膜皮
下および腎被膜下へ細胞移植したところ、処
置での相違は認められなかった。しかし、腹
膜皮下よりも腎被膜下への細胞移植、そして
hF-iPSよりも hR-iPS細胞の方が、腎臓分化
マーカー(AQP-1、Nephrin、Epo)の発現が強
く、テラトーマの一部には糸球体様の腎構成
細胞が認められた。（下図） 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これらの結果より NF-kB活性は iPS細胞の

未分化維持に必要である事を世界で初めて
発表し、iPS 細胞の未分化維持・分化誘導研
究に新たな進展を導くものと考えられた。ま
た hR-iPS細胞と hF-iPS細胞との比較検討に
おいて、hR-iPS細胞の方が腎臓発生分化マー
カーの発現が強い傾向より、腎臓由来 iPS細
胞の腎臓再生への可能性を見出した。この研
究結果は iPS細胞のエピジェネティク・メモ
リーの概念を裏付ける成果にて、この研究が
今後の腎臓再生へ向けての大きな一歩と言
える。本研究が新規腎臓再生療法への応用に
繋がる事を期待する。 
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