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研究成果の概要（和文）：申請者らは、文部科学省再生医療の実現科プロジェクト-iPS拠点事業において、ヒト腎臓由
来iPS細胞には腎臓細胞としての細胞記憶が残されており、これにはDNAメチル化の異なる遺伝子群が関与していること
を見いだした。本研究では腎臓由来iPS細胞の細胞記憶を担うターゲット遺伝子を同定し、ヒトiPS細胞から効率良く腎
臓構成細胞を分化誘導する方法の確立した。第二にヒトiPS細胞から分化誘導された腎臓構成細胞を用い、Lanzaらの報
告したデバイスを用いてSCIDマウスに移植し、次世代人工腎臓作成の為の基礎データ収集を試みたが、Lanzaらの報告
の再現は困難であった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we firstly identified key genes that determine memory of kidney 
derived iPS cells. By using these genes, we induced kidney cells efficiently from iPS cells. Finally, we 
tried to establish artificial kidney that was reported by Lanza et al. However, we could not reproduce 
the device by using human kidney derived iPS cells.

研究分野： 再生医学
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、文部科学省再生医療の実現科プ
ロジェクト-iPS 拠点事業において、ヒト腎臓
由来 iPS細胞には腎臓細胞としての細胞記憶
が残されており、これには DNA メチル化の
異なる遺伝子群が関与していることを見い
だした。一方、Lanza らはクローン牛を用い、
クローン腎臓の構成細胞を埋め込み型デバ
イスへ播種し、ウシにおける埋め込み型腎臓
ユニットの作成に成功している（Nature 
Biotechnology, 2002）。即ち、ヒト iPS 細胞
から分化誘導された腎臓構成細胞を用いれ
ば、Lanza らの報告したデバイスを用いて、
次世代人工腎臓作成が理論上可能である。 
 
２．研究の目的 
自己の腎臓構成細胞が大量に得られれば、ハ
イブリッド型や埋め込み型等の次世代人工
腎臓の開発が可能となるが、ヒト腎臓細胞を
一般的な培養方法で大量に得る事は困難で
ある。一方、ヒト iPS 細胞はヒト ES 細胞と
違い、患者自身から樹立することが可能であ
る。例えば、申請者の再生医療の実現化プロ
ジェクト(東京大学 iPS 拠点事業)における経
験から、腎生検で得られる少量の組織から、
ヒト腎臓由来 iPS細胞は十分樹立可能である。
Lanza らのクローン牛の報告をヒトに応用
する場合、患者腎臓由来 iPS 細胞から大量の
腎臓構成細胞を分化誘導すれば、クローン人
間を作成することなく、患者自身の腎臓構成
細胞が得られ、ハイブリッド型や埋め込み型
次世代人工腎臓の開発の為の条件は整うと
言える。本研究では３年間の研究期間の間
に、１）ヒト腎臓由来 iPS 細胞から高効率
に腎臓構成細胞を分化誘する条件を最適化
し、２）分化誘導した腎臓構成細胞をLanza
らと同様のデバイスへ蒔き、小動物（SCID
マウス）に埋め込むことにより、次世代人
工腎臓作成を目的とする。 
 
３．研究の方法 
A: ヒト腎臓細胞由来 iPS 細胞の樹立（連携
研究者中内との共同研究） 
１、 ウイルス産生：山中４因子を導入する為

に Plat-E 細胞に４因子のベクターと
pSVGL-1 を transfection し、４８時間
御に得られたウイルスを回収する。 

２、 遺伝子導入：Polybrene 4g/ml の存在
下で、２４時間ウイルス液中でヒト腎臓
細胞を培養し、４因子を導入する。遺伝
子を導入したヒト腎臓細胞は６日間維
持培養用の培地で培養し、６日目に
MEF (mouse embryonic fibroblast)へ
播種し、その後 ES 細胞用培地で培養す
る。 

３、 コロニー選択：一日おきに培地を交換し、
１４−２１日コロニー形成を観察し、メ
サンギウム細胞、近位尿細管細胞それぞ
れから２４コロニーを選択する。 

４、 クローンの選択：得られたクローンのコ

ロニーの未分化能を確認するため、ALP、
Oct 、 Nanog 、 SSEA-3 、 SSEA-4 、
TRA1-60、TRA1-81 の染色を行う。２
４コロニーのうち、染色が良好なクロー
ンを１２個ずつ選択する。 

５、 未分化能の確認：選択したクローンの未
分化能を PCR(Oct, Nanog, Rex-1)、
FACS (Oct,SSEA-3、SSEA-4、TRA1-60、
TRA1-81)で評価し、メサンギウム細胞、
近位尿細管細胞それぞれから、１２クロ
ーンのうち、上位６クローンを選択する。 

B: 新規に樹立したヒト腎臓細胞由来 iPS 細
胞の包括的遺伝子発現解析（連携研究者油谷
との共同研究） 
未分化マーカーの発現確認のみでは新規に
樹立したヒト腎臓由来 iPS細胞１２クローン
の初期化評価は不十分であり、包括的遺伝子
発現により評価を行う。申請者は iPS 拠点事
業において、ヒト ES 細胞（KhES-1,2,3）お
よび京大山中研究室で樹立された iPS
（253G1）が非常に近いマイクロアレイプロ
ファイルを示す事を確認しており、新規に樹
立した iPS細胞とこれらの遺伝子発現を比較
することにより、正しく初期化されているか
検証する。マイクロアレイ解析は連携研究者
油谷の指示により実施する。 
１、 新たに樹立した１２クローンから RNA

を抽出し、Affimetrix 社 Human Genome 
U133A Plus2.0 によりマイクロアレイ解
析を行う。 

２、 １で得られた発現プロファイルの
Hierarchical clustering を行い、初期化を
評価する。 

C: 包括的 DNA メチル化解析による腎臓由
来 iPS における細胞記憶規定遺伝子の同定 
準備段階の研究において、ヒト腎臓由来 iPS
細胞は線維芽細胞由来 iPS 細胞と異なり、分
化誘導条件(activin+retinoic acid)で Sac を
形成し、Sac 形成時において、腎臓系統の遺
伝子が高発現していることが明らかとなっ
ている。ヒト線繊芽細胞由来 iPS、ヒト腎臓
細胞由来 iPS の未分化状態、Sac 形成状態で
の包括的 DNA メチル化解析を行い、腎臓系
統への分化において、メチル化が解除される
遺伝子、メチル化が維持される遺伝子上位５
遺伝子を同定する。 
A:腎臓への分化誘導決定遺伝子の選定 
１、 腎臓由来 iPS 細胞を activin+retinoic 

acid で分化誘導し、Sac 形成時点で
RNA を抽出し、腎臓系統マーカー発現
を PCR で確認する。 

２、 ヒト線維芽細胞由来 iPS 細胞（１２ク
ローン）、ヒト腎臓由来 iPS 細胞（１２
クローン）の未分化状態（feeder 上で
培養）および PCR で腎臓系統マーカー
発現を確認した Sac 形成状態での DNA
を抽出する。 

３、 得られた DNA を Ilumina 社 Human 
Methykation27を用いて Infinium解析
を行い、腎臓系統へ分誘導の際、メチル



化が解除される遺伝子、維持される遺伝
子を同定する。 

 
D:腎臓由来 iPS 細胞から腎臓構成細胞への
分化誘導 
Infinium 解析で得られた遺伝子を特異的か
つ強制的に OFF あるいは ON とすることに
より、腎臓由来 iPS 細胞から効率良く腎臓構
成細胞を分化誘導する。さらに、分化誘導さ
れた細胞を既報のデバイスに播種し、SCID
マウスへ移植することにより、次世代人工腎
臓として機能するか評価する。 
１、 脱メチル化（活性化）すべき５遺伝

子に関しては、iPS樹立時と同様にPlatE
法を用い、レトロウイルスにより強制発
現させる。メチル化が維持される（不活
性化）５遺伝子については、siRNA を用
いて遺伝子発現を抑制する。 

２、 １の処置後、２−４週間培養し、腎
臓系統のマーカー発現を real time PCR
で評価し、siRNA およびレトロウイルス
の条件を最適化する。 

３、 ２で最適化された条件で、更に２−
８週間分化誘導を行い、組織染色により
腎臓構成細胞への分化を検証する。 

４、 ３で得られた細胞を Lanza らの報
告した以下のデバイスへ播種し、SCID
マウスへ移植する。移植後４−８週で、リ
ザーバ内の尿産生、ユニット内の腎臓組
織形成を検証する。 

 
４．研究成果 
A: ヒト腎臓細胞由来 iPS 細胞の樹立 
メサンギウム細胞、近位尿細管細胞それぞれ
から、１２クローンのを得た、上位６クロー
ンを選択した。 
 
B: 新規に樹立したヒト腎臓細胞由来 iPS 細
胞の包括的遺伝子発現解析 
新規に樹立した iPS細胞とこれらの遺伝子発
現を比較し、新たなクローンが正しく初期化
されている事を確認した。 
 
C: 包括的 DNA メチル化解析による腎臓由
来 iPS における細胞記憶規定遺伝子の同定 
ヒト線繊芽細胞由来 iPS、ヒト腎臓細胞由来
iPS の未分化状態、Sac 形成状態での包括的
DNA メチル化解析を行い、腎臓系統への分
化において、メチル化が解除される遺伝子、
メチル化が維持される遺伝子上位５遺伝子
を同定した。 
 
D:腎臓由来 iPS 細胞から腎臓構成細胞への
分化誘導 
C で得られた遺伝子を特異的かつ強制的に
OFF あるいは ON とすることにより、腎臓由
来 iPS細胞から効率良く腎臓構成細胞を分化
誘導する事に成功した。一方、分化誘導され
た細胞を既報のデバイスに播種し、SCID マ
ウスへ移植することにより、次世代人工腎臓

として機能するか試みたが、生着せず、今後
の課題が残された。 
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