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研究成果の概要（和文）：本課題は，稀少遺伝性疾患である，PAX2遺伝子変異を伴った腎コロボーマ症候群から
疾患特異iPS細胞を樹立し，本症候群の病態解明，治療法開発および薬剤スクリーニングシステムを構築するも
のである．
　PAX2遺伝子変異を伴った3例の腎コロボーマ症候群症例の血球細胞からiPS細胞およびコントロールの健常日本
人由来iPS細胞から中間中胚葉および尿細管などの腎系譜細胞への誘導を確立した．また，腎系譜細胞へ誘導さ
れた経時的なサンプルから､候補遺伝子に対する経時的発現遺伝子解析を行い，PAX2の遺伝子発現と呼応して発
現増強し，疾患特異iPS細胞で発現増強の低減が見られる因子群を確認した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we established disease-specific iPS cells from renal coloboma
 syndrome with PAX2 gene mutation, which is a rare genetic disorder. To clarify the pathogenesis of 
this syndrome, we used these iPS cells. The cells were also used to investigate therapeutic target 
genes.
 We induced kidney lineage cells, such as mesoderm and renal tubules, from disease-specific and 
control iPS cells. In addition, time-sequential expression gene analysis was performed. Some gene 
expressions were enhanced in response to gene expression of PAX2, and some candidate genes in which 
expression was reduced in disease specific iPS cells was detected.

研究分野： 腎臓病

キーワード： ＰＡＸ2　腎コロボーマ症候群
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 疾患特異的 iPS 細胞は疾患の病態解明，新
規薬剤の開発など幅広い可能性を持つ．本研
究を支える背景は次の二点であった． 
（1）腎コロボーマ症候群はヒト胎生期の腎
発生に関わる PAX2 遺伝子異常による疾患で
ある；腎コロボーマ症候群は腎不全に至るこ
ともある腎障害および視力障害を主体とす
る疾患である．本疾患は，非常に稀少な症候
群である(Hum Mutat. 2012;33:457-66)．我々
はこれまで， 26 例の臨床的に腎コロボーマ
症候群と診断した症例を集積し, その遺伝
子 診 断 法 を 確 立 し て い た (Nephron. 
1989;51:115-8, Am J Ophthalmol. 
2005;139:203-5)．またその遺伝解析の結果，
この稀少疾患の責任遺伝子とされる PAX2 の
変異が明らかとなった 11 例の症例を集積し
ていた．このうち 4つの変異はこれまでに報
告の無い新規の変異であった．従って，本研
究でしか作製し得ない新規の変異を含んだ
複数の疾患特異的 iPS 細胞を作製し，腎系譜
細胞に分化させる事ができる条件を整えて
いた． 
また，PAX2 遺伝子は成体ではその発現が一旦
消失するが，腎障害後に再活性化する事を確
認していた．我々は，この事を動物実験で確
認するとともに，急性腎障害後の修復や慢性
腎障害における腎障害進展への関与につい
て検討を進めていた． 
 このように，腎コロボーマ症候群の疾患特
異的 iPS 細胞を用いて，稀少な遺伝性疾患と
後天的な腎疾患に共通な障害機序を PAX2 遺
伝子と言う視点から解明する貴重で希有な
機会を有する状況と考えた．  
 
２．研究の目的 
 PAX2 遺伝子は，胎生期の腎発生に重要な遺
伝子である．腎コロボーマ症候群も腎発生段
階の異常が病態の基本と考えられるが，ヒト
の胎生期の異常を検討する事は通常の手法
では不可能である．本研究は，通常評価不可
能なヒト胎児期の腎発生に関連する疾患の
病態機序解明に，疾患特異的 iPS 細胞を用い
て迫るプロジェクトであった．腎疾患におけ
る疾患特異的 iPS 細胞の研究は，他臓器に比
べて検討が少なく新規性，チャレンジ性の高
い分野であると考えた．  
 同時に，標的となる PAX2 遺伝子は，成体
では一旦発現しなくなる．しかし，その PAX2
遺伝子は，虚血などの腎臓へのストレス後に
尿細管上皮細胞において再活性化し，腎障害
の進展に関与する事を示唆するデータを得
ていた．我々はこれまで，腎障害の進展には，
尿細管上皮細胞が発現するケモカイン・サイ
トカインが重要な役割を果たしている事を
示していた．転写調節因子である Pax2 とこ
れら炎症関連分子との関連を示す報告は現
時点では無いが，これまでの動物実験，細胞
実験などの予備実験から相互に関連してい
る可能性のある機序と考えた．この様な我々

独自の視点に立った斬新なアイディアは，本
疾患特異的iPS細胞の研究を稀少疾患の病態
解明だけでなく，広く腎臓病共通の腎障害進
展･修復機序解明につながる研究へと発展さ
せ，腎臓病共通の障害進展や修復機序の解明
に重要と考えた． 
 本研究結果は，現在治療法の無い稀少な遺
伝性疾患の病態解明および治療を目指すも
のであり，本疾患症例に希望の光を与えるも
のであると考えられた．さらに．本研究で得
られた成果の恩恵は，限られた遺伝背景を持
った症例だけでなく，現在 30 万人を超え，
年間一兆円を超える医療費が必要な末期腎
不全症例やその背景に存在する1千万人を超
える慢性腎臓病症例の腎障害進展機序の解
明や新規治療法開発にも道を開くものであ
ると考えられた．その効果は，各症例に対す
る医学的なものだけでなく，社会的，医療経
済的にも大きな効果を与える事が期待され
た． 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では，我々が診断した PAX2 遺伝子
変異を伴った3例の腎コロボーマ症候群症例
の血球細胞から iPS 細胞を作製して，腎尿細
管 上 皮 細 胞 に 分 化 誘 導 す 計 画 と し た
(Osafune K, Nat Commun. 2013;4:1367)．尿
細管上皮細胞は，急性腎障害後の修復や，慢
性腎障害の間質線維化に重要な細胞である
と共に，創薬における標的でもある．そこで，
本遺伝子変異を伴ったiPS細胞から分化誘導
した尿細管上皮細胞およびその誘導系を用
いて，腎コロボーマ症候群の特異的病態およ
び発症進展機序解明，慢性腎臓病および急性
腎障害での障害進展・修復機構の解明，およ
び創薬スクリーニングに供する事が可能な
評価系を作製する事を計画した．  
 疾患特異的iPS細胞作製と腎系譜細胞への
誘導は次の様な計画を立てた．腎コロボーマ
症候群症例の末梢血細胞を用いてiPS細胞を
樹立する計画とした．iPS 細胞樹立は，これ
までの実績のある京都大学iPS細胞研究所に
て行う事とした．樹立には，患者由来の末梢
血T細胞にエピソーマルベクターを用いて初
期化因子(OCT3/4, SOX2, KLF4, L-MYC, LIN28, 
p53 shRNA の 6因子)を導入し iPS細胞を作製
する計画を立案した．iPS 細胞株の樹立評価
は，導入因子のゲノム integration の確認，
OCT3/4やNANOGなどの未分化マーカーの発現，
胚様体形成法による三胚葉への分化能の評
価，中間中胚葉および尿細管などの腎系譜細
胞への分化誘導効率，核型解析などの各ステ
ップにて行う計画とした．  
 腎コロボーマ症候群は，胎生期に腎低形成
を含めた形成異常を起こす．本症候群では，
腎の形態異常や腎障害の程度が症例毎に異
なる．我々は新規異常も含めた異なる 3例の
PAX2遺伝子変異を伴う症例からiPS細胞を樹
立する計画であった．本研究では，これら疾



患特異的iPS細胞を用いて通常の手法では検
討困難な，本症候群ヒト胎生期における腎障
害機序を，発生過程をシャーレ上で再現する
事により遺伝子変異部位の違いが与える影
響も合わせて検討する計画とした． 
 樹立した腎コロボーマ症候群特異的iPS細
胞およびコントロールの健常日本人由来 iPS
細胞から中間中胚葉および尿細管などの腎
系譜細胞への誘導を行い，3 症例由来および
コントロールのiPS細胞を用いて中間中胚葉
および尿細管などの腎系譜細胞への誘導後
に発現する遺伝子発現変化を検討する計画
とした． 
 PAX2 遺伝子は，成体では一旦発現が消失す
る．しかし，虚血障害などのストレスで発現
が再活性化する事を確認している．そこで，
腎系譜細胞へ分化誘導した腎コロボーマ症
候群特異的 iPS 細胞あるいはコントロール
iPS細胞を種々のストレスに暴露しPAX2遺伝
子の発現増強や発現分子の違いについても
検討する計画とした． 
 さらに，薬剤の薬効評価のスクリーニング
には，上記の実験で同定される PAX2 遺伝子
関連の分子を指標にすれば可能と考えた．こ
の系は直接ヒト細胞を用いた薬剤スクリー
ニング系であることが薬剤開発の面では有
利な点であると思われた．そこで，PAX2 遺伝
子関連分子のヒト細胞を対象とした測定系
を構築し，慢性腎臓病や急性腎障害の治療薬
開発の薬剤スクリーニング系を確立する事
を計画した．  
 
４．研究成果 
 同意の得られた3症例の末梢血から腎コロ
ボーマ症候群特異的 iPS 細胞を樹立した．各
症例毎に確立された iPS 細胞 20 株について
適正株の選別作業を進めた．計画に従い，iPS
細胞株の樹立評価は，導入因子のゲノム
integration の確認，OCT3/4 や NANOG などの
未分化マーカーの発現，胚様体形成法による
三胚葉への分化能の評価，中間中胚葉および
尿細管などの腎系譜細胞への分化誘導効率，
核型解析などを行った．これらの評価法にて
各症例毎に選別された腎コロボーマ症候群
患者由来の至適 iPS 細胞株を確立した． 
 症例毎に選別された腎コロボーマ症候群
患者由来の至適iPS細胞株およびコントロー
ルの健常日本人由来iPS細胞から中間中胚葉
および尿細管などの腎系譜細胞への誘導を
試みた．腎系譜細胞への誘導は研究分担者と
共に，最新の誘導法を導入しながら改訂を繰
り返した．初期の誘導法では，疾患特異的iPS
細胞では、尿細管への誘導効率が低い傾向が
認められた．しかしながら，最新の誘導法で
は，細胞表面マーカーで認められるような誘
導効率の差は､いずれの疾患特異的iPS細胞
でも認めなかった．一方，発現遺伝子に関し
ては､いくつかの因子に関して､コロボーマ
症候群患者由来の至適iPS細胞株およびコン
トロールの健常日本人由来iPS細胞との間に

差を認める分子を確認した．また，発現解析
に関しては､当初の予定にはなかったCAGEシ
ステムによる解析を行う機会を得た．PAX2は
転写因子であり，転写開始点を正確に同定す
るCAGEの解析システムは本研究に最も有用
なシステムであり，今後の発展性も高いと考
え，解析を進めた．これらの解析により，転
写活性が上昇する因子群の候補をピックア
ップすることに成功した．PAX2の遺伝子発現
と呼応して発現増強し，疾患特異iPS細胞で
発現増強の低減が見られる10因子に対する
検討を進めた．これらの因子には，腎発生や
細胞分化に関与している事が報告されてい
る因子も含まれている．また，これまで機能
が解明されていない分子も含まれている． 
 また，発現解析を網羅的に進めるために、
PAX2遺伝子の転写活性に関して、データベー
ス上の検索も進めた．この様な手法において
も､いくつかの標的候補分子が確認された．
網羅的解析結果との照合でより可能性の高
い分子の選択を行う事が可能であった．これ
らの基礎研究を元に､本研究をさらに発展さ
せて，エンハンサー領域解析の可能性につい
ても検討が進んでいる． 
 腎系譜細胞､特に尿細管上皮細胞への分化
に関しては，誘導高率がこの2年間で上昇し
た．また，これらの細胞をflowcytometoryに
て分離することも可能となった．しかし，尿
細管上皮系の細胞を単離・培養するには至っ
ていない．しかし，更なる腎系譜細胞への分
化誘導法の開発が世界的に進められており､
それらの成果が本研究に応用可能となれば，
ヒト尿細管上皮細胞をターゲットした薬剤
スクリーニングシステムか可能となると思
われる．本研究においては､腎系譜細胞に誘
導した細胞塊全体での虚血ストレス実験を
行った．先に記載した検討でピックアップさ
れた分子群を指標にその影響を評価する評
価系は確立できた物と考える．同様の検討は､
継代培養可能なマウス尿細管上皮細胞にお
いても確立した． 
 今回の検討において，病態解明や治療法開
発のための基盤システムを確立すると共に，
プレリミナリーな解析が可能であることを
示した．また，一定レベルまでヒト尿細管上
皮細胞を分化誘導する事が可能であり，薬剤
評価系の基盤を確立することができた．この
様に､本研究課題の目標が達成できた．今後，
これら基盤システムを用いて詳細な機序解
明プロジェクトをさらに展開していく基礎
データを収集する事ができた．． 
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