
京都大学・iPS細胞研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的研究（萌芽）

2019～2018

ヒトiPS細胞からの腎および肝EPO産生細胞の分化誘導とその性状比較解析

Generation of renal and hepatic EPO-producing cells from human iPSCs and their 
comparative characterization

８０５０２９４７研究者番号：

長船　健二（Osafune, Kenji）

研究期間：

１８Ｋ１９５４２

年 月 日現在  ２   ６ １０

円     4,800,000

研究成果の概要（和文）：骨髄における赤血球産生を促すホルモンであるエリスロポエチン（EPO）は、胎生期
には肝臓、成体では主に腎臓で産生される。本研究では、ヒトiPS細胞からEPOを産生する腎細胞の作製を目的と
した。そして、申請者らが既に確立している方法でヒトiPS細胞から分化誘導される2種類の腎臓のもとになる前
駆細胞であるネフロン前駆細胞と尿管芽を組み合わせて作製した腎組織内でEPO産生細胞の形成を確認した。今
後、その腎EPO産生細胞を腎組織から単離する方法を開発し、申請者らが既に確立している方法でヒトiPS細胞か
ら作製される肝EPO産生細胞との性状の比較解析を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin (EPO) is a crucial hormone for erythropoiesis produced by 
adult kidneys and fetal liver. In this study, we aimed to generate renal EPO-producing cells from 
human iPS cells (hiPSCs). We confirmed the generation of EPO-producing cells in the kidney tissues 
formed from two kidney progenitors, nephron progenitor and ureteric bud cells, which were 
differentiated from hiPSCs by our previously-reported differentiation methods (Tsujimoto H. et al., 
2020). We are currently developing the method to isolate the hiPSC-derived renal EPO-producing cells
 from the kidney tissues and will perform the comparative characterization of the hiPSC-derived 
renal EPO-producing cells with the hiPSC-derived hepatic EPO-producing cells generated by our 
previously-reported differentiation method (Hitomi H. et al., 2017).

研究分野：再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国において末期慢性腎不全にて透析療法を受けている患者数は約34万人、透析医療費も高額となり、腎疾患
は医学的および医療経済的にも大きな問題を生じている。腎不全の主要な合併症である腎性貧血に対して遺伝子
組換えヒトエリスロポエチン (EPO) 製剤が使用されており、顕著な治療効果をあげている。しかし、貧血の生
理的なコントロールは依然として困難であり、腎性貧血に対する治療の改善が必要とされている。本研究では、
ヒトiPS細胞から成体腎臓内に存在するEPO産生細胞の作製を行った。今後、本研究の成果が腎性貧血の問題の解
決に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病 (chronic kidney disease; CKD) の患者数は増加を続け、本邦で1,300万人以上、
世界全体では実に 8億 5,000 万人と推計されている。CKD に対する有効な治療法がほとんどない
ため、その進行によって末期慢性腎不全に至り、透析療法を受けている患者数は本邦において約
34 万人、透析療法にかかる医療費は年間 1兆 5,000 億円を超え本邦の医療費の約 5%を占めるに
至り、腎疾患は医学的のみならず医療経済的にも大きな問題を引き起こしている。CKD に合併す
る腎性貧血に対して遺伝子組換えヒトエリスロポエチン (EPO) 製剤が日常臨床で使用されてお
り、貧血の改善をはじめとして顕著な治療効果を挙げている。しかし、貧血の生理的なコントロ
ールは依然として困難であると同時に、EPO 製剤のコストは全透析医療費の約 10%を占め、透析
医療費の高騰に拍車をかけており、腎性貧血に対する治療の改善が必要とされている。 
 申請者らは、EPO が成体では主に腎臓であるが、胎生期には肝臓で産生されることに着目し、
腎臓より分化誘導研究が進んでいるヒト iPS 細胞（人工多能性幹細胞; induced pluripotent 
stem cell）から肝臓系譜への分化誘導法を改変することにより、ヒト iPS 細胞から肝 EPO 産生
細胞を高効率に分化誘導および拡大培養することに成功した。さらに、それらの肝 EPO 産生細胞
が EPO の生理的発現刺激である低酸素や低酸素誘導因子（hypoxia inducible factor; HIF）安
定化剤である PHD（prolyl hydroxylase domain-containing protein）阻害剤に反応するため基
礎および創薬研究のツールとして使用可能であること、またヒト iPS 細胞由来肝 EPO 産生細胞
を腎性貧血モデルマウスに移植することで 7 か月間の長期にわたり、貧血を生理的に治療する
再生医療の可能性を示した(Hitomi H. et al., Science Translational Medicine 2017; 特願
2014-509231(第 6112733 号); 米国 14/390853(9334475))。 
しかし、成体内の主要な EPO 産生部位は腎臓であると考えられており、胎児肝の EPO 産生細胞
と成体腎の EPO 産生細胞の生物学的機能の類似性や差異、基礎研究および臨床応用における有
用性は不明である。そこで、本研究では、未確立のヒト iPS 細胞から腎 EPO 産生細胞への分化誘
導法を開発し、申請者らが既に確立している方法でヒト iPS 細胞から作製される肝 EPO 産生細
胞との詳細な性状の比較解析を行い、上述の疑問に答える。 
 申請者らは、既にヒト iPS 細胞から成体腎の糸球体や尿細管を派生させる胎児期の腎前駆細
胞の 1 つであるネフロン前駆細胞を高効率に作製する独自の分化誘導法を確立しており、その
ネフロン前駆細胞から糸球体と尿細管を含む腎組織の作製にも成功している（Tsujimoto H. et 
al., Cell Reports 2020; PCT/JP2018/019886, WO 2018/216743）。さらに、その分化誘導法を
改良することによって、ネフロン前駆細胞と同じ発生学的起源を有し、腎 EPO 産生細胞を派生さ
せるとの報告がある腎間質前駆細胞の作製にも一部成功している(未発表)。これらの研究成果
をもとに、本研究においてヒト iPS 細胞から腎 EPO 産生細胞を作製する。その後、ヒト iPS 細胞
由来の腎および肝 EPO 産生細胞のシングルセル RNA シーケンシングによる遺伝子発現比較解析
や EPO 産生細胞の制御機構や造血誘導能の比較評価を実施する。 
 申請者は、医学部卒業後 4年間腎臓内科医・透析医としての内科診療に従事した後、大学院に
入学後より今日に至る 20年以上にわたり、一貫して発生生物学に基づいたヒト ES 細胞（胚性幹
細胞; embryonic stem cell）とヒト iPS 細胞からの臓器再生を研究している。腎臓に加え、膵
臓と肝臓細胞の分化誘導に関する十分な経験と実績も積んでおり、必要な技術を有する連携研
究者の協力のもと、本計画を遂行する十分な下地が整っていると考える。 
 
２．研究の目的 
CKD に合併する腎性貧血に対して、遺伝子組換えヒト EPO 製剤が使用されており、貧血の改善
をはじめとして顕著な治療効果をあげている。しかし、貧血の生理的なコントロールは依然とし
て困難であると同時に、EPO 製剤投与のコストは全透析医療費の約 10%を占め、透析医療費の高
騰に拍車をかけているため、腎性貧血の治療の改善が必要とされている。 
一方近年、無限の増殖能と全身のほぼすべての細胞種への分化能を有するヒト iPS 細胞を特
定細胞種へ分化誘導する方法を開発し、その細胞種の移植による再生医療や治療薬の開発研究
が盛んに行われている。申請者らは、既にヒト iPS 細胞から肝臓系譜への分化誘導法を改変する
ことによって、胎児肝臓内に存在する EPO 産生細胞の分化誘導法を確立した(Hitomi H. et al., 
2017)。このヒト iPS 細胞由来肝 EPO 産生細胞は、アデニン投与による腎性貧血モデルマウスに
移植を行うと 7 か月間にわたり貧血に対する治療効果を示し、また EPO 発現を制御する HIF 安
定化剤であり新規腎性貧血治療薬として開発中の FG4592 などの PHD 阻害剤にも反応して EPO 分
泌を促進させる。しかし、成体内での主な EPO 産生部位は腎臓であり、胎児肝と成体腎の EPO 産
生細胞の類似性と差異は不明のままである。 
以上より、本研究では未確立であるヒト iPS 細胞から成体腎間質に存在する EPO 産生細胞へ
の分化誘導法を開発し、申請者らが既に確立しているヒト iPS 細胞由来肝 EPO 産生細胞との遺
伝子発現や薬剤の反応性を含めた性状比較解析を行い、基礎研究および臨床面での有用性や両
細胞の生物学的な意義を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) EPO に対するレポーターヒト iPS 細胞株の樹立 
 CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集技術を用いて、EPO 遺伝子座に緑色蛍光蛋白質(green 
fluorescent protein; GFP)遺伝子を相同組み換えにて導入したヒト iPS 細胞株を樹立する。そ



して、フローサイトメトリーを用いて GFP 陽性の EPO 産生細胞のみを単離する方法を開発する。
申請者らは、既にレポーターヒト iPS 細胞樹立のためのターゲッティングベクターの作製を完
了しており、gRNA 設計や遺伝子導入法の条件を確立して、EPO に対するレポーターヒト iPS 細胞
株を樹立する。樹立およびストックされた候補株は、前述の申請者らの肝 EPO 産生細胞への分化
誘導法を用いて EPO 産生細胞に分化誘導し、GFP レポーターと EPO の発現が連動しているか否か
を確認する。選択された最適 iPS 細胞株は核型異常がないことを確認する。 
 
(2) 腎 EPO 産生細胞の分化誘導 
腎臓発生の知見によると腎 EPO 産生細胞は、胎児期の腎前駆細胞の 1 つである間質前駆細胞
から派生することが知られている。また、申請者らは、ヒト iPS 細胞から糸球体や尿細管を派生
させる別の胎児期の腎前駆細胞であるネフロン前駆細胞への二次元培養による高効率分化誘導
法を開発している(Tsujimoto H. et al., 2020)。間質前駆細胞とネフロン前駆細胞は同じ起源
となる後方中間中胚葉細胞から派生することが報告されており（Taguchi A. et al., Cell Stem 
Cell 2014）、申請者らは、既に上述のネフロン前駆細胞の分化誘導法を改変することにより、
FOXD1 陽性間質前駆細胞の作製に一部成功している(未発表)。本研究では、その方法をさらに改
良させてヒト iPS 細胞から間質前駆細胞を経た腎 EPO 産生細胞への高効率分化誘導法を開発す
る。 
 
(3) 腎 EPO 産生細胞と肝 EPO 産生細胞の性状比較解析 
EPO-GFP レポーターヒト iPS 細胞株から申請者らが既に確立している分化誘導法と(2)で開発
する方法を用いて、肝および腎 EPO 産生細胞を分化誘導の後に、フローサイトメトリーによる単
離を行い、シングルセル RNA シーケンシングによる遺伝子発現比較解析を行う。また、申請者ら
が既に確立しているアッセイを用いて、HIF, PHD サブタイプの発現レベル、低酸素や PHD 阻害
剤への反応性、in vitro のヒト臍帯血由来 CD34 陽性造血前駆細胞に対する赤血球系誘導能、腎
性貧血モデルマウスへの移植による治療効果などを比較解析する。 
 
４．研究成果 
(1) EPO に対するレポーターヒト iPS 細胞株の樹立 
CRISPR/Cas9 システムを用いて EPO 遺伝子座に GFP 遺伝子を相同組み換えにて導入したヒト
iPS 細胞株の樹立を目指した。本研究開始時に作製を完了していたターゲッティングベクターに
問題が判明し、再度ターゲッティングベクターの作り直しを行い完成させた。また、複数の候補
gRNA を設計の上検討し、相同組換えを起こすための遺伝子導入の条件も確立した。健常者由来
iPS 細胞株である 585A1 細胞（Okita K. et al., Stem Cells 2013）にエレクトロポーレーショ
ン法にて遺伝子導入を行い、EPO-GFP レポーターヒト iPS 細胞株の複数の候補株を得た。現在、
それらの iPS 細胞株から肝 EPO 産生細胞への分化誘導を行っており、分化能とレポーター遺伝
子の発現をもとに最適株の選択を行っている。 
 
(2) 腎 EPO 産生細胞の分化誘導 
ヒト iPS 細胞から腎 EPO 産生細胞の分化誘導に関しては、研究期間内に上述のネフロン前駆
細胞への分化誘導法を改良することで、ヒト iPS 細胞から間質前駆細胞を経た腎 EPO 産生細胞
への選択的分化誘導法確立までは至らなかった。しかし、申請者らの独自の方法にてヒト iPS 細
胞から分化誘導される 2 種の胎児期の腎前駆細胞であるネフロン前駆細胞と尿管芽細胞を組み
合わせて培養することで、糸球体、尿細管、集合管が連結した腎組織を作製する方法を開発した
(Tsujimoto H. et al., 2020)。そして、そのヒト腎組織作製法を改変することで、腎組織内に
EPO を発現する細胞が形成されていることを確認した。現在、上述の腎組織の作製法に間質前駆
細胞を組み込むことを検討し、腎組織に含まれる間質前駆細胞の割合を増やすことで、より高効
率に腎 EPO 産生細胞を分化誘導する条件を検討している。 
 
(3) 腎 EPO 産生細胞と肝 EPO 産生細胞の比較解析 
肝 EPO 産生細胞のシングルセル RNA シーケンシングによる遺伝子発現解析を実施した。そし
て、細胞表面抗原に対するモノクローナル抗体とフローサイトメトリーを用いた肝 EPO 産生細
胞の単離法開発を行った(Nishimoto S. et al., FEBS Open Bio 2020)。また、肝 EPO 産生細胞
における EPO 産生を促進する因子とシグナル経路を同定し、その機序解明を行った(Katagiri N. 
et al., 投稿準備中)。今後、EPO-GFP レポーターヒト iPS 細胞株の樹立後に、申請者らが既に
確立しているヒト iPS 細胞から肝 EPO 産生細胞への分化誘導法と本研究で確立する腎 EPO 産生
細胞への分化誘導法を EPO-GFP レポーターヒト iPS 細胞株に適用することによって、肝および
腎 EPO 産生細胞を分化誘導する。そして、フローサイトメトリーによる単離を行い、シングルセ
ル RNA シーケンシングによる遺伝子発現の比較解析を行う。また、申請者らが既に確立している
アッセイを用いて、HIF, PHD サブタイプの発現レベル、低酸素や PHD 阻害剤への反応性、in vitro
のヒト臍帯血由来 CD34 陽性造血前駆細胞に対する赤血球系誘導能、腎性貧血モデルマウスへの
移植による細胞療法の治療効果などを比較解析する予定である。 
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