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研究成果の概要（和文）：糖尿病で生じる腎症において機能不全に陥る細胞の一つとして糸球体内皮細胞が知ら
れているが、糸球体内皮細胞に機能不全が生じる病態については十分に解明されていない。本研究ではヒト多能
性幹細胞から糸球体内皮細胞を作製することを目的としていた。糸球体発現成長因子を従来の内皮細胞誘導方法
に対してDay 7以降の比較的内皮細胞に誘導されている段階で追加すると糸球体内皮細胞の発現マーカー候補で
あるDKK2が上昇することが分かった。複数の因子は相乗効果があることが明らかとなった。さらに誘導した細胞
に関しては、Laminin 512というコーティング剤を用いるとDKK2の誘導効率を上昇させる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to establish differentiation methods from 
pluripotent stem cells to glomerular endothelial cells for developing new therapy against diabetic 
nephropathy. We screened some growth factors existing at glomerulus that increase the expression of 
DKK2, one of the potential markers for glomerular endothelial cells. Some factors induced DKK2 when 
they were added at the late time point of the previous differentiation method (Patsch et al. Nat 
Cell Biol., 2015). Some factors also synergistically induced DKK2. DKK2 expression was more 
upregulated on the laminin 512-coating plate.

研究分野：腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト多能性幹細胞は様々な組織や細胞にも分化することが可能で、無限に増殖することができる。本研究成果を
さらに発展させてヒト腎臓にある糸球体内皮細胞が作製可能となれば、糖尿病性腎症をはじめその他の腎症の病
態解明や薬剤スクリーニングが飛躍的に進むことが期待される。また腎疾患に対する細胞移植療法の材料となる
可能性も将来的には考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症に対する有効な治療法は未だ開発されていない。糖尿病性腎症発症において最も
早期に機能不全に陥る細胞の一つとして糸球体内皮細胞が知られているが糸球体内皮細胞に
機能不全が生じる病態については未だ十分に解明されていない。 
一方で糖尿病性腎症モデル動物を用いた実験には限界がある。マウスやラットは腎症を起こし
にくくまたヒトゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association Study: GWAS）や発現定量
的形質遺伝子座（Expression quantitative trait loci: eQTL）などのヒト遺伝子解析の結果
を用いた実験モデルを構築してもヒトと実験動物の遺伝子の違いからうまくゆかない。 
ヒト胚性幹細胞（Embryonic Stem Cell: ES 細胞）や人工多能性幹細胞（induced Pluripotent 
Stem Cell: iPS 細胞）から糸球体内皮細胞を作製できれば、上記問題を解決することが可能
であるが、内皮細胞は各臓器でその機能に合わせて形状が異なることが知られていることから
糸球体特異的な内皮細胞の分化誘導法を開発する必要があった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では ES 細胞や iPS 細胞などのヒト多能性幹細胞からヒト糸球体内皮細胞を作
製し、糖尿病性腎症のにおける糸球体内皮障害の解明と治療開発を促進することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

ES細胞や iPS細胞から糸球体内皮細胞を分化誘導する方法を確立するために、下記の二つの
アプローチで研究を行った。 
（1）内皮細胞は生体内
で均一ではなく各臓器
において特徴的な機能
や形態を有するが、 
現在までにヒト多能性
幹細胞から“糸球体”内
皮細胞を誘導すること
には誰も成功していな
い。しかし Harvard大
学のCowan labではヒ
ト多能性幹細胞から高
効率に内皮細胞を分化
誘導することに成功していた（Patsch et al. Nat Cell Biol., 2015、図 1）。この方法にさらに因
子 X を探索し、加えることで糸球体内皮細胞の作製を目指した。因子 X はデータベースから
糸球体に存在し、かつパラクライン作用を有することが予想される成長因子を抽出して、網羅
的に探索を行うこととした。 
（2）マウスの糸球体内皮細胞のマーカー群を示した既報（Nolan D.J. Dev Cell, 2013）を元
に申請者がさらなる検討を行った結果、これまでに糸球体内皮細胞のマーカーとして DKK2
（Dickkopf-related protein 2; Wnt/βcateninシグナルの調節に関与する蛋白質）が有効であ
る可能性に着目していた。そこで、DKK2-GFPレポーターES細胞株を作製し、DKK2が誘導
された時にGFP発現が強くなる細胞を樹立した。レポーター細胞株を用いて、因子 XのDKK2
発現増強作用をの検討や DKK2陽性細胞の単離を行うこととした。 
 
４．研究成果 
Harvard Stem Cell Institute
の Cowan lab とも情報交換を行
い、中胚葉細胞から内皮細胞に
分化誘導する途中のどのタイミ
ング（分化誘導日数）でどれく
らいの濃度の糸球体発現成長因
子を追加すればよいかの条件設
定を検討した。Day 5 などの早
いタイミングでは遺伝子レベル
で見ても DKK2 の発現はあまり
上昇せず、因子追加のタイミン
グは Day 5 などの早いタイミン
グでは遺伝子レベルで見ても
DKK2 の発現はあまり上昇せず、
因子追加のタイミングは内皮細

ヒト多能性幹細胞 中胚葉細胞 内皮細胞

0日目 1日目
CHIR
BMP4

4日目
VEGF-A
Forskolin

6日目
VEGF-A

図1  内皮細胞への誘導方法に因子を加えて糸球体内皮細胞への分化を目指す
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図3 7つの因子の組み合わせによるDKK2遺伝子の発現変化
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胞への分化系の中で Day 7 以降、2回目の継代前など比較的遅いタイミングがやはり良いと考
えられた。濃度は少なくとも予想される範囲で 4通り以上の濃度を検討した。 
また複数の因子を合わせることでDKK2発現効率の上昇が認められるかどうかの検討も行った。
その結果、候補因子のうち二つの候補因子は相乗効果があることが明らかとなった（図２）。 
さらに誘導した細胞に関しては、コーティング剤の検討も行い、Laminin 512 を使用した培養
が DKK2 の誘導効率を上昇させる可能性が考えられた。誘導した細胞の評価は形態的な評価を
まず行ったが、肉眼的には明らかな違いは認められず、さらなる電顕での評価やストレス負荷
での細胞の性質を検討する実験については、実験準備は行ったものの、コロナウイルスの感染
拡大による研究活動制限の影響もあり十分な違いを見出すまでは実験を進めることができな
かった。今回の知見を元にさらに糸球体内皮細胞の誘導方法確立を目指して研究を発展させる
予定である。 
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