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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒトiPS細胞由来ネフロン前駆細胞(hiPSC-NPCs)の高効率な拡大培
養法を開発することで、腎疾患に対するhiPSC-NPCsを用いた細胞療法を実現することである。研究代表者は、
hiPSC-NPCsを100倍以上に拡大培養する方法を開発し、さらに、hiPSC-NPCsの拡大培養効率を約20～30％上昇さ
せる低分子化合物を複数同定した。また、NPCに特異的な細胞表面抗原マーカーを同定した。研究代表者は、拡
大培養したhiPSC-NPCsの細胞移植によって、急性腎障害モデルマウスの腎障害を治療し、さらに、慢性腎障害モ
デルマウスの腎障害を改善し、腎臓線維化、腎臓老化を抑制した。

研究成果の概要（英文）：The purpose is to realize cell therapies using human iPS cell-derived 
nephron progenitor cells (hiPSC-NPCs) for kidney diseases by developing efficient expansion culture 
methods for hiPSC-NPCs. We have developed expansion culture methods for hiPSC-NPCs more than 
100-times and identified multiple low weight molecular compounds that increase hiPSC-NPCs by about 
20-30%. Furthermore, we have identified the specific surface marker for nephron progenitor cells 
(NPCs) and succeeded in purifying the NPC fractions from multiple human iPS cell lines. We have 
improved renal function in a mouse model of acute kidney injury using expanded hiPSC-NPCs. In 
addition, we have improved renal function and suppressed the progression of renal fibrosis and aging
 in a mouse model of chronic kidney disease.

研究分野：腎臓再生学

キーワード： ネフロン前駆細胞　拡大培養　慢性腎臓病　急性腎障害　低分子化合物　腎臓老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎障害に対して有効な薬剤の開発は十分ではなく、慢性腎臓病患者および透析患者数は増加の一途をたどってい
るため、新たな治療法の開発が急務である。一方、腎疾患に対するヒトiPS細胞由来ネフロン前駆細胞
(hiPSC-NPCs)の細胞療法の臨床応用に向けて、高効率かつ安価なhiPSC-NPCsの拡大培養方法の開発が課題であっ
た。本研究において、hiPSC-NPCsの拡大培養法を開発し、急性腎障害の腎機能の改善および慢性腎臓病における
腎機能の改善、腎臓の線維化および老化の進行を抑制することに成功した。これらの成果は、hiPSC-NPCsを用い
た新規治療法の臨床応用の実現に向けて大きく貢献すると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、慢性腎臓病（CKD; chronic kidney disease）の原因の一つとして、腎臓の老化が注目さ
れており（Raymond NT., 2007; Coresh J., 2007)、腎臓老化の抑制が次世代の CKDの治療ター
ゲットとして認識されつつある。一方、 iPS 細胞からネフロン前駆細胞（NPCs; nephron 
progenitor cells）を作製する試みが精力的になされており（Taguchi A., 2014; Takasato M., 2015; 
Morizane R., 2015; Toyohara T., 2015）、申請者らを含めた 3グループが、ヒト中絶胎児腎由来
NPCs 及びヒト iPS細胞由来 NPCs（hiPSC-NPCs; human iPS cell-derived NPCs）の移植治療
がマウスの急性腎障害（AKI; acute kidney injury）を改善することを報告している（Toyohara T., 
2015; Imberti B., 2015; Araoka T., Cell Stem Cell, 2016）。しかし、CKDに対する報告は未だな
い。現在のところ、CKD に対する細胞移植療法の先行研究として、間葉系幹細胞（MSCs; 
mesenchymal stem cells）を用いた報告（Peired AJ., 2016）があるが、MSCsが腎臓組織以外
へ分化した報告（Kunter U., 2007）や、MSCs に発現する Gli1 の間質線維化への関与の報告
（Kramann R., 2015）、さらには、MSCsが子宮頸がんの悪性化（Chen YC., 2019）や、乳癌の
転移を促進する可能性（Rosario CO., 2020）が報告されており、腎臓組織に特異的に分化し、
線維化や癌化の報告のない hiPSC-NPCs を用いた腎疾患に対する細胞療法の確立に期待が寄せ
られている。しかしながら、hiPSC-NPCsを用いる際の問題点として、NPCsの分化誘導に必要
な試薬類のコストが高いことや、ヒト ES細胞株を用いた分化誘導研究においてすでに報告され
ているように（Osafune K., 2008）、iPS細胞株の違いによる NPCsへの誘導効率の差も報告さ
れている。そのため、低い誘導効率で得られた hiPSC-NPCs を拡大培養によって大量に安定的
に供給しようとする試みがなされている（Brown AC., 2015; Tanigawa S., 2015; Araoka T., Cell 
Stem Cell, 2016）が、未だ確立されていない。したがって、hiPSC-NPCsの純化方法および拡大
培養方法を確立し、低コストで同じ品質の細胞を大量に供給するシステムを構築し、CKD およ
び腎臓老化に対する新たな細胞移植療法の基盤を確立することが必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、hiPSC-NPCsのCKDおよび腎臓老化に対する治療効果を明らかにし、さらに、
hiPSC-NPCsの拡大培養を可能にする培養条件を確立するとともに、hiPSC-NPCの純化方法お
よび細胞増殖を促進する新たな低分子化合物を同定することである。 
 
３．研究の方法 
(1)hiPSC-NPCsの拡大維持培養を可能にする培養条件の確立 
ヒト中絶胎児腎由来 NPCsを拡大維持培養する培養条件（hNPSR培地）（Araoka T., Cell Stem 
Cell, 2016）はすでに確立しているが、ヒト中絶胎児腎由来 NPCs と違い、hiPSC-NPCs の
heterogeneityが高いため、1継代までしか培養を維持できなかった。そこで、研究代表者らが開
発した hiPSC-NPCsの新規分化誘導方法（Tsujimoto H., 2020）を用いて、NPCマーカーOSR1
および SIX2 のレポーターヒト iPS 細胞を hiPSC-NPCs に分化誘導後、複数の低分子化合物お
よび成長因子の組み合わせによって培養を行い、OSR1および SIX2の発現を指標に、拡大培養
を可能にする培養条件をスクリーニングした。次に、拡大培養した hiPSC-NPCs の細胞移植療
法による治療効果の確認のために、シスプラチン誘発性 AKI モデルマウスの腎被膜下に細胞移
植を行い、腎機能（血清クレアチニン、尿素窒素）および腎臓組織の病理学的所見（HE 染色、
PAS染色）の変化を評価した。 
 
(2)hiPSC-NPCsの細胞増殖を促進する低分子化合物の同定 
従来の誘導法（Araoka T., 2014, Toyohara T., 2015）を用いて誘導した hiPSC-NPCsの分化誘導
効率を増加させる低分子化合物（シグナル経路不明）の構造解析を行った。次に、構造解析から
得られたシグナル経路に対する低分子化合物を、新規誘導法で誘導した hiPSC-NPCsに添加し、
hiPSC-NPCsへの分化誘導効率の変化を確認した。また、上述の拡大維持培養法に、同定した低
分子化合物を添加し、細胞増殖効果について評価した。 
 
(3)hiPSC-NPCsに特異的な細胞表面マーカータンパクの同定 
新規誘導法で作製した hiPSC-NPCsに特異的な細胞表面マーカーを、RNAシークエンスのデー
タセット（Tsujimoto H., 2020）から複数抽出し、それぞれに対して特異的な抗体による hiPSC-
NPCsの純化を、フローサイトメトリーを用いて行った。次に、同定した細胞表面マーカーを用
いて純化した hiPS-NPCs の腎オルガノイドへの分化誘導能を評価した。さらに、純化した
hiPSC-NPCsの腎疾患に対する治療効果を評価するために、上述の培養条件で拡大培養後に、シ
スプラチン誘発性 AKIモデルマウスの腎被膜下に細胞移植を行い、腎機能（血清クレアチニン、
尿素窒素）および腎臓組織の病理学的所見（HE染色、PAS染色）の変化を評価した。 
 
(4)hiPSC-NPCsの CKDおよび腎臓老化に対する治療効果の検証 
新規誘導法で作製した hiPSC-NPCs をアリストロキア酸誘発性 CKD モデルマウスの腎被膜下
に細胞移植し、腎機能（血清クレアチニン、尿素窒素）および腎臓組織の線維化（Masson-
Trichrome 染色、α-SMA 染色）および老化マーカー遺伝子の発現(p16, p21, PAI-1, IL-6, Atf3, 
MMP13など）の変化を評価した。 



 
 
４．研究成果 
(1)hiPSC-NPCsの拡大維持培養を可能にする培養条件の確立 
hNPSR培地では、1継代しか NPCマーカーSIX2の発現を維持できなかったが、新たに同定し
た CFY 培地（CHIR99021、 FGF9、Y-27632）によって、2 継代後も NPC マーカータンパク
（OSR1, SIX2）（図 1）および NPCマーカー遺伝子の発現が維持されており（図 2）、腎オルガ
ノイドへの分化能も保持されることが明らかとなった。また、継代毎に約 10倍の細胞増殖効果
が得られ（図 3）、拡大培養した hiPSC-NPCsをシスプラチン誘発性 AKIモデルマウスの腎被膜
下に細胞移植することで、腎機能および腎臓組織の病理学的変化が有意に改善することが明ら
かとなった（図 4）。本研究によって、拡大培養により安価に大量に作製した hiPSC-NPCs は、
継代前の hiPSC-NPCs の有する治療効果および腎オルガノイドへの分化能を保持できることが
明らかとなった。これらの成果は、hiPSC-NPCsを用いた腎疾患に対する細胞療法の臨床応用の
実現に向けて大きく貢献するものである。また、大量の腎オルガノイドの作製が可能となること
から、培養皿上で、ヒトの腎臓組織を用いた、治療薬スクリーニングおよび薬物毒性試験が可能
となるため、新規治療薬の開発を促進する効果も期待できる。 
 
 
(2)hiPSC-NPCsの細胞増殖を促進する低分子化合物の同定 
hiPSC-NPCsの細胞増殖率を約 20～30%増加させる低分子化合物（TBK1阻害剤、JAK2阻害剤、
STAT6阻害剤）を同定した（図 5）。しかしながら、同定した低分子化合物に、hiPSC-NPCsの
分化誘導効率の上昇効果を認めなかった。低分子化合物が、成長因子に比べて安価で活性が安定
していることから、これらの成果は、拡大培養法した hiPSC-NPCs の供給をより容易にする画
期的な発見であると考えられる。 
 
(3)hiPSC-NPCsに特異的な細胞表面マーカータンパクの同定 
hiPSC-NPCs に特異的な細胞表面マーカータンパクとして、c-MET (HGFR)を同定した。次に、
フローサイトメトリーを用いて、c-MET に対する特異的な抗体によって、hiPSC-NPCs を純化
する方法を確立した（図 6）。また、c-METで純化した hiPSC-NPCsを拡大培養後に、シスプラ
チン誘発性 AKI モデルマウスの腎被膜下に細胞移植したところ、腎機能および腎臓組織の病理
学的変化が改善することが明らかとなった（図 7）。hiPSC-NPCs の分化誘導効率は、ヒト iPS
細胞の株間で大きく異なることが知られている。本成果で得られた、hiPSC-NPCsの純化方法を
用いることで、ヒト iPS細胞の株間の hiPSC-NPCs への分化誘導効率の違いによる治療効果の
差をなくし、治療効果が安定した hiPSC-NPCsの供給が可能になる。 
 
(4)hiPSC-NPCsの CKDおよび腎臓老化に対する治療効果の検証 
hiPSC-NPCsの細胞移植によって、アリストロキア酸誘発性 CKDモデルマウスの腎機能の悪化
および腎臓組織の線維化が抑制された（図 8）。また、老化マーカー遺伝子の発現も hiPSC-NPCs
の細胞移植によって有意に抑制された（図 9）。hiPSC-NPCsによる CKDに対する治療効果およ
び腎臓老化の抑制効果は世界初の成果である。また、腎臓に分化することを運命づけられた
hiPSC-NPCs を安価に大量に作製する技術は、MSCs を腎疾患に対して使用する際の問題点を
克服しうるものであり、これらの成果によって、全く新しい腎疾患に対する治療法の開発が加速
すると考えられる。 
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