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研究成果の概要（和文）： 培養ヒト ES 細胞（KhES-1,2,3）において、5-Aza-2’-deoxycytidine 

(5-Aza)は WT-1 蛋白を誘導し、腎臓構成細胞への分化誘導剤として、最も有望であることが明

らかとなった。5-Aza 処理をした KhES-1,2,3 を SCID マウス腎臓皮膜下へ移植し、6-24 週間後、

sacrifice し、形成された組織の染色を行った結果、コントロールに比較して、5-Aza 処理によ

り、尿細管細胞マーカー陽性細胞が有為に増加することが明らかとなった。一方、ポドサイト

マーカー、内皮細胞マーカーには有為差はなく、5-Aza には、ヒト ES 細胞を尿細管細胞系統へ

分化誘導促進作用を持つことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza) effecectively induced WT-1 in 
human embryonic stem cells, KhES-1, 2 and 3.  Next we transplanted 5-Aza treated KhES-1, 
2 and 3 into the kidney capsule of SCID mice.  After 6-24 weeks, we found generation of 
kidney tubular cells, but not endothelial cells and podocytes.  Our results demonstrated 
that 5-Aza promotes differentiation of human ES cells to kidney cells, especially tubular 
cells.   
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１．研究開始当初の背景 
Dekel らは腎移植のドナー不足の解決策を探
るべく、異種移植の可能性を検討し、ヒト胎
児およびブタ胎児腎臓をマウスへ移植して
機能するか検討した。驚くべきことに、移植
された胎児腎臓は細かく裁断しても移植さ
れたマウス腎臓皮膜下で腎臓へと分化し、尿
を産生した。しかも胎児腎臓組織は成体の腎
臓と異なり、免疫寛容状態にあることから、
拒絶を受けることがない事を示し、ブタ胎児
腎臓が腎移植に代わりうる可能性を示唆し

ている。Hammermann らは、マウスやラットの
胎児腎臓（後腎）を成体の大網へ移植し、移
植された後腎が移植後、ホストの血管と繋が
ることにより機能し、尿を産生すると報告し
ている。これらの報告がもしヒトでも再現で
きるのであれば、胎児腎臓さえ得られれば、
全く新しい細胞移植や後腎移植による腎臓
再生療法の開発が理論上可能となるが、胎児
腎臓を治療に用いることは倫理上不可能で
あり、仮に倫理上の問題が解決できても、24
万人の透析患者に応用するには数量的にも



非現実的である。そこで最も期待されるのが
ヒト ES 細胞の応用である。ヒト ES 細胞は無
限の増殖能力を持ち、あらゆる細胞への分化
が可能である。Dekel らの報告に従えば、完
全な腎臓まで分化誘導する必要はなく、７週
程度の後腎あるいはその構成細胞でも移植
により、移植後成体内で分化が進行すると思
われ、研究目標として現実的な目標と成りう
る。しかも、申請者らは体性幹細胞や分化し
た尿細管細胞において、epigenetic 制御薬が
細胞の機能制御に非常に有効でありことを
見いだしており、ヒト ES 細胞へ応用する基
礎データも備わっている。 
 
２．研究の目的 
３年間の研究期間内に、ヒト ES 細胞から７
週程度の胎児腎臓あるいは腎臓前駆細胞へ
の分化誘導条件を設定し、その分化誘導条件
が in vivo で機能するか検証することが本研
究の主目的である。さらに、分化誘導された
細胞を腎不全マウスに移植し、ヒト ES 細胞
から分化誘導された細胞による細胞移植に
より、全く新しい腎不全治療法の開発が可能
か検討する。 
 
３．研究の方法 
平成 21 年度 
I:  遺伝子発現レベルでのヒト ES 細胞から
腎臓前駆細胞への分化誘導条件を検討する。 
 
ヒト ES 細胞は京都大学再生医科学研究所か
ら分与された KhES-1、KhES-2、KhES-3 を用
い、維持培養には京大からプロトコール
（version 1.1/2006.05.15）に従う。培地と
して、DMEM/F12 (500ml)に non-essential 
amino acid (5ml), 200mM L-glutamin 
(6.25ml), KSR (125ml), 2-mercaptoethanol 
(5ml)を加え、使用直前に human bFGF が最終
濃度 5ng/ml となるように添加したものを用
いる。CO2インキュベータの濃度は 2-3%とし、
培地 pH が酸性に傾きやすいのに対処する。
Feeder から剥がしたり、経代培養の際には、
2.5% Trypsin (10ml), 10mg/ml Collagenase 
IV (10ml), KSR (final 20%) (20ml), 100mM 
CaCl2 (1ml)を PBS 59ml に添加したものを解
離液として用いる。 
 
Feeder 細胞から剥がしたヒト ES 細胞を、２
次元培養のみならず、いわゆる embryobody
形成に用いられる浮遊培養、合成ハイドロゲ
ル（メビオールジェル：メビオール社）、コ
ラーゲンゲル（Cell Gen: KOKEN）等の３次
元培養素材を用いて培養し、これに
epigenetics 制御薬である HDAC 阻害薬（TSA, 
SAHA, バルプロ酸）や脱メチル化剤
（5-azacytidine）を添加することによる遺
伝子発現変化を検討する。２次培養にはゼラ

チンコートした培養皿を用い、基礎培地とし
て、DMEM/F12+10% FCS を使用する。申請者は
これまで合成ハイドロゲル（メビオールジェ
ル：メビオール社）、コラーゲンゲル（Cell 
Gen: KOKEN）を用いて、ヒト間葉系幹細胞お
よび腎臓 SP 細胞の培養による研究を行って
おり（Biochem. Biophys. Res. Commun. 
317;1103-1107, 2004；Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 328;288-291, 2005）、その使用法に
習熟しており、研究に技術的支障はない。申
請者はEpigeteic制御薬であるTricostatinA 
(TSA)を用い、腎臓組織幹細胞の活性化によ
る慢性腎不全モデルにおける腎機能改善
（Stem Cells. 2007;25:2469-75）やヒト培
養尿細管細胞の繊維化抑制作用（J Am Soc 
Nephrol. 2007, 18(1):58-65）を報告してお
り、まず TSA の作用を検討する。TSA は HDAC
阻害薬としては short-chain fatty acids に
分類されるが、TSA で十分な分化誘導が得ら
れない場合、同種に分類されるバルプロ酸や
hydroxamic acid に分類される
suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)の
効果を検討し、脱メチル化剤である
5-Azacytidine, 5-Aza-2’-deoxycytidine, 
Procainamide 等を併用する。さらに、アニマ
ルキャップで前腎への分化誘導の報告のあ
るアクチビン、レチノイン酸を既報に従い添
加し、同様の検討を行う。 
 
平成 22 年度 
 
II:  ヒトES細胞から腎臓前駆細胞への分化
効率の in vivo での評価 
I で設定した遺伝子発現レベルでの条件設定
が in vivo で反映されるか、奇形種を形成さ
せ、組織染色での確認を行う。皮下への移植
は腎皮膜への移植に比して簡便かつ複数の
移植が同時に可能であり、腎皮膜移植や３次
元培養前の条件スクリーニング目的で行う。 
 
SCIDマウスの皮下に一カ所あたり 1X106個の
epigenetics制御薬で分化誘導したヒトES細
胞を移植する。コントロールとしては、
feederで培養しただけのES細胞を用いる。上
記移植後９週間から２週おきに奇形種を取
り出し、HE染色、lectin染色、nephrin染色
等により腎臓構成細胞の形成を確認する。評
価方法としては、Dekel（Nature Medicine, 
2003, 9, 53-60）らの報告に従い、断面積あ
たりの糸球体（あるいは糸球体様構造物）の
個数で行う。皮下、腎皮膜下への細胞移植に
ついては、研究協力者がこれまでヒトES細胞
のコントロール実験で習熟しており、技術的
に問題はなく、これまで９週で明らかな奇形
種形成を確認済みである。 
 
III:  腎皮膜下への移植および３次元培養



による腎臓前駆細胞としての機能評価 
１）腎皮膜下への移植 
II で最も効率良く奇形種内で糸球体を形成
した分化誘導条件を用いて、Dekel（Nature 
Medicine, 2003, 9, 53-60）らの報告に従い
腎皮膜下へ移植し、８週後に組織染色により
ヒト ES 細胞が胎児腎臓同様に腎臓へ分化す
るか検証する。 
 
２）３次元培養での分化誘導 
申請者のマウス体性幹細胞（SP 細胞）を用い
た検討では、管腔構造をもつ構造物への分化
誘導に２１日を要したことから(Hishikawa 
et al. BBRC, 2005, 328, 288-291)、２１日
から３５日間３次元培養を行う。立体構造物
が得られた場合、コラーゲンゲルではゲルか
らの取り出しが困難な為、冷却により液体化
するメビオールジェルのみを使用し、他は使
用しない。立体構造物が得られれば、ゲルを
氷上で浸し、構造物を取り出した後組織染色
により評価する。組織染色により後腎レベル
での分化誘導が確認できれば、Hammermann ら
の報告(Pediatr Nephrol 14, 513-517, 2000; 
Curr Opin Nephrol Hypertens 10, 13-17, 
2001; Curr Opin Nephrol Hypertens 11, 
11-16, 2002)に従い、大網へ移植する。移植
後は既報に従い、８週後に開腹し、ヒト ES
細胞が腎臓へと育っているか確認する。 
 
平成 23 年度 
IV:  腎不全モデルマウスへの移植 
III で生着が見られた場合、腎不全モデルマ
ウスへの移植を行う。腎不全モデルとしては、
これまで使用経験のある NTN (nephrotoxic 
nephritis)モデルを用いる。マウスとしては
SCID および C57B6 を用いる。C57B6 では一般
に移植細胞は拒絶を受けると思われるが、
Dekel らの報告（Nature Medicine, 2003, 9, 
53-60）では前駆細胞は免疫寛容状態にあり、
拒絶を受けないとされており、両者での検討
を並行して行う。ヒト ES 細胞から腎臓前駆
細胞へ分化した細胞移植を第一に行い、これ
が不可能と判断し、研究期限が残されていた
場合、３次元培養で分化誘導された立体構造
物の移植を行う。 
４．研究成果 
ヒト ES 細胞は京都大学再生医科学研究所か
ら分与された KhES-1、KhES-2、KhES-3 を用
い、維持培養には京大からプロトコール
（version 1.1/2006.05.15）に従った。２１
年 度 は 5-Azacytidine, 
5-Aza-2’-deoxycytidine 処理後、未分化マ
ーカー(TRA-1-60, TRA-1-81, OCT)、分化誘
導マーカーとしては cadherin-11, WT-1, 
Pax-2, and Wnt-4 を用いて FACS 解析を行っ
た結果、5-Aza-2’-deoxycytidine が効率良
く WT-1 蛋白を誘導し、腎臓構成細胞への分

化誘導剤として、最も有望であること明らか
となった。２２年度ではこの条件を基に、in 
vivo での分化誘導を検討した。コントロール、
5-Azacytidine, 5-Aza-2’-deoxycytidine処
理をした KhES-1,2,3 を SCID マウス腎臓皮膜
下へ移植し、6-24 週間後、sacrifice し、形
成された組織の染色を行った。尿細管マーカ
ー、ポドサイトマーカー、内皮細胞マーカー
を用いた組織染色の結果、コントロールに比
較しで、5-Azacytidine 処理により、尿細管
細胞マーカー陽性細胞が有為に増加するこ
とが明らかとなった。一方、ポドサイトマー
カー、内皮細胞マーカーには有為差はなく、
5-Azacytidine には、ヒト ES 細胞を尿細管細
胞系統へ分化誘導促進作用を持つことが明
らかとなった。 
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