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研究成果の概要（和文）： 
研究期間中に、申請者はOSR1-GFP knock-in human iPS cellのSIX2遺伝子座にtdTomatoを相同組
換え法によりknock-inしたヒトiPS細胞ダブルレポーター株を樹立し、ヒト多能性幹細胞由来中
間中胚葉から腎前駆細胞への分化誘導プロトコールの確立に関して、化合物や成長因子の組み合
わせによって約30%の腎前駆細胞を作製することに成功した。新たに開発した誘導プロトコール
を用いて作製した腎前駆細胞が生体内腎前駆細胞と同様の遺伝子発現や発生生物学的機能を有
することを確認した。 
研究成果の概要（英文）： 
During the study period, we have generated double reporter human iPSC lines 
(OSR1-GFP/SIX2-tdTomato double knock-in hiPSC lines). We have also established a 
differentiation protocol for inducing human OSR1(+) IM cells into SIX2(+) cells using 
a combinational treatment of growth factors, which produces up to 30% SIX2(+) cells. These 
SIX2(+) cells expressed other marker genes for nephron progenitors and have similar 
developmental potential to those in embryos.  
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１．研究開始当初の背景 
 CKD（chronic kidney disease; 慢性腎臓

病）は世界中で人口の 10%を超えると報告さ

れている（Go, A. S. et al., 2004）。CKD 患

者では尿毒症物質が蓄積して高血圧、腎臓障

害の原因となり、予後を増悪させるため

（Zoccali, C. et al., 2001）、新たな腎不

全物質の排泄方法の必要性が指摘されてき

た。申請者は、主に腎近位尿細管に存在する

ヒト腎臓特異的有機アニオントランスポー

ターSLCO4C1 が腎不全物質を排泄し、高血圧

や心肥大を是正する重要なトランスポータ

ーであることを初めて明らかとした

（Toyohara, T. et al., 2009）。 

 さらに臨床応用を目指し、高脂血症薬であ

るスタチンが、SLCO4C1 の発現を増強するこ

と、腎不全モデルラットにスタチンを投与す

ると SLCO4C1 の発現が増強し、腎不全物質の

排泄が増加することを明らかとし、臨床での

応用を模索する段階に至っている。 

 しかし、げっ歯類や培養細胞ではトランス

ポーターの発現がヒトと異なっている事が

報告されており、臨床応用のためには、ヒト

の生理的な条件で SLCO4C1 の動態を検討する
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ことが望ましい。そこで、申請者は、様々な

種類の細胞に分化できるヒト ES 細胞や iPS

細胞といった多能性幹細胞から SLCO4C1 を発

現する腎尿細管細胞を作製することで、申請

者の行ってきた尿毒症物質の排泄機構の詳

細な検討及び臨床応用が可能となるとの着

想に至った。 
 
２．研究の目的 
 発生生物学の知見によると、腎臓は初期の
胚葉の一種である中間中胚葉から発生する
（Mugford, J. W. et al., 2008）。さらに、
研究協力者である長船らによってマウスの
胎児腎臓に成体腎臓を構成する糸球体、尿細
管等の多種類の上皮細胞に分化しうる多能
性前駆細胞が存在することも示されている
（Osafune, K. et al., 2006）。ヒトにおい
てもほぼ同じ発生過程で腎臓が形成される
ことが予想されるので、ヒト多能性幹細胞か
ら尿細管細胞を効率よく作製する際の重要
なステップは、最初の多能性幹細胞から中間
中胚葉（腎臓と副腎皮質、生殖腺に分化する）、
さらに、中間中胚葉から腎前駆細胞（糸球体、
尿細管細胞などに分化する）を選択的に形成
することと考えられるが、その分化誘導法は
未だに確立されていない。 
 中間中胚葉に最も早期かつ特異的な発現
をするマーカー遺伝子の一つに転写因子
Osr1（Odd-skipped related 1）があり、
lineage tracing 実験によって、Osr1 陽性細
胞が実際に成体腎臓を構成するほぼすべて
の細胞に分化することが示されている
（Mugford, J. W. et al., 2008）。さらに、
マウス胎児を用いた lineage tracing 実験に
よると、長船らが同定したマウス胎児の腎前
駆細胞に最も特異的なマーカー遺伝子の一
つは核内転写因子 Six2 であることが知られ
ている（Osafune, K. et al., 2006; Self, M. 
et al., 2006; Kobayashi A. et al., 2009）。
よって、ヒト多能性幹細胞から尿細管細胞を
派生させる腎前駆細胞を分化誘導する際に
は、SIX2 の発現を指標とすることが、適切な
ストラテジーであると考えた。 
 研究協力者の長船らは、既に OSR1 遺伝子

座に緑色蛍光蛋白質（GFP）を導入したレポ

ーターヒト iPS 細胞株（OSR1-GFP knock-in 

hiPS cell）を樹立し、成長因子や低分子化

合物を用いて、OSR1 陽性細胞を 90%以上の高

効率で分化誘導することに成功している

（Mae S. et al., 2013）。 

 また、既報によると、ヒト ES 細胞から増

殖因子及び化合物の組み合わせ処理を用い

て試験管内で作製された膵臓の細胞培養系

では、β細胞の重要な生理機能であるグルコ

ース刺激に対するインスリン分泌反応がほ

とんど認められないこと等、試験管内で作製

された臓器細胞は生体内のものと一致しな

い性質を示す可能性が報告されている（D’

Amour, K. et al., 2006）。よって、ヒト多

能性幹細胞から試験管内で腎臓細胞を作製

する際にも、各ステップで作製された細胞

（中間中胚葉、腎前駆細胞）に関して、発生

生物学的、生理学的機能などが、生体内のも

のと同じであるかを綿密に検証し、次のステ

ップに移行するべきと考えた。 

 

 このため、申請者は 

(1)ヒト多能性幹細胞から形成された OSR1 陽

性中間中胚葉細胞から、SIX2 陽性腎前駆細胞

を効率よく分化誘導するプロトコールを確

立する。 

(2)分化誘導した SIX2 陽性腎前駆細胞の、発

生生物学的、生理学的機能の綿密な検証を行

う。 

を、本研究期間の目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究期間に申請者は、大きく分けて、次の

4つの研究方法を用いた。 

 

(1) 増殖因子や低分子化合物を用いて「ヒト

多能性幹細胞由来の中間中胚葉から腎前駆

細胞」への分化誘導の最適化プロトコールを

確立する。 

 

(2) 誘導率の評価法として、SIX2 の抗体染色

像の画像解析による発現細胞数の定量化シ

ステムを構築する。さらに、SIX2 の遺伝子座

に赤色蛍光蛋白質(tdTomato)を導入したレ

ポーターヒト iPS 細胞株を樹立する。 

 
(3) ヒト多能性幹細胞より分化誘導した
SIX2 陽性細胞が、生体内の腎前駆細胞と同様
の生理学的および発生生物学的機能を有す
るか否かを検証する。フローサイトメトリー
を用いて誘導された SIX2 陽性細胞を生存さ
せたまま単離し、マイクロアレイによる遺伝
子発現解析や移植実験を行う。 
 
(4) ヒト ES 細胞やマウス iPS 細胞において
も、同じ分化誘導プロトコールが同様に機能
するか否か検討する。 
 
 
 



４．研究成果 
<2011年度> 
2011年度は(1) ヒト多能性幹細胞由来中間中
胚葉から腎前駆細胞への分化誘導プロトコー
ルの確立、(2) 腎前駆細胞マーカー遺伝子 
SIX2のレポーターiPS細胞株の樹立を目標と
した。 
 
(1) ヒト多能性幹細胞由来中間中胚葉から腎
前駆細胞への分化誘導プロトコールの確立 
 
研究協力者の長船らが開発した誘導法を用い
てiPS細胞より分化誘導したOSR1陽性細胞に
対して、当研究室が有する約40種類の増殖因
子、および約8,000種類の低分子化合物を試し、
SIX2陽性細胞の分化誘導剤の探索を行った。
当初は抗ヒトSIX2抗体を用いた免疫染色法と
イメージアナライザーを組み合わせて、抗ヒ
トSIX2免疫染色像の定量的解析方法を確立し、
SIX2分化誘導剤の探索を行った。さらに、下
記のSIX2-tdTomatoレポーター細胞株が完成
してからは、より感度の高いレポーター細胞
株を用いた高速スクリーニングを行っている
が、明らかなSIX2分化誘導剤は発見できなか
った。 
 
(2) 腎前駆細胞マーカー遺伝子SIX2のレポー
ターiPS細胞株の樹立 
 
OSR1-GFP knock-in human iPS cellのSIX2遺
伝子座にtdTomatoを相同組換え法により
knock-inしたヒトiPS細胞ダブルレポーター
株を樹立した。このレポーター細胞株を胚様
体形成による3次元培養法で分化誘導するこ
とで、5%前後のSIX2陽性細胞を単離すること
に成功し、Single cell RT-PCR、免疫染色法
によりtdTomato陽性細胞にSIX2が発現するこ
とを確認した。 
 
<2012年度> 
2012年度は、2011年度に到達が困難であった
(1) ヒト多能性幹細胞由来中間中胚葉から腎
前駆細胞への分化誘導プロトコールの確立に
加えて、(3) ヒト多能性幹細胞より分化誘導
したSIX2陽性細胞が、生体内の腎前駆細胞と
同様の生理学的および発生生物学的機能を有
するか否かを検証した。さらに、フローサイ
トメトリーを用いて誘導されたSIX2陽性細胞
を生存させたまま単離し、マイクロアレイに
よる遺伝子発現解析や移植実験を行った。さ
らに、(4)ヒトES細胞やマウスiPS細胞におい
ても、同じ分化誘導プロトコールが同様に機
能するか否か検討することを目標とした。 
 

(1) ヒト多能性幹細胞由来中間中胚葉から腎
前駆細胞への分化誘導プロトコールの確立 
 

化合物や成長因子の組み合わせによって約
30%の腎前駆細胞を作製することに成功した。 
 
(3) ヒト多能性幹細胞より分化誘導したSIX2
陽性細胞が、生体内の腎前駆細胞と同様の生
理学的および発生生物学的機能を有するか否
かの検証 
 
 フローサイトメトリーを用いて誘導された
SIX2陽性細胞を生存させたまま単離し、遺伝
子発現解析や移植実験を行った。新たに開発
した誘導プロトコールを用いて作製した腎前
駆細胞が生体内腎前駆細胞と同様の遺伝子発
現を有し、尿細管様構造の形成などの発生生
物学的機能を有することを確認した。さらに
移植実験でも成体腎組織に生着し、管腔構造
を形成することを確認している。マイクロア
レイ解析に関しては、誘導プロトコールの最
適化を行ってから施行予定であり、準備はほ
ぼ完了している。 
 
(4)ヒトES細胞やマウスiPS細胞においても、
同じ分化誘導プロトコールが同様に機能する
か否かの検討 
 
現在施行中の段階である。 
 
研究期間全体として、iPS細胞から腎前駆細胞
への分化誘導プロトコールの確立には成功し、
作製した腎前駆細胞の評価も概ね実施あるい
は準備を完了している。腎前駆細胞作製に関
する本研究成果は、これまでに全く報告のな
い研究成果であり、非常に意義のある内容で
あると考えられる。 
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