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論文題目 

Monitoring and robust induction of nephrogenic intermediate 

mesoderm from human pluripotent stem cells 

（ヒト多能性幹細胞から腎臓へ分化しうる中間中胚葉への分化のモニ

タリングと高効率な分化誘導法の開発) 
（論文内容の要旨） 

【 目 的 】 ヒ ト E S （ e m b r y o n i c  s t e m ） / i P S （ i n d u c e d  p l u r i p o t e n t  s t e m ）

細 胞 か ら 腎 臓 を 再 生 す る 方 法 は 確 立 さ れ て い な い 。そ こ で 、本 研 究 で は

腎 臓 を 派 生 さ せ る 胎 生 組 織 で あ る 中 間 中 胚 葉 細 胞 の 高 効 率 な 分 化 誘 導

法 を 確 立 し 、 発 生 生 物 学 的 機 能 の 評 価 を 行 っ た 。  

【 方 法 ・ 結 果 】 ま ず 、 細 菌 人 工 染 色 体 ( B A C ;  b a c t e r i a l  a r t i f i c i a l  

c h r o m o s o m e ) を タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と し て 用 い る 独 自 の 高 効 率 相 同

組 み 換 え 法 を 開 発 し 、中 間 中 胚 葉 で 最 も 早 期 に 発 現 す る マ ー カ ー で あ る

核 内 転 写 因 子 O S R 1 （ O d d - s k i p p e d  r e l a t e d  1 ） の 発 現 を モ ニ タ ー す る

O S R 1 - G F P ノ ッ ク イ ン ヒ ト i P S 細 胞 株 を 、 既 報 の ヒ ト i P S 細 胞 株 2 0 1 B 7

（ T a k a h a s h i  K  e t .  a l . ,  C e l l ,  2 0 0 7 ） よ り 樹 立 す る こ と を 試 み た 。 得

ら れ た 薬 剤 耐 性 の 1 3 0 ク ロ ー ン の う ち 4 ク ロ ー ン で 、 T a q m a n  q P C R 解 析

お よ び S N P ア レ イ 解 析 に よ り 相 同 組 み 換 え に よ る O S R 1 遺 伝 子 座 へ の

G F P カ セ ッ ト の 挿 入 が 確 認 で き た こ と か ら 、約 3 % の 効 率 で 相 同 組 み 換 え

ク ロ ー ン を 樹 立 す る こ と に 成 功 し た 。 次 に 、 約 4 0 種 類 の 増 殖 因 子 を 用

い て 、ヒ ト E S 細 胞 に お い て O S R 1 発 現 を 誘 導 す る 条 件 を 検 証 し た と こ ろ 、

B M P （ b o n e  m o r p h o g e n e t i c  p r o t e i n ） 7 が 中 間 中 胚 葉 誘 導 因 子 で あ る こ

と を 見 出 し た 。さ ら に 、中 胚 葉 と 内 胚 葉 の 共 通 の 前 駆 細 胞 で あ る 中 内 胚

葉 に 対 し て 、 B M P 7 と W n t 3 a の 組 み 合 わ せ 処 理 を 施 す こ と で 、 O S R 1 発 現

量 が さ ら に 増 加 す る こ と が 分 か っ た 。そ し て 、樹 立 し た レ ポ ー タ ー 細 胞

株 を 用 い て 、胚 様 体 形 成 に よ る 3 次 元 培 養 に 上 記 の 増 殖 因 子 の 組 み 合 わ

せ 処 理 を 行 っ た と こ ろ 、 約 4 0 % の 効 率 で O S R 1 陽 性 細 胞 が 得 ら れ た 。 ま

た 、ヒ ト i P S 細 胞 を 高 い 生 存 率 を 保 っ た ま ま 単 一 細 胞 に ま で 解 離 す る 独

自 の 単 層 培 養 法 を 確 立 し た と こ ろ 、9 0 % 以 上 も の 高 効 率 に ま で O S R 1 陽 性

細 胞 の 作 製 効 率 を 高 め る こ と に 成 功 し た 。さ ら に 、開 発 し た 分 化 誘 導 法

は 複 数 の ヒ ト E S / i P S 細 胞 株 に 対 し て も 有 効 で あ り 、 無 血 清 条 件 下 で も

同 等 の 効 率 で 分 化 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。ま た 、分 化 誘 導 し た

O S R 1 陽 性 細 胞 の 機 能 評 価 を 行 っ た と こ ろ 、 そ れ ら の 細 胞 は 他 の 中 間 中

胚 葉 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 し 、 i n  v i t r o に お い て 長 期 間 培 養 す る こ と  

ま た 、 精 巣 上 体 の 脂 肪 組 織 内 に 移 植 し た と こ ろ 4 週 間 後 に は 、 i n  v i v o

に お い て も 近 位 尿 細 管 、集 合 管 等 の マ ー カ ー 陽 性 細 胞 に 分 化 可 能 で あ っ

た 。さ ら に 、高 効 率 に 作 製 し た O S R 1 陽 性 細 胞 を T G F（ t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  

f a c t o r ） β 1 で 処 理 し た 後 、 マ ウ ス の 後 腎 細 胞 と 器 官 培 養 す る こ と で 、

三 次 元 の 尿 細 管 様 構 造 を 形 成 し た 。  

【 考 察 】 ヒ ト E S / i P S 細 胞 か ら 生 体 内 の も の と 同 等 の 発 生 生 物 学 的 機 能

を 有 す る 中 間 中 胚 葉 細 胞 を 高 効 率 に 分 化 誘 導 す る 方 法 を 確 立 し た 。 今

後 、 本 分 化 誘 導 技 術 を 用 い て 、 腎 発 生 機 構 の 解 明 に 加 え 、 細 胞 療 法 や 疾

患 モ デ ル を 作 製 す る 研 究 へ の 発 展 が 期 待 さ れ る 。  

 

（論文審査の結果の要旨） 

腎 臓 を 構 成 す る 細 胞 の ほ と ん ど は 、胎 生 組 織 で あ る 中 間 中 胚 葉 か ら 派

生 す る こ と か ら 、 ヒ ト E S / i P S 細 胞 か ら そ れ ら の 中 胚 葉 細 胞 を 分 化 誘 導

す る こ と が 、 腎 臓 再 生 の 最 初 の ス テ ッ プ で あ る 。 申 請 者 は 、 細 菌 人 工 染

色 体 ( B A C ) を タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と し て 用 い る 独 自 の 高 効 率 相 同 組

み 換 え 法 を 開 発 し 、中 間 中 胚 葉 で 最 も 早 期 に 発 現 す る マ ー カ ー で あ る 核

内 転 写 因 子 O S R 1 の 発 現 を モ ニ タ ー す る O S R 1 - G F P ノ ッ ク イ ン ヒ ト i P S 細

胞 株 の 樹 立 を 試 み た 。 T a q m a n  q P C R 解 析 及 び S N P ア レ イ 解 析 に よ り 相 同

組 み 換 え に よ る O S R 1 遺 伝 子 座 へ の G F P カ セ ッ ト 挿 入 を 確 認 す る 評 価 法

を 確 立 し 、 約 3 % の 効 率 で 相 同 組 み 換 え ク ロ ー ン を 樹 立 す る こ と に 成 功

し た 。 次 に 、 O S R 1 - G F P レ ポ ー タ ー 細 胞 株 を 用 い て 、 単 層 培 養 に 増 殖 因

子 な ど の 組 み 合 わ せ 処 理 を 施 す 新 規 の 分 化 誘 導 法 を 開 発 し 、 9 0 % も の 高

効 率 で O S R 1 陽 性 細 胞 の 作 製 に 成 功 し た 。 ま た 、 本 分 化 誘 導 法 は 複 数 の

ヒ ト E S / i P S 細 胞 株 に 対 し て も 有 効 で あ っ た 。 さ ら に 、 作 製 さ れ た O S R 1

陽 性 細 胞 は 他 の 中 間 中 胚 葉 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 し 、 i n  v i t r o 及 び i n  

v i v o に お い て 近 位 尿 細 管 、 ポ ド サ イ ト 、 集 合 管 等 の 成 体 腎 構 成 細 胞 へ

の 分 化 能 と 器 官 培 養 に て 三 次 元 の 尿 細 管 様 構 造 を 形 成 す る 能 力 を 示 し

た 。 以 上 の 研 究 は 、 腎 発 生 機 構 の 解 明 に 加 え 、 細 胞 療 法 や 疾 患 モ デ ル

作 製 研 究 の 進 展 に 大 い に 貢 献 す る こ と が 期 待 さ れ る 。  

し た が っ て 、 本 論 文 は 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 論 文 と し て 価 値 あ る も の と 認 め

る 。  

な お 、 本 学 位 授 与 申 請 者 は 、 平 成 2 6 年 1 月 2 1 日 実 施 の 論 文 内 容 と そ

れ に 関 連 し た 試 問 を 受 け 、 合 格 と 認 め ら れ た も の で あ る 。  

要 旨 公 開 可 能 日 ：       年    月    日  以 降  


