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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、多能性幹細胞を、SIX2を発現する腎前駆細胞へ分化させるための方
法：
（a）多能性培地中に単層の多能性幹細胞を提供する段階、
（b）グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻害剤および組換え骨形態形
成タンパク質-4（BMP4）を補給した刺激培地中で該細胞をインキュベートする段階であっ
て、Gsk3a-bの低分子阻害剤が、3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-
イル)-ピロール-2,5-ジオンである、段階、
（c）誘導培地中で、該刺激された細胞のインキュベートによって分化を誘導する段階で
あって、該誘導培地が、組換え骨形態形成タンパク質-7（BMP7）およびレチノイン酸を補
給した無血清培地である、段階。
【請求項２】
　腎前駆細胞が、さらなるマーカー遺伝子であるWT1および／またはSALL1を発現する、請
求項1記載の方法。
【請求項３】
　段階（a）の多能性培地が、タンパク質キナーゼのRho結合コイルドコイル形成タンパク
質セリン／スレオニンキナーゼファミリーの阻害剤（ROCKキナーゼ阻害剤）を補給した無
血清培地である、請求項1または2のいずれか一項記載の方法。
【請求項４】
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　ROCKキナーゼ阻害剤が、1-(5-イソキノリンスルホニル)ホモピペラジン、N-ベンジル-2
-(ピリミジン-4-イルアミノ)チアゾール-4-カルボキサミド、および(+)-(R)-トランス-4-
(1-アミノエチル)-N-(4-ピリジル)シクロ-ヘキサンカルボキサミドジヒドロクロリドの群
から選択される、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　段階（b）の刺激培地が、インスリン、トランスフェリン、およびプロゲステロンを補
給した無血清培地である、請求項1から4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　段階（a）が、18時間～30時間の、多能性培地における細胞のインキュベートを含む、
請求項1から5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　段階（b）が、2～4日間の、刺激培地における細胞のインキュベートを含む、請求項1か
ら6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　段階（c）が、18時間～48時間の、誘導培地における細胞のインキュベートを含む、請
求項1～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　（d）有足細胞の増殖に適する条件下で段階（c）の生成物をインキュベートする段階
をさらに含む、請求項1から8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　多能性幹細胞が人工多能性幹細胞である、請求項1から9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　人工多能性幹細胞がヒト細胞である、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　人工多能性幹細胞が、腎疾患を患う対象から得られたものである、請求項10または11記
載の方法。
【請求項１３】
　SIX2を発現する腎前駆細胞または分化した有足細胞のバイオバンクを作製する段階をさ
らに含む、請求項1～12のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本出願は、多能性幹細胞（PSC）を、Six2を発現する定義された複数能力を有する腎前
駆細胞へ分化させるための方法に関する。これらの腎前駆細胞は、完全に機能的な、かつ
完全に分化した有足細胞へ分化することができる。さらに、本出願は、化学的に定義され
た培地による誘導の連鎖的な段階に基づいて、ヒト胚性幹細胞（ESC）および人工多能性
幹細胞（iPSC）を、Six2を発現する定義された腎前駆細胞および有足細胞へ分化させるた
めの方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　腎細胞は、基礎研究、疾患モデル、組織工学、薬物スクリーニング、およびインビトロ
毒性学において使用される。腎臓は、高度に分化して複雑化した構造を有し、体液の重量
オスモル濃度、体液と電解質のバランスの調節、酸-塩基のバランスの調節、代謝老廃物
および外来化学物質の排出、ならびに、血圧および赤血球生成を制御するホルモンの産生
などの、多くの生理学的過程において中心的な役割を有する。腎臓は、ひとたび損傷を受
けると、その機能を回復することはめったにない。腎細胞（例えば、有足細胞および尿細
管細胞）は、急性壊死後にある程度まで再生することができる。しかしながら、腎臓は、
一般的に、慢性腎疾患を有する患者において再生せず（Humphreys and Bonventre, 2007
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）、末期腎不全をもたらす。慢性腎疾患（CKD）は、西洋諸国において成人人口の11％に
影響を及ぼす、罹患率および死亡率の大きな原因である。CKDを有する人々は、生活の質
の実質的な損失に苦しむ。移植用のドナー腎は永続的に不足しているため、この疾患によ
って引き起こされる薬剤経済学的負担は、非常に大きい。
【０００３】
　哺乳動物の腎臓は、腎管（ND）および後腎間充織（MM）を生じる、中間中胚葉（IM）に
由来する。NDは、2種の鍵となる細胞タイプである主細胞および介在細胞から構成される
、集合管系を生じる。MMは、キャップ間充織（CM）を特定化し、間質も生じる。CMは、ネ
フロン前駆体集団であり、間充織から上皮への移行を介して腎小胞において分化する。
【０００４】
　ネフロンは、糸球体房状分岐すなわち糸球体、および腎細管からなる。糸球体は、尿と
しての排出のために老廃物を分離する、高度に専門化した濾過ユニットである。糸球体に
おける血液と尿との間の濾過障壁は、有足細胞と呼ばれる、高度に専門化し、最終分化し
た細胞によって提供される。
【０００５】
　証拠を集めると、有足細胞に対する損傷が、腎機能の喪失を誘発する鍵となる事象の一
つであることが示唆される。有足細胞の損傷は、高インスリン血症、血行力学的機構およ
び他の機構のために二次的に生じる。有足細胞の進行性の喪失によって、タンパク尿の増
加およびクリアランス機能の低減を伴う、糸球体の広範な硬化症がもたらされる（Wiggin
s, 2007）。
【０００６】
　しかしながら、腎臓のネフロンにおいて病態生理学的変化をもたらす、インスリン抵抗
性および再生特性の喪失の根底となる機構は、完全には理解されていない。従って、CKD
のような腎疾患の生物学を研究するため、および新たな処置の開発を促進するために、イ
ンビトロ細胞モデルの必要がある。
【０００７】
　胚性幹（ES）細胞および患者特異的な人工多能性幹細胞（iPSC）は、再生医療および創
薬用の疾患モデリングのための大規模な腎前駆細胞および有足細胞の産生のための、可能
性のある供給源である。人工多能性幹細胞（iPSC）技術（Takahashi, K. & Yamanaka, S.
, "Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast
 cultures by defined factors", Cell 126, 663-676 (2006)）で、4種の定義された因子
（Sox2、Oct4、Klf4、c-20 Myc）の導入により、体細胞をリプログラミングしてiPSCにす
ることができる。iPSC技術によって、患者特異的な腎細胞へ分化させることができる患者
特異的なiPSCの生成が可能になる。これらの患者特異的な腎細胞は、例えば、慢性腎疾患
（CKD）、巣状分節状糸球体硬化症（FSGS）、膜性増殖性糸球体腎炎、多嚢胞性腎疾患（P
KD）、および2型糖尿病と関連する糖尿病性腎症などの腎疾患の病態生理学のインビトロ
モデリングに、または薬物毒性の評価のために有用である。そのようなインビトロ疾患モ
デリングを試みるための一つの重要な前提条件は、効率的、堅牢、かつ拡大縮小可能な分
化システムの実行である（Tiscornia et al., 2011）。
【０００８】
　ヒトPSCを腎細胞へ分化させるこれまでの努力は、ヒトにおいても（Batchelder et al.
, 2009；Lin et al., 2010；Mae et al,, 2013；Narayanan et al., 2013；Song et al.,
 2012）、またはマウスにおいても（Kim and Dressler, 2005；Mae et al., 2010；Moriz
ane et al., 2009；Nishikawa et al., 2012；Ren et al., 2010）、創薬推進事業または
再生細胞療法に妥当な規模および有効性に達していない。さらに、大きな懸念は、細胞の
望ましくない組織への不良な分化、またはまさに奇形腫の形成である。この危険を回避す
るために、細胞を、一方では関心対象の成熟腎細胞を再生する潜在性を提供し、他方では
不良な分化を阻止すると考えられる分化の状態に方向づけなければならない。これは、腎
臓の転写因子の正確なネットワークの制御された活性化によって達成することができる。
不幸なことに、インビトロでこの正確な分化の状態に到達するのは、かなり困難であるこ
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とが判明している。増殖因子の組み合わせ［骨形態形成タンパク質（BMP）／アクチビン
／レチノイン酸］および遺伝学的アプローチの両方を適用して、この様式で多能性細胞を
誘導するための多くの試みがなされてきている。しかしながら、ほとんどの分化研究は、
腎系列遺伝子を誘導することに成功した後であっても、ESCが腎系列に沿って分化した腎
形成における正確な時期（IM、MM、CM）を正しく指摘することはできなかった。
【０００９】
　従って、ヒト多能性幹細胞の腎臓系列への分化を刺激するための、非常に効率的な、か
つ化学的に定義された方法を、相変わらず開発するべきである。
【００１０】
　Mae et al. 2013には、無血清培地中での定義された誘導段階を用いる、ヒト多能性幹
細胞を、Osr1を発現する中間中胚葉細胞へ分化させるためのプロトコルが記載されている
。著者らは、未分化細胞をAccutaseで分離して単層の細胞を取得し、第1段階では、アク
チビンA、GSK3β阻害剤、およびROCKキナーゼ阻害剤で、第2段階では、BMP7およびGSK3β
阻害剤で分化を誘導した。著者らは、わずか11日目に、90％のOsr1陽性細胞を取得した。
PAX2、LIM1、WT1、CITED2、EYA1、およびSALL1（発生中の腎臓、生殖腺、および副腎皮質
についてのマーカー遺伝子）の発現が、18日後に観察され、著者らが、異なる細胞タイプ
および異なる分化段階における細胞の不均質な細胞集団を取得したことが示された。
【００１１】
　Lin et al., 2010には、血清濃度およびフィーダー層密度を14日間低減させることによ
る、ヒト胚性幹細胞の中胚葉性腎前駆体系列への分化が記載されている。著者らは、分化
したヒト胚細胞の不均質な集団を取得し、フローサイトメトリーによって分画した。
【００１２】
　Batchelder et al., 2009には、胚性幹細胞を、レチノイン酸、アクチビンA、BMP7、ま
たはBMP4と共にラミニンまたはゼラチン基板上で単層において培養することによる、胚性
幹細胞の腎系列に向かう直接分化が記載されている。彼らは、4日目に、中間中胚葉マー
カー遺伝子（PAX2、SIX2、WT1、およびOSR1）が上方制御された細胞を取得した。しかし
ながら、腎臓前駆細胞のマーカーおよび未分化細胞のマーカーもまた、4日目に上昇して
いた。Batchelderらは、この不均質な集団の定義された細胞タイプへのさらなる分化を少
しも示していない。胚性幹細胞の分化は、胚様体を伴う時期を通して達成され、これが一
般的に、プロトコルの再現性および標準化を限定する。
【００１３】
　従って、ヒト多能性幹細胞の腎臓前駆細胞への分化のための先行技術プロトコルは、大
きな欠点を有する：第1に、ほとんどのプロトコルは、不均質な細胞の集団を結果として
もたらし、後腎間充織マーカーを安定して発現する定義された腎前駆細胞の絶対収率は、
非常に低い。さらに、ほとんどの公知の方法によって多能性幹細胞を腎前駆細胞へ分化さ
せるために必要とされる全体の時間は、非常に長い。多くのプロトコルが、初代細胞によ
って分泌される因子で調整された培地、フィーダー層との共培養などの定義されない要素
を必要とし、これが、これらの方法の標準化を限定する。さらに、多くのプロトコルが、
細胞の凝集物または胚様体に依拠し、これが、その不均質の性質のためにこれらの技術の
再現性を制約する。
【００１４】
　Song et al. 2012は、ヒト人工多能性幹細胞を腎臓有足細胞へ分化させるための最初に
報告されたプロトコルである。胎児ウシ血清ならびに様々な増殖因子（BMP7、アクチビン
-A、およびレチノイン酸）を補給した培地中での10日の分化誘導後に、著者らは、有足細
胞表現型を有するiPS細胞を取得した。彼らは、有足細胞特異的遺伝子を発現するが、依
然として後腎間充織遺伝子PAX2およびWT1も発現する細胞を取得し、得られた有足細胞が
未熟であり、完全には分化していないことを示している。Songらは、中間中胚葉または後
腎間充織のような分化の中間段階のいずれも記載していない。
【００１５】
　公知のプロトコルのいずれも、PAX2の発現の下方制御を伴う、Six2、WT1、およびSALL1
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を発現する定義された腎前駆細胞、すなわち、定義された後腎間充織細胞を提供していな
い。公知のプロトコルのいずれも、腎前駆細胞の有足細胞への分化を記載していない。
【００１６】
　要約すると、わずか6日後に非常に高い収率で後腎間充織マーカーを発現する腎前駆細
胞の定義された集団を提供する方法は、存在しない。さらに、公知のプロトコルのいずれ
も、わずか13日後に非常に高い収率で、完全に機能的な、かつ完全に分化した有足細胞を
提供していない。
【発明の概要】
【００１７】
　本発明は、先行技術プロトコルと比較して、より短い量の時間（6日）で、かつ有意に
増大した収率（最大95％の収率の、マーカー遺伝子SIX2、SALL1、およびWT1を発現する腎
前駆細胞）で、多能性幹細胞を定義された後腎間充織腎前駆段階へ分化させるための改善
された方法を提供する。新たな方法は、多能性幹細胞から胚様体または小さな細胞凝集塊
を取得する必要性を軽減し、これまで公知である方法の低い再現性および標準化の大きな
欠点を除去する。その上、高い効率によって、創薬および安全性評価において、再生医療
応用において、ならびに製薬産業におけるインビトロ疾患モデリングにおいて、これらの
定義された前駆細胞を大規模で使用することが可能になる。さらに、新たな方法によって
、13日後に完全に分化した有足細胞（約99％）へ分化系列決定（lineage commitment）を
シフトすることができる、後腎間充織腎前駆細胞の選択的調節が可能になる。
【００１８】
発明の概要
　以下の段階を含む、多能性幹細胞を、SIX2を発現する腎前駆細胞へ分化させるための方
法が、本明細書において提供される：
（a）多能性培地中に単層の多能性幹細胞を提供する段階、
（b）グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻害剤を補給した刺激培地中
で該細胞をインキュベートする段階、
（c）誘導培地中で、該刺激された細胞のインキュベートによって分化を誘導する段階。
【００１９】
　一つの態様において、腎前駆細胞は、さらなるマーカー遺伝子であるWT1および／また
はSALL1を発現する。
【００２０】
　一つの態様において、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻害剤は、
3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオンであ
る。
【００２１】
　一つの態様において、段階（a）の多能性培地は、タンパク質キナーゼのRho結合コイル
ドコイル形成タンパク質セリン／スレオニンキナーゼファミリーの阻害剤（ROCKキナーゼ
阻害剤）を補給した無血清培地である。
【００２２】
　一つの態様において、ROCKキナーゼ阻害剤は、1-(5-イソキノリンスルホニル)ホモピペ
ラジン、N-ベンジル-2-(ピリミジン-4-イルアミノ)チアゾール-4-カルボキサミド、およ
び(+)-(R)-トランス-4-(1-アミノエチル)-N-(4-ピリジル)シクロ-ヘキサンカルボキサミ
ドジヒドロクロリドの群から選択される。
【００２３】
　一つの態様において、段階（b）の刺激培地は、インスリン、トランスフェリン、およ
びプロゲステロンを補給した無血清培地である。
【００２４】
　一つの態様において、段階（b）の刺激培地は、組換え骨形態形成タンパク質-4（BMP4
）をさらに含む。
【００２５】
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　一つの態様において、段階（a）は、18時間～30時間の、多能性培地における細胞のイ
ンキュベートを含む。
【００２６】
　一つの態様において、段階（b）は、2～4日間の、刺激培地における細胞のインキュベ
ートを含む。
【００２７】
　一つの態様において、段階（c）は、18時間～48時間の、誘導培地における細胞のイン
キュベートを含む。
【００２８】
　一つの態様において、誘導培地は、組換え骨形態形成タンパク質-7（BMP7）を補給した
無血清培地である。
【００２９】
　一つの態様において、誘導培地は、レチノイン酸を補給した無血清培地である。
【００３０】
　一つの態様において、方法は、
（d）有足細胞の増殖に適する条件下で段階（c）の生成物をインキュベートする段階
をさらに含む。
【００３１】
　一つの態様において、多能性幹細胞は人工多能性幹細胞である。
【００３２】
　一つの態様において、人工多能性幹細胞はヒト細胞である。
【００３３】
　一つの態様において、人工多能性幹細胞は、腎疾患を患う対象から得られたものである
。
【００３４】
　一つの態様において、本明細書に記載される態様のいずれかに従う方法によって得られ
た、SIX2を発現する腎前駆細胞または分化した有足細胞が提供される。
【００３５】
　一つの態様において、本明細書に記載される態様のいずれかに従う方法によって得られ
た、SIX2を発現する腎前駆細胞または分化した有足細胞のバイオバンクが提供される。
【００３６】
　一つの態様において、腎疾患のインビトロモデルとしての、本明細書に記載される態様
のいずれかに従う方法によって得られたSIX2を発現する腎前駆細胞もしくは分化した有足
細胞、または本明細書に記載される態様のいずれかに従う方法によって得られたSIX2を発
現する腎前駆細胞もしくは分化した有足細胞のバイオバンクの該細胞の使用が提供される
。
【００３７】
　一つの態様において、本明細書に記載される態様のいずれかに従う方法によって得られ
たSIX2を発現する腎前駆細胞もしくは分化した有足細胞、または該態様のいずれかに従う
方法によって得られたSIX2を発現する腎前駆細胞もしくは分化した有足細胞のバイオバン
クの該細胞を含む治療用組成物が提供される。
【００３８】
　上記の態様のいずれも、単独でまたは組み合わせで存在し得る。
[本発明1001]
　以下の段階を含む、多能性幹細胞を、SIX2を発現する腎前駆細胞へ分化させるための方
法：
（a）多能性培地中に単層の多能性幹細胞を提供する段階、
（b）グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻害剤を補給した刺激培地中
で該細胞をインキュベートする段階、
（c）誘導培地中で、該刺激された細胞のインキュベートによって分化を誘導する段階。
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[本発明1002]
　腎前駆細胞が、さらなるマーカー遺伝子であるWT1および／またはSALL1を発現する、本
発明1001の方法。
[本発明1003]
　グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻害剤が、3-(3-アミノ-フェニル
)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオンである、本発明1001または1
002の方法。
[本発明1004]
　段階（a）の多能性培地が、タンパク質キナーゼのRho結合コイルドコイル形成タンパク
質セリン／スレオニンキナーゼファミリーの阻害剤（ROCKキナーゼ阻害剤）を補給した無
血清培地である、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1005]
　ROCKキナーゼ阻害剤が、1-(5-イソキノリンスルホニル)ホモピペラジン、N-ベンジル-2
-(ピリミジン-4-イルアミノ)チアゾール-4-カルボキサミド、および(+)-(R)-トランス-4-
(1-アミノエチル)-N-(4-ピリジル)シクロ-ヘキサンカルボキサミドジヒドロクロリドの群
から選択される、本発明1004の方法。
[本発明1006]
　段階（b）の刺激培地が、インスリン、トランスフェリン、およびプロゲステロンを補
給した無血清培地である、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1007]
　段階（b）の刺激培地が、組換え骨形態形成タンパク質-4（BMP4）をさらに含む、前記
本発明のいずれかの方法。
[本発明1008]
　段階（a）が、18時間～30時間の、多能性培地における細胞のインキュベートを含む、
前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1009]
　段階（b）が、2～4日間の、刺激培地における細胞のインキュベートを含む、前記本発
明のいずれかの方法。
[本発明1010]
　段階（c）が、18時間～48時間の、誘導培地における細胞のインキュベートを含む、前
記本発明のいずれかの方法。
[本発明1011]
　誘導培地が、組換え骨形態形成タンパク質-7（BMP7）を補給した無血清培地である、前
記本発明のいずれかの方法。
[本発明1012]
　誘導培地が、レチノイン酸を補給した無血清培地である、前記本発明のいずれかの方法
。
[本発明1013]
　（d）有足細胞の増殖に適する条件下で段階（c）の生成物をインキュベートする段階
をさらに含む、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1014]
　多能性幹細胞が人工多能性幹細胞である、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1015]
　人工多能性幹細胞がヒト細胞である、本発明1014の方法。
[本発明1016]
　人工多能性幹細胞が、腎疾患を患う対象から得られたものである、本発明1014または10
15の方法。
[本発明1017]
　前記本発明のいずれかの方法によって得られた、SIX2を発現する腎前駆細胞または分化
した有足細胞。
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[本発明1018]
　本発明1001～1016のいずれかの方法によって得られた、SIX2を発現する腎前駆細胞また
は分化した有足細胞のバイオバンク。
[本発明1019]
　腎疾患のためのインビトロモデルとしての、本発明1017の細胞または本発明1018のバイ
オバンクの細胞の使用。
[本発明1020]
　本発明1017の細胞または本発明1018のバイオバンクの細胞を含む、治療用組成物。
[本発明1021]
　本質的に本明細書に記載される、方法および使用。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】画像ベースのハイコンテント分析（HCA）によるBRY+、PAX2+、LIM1+であるiPSC
細胞の定量化。ヒトiPS細胞を、単層条件において培養した。定量化グラフ：1日目の多能
性培地中でのBRY+、PAX2+、およびLIM1+陽性細胞のパーセント。これらの知見を、全ゲノ
ム発現プロファイリング（データは示していない）によって確認した。
【図２】画像ベースのハイコンテント分析（HCA）によるBRY+、PAX2+、LIM1+であるiPSC
由来細胞の定量化。ヒトiPS細胞を、単層条件において分化させた。定量化グラフ：4日目
の刺激培地中でのBRY+、PAX2+、およびLIM1+陽性細胞のパーセント。これらの知見を、全
ゲノム発現プロファイリング（データは示していない）によって確認した。
【図３】画像ベースのハイコンテント分析（HCA）によるWT1+、SIX2+、SALL1+、およびPA
X2低であるiPSC由来の複数能力を有する腎前駆細胞の定量化。ヒトiPS細胞を、単層条件
において分化させた。主となるパネル：定量化グラフ：6日目の誘導培地中でのWT1+、SIX
2+、SALL1+、およびPAX2+陽性細胞のパーセント。これらの知見を、全ゲノム発現プロフ
ァイリング（データは示していない）によって確認した。
【図４】画像ベースのハイコンテント分析（HCA）によるWT1+、a-アクチニン4+、ネフリ
ン+、ポドシン+、およびシナプトポジン+であるiPSC由来の機能的な有足細胞の定量化。
ヒトiPS細胞を、単層条件において分化させた。主となるパネル：定量化グラフ：13日目
の有足細胞増殖培地中でのWT1+、a-アクチニン4+、ネフリン+、ポドシン+、およびシナプ
トポジン+陽性細胞のパーセント。これらの知見を、全ゲノム発現プロファイリング（デ
ータは示していない）によって確認した。
【図５】hESCを出発する際に用いる、有足細胞分化法の再現性。有足細胞分化法中に調節
される鍵となるマーカーの、画像ベースのハイコンテント分析（HCA）定量化。ヒト胚性
幹細胞株（Cellartis由来のSA001）を、単層条件において分化させた。主となるパネル：
定量化グラフ：4日目の刺激培地中でのPAX2+陽性細胞；6日目の誘導培地中でのSIX2+およ
びSALL1+陽性細胞；13日目の有足細胞増殖培地中でのWT1+およびa-アクチニン4+陽性細胞
のパーセント。
【図６】13日目の、単層で分化したhPSC由来有足細胞の特徴決定。hiPSCを、単層条件に
おいて分化させ、13日目にTGFβ（10 ng/ml）ストレッサー刺激に対する機能的応答につ
いて試験した。タイトジャンクションマーカーZO-1の発現を免疫細胞化学分析によって、
その細胞局在を画像ベースのハイコンテント分析（HCA）によって試験した。上のパネル
：ZO-1免疫細胞化学の代表的な画像であり、TGFβを含まないDMEMF12培地中では1日目に
膜で画定されたZO-1局在を示し（CTR D1 - TGFb1）、TGFβ刺激時には、既に1日目に、リ
モデリングおよび膜から核周囲帯域へのZO-1発現の移行が報告され（D1 + TGFb1）、これ
は、TGFβでの連続的な刺激によって長時間持続する（D2 + TGFb1およびD5 + TGFb1）。
下のパネル：定量化グラフ：様々な日での、有足細胞におけるZO-1発現の核周囲移行につ
いての陽性細胞のパーセント。
【図７】13日目の、単層で分化したhPSC由来有足細胞の特徴決定。hiPSCを、単層条件に
おいて分化させ、13日目にアンジオテンシンII（AngII）（100 nM）ストレッサー刺激に
対する機能的応答について試験した。タイトジャンクションマーカーZO-1の発現を免疫細
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胞化学分析によって、その細胞局在を画像ベースのハイコンテント分析（HCA）によって
試験した。上のパネル：ZO-1免疫細胞化学の代表的な画像であり、AngIIを含まないDMEMF
12培地中では1日目に膜で画定されたZO-1局在を示し（CTR D1 - AngII）、AngII刺激時に
は、既に1日目に、リモデリングおよび膜から核周囲帯域へのZO-1発現の移行が報告され
（D1 + AngII）、これは、AngIIでの連続的な刺激によって長時間持続する（D2 + AngII
およびD5 + AngII）。下のパネル：定量化グラフ：様々な日での、有足細胞におけるZO-1
発現の核周囲移行についての陽性細胞のパーセント。
【図８ａ】炎症誘発性サイトカイン応答アッセイ。13日目のhPSC由来有足細胞は、TNFα
（1ng/mlおよび5 ng/ml）での刺激時にDMEMF12培地中で24時間後に、IL-8、RANTES、MIP1
b、およびMCP1などの炎症誘発性マーカーの発現を上方制御する。主となるパネル：定量
化グラフ：言及したサイトカインの収集した上清中の濃度（pg/ml）。Bio-Plex Pro Cyto
kine, Chemokine and Growth factor assayを用いて、TNFαに応答するhPSC由来有足細胞
の活性化を測定した。分泌されたサイトカインは、有意に上方制御されていた（定量化グ
ラフ）。
【図８ｂ】炎症誘発性サイトカイン応答アッセイ。13日目のhPSC由来有足細胞は、TNFα
（1ng/mlおよび5 ng/ml）での刺激時にDMEMF12培地中で24時間後に、IL-8、RANTES、MIP1
b、およびMCP1などの炎症誘発性マーカーの発現を上方制御する。主となるパネル：定量
化グラフ：言及したサイトカインの収集した上清中の濃度（pg/ml）。Bio-Plex Pro Cyto
kine, Chemokine and Growth factor assayを用いて、TNFαに応答するhPSC由来有足細胞
の活性化を測定した。分泌されたサイトカインは、有意に上方制御されていた（定量化グ
ラフ）。
【図８ｃ】炎症誘発性サイトカイン応答アッセイ。13日目のhPSC由来有足細胞は、TNFα
（1ng/mlおよび5 ng/ml）での刺激時にDMEMF12培地中で24時間後に、IL-8、RANTES、MIP1
b、およびMCP1などの炎症誘発性マーカーの発現を上方制御する。主となるパネル：定量
化グラフ：言及したサイトカインの収集した上清中の濃度（pg/ml）。Bio-Plex Pro Cyto
kine, Chemokine and Growth factor assayを用いて、TNFαに応答するhPSC由来有足細胞
の活性化を測定した。分泌されたサイトカインは、有意に上方制御されていた（定量化グ
ラフ）。
【図８ｄ】炎症誘発性サイトカイン応答アッセイ。13日目のhPSC由来有足細胞は、TNFα
（1ng/mlおよび5 ng/ml）での刺激時にDMEMF12培地中で24時間後に、IL-8、RANTES、MIP1
b、およびMCP1などの炎症誘発性マーカーの発現を上方制御する。主となるパネル：定量
化グラフ：言及したサイトカインの収集した上清中の濃度（pg/ml）。Bio-Plex Pro Cyto
kine, Chemokine and Growth factor assayを用いて、TNFαに応答するhPSC由来有足細胞
の活性化を測定した。分泌されたサイトカインは、有意に上方制御されていた（定量化グ
ラフ）。
【図９】ヒト多能性幹細胞（PSC）を有足細胞へ分化させるための方法の概略図。0日目：
ヒトPSCを酵素により解離させ、多能性培地（Y27631 10μMを含むmTeSR1）中で37000細胞
／cm2の濃度を用いて、プレコーティングされたマトリゲルプレート上にプレーティング
した。1日目：新鮮な刺激培地（化合物21（CP21R7）1μMおよび25 ng/ml BMP4を含むN2B2
7）で培地交換。4日目：新鮮な誘導培地（2.5％ FBS、100 nMレチノイン酸、および50 ng
/ml BMP7を含むDMEMF12）で培地交換。6日目：細胞をaccutaseで剥がし、遠心分離後、有
足細胞増殖培地（10％ FBS、0.1 mMレチノイン酸、および100 nMビタミンD3を含むDMEMF1
2）中で50000細胞／cm2の濃度を用いて、コラーゲンIコーティングされたプレートにプレ
ーティングする。13日目に、有足細胞が示される。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
発明の詳細な説明
　本発明は、先行技術プロトコルと比較して、より短い量の時間（6日）で、かつ有意に
増大した収率（最大95％の収率の、マーカー遺伝子SIX2、SALL1、およびWT1を発現する腎
前駆細胞）で、多能性幹細胞を定義された後腎間充織腎前駆段階へ分化させるための改善
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された方法を提供する。腎前駆細胞は、SIX2、SALL1、およびWT1を発現し、これらはすべ
て、後腎間充織の重要なマーカーである。SIXホメオボックス2（NCBI Gene ID: 10736）
としても公知であるSIX2は、ショウジョウバエ属（Drosophila）の「sineoculis」ホメオ
ボックスタンパク質に相同のタンパク質をコードする脊椎動物遺伝子ファミリーのメンバ
ーである。コードされるタンパク質は、後腎の発生に重要な役割を有する転写因子である
。SIX2は、後腎間充織の重要なマーカーである（例えば、Nishinakamura et al, 2011お
よびChai et al, 2013を参照されたい）。SALL1（完全な名称：SALL1 sal様1（ショウジ
ョウバエ属）［ホモ・サピエンス（ヒト）］NCBI Gene ID: 6299）は、TBS；HSAL1；Sal-
1；ZNF794としても公知である。この遺伝子によってコードされるタンパク質は、亜鉛フ
ィンガー転写リプレッサーであり、間充織中の多分化能ネフロン前駆体において高発現し
ている（Nishinakamura et al, 2011）。WT1（完全な名称：ウィルムス腫瘍1、GUD；AWT1
；WAGR；WT33；NPHS4；WIT-2；EWS-WTとしても公知である、NCBI Gene ID:7490）は、C末
端に4個の亜鉛フィンガーモチーフを、およびN末端にプロリン／グルタミンに富むDNA結
合ドメインを含有する転写因子をコードする。これは、泌尿生殖器系の正常な発生におい
て不可欠な役割を有し、ウィルムス腫瘍を有する患者の小さなサブセットにおいて変異し
ている。WT1は、後腎間充織の重要なマーカーである（例えば、Chai et al, 2013を参照
されたい）。
【００４１】
　定義された後腎間充織腎前駆細胞を得ることに加えて、新たな方法によって、後腎間充
織腎前駆細胞の選択的調節が可能になり、これは、13日後に分化系列決定を完全に分化し
た有足細胞（約99％）へシフトすることができる。
【００４２】
　以下の段階を含む、多能性幹細胞をSIX2を発現する腎前駆細胞へ分化させるための方法
が、本明細書において提供される：
（a）多能性培地中に単層の多能性幹細胞を提供する段階、
（b）グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻害剤を補給した刺激培地中
で該細胞をインキュベートする段階、
（c）誘導培地中で、該刺激された細胞のインキュベートによって分化を誘導する段階。
【００４３】
　一つの態様において、腎前駆細胞は後腎間充織細胞である。一つの態様において、腎前
駆細胞は、さらなるマーカー遺伝子であるWT1および／またはSALL1を発現する。一つの態
様において、腎前駆細胞は、WT1、SALL1、およびSIX2を発現する。別の態様において、腎
前駆細胞は、中間中胚葉のマーカー遺伝子を下方制御する。従って、一つの態様において
、腎前駆細胞は、PAX2を非常に低いレベルでのみ発現する。PAX2（完全な名称はペアード
ボックス2、NCBI Gene ID 5076、PAPRSとしても公知である）は、キイロショウジョウバ
エ（Drosophila melanogaster）遺伝子prdの多くのヒトホモログのうちの一つである、ペ
アードボックス遺伝子2をコードする。この転写因子遺伝子ファミリーの中心的な特徴は
、保存されたDNA結合ペアードボックスドメインである。PAX2は、中間中胚葉の重要なマ
ーカーであり（Chai et al, 2013、Nishikawa et al, 2012）、後腎間充織において下方
制御されている。一つの態様において、腎前駆細胞は、LIM1および／またはBRYを発現し
ない。LIM1（公式記号はLHX1、完全な名称はLIMホメオボックス1、NCBI Gene ID 3975）
は、独特のシステインに富む亜鉛結合ドメインであるLIMドメインを含有する、大きなタ
ンパク質ファミリーのメンバーをコードする。コードされるタンパク質は、腎および泌尿
生殖器系の発生に重要な転写因子であり：LIM1は、腎形成性中間中胚葉のマーカーである
（Nishikawa et al, 2012）。T遺伝子（完全な名称：T、ブラキュリ（brachyury）ホモロ
グ（マウス）［ホモ・サピエンス（ヒト）］NCBI Gene ID: 6862、本明細書において「BR
Y」と呼ばれる）のタンパク質産物であるブラキュリは、胚性核転写因子であり、中胚葉
の分化についての決定的なベンチマークとして広く使用される（Nishikawa et al, 2012
）。
【００４４】
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　好ましくは、培地を各段階の間に交換し、これは、第2の培地を細胞に添加する前に、
例えば吸引によって、第1の培地を廃棄することを意味する。
【００４５】
　本明細書において使用される「単層の多能性細胞」とは、多層の細胞の固体塊が接着性
基板に付着した種々の三次元構成体を形成する細胞凝集塊または胚様体の培養とは対照的
に、多能性幹細胞が、1枚の単一薄膜において接着性基板に付着している単一細胞の状態
で提供されることを意味する。
【００４６】
　最初の段階において単層の多能性幹細胞を提供することは、方法の再現性および効率の
ために重要である。一つの態様において、単層の多能性幹細胞は、細胞を酵素により単一
細胞へ解離させ、それらを、プレコーティングされたマトリゲルプレート（例えば、BD B
ioscienceのBD Matrigel hESC-qualified、InvitrogenのGeltrex hESC-qualified、Corni
ngのSynthemax）などの接着性基板上に持ってくることによって、作製することができる
。
【００４７】
　単一細胞への解離に適する酵素の例は、Accutase（Invitrogen）、トリプシン25（Invi
trogen）、TrypLe Express（Invitrogen）を含む。一つの態様において、cm2あたり20000
～60000個の細胞を、接着性基板上にプレーティングする。本明細書において使用される
培地は、単層の単一細胞としての多能性幹細胞の付着および増殖を促進する多能性培地で
ある。
【００４８】
　本明細書において使用される「多能性培地」とは、多能性幹細胞の多能性を維持しなが
ら単層上に単一細胞として多能性幹細胞を付着させるために有用な、任意の化学的に定義
された培地を指し、当技術分野において周知である。一つの態様において、多能性培地は
、以下の増殖因子：塩基性繊維芽細胞増殖因子（bFGF、繊維芽細胞増殖因子2、FGF2とも
示される）およびトランスフォーミング増殖因子β（TGFβ）のうちの少なくとも一つを
含む。一つの態様において、多能性培地は、タンパク質キナーゼのRho結合コイルドコイ
ル形成タンパク質セリン／スレオニンキナーゼ（ROCK）ファミリーの低分子阻害剤（本明
細書においてROCKキナーゼ阻害剤と呼ばれる）を補給した無血清培地である。
【００４９】
　従って、一つの態様において、上記の方法の段階（a）は、ROCKキナーゼ阻害剤を補給
した無血清培地である多能性培地中に単層の多能性幹細胞を提供する工程を含む。
【００５０】
　付着に適する無血清多能性培地の例は、Stem Cell TechnologiesのmTeSR1またはTeSR2
、ReproCELLの霊長類ES/iPS細胞用培地、およびInvitrogenのStemPro hESC SFM、Lonzaの
X-VIVO、Sigma AldrichのStemline Pluripotent Stem Cell Culture Medium、Stemgentの
NutriStem XF/FF Culture Medium、InvitrogenのEssential 8（商標）培地（プロトタイ
プ）、およびScienCell Research LaboratoriesのSTEMiumである。
【００５１】
　本明細書において有用なROCKキナーゼ阻害剤の例は、ファスジル（1-(5-イソキノリン
スルホニル)ホモピペラジン）、チアゾビビン（N-ベンジル-2-(ピリミジン-4-10イルアミ
ノ)チアゾール-4-カルボキサミド）、およびY27632（(+)-(R)-トランス-4-(1-アミノエチ
ル)-N-(4-ピリジル)シクロ-ヘキサンカルボキサミドジヒドロクロリド、例えば、Tocris 
bioscienceのカタログ番号：1254）である。一つの好ましい態様において、ROCKキナーゼ
阻害剤はY27632である。一つの態様において、多能性培地は、2～20μM Y27632、好まし
くは5～10μM Y27632を補給した無血清培地である。別の態様において、多能性培地は、2
～20μMファスジルを補給した無血清培地である。別の態様において、多能性培地は、0.2
～10μMチアゾビビンを補給した無血清培地である。
【００５２】
　一つの態様において、上記の方法の段階（a）は、多能性培地中に単層の多能性幹細胞
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を提供する工程、および、1日間（24時間）、多能性培地中で単層をインキュベートする
工程（増殖させる工程）を含む。別の態様において、上記の方法の段階（a）は、多能性
培地中に単層の多能性幹細胞を提供する工程、および、18時間～30時間、好ましくは23～
25時間、多能性培地中で単層をインキュベートする工程を含む。
【００５３】
　別の態様において、上記の方法の段階（a）は、ROCKキナーゼ阻害剤を補給した無血清
培地である多能性培地中に単層の多能性幹細胞を提供する工程、および、1日間（24時間
）、多能性培地中で単層をインキュベートする工程を含む。別の態様において、上記の方
法の段階（a）は、ROCKキナーゼ阻害剤を補給した無血清培地である多能性培地中に単層
の多能性幹細胞を提供する工程、および、18時間～30時間、好ましくは23～25時間、多能
性培地中で単層をインキュベートする工程を含む。
【００５４】
　本明細書において使用される、「刺激培地」とも示される「刺激に適する培地」とは、
腎前駆細胞に向けて多能性幹細胞を刺激するために有用な、任意の化学的に定義された培
地を指す。本明細書において使用される際、「刺激培地」とは、β-カテニン（カドヘリ
ン結合タンパク質、β1；ヒト遺伝子名称CTNNB1）経路および／またはWnt受容体シグナル
伝達経路および／またはヘッジホッグ（HH）シグナル伝達経路を活性化し、中間中胚葉の
誘導活性を促進する低分子などの、少なくとも一つの因子を含む培地を指す。一つの好ま
しい態様において、刺激培地は、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻
害剤を含む。一つの態様において、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子
阻害剤は、3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-
ジオンである。
【００５５】
　刺激培地中でのインキュベーション時に、多能性幹細胞は、経時的に細胞形態を変化さ
せ始め、細胞増殖が増加する。「刺激」段階は、中間中胚葉移行に関与する特異的な遺伝
子およびマーカーの発現（例えば、BRY、PAX2、LIM1、GATA2、ビメンチン、SMA、HAND1、
KDR、およびFOXa2（低発現）の上方制御）、ならびに多能性関連遺伝子およびマーカーの
下方制御（例えば、OCT4（POU5F1）、NANOG、SOX2、REX1（ZFP42）、LEFTY1、LEFTY2、TD
GF1、DNMT3B、GABRB3、GDF3、TERT、例えば、Tan et al, 2007を参照されたい）によって
定義される。
【００５６】
　一つの態様において、β-カテニン（カドヘリン結合タンパク質、β1；ヒト遺伝子名称
CTNNB1）経路および／またはWnt受容体シグナル伝達経路および／またはヘッジホッグ（H
H）シグナル伝達経路を活性化する低分子は、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b
）の低分子阻害剤、CDC様キナーゼ1（Clk1-2-4）の低分子阻害剤、マイトジェン活性化タ
ンパク質キナーゼ15（Mapk15）の低分子阻害剤、二重特異性チロシン-(Y)-リン酸化調節
キナーゼ（Dyrk1a-b 4）の低分子阻害剤、サイクリン依存性キナーゼ16（Pctk1-3 4）の
低分子阻害剤、スムーズンド（Smoothened）（SMO）アクチベーター、ならびに、β-カテ
ニン（またはγ-カテニン）15とコアクチベータータンパク質であるCBP（CREB結合タンパ
ク質）およびp300（E1A結合タンパク質p300）との間の相互作用の調節剤からなる群より
選択される。
【００５７】
　好ましくは、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）阻害剤は、ピロリジンジオン
ベースのGSK3阻害剤である。本明細書において使用される「ピロリジンジオンベースのGS
K3阻害剤」は、低いIC50値を有するGSK3αおよびGSK3βの選択的細胞透過性ATP競合的阻
害剤に関する。一つの態様において、ピロリジンジオンベースのGSK3阻害剤は、3-(2,4-
ジクロロフェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-1H-ピロール-2,5-ジオン（SB21
6763）、3-[(3-クロロ-4-ヒドロキシフェニル)アミノ]-4-(2-ニトロフェニル)-1H-ピロー
ル-2,5-ジオン（SB415286）、N6-{2-[4-(2,4-ジクロロ-フェニル)-5-イミダゾール-1-イ
ル-ピリミジン-2-イルアミノ]-エチル}-3-ニトロ-ピリジン-2,6-ジアミン 2HCl、3-イミ
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ダゾ[1,2-a]ピリジン-3-イル-4-[2-(モルホリン-4-カルボニル)-25 1,2,3,4-テトラヒド
ロ-[1,4]ジアゼピノ[6,7,1-hi]インドール-7-イル]-ピロール-2,5-ジオン、9-ブロモ-7,1
2-ジヒドロ-インドロ[3,2-d][1]ベンザゼピン-6(5H)-オン（ケンパウロン）、9-ブロモ-7
,12-ジヒドロ-ピリド[3',2':2,3]アゼピノ[4,5-b]インドール-6(5H)-オン（CHIR99021）
、および3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジ
オン（CP21R7、本明細書において「化合物21」とも呼ばれる；例えば、L. Gong et al; B
ioorganic & Medicinal Chemistry Letters 20 (2010), 1693-1696を参照されたい）を含
む群から選択される。一つの態様において、CDC様キナーゼ1（Clk1-2-4）阻害剤は、ベン
ゾチアゾールおよび3-フルオロ-N-[1-イソプロピル-6-(1-メチル-ピペリジン-4-イルオキ
シ)-1,3-ジヒドロ-ベンゾイミダゾール-(2E)-イリデン]-5-(4-メチル-1H-ピラゾール-3-
スルホニル)-ベンズアミドを含む群から選択される。一つの態様において、マイトジェン
活性化タンパク質キナーゼ15（Mapk15）阻害剤は、4-(4-フルオロフェニル)-2-(4-メチル
スルフィニルフェニル)-5-(4-ピリジル)-1H-イミダゾール（SB203580）および5-イソキノ
リンスルホンアミド（H-89）を含む群から選択される。
【００５８】
　一つの態様において、二重特異性チロシン-(Y)-リン酸化調節キナーゼ5（Dyrk1a-b 4）
阻害剤は、6-[2-アミノ-4-オキソ-4H-チアゾル-(5Z)-イリデンメチル]-4-(テトラヒドロ-
ピラン-4-イルオキシ)-キノリン-3-カルボニトリルを含む群から選択される。
【００５９】
　一つの態様において、スムーズンドアクチベーターは、プルモルファミン（2-(1-ナフ
トキシ)-6-(4-モルホリノアニリノ)-9-シクロヘキシルプリン）である。β-カテニン（ま
たはγ-カテニン）とコアクチベータータンパク質であるCBP（CREB結合タンパク質）およ
びp300（E1A結合タンパク質p300）との間の相互作用の調節剤の例は、IQ-1（2-(4-アセチ
ル-フェニルアゾ)-2-[3,3-ジメチル-3,4-ジヒドロ-2H-イソキノリン-(1E)-イリデン]-ア
セトアミド）、およびICG-001（(6S,9aS)-6-(4-ヒドロキシ-ベンジル)-8-ナフタレン-1-
イルメチル-4,7-ジオキソ-ヘキサヒドロ-15 ピラジノ[1,2-a]ピリミジン-1-カルボン酸ベ
ンジルアミド）（国際公開公報第2007056593号）である。
【００６０】
　一つの態様において、刺激培地は、インスリン、トランスフェリン、およびプロゲステ
ロンを補給した無血清培地である。一つの態様において、無血清培地には、10～50μg/ m
lインスリン、10～100μg/ mlトランスフェリン、および10～50 nMプロゲステロン、好ま
しくは、30～50μg/ mlインスリン、20～50μg/ mlトランスフェリン、および10～30 nM
プロゲステロンを補給する。刺激に適する無血清培地の例は、N2B27培地（N2B27は、N2お
よびB27（両方ともGibco由来）を補給したDMEM/F12（Gibco, Paisley, UK）の1:1混合物
である）、N3培地（DMEM/F12（Gibco, Paisley, UK）、25μg/ mlインスリン、50μg/ ml
トランスフェリン、30 nM亜セレン酸ナトリウム、20 nMプロゲステロン、100 nMプトレッ
シン（Sigma）から構成される）、または25 NeuroCult（登録商標）NS-A増殖培地（Stemc
ell Technologies）である。一つの態様において、刺激培地は、インスリン、トランスフ
ェリン、プロゲステロン、およびグリコーゲン合成酵素キナーゼ3（Gsk3a-b）の低分子阻
害剤を補給した無血清培地である。
【００６１】
　好ましくは、低分子阻害剤は、本明細書においてCP21R7とも呼ばれる、3-(3-アミノ-フ
ェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオンである。一つの態様
において、刺激培地は、10～50μg/ mlインスリン、10～100μg/ mlトランスフェリン、
および10～50 nMプロゲステロン、および0.5～4μM CP21R7（3-(3-アミノ-フェニル)-4-(
1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオン）を含む無血清培地である。一つ
のそのような態様において、刺激培地は、1μM CP21R7を含む。
【００６２】
　一つの態様において、本明細書に記載される態様のいずれかの刺激培地は、組換え骨形
態形成タンパク質-4(BMP4)をさらに含む。一つの好ましい態様において、刺激培地は、10



(14) JP 6440711 B2 2018.12.19

10

20

30

40

50

～50μg/ mlインスリン、10～100μg/ mlトランスフェリン、10～50 nMプロゲステロン、
0.5～4μM CP21R7（3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロー
ル-2,5-ジオン）、および10～50 ng/ ml組換え骨形態形成タンパク質-4（BMP4）を含む無
血清培地である。
【００６３】
　一つの態様において、上記の方法の段階（b）は、少なくとも3日間（72時間）の、刺激
培地における細胞のインキュベートを含む。一つの態様において、上記の方法の段階（b
）は、2～4日間（48時間～96時間）の、刺激培地における細胞のインキュベートを含む。
別の態様において、上記の方法の段階（b）は、CP21R7（3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メ
チル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオン）を補給した無血清培地である刺激培
地における細胞のインキュベートを含む。好ましくは、刺激培地に、0.5～4μM CP21R7（
3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-30メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオン）
、最も好ましくは1～2μM CP21R7（3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-
3-イル)-ピロール-2,5-ジオン）を補給する。一つの態様において、刺激培地は、組換え
骨形態形成タンパク質-4（BMP4）をさらに含む。別の態様において、上記の方法の段階（
b）は、CP21R7（3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-
2,5-ジオン）を補給した無血清培地である刺激培地における細胞のインキュベート、かつ
3日間（72時間）の該細胞のインキュベートを含む。一つのそのような態様において、刺
激培地は、組換え骨形態形成タンパク質-4（BMP4）をさらに含む。
【００６４】
　別の態様において、上記の方法の段階（b）は、CP21R7（3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-
メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-ジオン）を補給した無血清培地である刺激
培地における細胞のインキュベート、かつ2～4日間（48時間～96時間）の該細胞のインキ
ュベートを含む。一つのそのような態様において、刺激培地は、組換え骨形態形成タンパ
ク質-4（BMP4）をさらに含む。
【００６５】
　本明細書において使用される「誘導培地」とは、刺激された細胞の、単層上のSIX2およ
び／またはWT1および／またはSALL1陽性腎前駆細胞への誘導のために有用な、任意の化学
的に定義された培地を指す。一つの態様において、腎前駆細胞は、3種のマーカー遺伝子S
IX2、WT1、およびSALL1をすべて発現し、SWS+腎前駆細胞と呼ばれる。一つの態様におい
て、腎前駆細胞は後腎間充織細胞である。別の態様において、腎前駆細胞は、中間中胚葉
のマーカー遺伝子を下方制御する。従って、一つの態様において、腎前駆細胞は、PAX2を
非常に低いレベルでのみ発現する。一つの態様において、腎前駆細胞は、LIM1および／ま
たはBRYを発現しない。
【００６６】
　誘導に適する培地の例は、DEMEM/F12、RPMI 1640（Invitrogen）、またはウィリアムE
培地（Invitrogen）である。
【００６７】
　一つの態様において、誘導培地に、骨形態形成タンパク質（BMP）、例えば、BMP4、BMP
7、または、BMP2、BMP3、BMP 5、BMP 6、BMP 8a、BMP 8b、もしくはBMP 9のような他のBM
Pを補給する。
【００６８】
　好ましくは、誘導培地は、BMP7を補給した培地である。一つのそのような態様において
、誘導培地に、20～80 ng/ml BMP7、好ましくは50 ng/ml BMP7を補給する。
【００６９】
　本明細書において提示される新たな方法で、最大95％の収率で多能性幹細胞からSIX2を
発現する腎前駆細胞を分化させることが今や可能である。段階（c）の生成物は、細胞培
養物においてSIX2およびWT1および／またはSALL1陽性細胞として容易に同定することがで
きる。
【００７０】
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　一つの態様において、誘導培地は、レチノイン酸（RA）、例えば、オールトランスレチ
ノイン酸または9-シスレチノイン酸をさらに含む。別の態様において、誘導培地は、レチ
ノイン酸阻害剤またはレチノイン酸アゴニストを含む。レチノイン酸阻害剤およびレチノ
イン酸アゴニストは、当技術分野において周知である。
【００７１】
　好ましくは、誘導培地は、RAを補給した培地である。一つのそのような態様において、
誘導培地に、50～200 nM RA、好ましくは100 nM RAを補給する。
【００７２】
　一つの態様において、誘導培地に、RAおよびBMP7を補給する。
【００７３】
　一つの態様において、誘導培地は、1～5％血清、好ましくは2.5％血清をさらに含む。
その中で有用な血清は、例えば、当技術分野において公知である胎児ウシ血清である。別
の態様において、誘導培地に、アミノ酸、例えば、Sigma- Aldrichの非必須アミノ酸溶液
（カタログ番号M7145）を補給する。
【００７４】
　別の態様において、誘導培地は、β-メルカプトエタノールをさらに含む。
【００７５】
　一つの態様において、上記の方法の段階（c）は、2日間（48時間）の、誘導培地におけ
る細胞のインキュベートを含む。
【００７６】
　一つの態様において、上記の方法の段階（a）～（c）は、合わせて6日を必要とする。
【００７７】
　態様において、上記の態様のいずれかにおいて記載される方法は、多能性幹細胞を有足
細胞へ分化させるために有用である。一つの態様において、上記の態様のいずれかにおい
て記載される方法は、
（d）有足細胞の増殖に適する条件下で段階（c）の生成物をインキュベートする段階
をさらに含む。
【００７８】
　典型的には、段階（c）において得られたSWS+細胞を収集し、化学的に定義された増殖
培地中で拡大する。一つの態様において、段階（d）は、24～168時間、好ましくは48～96
時間、増殖培地中で、段階（c）において得られた細胞をインキュベートする工程を含む
。
【００７９】
　本明細書において使用される増殖培地は、有足細胞の増殖および生存を増強する、増殖
因子および／または低分子を補給した培地である。
【００８０】
　一つの態様段階において、増殖培地は、化学的に補給された培地（SP培地）である。本
明細書において有用なSP培地は、例えば、DMEM/F12培地（例えば、InvitrogenもしくはGi
bcoカタログ番号31331-028）またはRPMI 1640（Gibcoカタログ番号61870-010）またはDME
M培地である。一つの態様において、増殖培地に、2～10％血清、例えば、2～10％胎児ウ
シ血清を補給する。一つの態様において、増殖培地に、Knock-out serum replacement（
例えば、Invitrogen、カタログ番号10828028）を補給する。
【００８１】
　別の態様において、増殖培地に、0.1～0.5 mM RA、好ましくは0.1 mM RAを補給する。
別の態様において、増殖培地に、10～200 nMビタミンD3、好ましくは100 nMビタミンD3を
補給する。一つの態様において、増殖培地に、RAおよびビタミンD3の両方を補給する。一
つの態様において、増殖培地は、安定なグルタミンをさらに含む。好ましい態様において
、増殖培地は、10％血清、100 nMビタミンD3、および0.1mMレチノイン酸を補給したDMEM/
F12培地である。
【００８２】
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　本明細書に記載される方法によって得られた腎前駆細胞および有足細胞は、いくつかの
継代にわたって拡大することができる。
【００８３】
　上記の態様のいずれも、単独でまたは組み合わせで存在し得る。
【００８４】
　本発明の一つの態様において、患者特異的または健康な個体特異的な腎前駆細胞または
有足細胞を生成するための方法が提供される。この目的に向けて、患者または健康な個体
から得られたヒト人工多能性幹細胞（iPSC）を、本明細書に記載される方法で、腎前駆細
胞または有足細胞へ分化させる。患者特異的ヒトiPSCは、患者または健康な個体から得ら
れた体細胞をリプログラミングして多能性幹細胞にすることによって、当技術分野におい
て公知である方法により得ることができる。例えば、繊維芽細胞、ケラチノサイト、また
は脂肪細胞を、処置を必要とする個体から、または健康な個体から皮膚生検によって取得
し、当技術分野において公知である方法によりリプログラミングして人工多能性幹細胞に
してもよい。人工多能性幹細胞の供給源として適する他の体細胞は、血液試料から得られ
る白血球細胞、または尿試料から得られる上皮細胞もしくは他の細胞である。患者特異的
な人工多能性幹細胞を、次に、本明細書に記載される方法によって、患者特異的または健
康な個体特異的な腎前駆細胞または有足細胞へ分化させる。本発明の別の局面において、
前述の方法のいずれかにより産生された腎前駆細胞または有足細胞の集団が提供される。
好ましくは、腎前駆細胞または有足細胞の集団は、患者特異的、すなわち、罹患個体から
得られたiPSCに由来する。別の態様において、腎前駆細胞または有足細胞の集団は、健康
な個体から得られる。
【００８５】
　患者由来の腎前駆細胞または有足細胞は、急性腎不全／急性腎損傷、アルポート症候群
、アンジオテンシン抗体および巣状分節状糸球体硬化症、APOL1変異、CFHR5腎症、バータ
ー症候群、虚脱糸球体症、CMVに関連する糖尿病および糖尿病性腎疾患、ファブリー病、
糸球体疾患、HIV関連腎症（HIVAN）、リポタンパク質糸球体症、ループス腎疾患、ループ
ス腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、結節性糸球体硬化症、感染後糸球体腎炎、溶連菌感染後
糸球体腎炎などの腎疾患の病態生理学を研究するための疾患関連インビトロモデルを提示
する。一つの態様において、本方法により得られた腎前駆細胞または有足細胞を、腎細胞
の機能不全によって引き起こされる腎疾患、例えば、慢性腎疾患（CKD）、巣状分節状糸
球体硬化症（FSGS）、膜性増殖性糸球体腎炎、多嚢胞性腎疾患（PKD）、および2型糖尿病
と関連する糖尿病性腎症を逆転、阻害、または予防する化合物のスクリーニングのために
使用する。好ましくは、本明細書に記載される本発明の方法により得られた腎前駆細胞ま
たは有足細胞は、罹患対象に由来する。別の態様において、本方法により得られた腎前駆
細胞または有足細胞を、糖尿病および糖尿病性腎疾患の処置のための新たな標的および化
合物をスクリーニングおよび評定するために使用する。好ましくは、本明細書に記載され
る本発明の方法により得られた腎前駆細胞または有足細胞は、例えば、慢性腎疾患（CKD
）、巣状分節状糸球体硬化症（FSGS）、膜性増殖性糸球体腎炎、多嚢胞性腎疾患（PKD）
、および2型糖尿病と関連する糖尿病性腎症などの腎疾患によって影響を受けた個体に由
来する。罹患対象から腎前駆細胞および／または有足細胞を分化させることは、ヒト背景
パラダイムにおいて薬物安全性を早期に評定する無比の機会を提示する。別の態様におい
て、本方法により得られた有足細胞を、ネフロンのインビトロモデルとして使用する。
【００８６】
　本発明は、両方とも異種を含まない条件で得られた、患者特異的な有足細胞、または移
植に適する同一のHLA型を有する健康な個体由来の適合細胞を供給するための、高効率の
方法を提供する。「異種を含まない培養条件」とは、ヒトおよび組換え起源の成分のみを
含む、培地および付着用の基板を指す。従って、異種病原体（xenopathogen）での汚染の
危険性が回避され、腎細胞は、再生医療における使用のために安全である。本明細書に記
載される方法での、患者特異的な人工多能性幹細胞（iPSC）の患者特異的な有足細胞への
分化は、自己供給源の有足細胞を生成するための、容易に利用できかつ再現性を有する技
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術を提示する。細胞療法における自己細胞および／または適合細胞の使用は、免疫学的拒
絶の対象となる可能性が高い非自己細胞の使用を上回る大きな利点をもたらす。対照的に
、自己細胞は、有意な免疫学的応答を誘発する可能性が低い。
【００８７】
　本発明のさらなる好ましい局面において、患者特異的な腎前駆細胞または有足細胞のバ
イオバンクの作製が想定される。一つの態様において、健康な個体および／または患者か
ら得られた腎前駆細胞または有足細胞の様々な集団を含むバイオバンクが作製される。本
明細書において使用される「バイオバンク」という用語は、様々な個体または種から採取
された生物学的試料のライブラリを意味する。検体および関連データの保管された収集物
は、血管合併症と関連する疾患に対処することを目指す研究目的が意図される。別の態様
において、バイオバンクは、血管再生医療アプローチのために使用される。
【００８８】
　別の局面において、本発明は、前述の方法のいずれかにより産生された腎前駆細胞もし
くは有足細胞を含むか、または前述の細胞集団のいずれかを含む治療用組成物を提供する
。好ましくは、治療用組成物は、例えば、5％ヒト血清アルブミンを伴うリン酸緩衝生理
食塩水を含む、生理学的に適合性の溶液をさらに含む。治療用組成物を、例えば、慢性腎
疾患（CKD）、巣状分節状糸球体硬化症（FSGS）、膜性増殖性糸球体腎炎、多嚢胞性腎疾
患（PKD）、および2型糖尿病と関連する糖尿病性腎症などの腎疾患を処置、予防、または
安定化するために使用することができる。例えば、繊維芽細胞、ケラチノサイト、または
脂肪細胞を、処置を必要とする個体から、または健康な個体から皮膚生検によって取得し
、当技術分野において公知である方法（"Induction of pluripotent stem cells from ad
ult human fibroblasts by defined factors." Takahashi et al., 2007, Cell 131, 861
-72）によりリプログラミングして人工多能性幹細胞にしてもよい。人工多能性幹細胞の
供給源として適する他の体細胞は、血液試料から得られる白血球細胞、または尿試料から
得られる上皮細胞もしくは他の細胞である。患者特異的な人工多能性幹細胞を、次に、本
明細書に記載される方法により有足細胞へ分化させ、収集し、個体に導入して状態を処置
する。本発明の方法により産生された腎前駆細胞または有足細胞は、罹患組織または損傷
した組織の正常な機能を置換するかまたは補助するために使用されてもよい。
【００８９】
　本発明の別の態様は、腎疾患の治療のための、腎前駆細胞または有足細胞のバイオバン
クの使用である。バイオバンクは、好ましくは、患者またはいくつかのHLA型を有する健
康な個体から得られた腎前駆細胞または有足細胞を含む。健康なドナーから得られた細胞
を、適合性HLA型を有する処置を必要とする個体に移植することは、異種細胞移植に通常
付随する拒絶反応の有意な問題を除去する。従来、拒絶は、シクロスポリンなどの免疫抑
制剤または抗拒絶薬物の投与によって、予防または低減される。しかしながら、そのよう
な薬物は、有意な有害副作用、例えば、免疫抑制、発癌特性、腎毒性を有し、かつ非常に
高価である。本発明は、シクロスポリン、imulan、FK-506、グルココルチコイド、および
ラパマイシン、ならびにそれらの誘導体などの抗拒絶薬物の必要性を排除するか、または
少なくとも有意に低減させる。
【００９０】
　本発明の治療法に関しては、哺乳動物への腎前駆細胞または有足細胞の投与が、特定の
投与の様式、投薬量、または投薬の頻度に限定されることは意図されず；本発明は、筋肉
内、静脈内、関節内、病変内、皮下、または疾患を予防もしくは処置するために妥当な用
量を提供するのに十分な任意の他の経路を含む、すべての投与の様式を企図する。腎前駆
細胞または有足細胞を、単一用量または複数用量で哺乳動物に投与してもよい。複数用量
を投与する場合、用量と用量との間を、例えば、1週間、1か月、1年、または10年空けて
もよい。細胞を特定の細胞タイプに向けてさらに偏らせるために、一つまたは複数の増殖
因子、ホルモン、インターロイキン、サイトカイン、低分子、または他の細胞も、細胞の
投与の前、間、または後に投与してもよい。
【００９１】
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　本明細書において使用される際、「分化させる」、「分化」という用語は、より分化し
ていない細胞を体細胞へ変換するため、例えば、多能性幹細胞を腎前駆細胞または有足細
胞へ変換するための、一つまたは複数の段階を指す。多能性幹細胞の腎前駆細胞または有
足細胞への分化は、本明細書に記載される方法によって達成される。
【００９２】
　本明細書において使用される「幹細胞」という用語は、自己複製の能力を有する細胞を
指す。本明細書において使用される「未分化幹細胞」とは、多様な範囲の細胞タイプへ分
化する能力を有する幹細胞を指す。本明細書において使用される際、本明細書において使
用される「多能性幹細胞」とは、複数の細胞タイプの細胞を生じさせ得る幹細胞を指す。
多能性幹細胞（PSC）は、ヒト胚性幹細胞（hESC）およびヒト人工多能性幹細胞（hiPSC）
を含む。ヒト人工多能性幹細胞は、当技術分野において公知である方法によって、例えば
、4種の定義された因子（Sox2、Oct4、Klf4、c-Myc）の導入により、リプログラミングさ
れた体細胞から生じ得る。ヒト体細胞は、健康な個体から、または患者から取得すること
ができる。これらのドナー細胞は、任意の適する供給源から容易に取得することができる
。ヒトの身体に対する侵襲性手順がなくドナー細胞の単離を可能にする供給源、例えば、
ヒト皮膚細胞、血液細胞、または尿試料から取得可能な細胞が、本明細書において好まし
い。ヒト多能性幹細胞が好ましいが、方法はまた、霊長類、げっ歯類（例えば、ラット、
マウス、ウサギ）、およびイヌの多能性幹細胞などの、非ヒト多能性幹細胞にも応用可能
である。
【００９３】
　本明細書において使用される際、「腎前駆細胞」または「後腎間充織腎前駆段階中の細
胞」とは、後腎間充織段階へ分化した細胞であり、少なくとも細胞マーカーSIX2を、およ
び好ましい態様においては細胞マーカーSALL1およびWT1も発現する。本明細書において使
用される腎前駆細胞は、例えば、PAX2、BRY、および／またはLIM1などの、多能性段階お
よび中間中胚葉段階のマーカー遺伝子の下方制御を特徴とする。これらの細胞は、有足細
胞を生じさせる能力を含み、すべての腎細胞へ分化する可能性を有する。
【００９４】
　本明細書において使用される際、「中間中胚葉細胞」とは、細胞マーカーBRY、LIM1、
およびPAX2のうちの一つまたは複数を発現し、SIX2、SALL1、およびWT1を発現しないか、
または非常に低いレベルでのみ発現する細胞である。
【００９５】
　本明細書において使用される際、「マーカーの下方制御」とは、マーカー遺伝子および
その遺伝子産物の発現レベルの減少を指す。この用語は、一つの分化段階におけるある特
定のマーカー遺伝子およびその遺伝子産物の発現レベルが、別の分化段階と比較して減少
していることを意味し得る。「マーカーの下方制御」はまた、細胞におけるマーカー遺伝
子およびその遺伝子産物の発現の完全な撤廃を指し得、例えば、マーカー遺伝子およびそ
の遺伝子産物の発現が全く検出できない。
【００９６】
　本明細書において使用される際、「マーカーの上方制御」とは、マーカー遺伝子および
その遺伝子産物の発現レベルの増大を指す。この用語は、一つの分化段階におけるある特
定のマーカー遺伝子およびその遺伝子産物の発現レベルが、別の分化段階と比較して増大
していることを意味し得る。「マーカーの上方制御」はまた、マーカー遺伝子およびその
遺伝子産物の（検出可能な）発現無しから、低、中間、または高発現への、マーカー遺伝
子およびその遺伝子産物の発現の増大も指し得る。
【００９７】
　「マーカーの発現」とは、ある特定の遺伝子がmRNAへ転写され、かつ通常、その後、細
胞においてある特定の機能を発揮するタンパク質（その遺伝子産物）へ翻訳されることを
意味する。マーカーの発現は、当技術分野において公知である方法によって、RNAレベル
でまたはタンパク質レベルで、検出および定量化することができる。例えば、ある特定の
タンパク質の存在をマーカーに結合する抗体で試験することによる、タンパク質レベルで
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のマーカーの発現の検出が、本明細書において好ましい。
【００９８】
　「有足細胞」とは、腎臓に位置する細胞のタイプであり、糸球体上皮細胞としても公知
である。有足細胞は、特徴的な細胞表現型を有し：本体、およびそれから外に分岐し、長
い突起、すなわち「足突出部（foot projection）」のような特徴を有する細い延長部分
からなる。本明細書において使用される際、「有足細胞」とは、特異的な表面マーカーで
あるポドシンを少なくとも発現し、α-アクチニン-4、WT1、シナプトポジン、またはネフ
リンの群から選択される一つまたは複数のさらなる表面マーカー／細胞マーカーを発現す
る細胞である。成熟有足細胞、すなわち、マーカーPAX2を発現しない有足細胞が、その中
で好ましい。
【００９９】
　ポドシンは、糸球体透過性の調節において役割を果たし、かつ形質膜と細胞骨格との間
のリンカーとして作用する、糸球体タンパク質である。これは、NPHS2（完全な名称はネ
フローゼ2、突発性、ステロイド耐性（ポドシン）、NCBI Gene ID 7827、PDCNまたはSRN1
としても公知である）によってコードされる。
【０１００】
　αアクチニンは、αおよびβスペクトリンおよびジストロフィンを含む、多様な群の細
胞骨格タンパク質に相当する、スペクトリン遺伝子スーパーファミリーに属する。αアク
チニンは、様々な細胞タイプにおいて複数の役割を有するアクチン結合タンパク質である
。非筋肉細胞においては、細胞骨格アイソフォームが、マイクロフィラメントの束および
接着型結合部に沿って見出され、そこでアクチンを膜に結合させることに関与する。対照
的に、骨格、心臓、および平滑筋アイソフォームは、Z板および相似の濃密体に局在し、
そこで筋原線維アクチンフィラメントを固定することを助ける。この遺伝子は、細胞質中
に濃縮され、転移プロセスに関与すると考えられている非筋肉αアクチニンアイソフォー
ムをコードする。この遺伝子における変異は、巣状分節状糸球体硬化症と関連している。
α-アクチニン-4は、ACTN4（完全な名称はアクチニン、α4、NCBI Gene ID 81、FSGS；FS
GS1；アクチニン-4としても公知である）によってコードされる。
【０１０１】
　シナプトポジンは、アクチンベースの細胞形状および運動性において役割を果たし得る
、アクチン結合タンパク質である。シナプトポジンという名称は、シナプス後肥厚および
樹状突起棘と、ならびに腎有足細胞との、タンパク質の会合に由来する。タンパク質は、
SYNPO（NCBI Gene ID 11346）によってコードされる。
【０１０２】
　ネフリンは、腎臓中の糸球体濾過障壁において機能する、細胞接着分子の免疫グロブリ
ンファミリーのメンバーである。遺伝子は、主として腎組織において発現し、タンパク質
は、糸球体有足細胞のスリット隔膜で見出される1型膜貫通タンパク質である。スリット
隔膜は、尿の形成においてアルブミンおよび他の血漿巨大分子を排除するための限外濾過
器として機能すると考えられている。これは、CNF、NPHN、またはネフリンとしても公知
であるNphs1（NCBI Gene ID 4868）によってコードされる。この遺伝子における変異は、
重症のタンパク尿、ならびにスリット隔膜および足突起の喪失を特徴とする、フィンラン
ド型先天性ネフローゼ1をもたらす。
【０１０３】
　本明細書において使用される際、「腎疾患」とは、腎細胞の損傷、喪失、または機能不
全によって引き起こされる任意の疾患に関する。腎疾患の例は、慢性腎疾患（CKD）、巣
状分節状糸球体硬化症（FSGS）、膜性増殖性糸球体腎炎、多嚢胞性腎疾患（PKD）、およ
び2型糖尿病と関連する糖尿病性腎症である。さらなる例は、急性腎不全／急性腎損傷、
アルポート症候群、アンジオテンシン抗体および巣状分節状糸球体硬化症、APOL1変異、C
FHR5腎症、バーター症候群、虚脱糸球体症、CMVに関連する糖尿病および糖尿病性腎疾患
、ファブリー病、糸球体疾患、HIV関連腎症（HIVAN）、リポタンパク質糸球体症、ループ
ス腎疾患、ループス腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、結節性糸球体硬化症、感染後糸球体腎
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【０１０４】
参照文献
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【実施例】
【０１０５】
材料および方法
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　CP21R7：3-(3-アミノ-フェニル)-4-(1-メチル-1H-インドール-3-イル)-ピロール-2,5-
ジオン（本明細書において「化合物21」とも呼ばれる；例えば、L. Gong et al; Bioorga
nic & Medicinal Chemistry Letters 20 (2010), 1693-1696を参照されたい）。

【０１０６】
細胞培養：
　多能性培地：Y27632 ROCKキナーゼ阻害剤（市販、例えば、Tocris bioscienceのカタロ
グ番号：1254）を補給したTeSR1。
【０１０７】
　刺激培地：1μM CP21R7（Roche）および25 ng/ml BMP4（Prepotech）を含む、DMEM:F12
 (1:1) plus Glutamax（Invitrogen）と、N2およびB27補給物を有するNeurobasal培地（
すべてInvitrogen）の1:1混合物（N2B27培地）。
【０１０８】
　誘導培地：2.5％ FBS（Life technologies）、0.1 mM非必須アミノ酸ミックス（NEAA）
、0.1 mM b- ME、100 nMレチノイン酸（Sigma）、および50 ng/ml BMP7（Prepotech）を
補給したDMEM:F12 plus Glutamax（Invitrogen）培地。
【０１０９】
　有足細胞増殖培地：10％ FBS（Invitrogen）、0.1 mMレチノイン酸（Sigma）、および1
00 nMビタミンD3（Sigma）を補給したDMEM:F12 plus Glutamax（Invitrogen）。
【０１１０】
　ヒトESC：SA001、ロットCA001は、2001年3月20日に、Goteborg UniversityおよびCella
rtis AB Arvid Wallgrens Backe 20, SE-413 46 Goteborg, SWEDENで単離され、スウェー
デンにおけるすべての適用可能な法律に従い、かつGoteborg UniversityおよびUppsala U
niversityのLocal Research Ethics Committeeにより承認されている。胚供給源：IVF由
来の凍結余剰分。ドナー機密性：ドナーのプライバシーおよび機密性を保護するため、胚
のドナーと関連するすべての識別名は除去されている。従って、ドナーについての情報は
何も利用できない。特に、寄付は、ドナーについていかなる金銭的な利得ももたらさなか
った。本発明者らは、hESCを取り扱うこと、および様々な細胞株を誘導することの承認を
受けている。担当の倫理委員会（Ethikkommission beider Basel）およびFederal office
 of public healthが、本発明者らの研究プロジェクトを承認している。（Ref-No: R-FP-
S-1-0002-0000）。
【０１１１】
　ヒトiPSC：SBI System Biosciencesのカタログ番号：SC101A-1、ロット番号110218-FF
／Life technologies Gibco（登録商標）Episomal hiPSC Lineのカタログ番号：A13777。
【０１１２】
　ヒト多能性幹細胞は、慣例的に、TeSR1培地（Stem cell Technologies）中でhESC-qual
ified Matrigel（BD Bioscience）上で培養する。培養物を、StemPro Accutase（Invitro
gen）を用いて4～6日毎に継代する。生存率の増大のために、酵素による解離の1時間前に
、TeSR1培地に10μM ROCK阻害剤を補給する。
【０１１３】
1．多能性幹細胞の有足細胞への分化のための方法
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　（i）StemPro Accutase（Invitrogen）を用いるhPSCコロニーの酵素による解離の前に
、細胞を1時間、10μM ROCK阻害剤Y27632と共にプレインキュベートした。cm2あたり37.0
00個の単一hPSCを、10μM ROCK-30阻害剤を補給したTeSR1培地中で、増殖因子を低減させ
たMatrigel（BD bioscience）コーティングされた細胞培養プレート上にプレーティング
した。
【０１１４】
　（ii）1日目に、付着培地を、1μM化合物21（CP21R7）および25 ng/ml BMP4（R&D Syst
ems）を補給したN2B27（Gibco）培地に交換した。細胞を、培地交換せずにさらに3日間培
養した。
【０１１５】
　（iii）4日目に、刺激培地を、100 nMレチノイン酸（Sigma, R2625）および50 ng/ml B
MP7（Peprotech）を補給したDMEMF12（Gibco）培地に交換した。細胞を、培地交換せずに
さらに2日間培養した。
【０１１６】
　（vi）6日目に、細胞をaccutase溶液で解離させ、40000～50000細胞／cm2の密度で、0.
1 mMレチノイン酸（Sigma, R2625）および100 nMビタミンD3（Sigma）を補給したDMEMF12
（Gibco）培地中、もう7日間、コラーゲンIコーティングされたプレート上にプレーティ
ングした。増殖培地を、1日おきに交換した。
【０１１７】
2．定量化のための免疫細胞化学分析および画像ベースのハイコンテント分析（HCA）
　細胞を、4％パラホルムアルデヒドを含有するPBSで20分間、室温で固定化した。PBSで
細胞を3回洗浄した後、細胞を次に、5％ BSA溶液（ブロッキング緩衝液）で60分間ブロッ
キングした。細胞内抗原について探測する場合は、0.5％ Triton-Xを、ブロッキング緩衝
液中に含めた。試料を、2％ BSA溶液中に希釈した一次抗体で一晩、4℃で染色し、続いて
、適切な二次抗体と1時間、室温でインキュベートした。核を、DAPIによって5分間、室温
で染色した。Operetta High Content Imaging System（Perkielmer）およびそれに続くコ
ンピュータベースの画像分析（ImageJ、Javaベースの画像加工処理プログラム）によって
、蛍光を獲得し、分析した。適切なフィルターを用いて、同一視野から別々の画像を獲得
し、jpgファイルとしてエクスポートした。
【０１１８】
研究において使用した一次抗体の表
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【０１１９】
3．iPSC由来有足細胞の機能的特徴決定
　有足細胞は、炎症誘発性刺激に応答して、IL-8、Rantes、MIP-1b、およびMCP1を含む特
定のサイトカインを発現する。Bio-Plex Pro Cytokine, Chemokine and Growth factor a
ssay（Biorad, M50-0KCAF0Y）。一晩の血清飢餓後、hiPS由来有足細胞を、2種の異なる濃
度のTNFa（1および5 ng/ml）に24時間曝露した。処理後、上清を回収して使用し、Bio-Pl
ex Pro Cytokine, Chemokine and Growth factor assay kit（Biorad, M50-0KCAF0Y）を
用いてサイトカイン、ケモカイン、および増殖因子の放出を定量化した。アッセイは、製
造業者の指示に従って行った。分化システムが真の有足細胞を生成するか否かを判定する
ために、iPS由来有足細胞を炎症誘発性TNFaでチャレンジし、サイトカインおよびケモカ
インの放出について解析した。セクレトーム解析により、TNF-α処理時に（図8）、初代
ヒト有足細胞（Saleem et al., JASN, 2002；データは示されていない）に匹敵する、用
量依存様式でのIL-8、Rantes、MIP-1b、およびMCP1の上清濃度の増大が、明らかに示され
た。
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