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〈要 約〉

　腎不全の患者は造血ホルモンであるエリスロポエチンの産生が低下するため腎性貧血をきたす．現在，用いられているヒト遺伝子組換えエリスロポエチン製剤の間歇的な投与では腎性貧血の生理的な制御はむずかしいため，新規の治療法が切望されている．筆者らは，ヒトのiPS細胞を肝細胞の系譜へと分化を誘導することによりエリスロポエチンを産生する細胞を作製した．このエリスロポエチン産生細胞は低酸素状態に応答してエリスロポエチンを産生し細胞外へと分泌した．同じ方法を用いて，ヒトのES細胞，マウスのiPS細胞およびES細胞からもエリスロポエチン産生細胞が作製された．さらに，腎性貧血の経口治療薬として開発中のプロリン水酸化酵素阻害剤の投与によりエリスロポエチンの産生は増加した．また，エリスロポエチン産生細胞の培養上清は，コロニーアッセイにおいてヒトの臍帯血から得たCD34陽性の造血前駆細胞を赤芽球へと分化させ，腎性貧血のモデルマウスにおいて貧血を改善した．さらに，エリスロポエチン産生細胞を腎性貧血状態の免疫不全マウスの腎被膜下に移植したところ，生着および腎性貧血の改善が認められた．iPS細胞に由来するエリスロポエチン産生細胞は，エリスロポエチンの産生機序の解明など基礎的な研究にくわえ，腎性貧血に対する新規の治療薬および再生医療の開発に有用と考えられる．
はじめに

　腎臓の主要な機能のひとつは骨髄において赤血球系の造血を制御するエリスロポエチンを産生および分泌することであり，種々の原因により腎臓の機能が低下するとエリスロポエチンの分泌が減少するため腎性貧血をきたす．末期の腎不全の患者の約9割が遺伝子組換え技術により合成されたヒトのエリスロポエチン製剤の投与をうけており，これにより腎性貧血の制御は比較的容易になり非常に有効な治療であるといえる．しかしながら，使用量の増大による医療費の圧迫，間歇的な投与による赤血球数の変動，抗エリスロポエチン抗体の産生による薬剤不応などの問題がある．そこで，従来のエリスロポエチン製剤に代わる腎性貧血の新しい治療法の研究が進んでいる．一方，iPS細胞はさまざまな組織や臓器を構成する細胞への分化が可能な多能性幹細胞であり1)，再生医療の実現において重要な役割をはたすと期待されている．これまで，iPS細胞は種々の刺激をくわえることによりニューロン，心筋細胞，肝細胞などに分化することが報告されている．近年，筆者らを含む複数の研究グループにより，腎臓を構成する細胞の分化についても報告されており2)，腎臓を含む再生医療に期待が高まっている．しかしながら，これまで，ヒトのiPS細胞からエリスロポエチン産生細胞への分化を誘導した報告はなかった．
1．ヒトのiPS細胞からエリスロポエチン産生細胞への分化の誘導

　エリスロポエチン産生細胞は腎尿細管の近傍に存在することが報告されていたが3)，その起源について多くはわかっていなかった．また，エリスロポエチン産生細胞が存在するとされる腎間質細胞について，iPS細胞からの分化の誘導はほとんど報告されていなかった．一方，エリスロポエチンは胎生期には肝臓にて産生され，出生ののちには腎臓のエリスロポエチン産生細胞がその役割を担う．肝臓におけるエリスロポエチンの産生は，重度の貧血などの病態のほかには，出生ののちにほぼ消失すると考えられている．筆者らは，この点に着目し，これまで報告のあったヒトのiPS細胞から肝細胞の系譜へと分化を誘導する方法4) を改良することにより，エリスロポエチンを産生する細胞へと分化を誘導することに成功した．肝細胞は成熟化するとエリスロポエチンの産生が減少することがわかり，肝芽細胞の段階にとどめることにより持続的なエリスロポエチンの産生が確認された．この方法により，ヒトの8種類のiPS細胞株から同様にエリスロポエチン産生細胞が分化することが確認され，さらには，ヒトの2種類のES細胞株にも適用が可能であった．また，マウスのiPS細胞およびES細胞からもエリスロポエチン産生細胞が分化した．拡大培養法を開発してエリスロポエチン産生細胞を継代することにより，約70日間の維持培養が可能であった．さらに，IGF1の刺激によりエリスロポエチンの産生は増加した．
2．エリスロポエチンの産生の機序

　一般に，エリスロポエチンは貧血により産生が亢進し，その機序として低酸素の感知による制御が考えられている．ヒトのiPS細胞から分化させたエリスロポエチン産生細胞は，酸素濃度1％の低酸素の刺激に応答してエリスロポエチンを産生し細胞外へと分泌した．この結果から，ヒトのiPS細胞に由来するエリスロポエチン産生細胞は生体内と同様の生理的なエリスロポエチンの産生制御の機構をもつ可能性が示唆された．また，腎性貧血の治療薬として臨床への応用が期待されているプロリン水酸化酵素阻害剤5) をエリスロポエチン産生細胞に投与したところ，エリスロポエチンの分泌量は増加した．エリスロポエチンの産生の培養細胞による実験モデルとしてこれまで用いられることの多かったHepG2細胞においては，プロリン水酸化酵素阻害剤による応答は認められなかった．これらの結果から，iPS細胞に由来するエリスロポエチン産生細胞は，基礎的な研究の面ではその産生の機序の解明に，そして，臨床への応用として貧血の新しい治療薬を開発するツールとして使用できることが明らかにされた．
3．エリスロポエチン産生細胞の培養上清の赤血球系の造血への効果

　エリスロポエチンのもっとも重要なはたらきは，骨髄における赤血球系の造血を促進することである．エリスロポエチン産生細胞の培養上清に分泌されたエリスロポエチンの造血作用について，メチルセルロース半固形培地を用いた造血前駆細胞のin vitroにおけるコロニー形成アッセイ，および，アデニンの経口投与により作製した腎性貧血のマウスモデルへの皮下投与により評価した．その結果，コロニー形成アッセイにおいてエリスロポエチン産生細胞の培養上清はヒトの臍帯血から得たCD34陽性の造血前駆細胞を赤芽球へと分化させた．この効果は抗エリスロポエチン中和抗体により抑制されたことから，培養上清中のエリスロポエチンによる作用であると考えられた．また，腎性貧血のモデルマウスにおいてエリスロポエチン産生細胞の培養上清はヒト遺伝子組換えエリスロポエチン製剤と同等以上の貧血の改善効果を発揮した．一方，白血球や血小板の数には影響はなかった．これらの結果から，iPS細胞に由来するエリスロポエチン産生細胞からは赤血球系の造血作用をもつエリスロポエチンが産生されることが示された．
4．エリスロポエチン産生細胞を用いた細胞療法
　臨床への応用を考慮し生理的な腎性貧血の治療を目的として，ヒトのiPS細胞に由来するエリスロポエチン産生細胞の細胞療法について検討した．免疫不全マウスにアデニンを経口投与することにより慢性腎不全および腎性貧血のモデルマウスを作製した．このマウスの腎被膜下にヒトのiPS細胞から分化させたエリスロポエチン産生細胞を移植したところ，約7カ月間の長期間にわたり貧血の改善が認められた．細胞の移植により多血症を呈することはなく，赤血球の数は正常な範囲にとどまっていた．移植片において宿主のマウスに由来する血管が新生されていることは，免疫組織化学染色法およびヘマトキシリン-エオシン染色法により確認された．ヒトのiPS細胞から分化させたエリスロポエチン産生細胞をマウスに移植することにより，エリスロポエチンが生理的な制御により分泌され腎性貧血が改善されたことから，このエリスロポエチン産生細胞を用いた細胞療法の可能性が示された．
おわりに

　慢性腎臓病の患者の増加にともないヒト遺伝子組換えエリスロポエチン製剤の需要は増加しているが，腎性貧血のより生理的な新規の治療法が切望されている．また，これまで，エリスロポエチン産生細胞の単離や維持培養法が確立されていなかったため，現状では培養実験は十分に行えていなかった．この研究により確立されたエリスロポエチン産生細胞の分化の誘導は，基礎的な研究において詳細が明らかにされていないエリスロポエチン産生および分泌の機序の解明に有用である．さらに，臨床への応用において腎性貧血の新規の治療薬の開発や薬効の評価，iPS細胞を用いた腎性貧血の生理的な細胞療法の可能性を期待させる重要な知見と考えられる（図1）．
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〈図説明〉

図1　エリスロポエチン産生細胞の赤血球系の造血への効果

ヒトのiPS細胞を肝細胞の系譜へと分化を誘導し，エリスロポエチン産生細胞を作製した．エリスロポエチン産生細胞の培養上清はコロニーアッセイにおいて赤血球系の造血を促進し腎性貧血のモデルマウスにおいて貧血を改善した．エリスロポエチン産生細胞を腎性貧血状態の免疫不全マウスの腎被膜下に移植したところ，腎性貧血の改善が認められた．

