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                        【概要】 

遺伝性腎尿細管疾患は一般臨床において正確な機能評価による最終診断を行

うことは困難なことが多い。偽性副甲状腺機能低下症においても、副甲状腺ホル

モン（parathyroid hormone: PTH）に対する腎尿細管の反応（尿中 cAMP とリン酸

増加反応）を指標に，副甲状腺機能低下症の鑑別診断を行う Ellsworth – Howard 

試験が臨床にて行われている。しかし、Ellsworth – Howard 試験は煩雑かつ厳格

な条件下で行う必要があり、評価が困難な事例も多い。そこで我々は患者の末梢

血から患者の遺伝情報を有する疾患特異的人工多能性幹細胞（iPS 細胞：induced 

pluripotent stem cell）を作製し、尿細管細胞に分化させ、PTH を添加し、cAMP の

増加とリン酸の細胞内取り込みを評価することで正確な偽性副甲状腺機能低下

症の診断法を確立することを目的とした。 

 胚性幹細胞を維持する転写因子である山中４因子をセンダイウイルスベクタ

ーにより患者末梢血単核細胞に導入して iPS 細胞を作製し、Bone Morphogenetic 

Protein-2、Bone Morphogenetic Protein-7、 Activin-A、Retinoic acid の添加により

尿細管細胞への分化誘導を行い、免疫蛍光染色、ヒト腎近位尿細管細胞株との遺

伝子発現の比較、PTH 負荷に対する cAＭＰの反応の確認にて、尿細管細胞への

分化を確認した。 
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 正常 iPS 細胞から作製した尿細管細胞に対して PTH (0、10-11、10-10、10-9、10-

8、10-7M)の負荷をおこない細胞内と培養上清中の cAMP を測定し、PTH 濃度依

存性に cAMP の増加反応を確認した。一方、偽性副甲状腺機能低下症患者由来

の iPS 細胞から作製した尿細管細胞では PTH 負荷後に細胞内と培養上清中で一

致する cAMP 増加反応は見られなかった。 

 また、同様に iPS 細胞から分化させた尿細管細胞に PTH 負荷を行い、細胞内

へのリン酸の取り込みをラジオアイソトープ 32P を用いて確認したところ、PTH

濃度依存性にリン酸の取り込み低下が認められた。一方、偽性副甲状腺機能低下

症患者の iPS 細胞から作製した尿細管細胞では、cAMP 同様に有意な反応が認め

られなかった。 

以上より、偽性副甲状腺機能低下症患者から採取した血液中の末梢血細胞か

ら疾患特異的 iPS 細胞を樹立し、尿細管細胞に分化させ、PTH に対する細胞内・

外の cAMP と細胞内へのリン酸の取り込みをみることで、in vitro にて新たな方

法で正確に診断ができる可能性が示された。 
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【研究の背景】 

1．偽性副甲状腺機能低下症の病態と診断法 

副甲状腺ホルモン（parathyroid hormone : PTH）は破骨細胞による骨吸収を促

進することで細胞外液中にカルシウム(Ca2+)を遊離させ、遠位尿細管細胞では

Ca2+の再吸収を亢進させる。近位尿細管細胞では 25(OH)D の 1 位水酸化を促進

し、ビタミン D の活性化をもたらし、活性型ビタミン D は腸管からの Ca の再

吸収を亢進させる。また、近位尿細管細胞においてはリン酸排泄を亢進させる

作用をもつ(図 1) 1)。 近位尿細管におけるリン酸の再吸収にておいては、ナト

リウム依存性リントランスポーター（NaPi）を介した経細胞輸送が行われ、特

に NaPi2a が中心的な役割をなすとされている 2)。偽性副甲状腺機能低下症は

PTH が正常に分泌されているにもかかわらず、主に尿細管細胞における PTH

に対する不応性により、低カルシウム血症、高リン血症をきたし、副甲状腺機

能低下症に類似した症状を呈する遺伝性疾患である。日本国内の 1 年間の期間

有病率は 100 万人当たり 3.4 人とされており 3)、比較的希少な疾患である。 

偽性副甲状腺機能低下症の原因として、PTH の受容体と、細胞内シグナル伝

達系のサイクリック AMP (cAMP) を生成するアデニルシクラーゼとの間の 

Gsα 蛋白の活性低下が主な原因とされている 4)。偽性副甲状腺機能低下症は
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PTH 刺激に対する尿中 cAMP と尿中リン酸排泄の増加反応の違いで大きく 2 つ

のサブタイプに分類されている。Ⅰ型は PTH 刺激に対して cAMP の増加反応

がみられないもので、さらに細かくⅠa，Ⅰb，Ⅰc 型に分類され、Ⅱ型は PTH

刺激による尿中 cAMP の増加反応は正常であるが尿中リン酸排泄増加反応が乏

しいものである（表 1）5)。Gsα 蛋白をコードする GNAS 遺伝子領域は複雑なイ

ンプリンティング調節を受けている。母由来アリルの Gsα 蛋白発現と父由来ア

リルの Gsα 蛋白発現抑制には組織特異性があり、多くのホルモン標的組織では

母由来アリルの発現が優位であるために異常 Gsα 蛋白をコードする遺伝子が母

から由来したときにはホルモン抵抗性を来し、偽性副甲状腺機能低下症 Ia 型と

なる。一方、異常 Gsα 蛋白をコードする遺伝子が父から由来したときには子は

ホルモン抵抗性を伴わない偽性偽性副甲状腺機能低下症となる。Ib 型では

GNAS 遺伝子近傍の DNA メチル化パターン異常がみられ Gsα タンパク発現量

の低下が原因であると推測されるが、その機序は不明である。Ⅱ型は PTH 受容

体機構の cAMP 以降の系における異常と考えられているが、こちらは病態が明

らかになっていない 6)。 

 偽性副甲状腺機能低下症の臨床診断は難病支援センター（ホルモン受容機構

異常に関する調査研究班）7）により示されており（表 2）、主に症状、血中カ
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ルシウム・リン濃度、腎機能、intact PTH 濃度、GNAS 遺伝子異常が診断項目と

なっている。上記にて評価が困難な場合、もしくは前述した病型診断を行う場

合、Ellsworth – Howard 試験が施行される。 

 

2．Ellsworth-Howard 試験 

 Ellswoth R と Howard JE が 1934 年に外因性 PTH 投与時の尿中各溶質排泄量

の変化を検討した研究を報告した 8)。それ以降、PTH 1 回静脈内投与後の腎反

応性をみる検査は Ellsworth – Howard 試験と呼ばれている。PTH に対する腎尿

細管の反応（尿中 cAMP とリン酸増加反応）を指標に，副甲状腺機能低下症の

鑑別診断を行う検査である（図 2）9)。検査適応は低カルシウム・高リン血症を

示す患者に限られ、治療により血清カルシウム値と血清リン値が正常化してい

る副甲状腺機能低下症患者では治療による反応性の変化がありうるため、結果

の判定に問題が生じる可能性がある 9)。正確な検査結果を求める場合、各電解

質異常による症状出現のリスクがあるが、未治療にて検査に臨む必要がある。

また、正確な検査結果を得るためには一定の尿量が必要で、所定の時間での飲

水、採尿の正確さも必要であり、容易な検査とは言えない。 

 しかし、前述したように、表 2 で示した偽性副甲状腺機能低下症の診断基準

では鑑別できない症例もあり、特発性副甲状腺機能低下症（PTH 分泌不全によ
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る低カルシウム血症）においても、intact PTH 濃度は血中カルシウム濃度によ

り変化するため、intact PTH 30 pg/mL 未満にならない事がある為 10)、その際は

Ellsworth - Howard 試験を施行が必要である。また、病型診断を行うことで、

偽性副甲状腺機能低下症は病型により遺伝様式も異なる為、家族内の疾患検索

にも有用である他、病型により甲状腺刺激ホルモンや、成長ホルモン放出ホル

モンへの不能性を示す合併疾患の頻度の違いも知られており 11)、それらに注意

することもできる。その為、現在でも偽性副甲状腺機能低下症の診断におい

て、Ellsworth - Howard 試験は重要な検査であると言える。 

 

3. Ellsworth-Howard 試験による偽性副甲状腺機能低下症診断の問題 

 日本大学医学部附属板橋病院腎臓高血圧内分泌内科では低カルシウム・高リ

ン血症の患者に対し、入院にて Ellsworth-Howard 試験を施行してきた。しか

し、前述の低カルシウム・高リン血症の条件を満たさなくてはいけない条件

や、満たしていても偽性副甲状腺機能低下症の場合、腎内石灰化による腎尿細

管機能障害の合併や薬剤性尿細管機能障害の合併により、正確な Ellsworth-

Howard 試験の実施が困難な症例も多い。また、低カルシウム血症に対する活

性型ビタミン D 製剤や Ca 製剤の休薬が不可能な症例では、正確な Ellsworth-

Howard 試験を実施することができないなどの問題点があった。その為、
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Ellsworth-Howard 試験での問題点を解決した新たな Ellsworth-Howard 試験に代

わる診断検査の開発が期待される。 

 

4. 疾患特異的 iPS 細胞の臨床応用 

人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell : iPS 細胞）は、個人の皮膚線

維芽細胞や末梢血単核細胞から、山中４因子の導入にて作製可能である。その

後、目的の細胞や組織に分化誘導することにより再生医療の移植細胞源として

期待されている。また、iPS 細胞は患者の遺伝情報を保持したあらゆる細胞を

作製することができるため、遺伝性疾患を有する患者体細胞から iPS 細胞（疾

患特異的 iPS 細胞）を作製し、疾患を有する臓器細胞に分化誘導させること

で、in vitro での疾患発症機序の解明や治療薬開発の画期的なツールとして有用

となることが期待されている 12)。 

疾患特異的 iPS 細胞を用いた in vitro での病態の再現により、患者数が少ない

ことで臨床研究が遅れている希少疾患においても、患者本人がその場にいなく

ても繰り返し細胞を用いて研究ができる。また、病変部位のサンプル採取が困

難な疾患においても、低侵襲で患者から採取した体細胞を分化誘導することで

目的の細胞を増殖させることができる。その為、サンプル採取困難な中枢神経

系の疾患での研究も進んでいる 13)。 
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遺伝性腎尿細管疾患として偽性副甲状腺機能低下症、Bartter 症候群、

Gitelman 症候群、Liddle 症候群、偽性低アルドステロン症、腎性尿崩症などが

ある。しかし、一般臨床ではこれら遺伝性腎尿細管疾患の尿細管機能の正確な

評価から最終診断に至るには困難なことが多い。その為、遺伝性腎尿細管疾患

特異的 iPS 細胞から腎尿細管細胞を分化誘導することで、in vitro で培養尿細管

細胞での正確な機能評価による最終診断が可能となり、さらには有効な治療薬

を選択できる可能性がある。腎臓病領域においても疾患特異的 iPS 細胞を用い

た病態再現や治療開発等が検討されてきているが 14・15 )、尿細管機能評価につ

いては、まだあまり進んでいない。  
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【研究目的】 

 

今回、日本大学医学部附属板橋病院に通院中の偽性副甲状腺機能低下症患者

の末梢血単核細胞から樹立した疾患特異的 iPS 細胞由来腎尿細管細胞を用い

て、in vitro での PTH 負荷に対する cAMP およびリン酸の反応を検討すること

で、正確な偽性副甲状腺機能低下症の診断法を確立することを目的とした。 
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              【対象と方法】 

1. 対象患者 

下記に示す 3 症例のサンプル採血については日本大学医学部附属板橋病院に

おける臨床研究倫理審査委員会による承認を受け(RK-140912-11)、患者ごとに十

分な説明を行い、文書による同意を取得した。 

 

症例 1  36 歳 女性  診断：ファール病、カルバマゼピン長期投与に伴う肝

チトクローム P450 の酵素誘導によるビタミン D の異化促進、尿細管障害の疑い 

[現病歴] 17 歳よりてんかんの診断で抗痙攣薬を内服していた。29 歳の痙攣発作

時に Ca 7.3 mg/dl, P 4.2 mg/dl を指摘された。副甲状腺機能低下症が疑われ前医に

て Ellsworth-Howard 試験を施行、偽性副甲状腺機能低下症Ⅱ型の診断となり、ア

ルファカルシドール内服が開始された。その後、再精査を希望され当院を受診し

た。心奇形, 難聴, 顔貌異常なし。知的・身体的発育の問題なし。 

身長 165.3 cm 

[既往歴] 上記経過の他特記なし。    

[家族歴] 母親が統合失調症 

[検査結果]  頭部単純 CT：両側基底核に石灰化を認める(図 3-1 (A)) 
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Ellsworth-Howard 試験前の血液検査結果：(検査前からアルファカルシドール内

服中断。) Ca 8.6 mg/dl、P 3.4 mg/dl、アルブミン 4.3 g/dl、intact PTH 39 pg/ml、 

eGFR 84.3 ml/min/1.73m2 

Ellsworth-Howard 試験結果(図 3-1 (B))：尿中リン・cAMP 排泄、共に増加反応を

認める。 

→ 前医での結果に反して、Ellsworth-Howard 試験では偽性副甲状腺機能低下症

は否定された。低カルシウム血症はカルバマゼピン長期投与に伴う肝チトクロ

ーム P450 の酵素誘導によるビタミン D の異化促進や尿細管障害が疑われた。 

 

症例 2  71 歳 男性     診断：偽性副甲状腺機能低下症(Ⅱ型の疑い) 

[現病歴] 40 歳時に痙攣発作をきたした際に精査され基底核石灰化, 小脳石灰化, 

低カルシウム血症を指摘された。その際に Ellsworth-Howard 試験が施行され、偽

牲副甲状腺機能低下症Ⅱ型と診断されカルシトリオール内服が開始された。 元

来、高血圧症ならびに腎内石灰化による腎機能障害があり、経過とともに腎機能

は悪化を来たし、再精査目的に入院となった。円形顔貌、低身長(148.7 cm)あり。

心奇形, 難聴指摘なし。知的・身体的発育の問題なし。 [既往歴] 63 歳時に前

立腺癌のため放射線内部照射  [家族歴] 骨折、失神、尿路結石の家族歴なし。 

[検査結果]  頭部単純 CT：両側基底核、両側歯状核、大脳白質に広範な石灰化
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を認める(図 3-2 (A))。 

Ellsworth-Howard 試験前の血液検査結果：(検査前にカルシトリオールは内服中

断。) Ca 9.6 mg/dl、P 3.7 mg/dl、アルブミン 4.3 g/dl、intact PTH 40 pg/ml、eGFR 

20.5 ml/min/1.73m2 

Ellsworth-Howard 試験結果(図 3-2 (B))：尿中 cAMP 排泄は増加反応がみられるも

のの、尿中リン排泄は増加反応がみられない。 

→ 腎機能悪化に伴い、eGFR 30 ml/min/1.73m2を下回ってしまい、偽性副甲状腺

機能低下症の診断基準を満たさないが、偽牲副甲状腺機能低下症Ⅱ型を示唆する

ものであった。 

 

症例 3   49 歳 女性     診断： 偽牲副甲状腺機能低下Ⅰ型 

[現病歴]  49 歳時に両手のしびれを来たし、近医を受診し、Ca 6.5 mg/dl、intact 

PTH 472 pg/ml を指摘され、精査目的に入院となった。心奇形, 難聴, 顔貌異常の

指摘なし。知的・身体的発育の問題なし。身長 151.7 cm。 

[既往歴] 25 歳から気管支喘息の治療を継続している。 [家族歴] 骨折、失神、

尿路結石の家族歴なし。 

[検査結果]  頭部単純 CT：両側基底核に若干の石灰化を認める(図 3-3 (A))。 

Ellsworth-Howard 試験前の血液検査結果：(検査前の活性型ビタミン D 製剤の内
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服なし) Ca 7.5 mg/dl、P 3.8 mg/dl、アルブミン 4.0 g/dl、intact PTH 375 pg/ml、

eGFR 104.7 ml/min/1.73m2 

Ellsworth-Howard 試験結果(図 3-3 (B))：尿中リン・cAMP 排泄、共に増加反応は

認めない。 

→ 偽牲副甲状腺機能低下症Ⅰ型と考えられる。Albright 遺伝性骨異栄養症を疑う

身体所見がなく、家族歴がないことからⅠb 型の可能性がある。 

 

2. 山中４因子の導入を用いた末梢血単核細胞からの iPS 細胞の樹立 

1) 末梢血単核細胞（Peripheral Blood Mononuclear Cells、PBMC）の分離 

患者から EDTA-2Na 入り採血管２本分の末梢血を得た。この末梢血を

Dulbecco’s phosphate buffered saline ( D-PBS) (043-29791, FUJIFILM Wako, Osaka, 

Japan) と 1 : 1.5 で混合して希釈した。次に、Ficoll-Paque PREMIUM (17544202, 

Cytiva, MA, USA)を 4 ml ずつ 15 ml チューブに入れ、希釈した血液８ml を

Ficoll-Paque PREMIUM に重層した。1200 回転、 室温で 30 分間遠心後、単核

細胞(PBMC)が集まった中間層（1ml 程度）をピペットでチューブに回収した。

回収した PBMC は 2 度、D-PBS で洗浄した。StemPro-34 SFM (serum free)培地

(10639-011, Thermo Fisher Scientific)5 ml に 100 ng/ml Stem cell factor (PHC2116, 

Thermo Fisher Scientific, MA, USA)、100 ng/ml Fms-like tyrosine kinase-3 ligand 



14 

 

(PHC9414, Thermo Fisher Scientific)、20 ng/ml Thrombopoeitin (PHC9514, Thermo 

Fisher Scientific)、10 ng/ml Interleukin-6 (IPHC0065, Thermo Fisher Scientific)、2 

mM L-glutamine(25030, Thermo Fisher Scientific)を加えて作製した PBMC 用完全

培地を用い、PBMC を懸濁させた後、トリパンブルー染色液を用いて細胞数を

カウントした。PBMC 用完全培地を使用して５×105 cell/well になるように 24 

well plate に PBMC を播種し、37℃、5% CO2のインキュベーターで培養し、24

時間後に 0.5 ml の培地を除き、0.5 ml の PBMC 用完全培地を添加して、４日間

培養を継続した。 

 

2) センダイウイルスベクターを使用した山中４因子（OCT3/4,SOX2, KLF4,c-

MYC）の導入 

遺伝子導入は CytoTune-iPS 2.0 (69000-41, nacalai tesque, Kyoto, Japan)を使用し

た。1)で 4 日間培養した PBMC は、ピペッティングによって細胞をプレートか

ら剥離して 15 ml チューブに回収した。細胞懸濁液はトリパンブルーで細胞数

をカウントし、室温で 10 分間遠心分離を行った。PBMC は D-PBS (11482-15, 

nacalai tesque,)に再懸濁をし、トリパンブルーを用いて細胞数をカウントした。

その後、PBMC 用完全培地に各因子が MOI=5 となるようにベクター溶液を調

整し、細胞へ添加して 24 時間培養した。翌日、６well plate に D-PBS を well あ
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たり 1.5 ml 入れ、そこに iMatrix (T303, Nippi, Tokyo, Japan)を 9.6 μl を入れ

て、すぐに撹拌し、37℃、5% CO2インキュベーターで１時間以上反応させて

プレートをコーティングした。その後、このプレートをインキュベーターから

取り出して、上清を除去し、PBMC CM 培地を 1.5 ml 加えて、再び、インキュ

ベーターに入れ１時間置いた。前日に遺伝子導入した細胞をインキュベーター

から取り出して細胞をチューブに回収し、細胞懸濁液をコーティングしたプレ

ートに添加して培養を 3 日目まで続けた。3 日後に培地を PBMC 用完全培地か

ら StemFit 培地（AK02N,Ajinomoto ,Tokyo, Japan）に変更し、コロニーが形成さ

れるまで毎日培地を交換しながら培養を継続した。 

(日本大学遺伝子組換え実験計画承認番号 2018 医 17)。 

 

3) iPS 細胞の評価（アルカリフォスファターゼ染色、nanog と octamer-binding 

transcription factor 4 の蛍光免疫染色） 

iPS 細胞の未分化状態を確認するために、細胞は D-PBS で２回洗浄した後

に、10%中性緩衝ホルマリンで 10 分間、室温で固定した。固定液を除き、D-

PBS で２回洗浄した後、ファストブルー-BB とナフトール AS-MX リン酸塩に

よるアルカリフォスファターゼ（ALP）検出キット(85L2-1KT, Sigma-Aldrich, 

MO, USA)で iPS 細胞の評価を行った。また、iPS 細胞の未分化状態を確認する
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ために nanog と octamer-binding transcription factor 4(oct-4)の蛍光免疫染色も行っ

た。iPS 細胞及び尿細管細胞は D-PBS で洗浄し、4％パラホルムアルデヒドで

10 分間固定した。次に、ディッシュ内の培地を破棄し、PBS で 2 回洗浄した

後、0.1% Triton-X を含む PBS で Permeabilization を行った。10%アルブミンを

含む D-PBS で 20 分間ブロッキングを行った後に、表 3 に示す１次抗体を使用

して、4℃でオーバーナイトのインキュベーションを行った。細胞を PBS で 5

分間、3 回洗浄した後、2 次抗体として 500 倍希釈の Alexa-594 Goat anti rabbit 

IgG( A-11012, Thermo Fisher Scientific)か Alexa-594 Goat anti mouse IgG( A-11005, 

Thermo Fisher Scientific)を使用し、室温で 30 分間インキュベーションを行っ

た。終了後、PBS で 5 分間、3 回洗浄し、1000 希釈の DAPI (D212,DOJINDO, 

Kumamoto, Japan)で核染色を行い、IX73 倒立顕微鏡（OLYMPUS, Tokyo, 

Japan）で細胞を蛍光観察した。 

 

３．ヒト iPS 細胞株からの尿細管細胞誘導 

Narayanan らが報告したヒト ES 細胞を腎近位尿細管細胞に分化させる方法 16)

を基に、患者の末梢血単核細胞から誘導した iPS 細胞と、国立研究開発法人理

化学研究所バイオリソースセンター細胞材料開発室から提供を受けた iPS 細胞
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株である 201B7（皮膚線維芽細胞由来）および HPS0360（末梢血単核細胞由

来）について尿細管細胞に分化誘導を行った。 

まず、各 iPS 細胞は、10 uM になるように Rho 結合キナーゼ阻害薬 y-27632 

(ALX-270-333-M001, Enzo Life Sciences, NY, USA)を StemFit 培地に添加して、

１時間培養を行った。D-PBS で２回洗浄し、0.5×Tryple-select-0.25 mM 

EDTA(12563011, Thermo Fisher Scientific)で 3 分間インキュベーション後、再び

細胞を D-PBS で洗浄した。ディッシュに培地を加えて、スクレーパーで iPS 細

胞を剥離してチューブに回収し、ピペッティング操作にて細胞塊をいくつかに

分離し(単独の細胞にならないようにする)、1:50 に希釈した Matrixgel（356234, 

Coning, NY, USA）をコーティングしたディッシュに播種した。翌日から尿細管

細胞に分化誘導するために、10 ng/ml Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP2)(355-

DEC-010, R＆D systems, MN, USA)、2.5 ng/ml Bone Morphogenetic Protein-7 

(BMP7) (354-BP-010, R＆D systems)、10 ng/ml activin-A (338-AC-010, R＆D 

systems)、および 0.1μmol/l retinoic acid (695/50, R＆D systems)を含む Renal 

epithelial cell growth 培地（REGM BulletKit）(cc-3190, Ronza, Basel, Switzerland）

に変更し、２日毎に培地を交換して、21 日間培養を継続した。 
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４. 誘導尿細管細胞の免疫蛍光染色 

尿細管細胞への分化を確認するために、誘導終了時に Aquaporin 1 とγ-

glutamyltransferase 1 の蛍光免疫染色を行った。蛍光免疫染色の方法は「2- 3) 

iPS 細胞の評価（アルカリフォスファターゼ染色、nanog と octamer-binding 

transcription factor 4 の蛍光免疫染色）」の項と同様である。使用した 1 次抗体

は表 3 に示す。また分化誘導した尿細管細胞のポジティブコントロールとし

て、ヒト腎近位尿細管細胞株(Renal Proximal Tubule Epithelial Cells : RPTEC、

RONZA)を用いた。 

 

5. 未分化 iPS 細胞の除去 

各 iPS 細胞から分化誘導した尿細管細胞中に残存する iPS 細胞を除去するた

めに iPS 特異的細胞表面糖鎖を認識する rBC2LCN に細胞毒 (PE23) を結合し

た rBC2LCN-PE23（180-03231,FUJIFILM Wako, Osaka, Japan）17)を培地に 100 倍

希釈で添加し、48 時間培養を行った。これより先の実験には未分化細胞を除去

した尿細管細胞を、10%FBS 含有 DMEM 培地 (D6429-500M, Sigma-Aldrich)を

使用してサブコンフルエントまで培養し、025% Trypsin-EDTA 

(25200056,Thermo Fisher Scientific)を用いて継代を行った。 
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６．誘導尿細管細胞の遺伝子発現解析 

RPTEC とそれぞれの iPS 細胞から分化誘導させた近位尿細管細胞の遺伝子発

現について検討した。それぞれの細胞の培地を破棄し、D-PBS で洗浄後、

TRIzol Reagent (1559608, Thermo Fisher Scientific) 1 ml を加えて攪拌した。クロ

ロホルム 200 μl を加えて 15 秒間、手で攪拌し、室温で 2~3 分置いた後、4℃

で 15000 回転 15 分間遠心分離を行い、上清を新しいエッペンチューブに移し

た。上清に 2-プロパノール 500 μl を加えて転倒混和し、4℃で 15000 回転 15 分

間遠心分離を行った。上清を捨て、沈殿物に 70%エタノールを加えて混和し、

4℃で 10000 回転 5 分間遠心し、total RNA を得た。混在する DNA を除去する

ために、total RNA は、DNase I(18068-015, I Thermo Fisher Scientific)で処理を行

ってから High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, Thermo Fisher 

Scientific)にて逆転写し、cDNA を得た。その後、それぞれの遺伝子について

KOD Fx( KFX-101,TOYOBO,Osaka,Tokyo)を使用して PCR (94℃/2 分で加温後、

98℃/10 秒、55~60℃(表 4 参照)/10 秒、68℃/60 秒のサイクルを 30 サイクル)を

行った。PCR product は２％アガロースゲルで泳動し、FUSION SOLO System 

(Vilber Lourmat, Collégien, France)で撮影した。使用したプライマーは表 4 に記

す。 
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７．リアルタイム PCR 法による mRNA の発現測定 

 iPS 細胞から誘導した尿細管細胞および RPTEC について、10-7M の PTH 添

加による Parathyroid hormone 1 receptor (PTH1R)と Sodium-phosphate cotranspoter 

type2 (NaPi2a) mRNA の発現を検討した。これらの遺伝子の発現は KOD Sybr 

qPCR Mix (QKD-201,TOYOBO)を使用した Sybr green 法で定量した。6.と同様の

方法によって得た cDNA を使用し、StepOne Plus real-time PCR system (Thermo 

Fisher Scientific )を用いて、98℃/2 分で加温後、98℃/10 秒、60℃/10 秒、

68℃/30 秒のサイクルを 40 サイクル行った。各遺伝子の発現はスタンダードを

用いた相対定量で求め、Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) を

内部標準として発現量を補正した。GAPDH は Premix EX Taq Probe qPCR 

(RR390A, Takara, Tokyo, Japan)を使用した Probe 法で行った。95℃/20 秒で加温

後、95 秒/1 秒と 60℃/20 秒のサイクルを 40 サイクル行った。使用したプライ

マーおよびプローブは表 5 に記す。 

 

8.  in vitro での尿細管細胞に対する PTH 負荷による cAMP の反応性の確認 

Nagai らのマウス前骨芽細胞株への PTH 負荷実験の報告 18)を参考に下記の実

験を行った。6well プレートに iPS 細胞から分化誘導した尿細管細胞を 1×105 
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cell/well を播種し、サブコンフルエントになるまで培養した。次に well 内の培

地を除去し、D-PBS で 2 度洗浄後、cAMP の分解を防ぐために 3-Isobutyl-1-

methylxanthine (IBMX, I7018, Sigma-Aldrich)を終濃度が 100mM となるように

0.1% albumin 含有 DMEM/F-12 培地(08460-95,nacalai, Tokyo, Japan )に添加した。

この培地を使用して PTH の濃度が 0、10-11、10-10、10-9、10-8、10-7M になるよ

うに添加し、細胞を２時間インキュベーションした。培地はエッペンチューブ

に回収し、細胞は D-PBS で 2 度洗浄後、0.1N HCl を 400 μl 入れ、そのまま

20 分間室温でインキュベーションを行った。その後、細胞はスクレーパーで剥

離し、ピペッティングを繰り返して均一化を行った後にエッペンチューブに集

め、10,000 回転、4℃で 10 分間遠心分離を行い、上清を新しいエッペンチュー

ブに移した。この上清と前述の培地を無水酢酸と 4M KOH を使用して cAMP の

アセチル化を行い、cAMP EIA kit(581002, Cayman Chemical Company, MI, USA)

を用いて、細胞内および培地中の cAMP 量を測定した。細胞内 cAMP は、

Pierce BCA protein assey kit(23227, Thermo Fisher Scientific)を使用してタンパク質

量を測定し、補正を行った。 
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9. in vitro での尿細管細胞に対する PTH 負荷によるリン酸の取り込み反応の確

認 

Pfister ら 19)や Nagai ら 18)の尿細管細胞への PTH 負荷実験方法に基づき、下記

の実験を行った。まず、Pi free medium、Pi free uptake solution、STOP solution の

調合を行った。組成は表 6 に記す。12 well plate に各近位尿細管細胞を 80%コ

ンフルエントに到達するまで培養した。DMEM/F-12 HAM に 0.1%BSA を加え

た medium(1ml)に入れ替え、PTH を 6 段階の濃度(PTH  0、10-11、10-10、10-9、

10-8、10-7 M)で添加し(n=4)、4 時間 CO２インキュベーター内で培養した。その

後、培地を吸引し、Pi free medium にて 3 回洗浄をおこなった。Pi free medium

を加えた状態で 2 時間培養した。(※RPTEC を用いた追加実験にて 1 時間半経

過した時点で、NaPi2a 阻害薬である PF-06869206 [HY-112065 MedChemExpress, 

NJ,USA] (1μM)入り Pi free medium に入れ替えた。) Pi free medium を吸引後、

Pi free uptake solution を 0.5 ml 添加し、5 分後に氷冷の stop solution 0.7 ml を添

加した。培地を吸引し、Pi free medium にて 3 回洗浄した。Pi free medium を除

いた状態で次に 0.1N NaOH を 400 μl 添加し、ピペッティングで細胞を底面から

剥がし、40 μl をタンパク測定用に保管し、残りを AQUASOL-

2(6NE9529,Packard BioScience, MA,USA) 2.5 ml 入りの計測用バイアルへ入れ、
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液体シンチレーションカウンターにて測定を行った。Lowry 法にてそれぞれの

サンプルの蛋白質濃度を測定し、蛋白補正を行った。 

 

10.  症例 2 の GNAS 遺伝子変異の解析 

GNAS 遺伝子の exon 内の変異についてサンガー法でシークエンスを行った。

患者の DNA は、末梢血単核細胞から Wizard Genomic DNA purification 

kit(A1120, Promega)を使用して精製した。GNAS 遺伝子のプライマーを作製

して PCR を行い、２％アガロースゲルで PCR product を確認した後、QIA 

quick Gel Extraction Kit (28704, QIAGEN, Hilden, Germany)で PCR product

を精製した。BigDye Terminator V3.1 (4337457, Thermo Fisher Scientific) を

使用して、蛍光色素で標識した伸長反応を行い、Applied Biosystems 3130xi 

genetic analyzer (Thermo Fisher Scientific)で塩基配列を調べた。変異解析につ

いては、Ensembl (EMBL-EBI, Sanger Centre）データベースをリファレンスゲ

ノムとし、The Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP, NCBI)で遺

伝子の多型情報を調べた。 
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11. 統計解析 

  結果は平均値±標準偏差 ( standard error: SE ) として表記し、IBM SPSS○R  

Statistics 27(SPSS Inc, IL,USA)、EZR 20)を使用して、各細胞への PTH 負荷時

の cAMP、32P の取り込み反応をみた実験における PTH 濃度の多群間比較につ

いては Kruskal-Wallis 検定と Steel 検定にて P < 0.05 を有意とした。 
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               【結果】 

1. 末梢血単核細胞からの iPS 細胞の樹立と確認 

末梢血より単核細胞を分離し、山中４因子を導入し培養を続け、iPS 細胞様コ

ロニー形成を確認した(図 4)。樹立した iPS 細胞様コロニーは ALP 染色陽性（患

者細胞と iPS 細胞(HPS0360)）で、iPS 細胞であることを確認した(図 5)。また、

Nanog と Oct-4 の蛍光免疫染色においても患者細胞(症例 3)と iPS 細胞(HPS0360)

で染色陽性を認め、未分化 iPS 細胞であることを確認した(図 6-Ａ・Ｂ)。 

 

2. ヒト iPS 細胞株からの尿細管細胞分化誘導 

iPS 細胞 (HPS0360 株) と症例 1・3 由来 iPS 細胞を尿細管細胞へ分化誘導し、

その後尿細管細胞への分化を確認するため、誘導終了時に AQP1、GGT1 の蛍光

免疫染色を行った。その結果、いずれもほとんどの細胞で AQP1、GGT1 の発現

を認め、近位尿細管細胞への分化が確認できた(図 7-A・B)。 

 

3. 誘導尿細管細胞の遺伝子発現解析 

iPS 細胞由来の尿細管細胞にてヒト尿細管細胞でみられる遺伝子発現がみら

れているか、iPS 細胞(HPS0360、症例 1・2・3)から作製した尿細管細胞の(表 4)

で示したプライマーを用いた PCR 産物でアガロースゲル電気泳動を行った。
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コントロールに用いた RPTEC と比較して、iPS 細胞(HPS0360)から作製した尿

細管細胞ではコントロールに用いた RPTEC と比較して、CD13, Na⁺/K⁺ATPase, 

NBC1, OCT1, OCTN2, MDR1, PEPT1, PEPT2, AQP1, GGT, KSP-CAD が同様に発現

したが、Vit D3 Hydr, SGLT2 の発現は弱かった。また遠位尿細管マーカー

NCCT、糸球体マーカーPODXL、集合管マーカーAQP3 も RPTEC と同様に発現

していた。iPS 細胞(HPS0360)と iPS 細胞(症例 1・2・3)の各マーカーの発現は

ほとんど同じであったが、症例 1 の MDR の発現は弱かった。 (図 8)。以上よ

り iPS 細胞から尿細管細胞が誘導された事を確認した。 

 

4. リアルタイム PCR 法による mRNA の発現測定 

Parathyroid hormone 1 receptor (PTH1R)と Sodium-phosphate cotransporter type2 

(NAPi2a) のリアルタイム PCR 法による mRNA の発現測定では、PTH1R はどの

iPS 細胞(HPS0360、症例 1・2・3)においても発現が認めれた。また、NaPi2a は

RPTEC では発現が認められるが、iPS 細胞(HPS0360、症例 1・2・3)由来尿細管

細胞では明らかな発現が認められなかった。（図 9）。 
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5. 分化誘導尿細管細胞に対する PTH 負荷による cAMP の反応 

iPS 細胞（HPS0360）から分化誘導した尿細管細胞に PTH を負荷し、細胞内と

細胞外（培養液中）にて 6 濃度間において有意差を認め（細胞内: P = 0.02、培養

液中: P = 0.02）、PTH 濃度依存性の cAMP 濃度の上昇が確認された（図 10）。 

各症例の患者由来の iPS 細胞から分化させた尿細管細胞にて同様の実験を行

ったところ、症例 1 の iPS 細胞由来の尿細管細胞では培養液中および細胞内に

おいても、iPS 細胞（HPS0360）由来の尿細管細胞と同様に 6 濃度間において有

意差を認め（細胞内 P = 0.008、培養液中 P = 0.002)、濃度依存性の cAMP 濃度の

上昇を確認した。一方、症例 2 および 3 では、症例 2 では培養液中、症例 3 で

は細胞内で PTH 濃度間における有意差は認めたものの、細胞内と培養液中での

結果が一致せず、症例 1 と較して濃度間の差も小さかった(細胞内 症例 1：P = 

0.008、症例 2：P = 0.14、症例 3：P = 0.01、培養液中 症例 1：P = 0.002、症例 2：

P = 0.02、症例 3 = 0.10)。（図 11 - 1・2・3）。 

 

6. PRTEC および分化誘導尿細管細胞に対する PTH 負荷によるリン酸の取り

込み反応 

RPTEC と iPS 細胞（HPS0360）由来の尿細管細胞に PTH 負荷を行った。
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RPTEC では PTH 濃度依存性のリン酸の取り込みの変化は認められなかった(P 

= 0.28)。（図 12 A） 一方、iPS 細胞 (HPS0360)由来尿細管細胞においては 6 濃

度間において有意差を認め(P < 0.05)、PTH 濃度依存性の細胞内へのリン酸の

取り込み低下が確認された(P = 0.04)。（図 13） 

RPTEC にて反応が認められなかったことについて、結果 4 で示したように

RPTEC では iPS 細胞由来の尿細管細胞と比してリン酸トランスポーターであ

る NaPi2a の発現が強く、PTH 負荷により、細胞内リン酸吸収が強く起こって

いる可能性があり、NaPi2a 阻害薬である PF-06869206 を添加して同様の実験

を行ったところ、4 濃度間にて有意差が認められ(P = 0.03)、PTH 濃度依存性

の細胞内へのリンの取り込み低下が確認された（図 12 B）。 

次に、臨床症例 1・2・3 の患者由来の iPS 細胞から分化させた尿細管細胞にて

PTH に対するリン酸の細胞内取り込みを検討した。いずれの患者でも 3 濃度間

での統計学的な有意差は認められなかった(患者 1：P = 0.15、患者 2：P = 0.05 (取

り込みは上昇) 、患者 3：P = 0.23)。患者 1 は 0M と 10-7M の間でリンの取り込

みの平均の低下は認めたが、Steel 検定で統計的な有意差は認められなかった

（P=0.06）。一方、患者 2 と 3 では取り込み低下は認められなかった。（図 14）。 
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7. 症例 2 の GNAS 遺伝子異常の確認 

臨床においても本研究における in vitro での検証においても偽性副甲状腺機能

低下症が疑われる症例 2 の患者にて遺伝子変異解析をおこない、GNAS 遺伝子に

表 7 に示す様、4 カ所の 5’ untranslated region (UTR 変異、2 カ所の Missense 変異、

2 カ所の Noncoding transcript 変異、2 カ所の 3’ UTR 変異を認め、GNAS 遺伝子異

常による偽性副甲状腺機能低下症であることが確認された。  
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              【考察】 

 本研究では偽性副甲状腺機能低下症患者から採取した末梢血単核細胞から疾

患特異的 iPS 細胞を樹立し、尿細管細胞に分化させ、PTH に対する細胞内・外

の cAMP と細胞内へのリン酸の取り込みについて検討を行った。その結果、臨

床において偽性副甲状腺機能低下症の診断時に施行される Ellsworth-Howard 試

験のように尿細管における PTH の反応性を確認することが可能な、今までに報

告のない新たな方法を示すことができた。 

2006 年に山中らが発表した iPS 細胞の論文では皮膚繊維芽細胞から iPS 細胞

が作製された 21)。その後、iPS 細胞作製時のゲノムの挿入技術の進歩による

iPS 細胞の樹立効率の改善もあり 22)、現在では末梢血細胞からも iPS 細胞が作

製できるようになった。これにより、臨床で行われる採血と同時に、患者から

低侵襲にて iPS 細胞の作製の材料となる細胞を採取することができるため、臨

床応用しやすいものと考えられる。 

多能性幹細胞の尿細管細胞に分化誘導については、Kim らが 2005 年にマウ

ス ES 細胞に対してレチノイン酸、アクチビン、BMP7 を使用して分化誘導

し、尿細管上皮細胞を作製したことを報告した 23)ほか、ES 細胞から尿細管上

皮細胞への分化を促進する多くの分化誘導因子が報告されている 24,25)。本研究
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では、Narayanan らが報告したヒト ES 細胞を近位尿細管細胞への分化方法 16)に

基づき、同じ濃度、同じ培養時間で BMP2、 BMP7、レチノイン酸、アクチビ

ン A を用いてマトリゲル上で iPS 細胞の分化誘導を行った。近位尿細管から

Henle ループの細い下行脚にかけた上皮細胞に全周性に発現している AQP1 

26)、腎臓等の細胞膜に発現している GGT1 の発現を免疫染色で確認した。ま

た、尿細管上皮細胞で発現する 20 のマーカーとなる mRNA の発現を RT-PCR

法で確認し、ヒト腎近位尿細管細胞株とほぼ同様の発現を確認することができ

た。 

 また、iPS 細胞からの分化細胞を移植細胞源とする再生医療や、疾患特異的

iPS 細胞からの分化細胞を用いた新薬の開発、また今回の様な遺伝性疾患の in 

vitro 診断法の確立のためには、分化細胞や分化組織への未分化 iPS 細胞の混入

が大きな問題であった。そのため、今回の研究では Tateno ら 17)が開発した iPS

細胞の糖鎖を特異的に認識し、細胞を除去する rBC2LCN-PE23 の添加を行い、

未分化 iPS 細胞の混入除去を行った。 

 以上の結果と、その後に行った PTH 負荷において cAMP の産生やリンの細

胞内取り込みにおいて反応が見られたことから、iPS 細胞を尿細管細胞（近位

尿細管細胞主体）へ分化したと判断した。PTH 負荷に対する尿細管の機能を評
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価するうえで、臨床の Ellsworth-Howard 試験では経静脈的に PTH を負荷するた

め、尿細管のどの部位にも PTH は作用し、いずれの部位も通過した尿を検体と

して採取する。評価の対象とする cAMP はどの尿細管の部位でもセカンドメッ

センジャーとして働く。一方、リンの取り込みは主に近位尿細管細胞で行われ

るため、近位尿細管細胞のみでの cAMP とリンの動態の評価には十分であると

考えられ、また近位尿細管細胞以外の尿細管細胞が並存していても評価には支

障がないと考えられる。 

 今回の研究では iPS 細胞から分化誘導した尿細管細胞において、PTH 刺激に

よる cAMP の反応、リン酸の取り込み低下を検討した。iPS 細胞（HPS0360）

由来の尿細管細胞では PTH 濃度依存性に、培養上清および細胞内において

cAMP 濃度の上昇を認めた。これは臨床における Ellsworth-Howard 試験と一致

する反応であり、Narayanan らがヒト ES 細胞から近位尿細管細胞を分化させた

尿細管細胞に PTH を負荷した報告 16)や、Nagai らがマウス前骨芽細胞株に PTH

を負荷した報告 18)と同様に PTH 負荷により cAMP 濃度の上昇が認められた。 

 PTH 負荷時のリン酸の取り込み反応の試験においては、RPTEC ではリン酸

の取り込みに変化は認められず、iPS 細胞（HPS0360）由来の尿細管細胞では

PTH 濃度依存性にリン酸の取り込み低下を示唆する結果が得られた。iPS 細胞



33 

 

（HPS0360）由来の尿細管細胞での反応は実験を行うにあたり参考にした

Nagai らがオポッサム腎臓近位尿細管細胞株に PTH を負荷した報告 18)の結果に

一致した。臨床における Ellsworth-Howard 試験においては正常尿細管の場合、

尿中のリン酸排泄が増加するが、これは近位尿細管細胞においてのリン酸の再

取り込みの低下に起因するものであり、iPS 細胞（HPS0360）由来の尿細管細

胞で認められた反応が Ellsworth-Howard 試験に相当するものと考えられる。今

回、PTH 負荷試験を行うにあたり、尿細管腔からリン酸の再吸収を行うリン酸

トランスポーターNaPi2a の発現を測定した結果、各 iPS 細胞(HPS0360、症例

1・2・3)から分化誘導した尿細管細胞では NaPi2a の発現はほとんど認められな

かったが、RPTEC では明確に認めた。RPTEC は分化近位尿細管細胞である

が、iPS 細胞から分化誘導した尿細管細胞の全てが近位尿細管細胞だけに分化

したのではない可能性があり、NaPi2a の発現の違いに影響を与えていると考え

られた。この NaPi2a の機能を調査するため、リン酸トランスポーター

（NaPi2a）阻害剤である PF-06869206 を添加して PTH 負荷を行ったところ、

iPS 細胞（HPS0360）由来の尿細管細胞同様に PTH 負荷にてリン酸の取り込み

低下が認めれた。このように in vitro の尿細管細胞に PTH 負荷を行い、リン酸

の取り込み低下を確認する際、NaPi2a の発現が強い場合、PTH 負荷とは無関
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係にリン酸が取り込まれてしまうため、差が認められないものと考えられた。

なお、NaPi2a の発現が認められなくても、本研究において iPS 細胞由来の尿細

管細胞では PTH 負荷時に細胞内へ 32P の取り込みが確認できたので、NaPi2c 

等のその他のリントランスポーター2)が発現していると考えられ、PTH 負荷時

のリン酸の取り込み反応を確認するには問題がないと考えられる。 

 このように、今回の iPS 細胞から分化誘導した尿細管細胞において PTH が

PTH 受容体の Gsα 蛋白を介してアデニルシクラーゼから cAMP を産生し、リン

酸の排泄を起こす in vitro の系が確立されたと考えられる。 

そのうえで、実際の症例 1（カルバマゼピンの影響による低カルシウム血

症）と症例 2（偽性副甲状腺機能低下症）、症例 3(偽性副甲状腺機能低下症)の

患者 iPS 細胞由来尿細管細胞において PTH 負荷試験をおこなった。 

症例 1 では、コントロールの iPS 細胞由来の尿細管細胞と同様に細胞内外に

おいて cAMP 濃度の上昇と、細胞内へのリンの取り込み低下が見られ、臨床で

の Ellsworth-Howard 試験同様、偽性副甲状腺機能低下症を否定する結果になっ

た。 
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症例 2 においては細胞内・外での cAMP 濃度の上昇は一致せず、細胞内への

リン酸の取り込みも不変であり、in vitro においては偽性副甲状腺機能低下症Ⅰ

型を示唆する結果となった。臨床での Ellsworth-Howard 試験においては尿中

cAMP の上昇がみられたもののリン酸の取り込み低下が認められなかったた

め、偽性副甲状腺機能低下症Ⅱ型の診断となっており、いずれも偽性副甲状腺

機能低下症を示唆する結果だが、異なるタイプが示唆された。本症例では、遺

伝子解析にて GNAS 遺伝子変異をみとめ、Albright 遺伝性骨異栄養症を示唆す

る臨床所見があり、いずれも Ⅰa 型の所見であり、本研究の in vitro の実験結果

と一致する。それ故に in vitro での PTH 負荷試験は正確に偽性副甲状腺機能低

下症のタイプを識別できたと考えられる。臨床における Ellsworth-Howard 試験

にて尿中 cAMP の上昇が認められた明確な理由は定かではないが、本症例では

腎不全をすでに合併していたため、障害された腎尿細管細胞の反応を見ている

ことから、細胞内の恒常性を維持するための cAMP 反応性の上昇や、cAMP を

分解する環状ヌクレオチドホスホジエステラーゼ活性が低下等のメカニズムが

存在する可能性も考えられた。すでに不可逆性の腎障害がある患者において

も、障害のない尿細管細胞で機能評価ができることが iPS 細胞由来尿細管細胞

を用いた利点と言える。 
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症例 3 では、細胞内・外での cAMP 濃度の上昇は一致せず、細胞内へのリン

酸の取り込みも不変であり、臨床での Ellsworth-Howard 試験と同様に偽性副甲

状腺機能低下症 Ⅰ 型を示唆する結果になった。 

 上記の結果を踏まえ、iPS 細胞由来の尿細管細胞への PTH 負荷時の細胞内・

外での cAMP 濃度の変化とリンの取り込みの変化を組み合わせることで、in 

vitro にて診断目的での新たな方法での負荷試験が施行でき、より正確な鑑別が

可能であることが示された。 

本研究では PTH 負荷時の cAMP の反応は明確であったが、リン酸の取り込

み反応の変化は患者細胞において明確でない部分があった。理由として、臨床

における Ellsworth-Howard 試験において一定の高リン血症条件で PTH 負荷を行

っているが、細胞実験では同様の条件ではなかった点と培養尿細管細胞の極性

の問題が考えられる。尿細管は管腔構造であり、トランスポーターは管腔内外

の電解質の輸送に関与するため、本来は内外どちらとして働くか極性があると

考えられる。しかし、本実験のように尿細管細胞がプレートに付着培養された

場合は尿細管腔内外の極性がない。本研究にてリン酸の取り込み低下が認めら

れたことから、少なくとも尿細管内腔としての働きをしているものと考えられ

るが、尿細管内腔として全てが働いていない可能性が考えられる。培養細胞に
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おいて 3 次元構造の尿細管腔を形成させることは未だに困難であり、Taub らは

マトリゲルを用いてマウス腎上皮細胞培養にて管状構造の形成に成功した 27)

が、構造的には不完全であり、通常の培養方法では in vitro での再現は困難とさ

れている。一方、ES 細胞や iPS 細胞を用いて 3 次元にて培養を行い作製する細

胞塊であるオルガノイドにおいては、分化した組織の複雑な空間的パターンを

再現でき、腎臓オルガノイドにおいても尿細管腔が形成されることが確認され

ている 28）。この手法を用いれば、極性を考慮したさらに精度の高い実験を行

える可能性はあるが、検体の採取方法などさらに検討が必要であると考えられ

る。 

偽性副甲状腺機能低下症の診断基準にも含まれる GNAS 遺伝子の変異につい

ては、変異の種類と表現型の相関は弱く、同一の変異でも症状の種類、程度に

違いが見られるとされる 29)。また、偽性副甲状腺機能低下症の全てが GNAS 遺

伝子の塩基配列に変異があるとは限らず、メチル化によるエピゲノムの異常も

知られている 6)。さらに、偽性副甲状腺機能低下症Ⅱ型においては PTH 受容体

機構の cAMP 以降の作動系の異常とされており、GNAS 遺伝子は関与していな

い可能性が高い。そのため、遺伝子解析での診断には今のところ限界があり、

正確な機能評価のためには実際の患者自身の尿細管細胞を用いることが必要と
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なる。また、Ellsworth-Howard 試験は正確な評価をおこなうために治療薬の中

断が必要で、煩雑かつ厳格な条件下で行う必要があり、患者への負担が大き

く、小児への実施も困難である。一方、本研究の手法を用いることで、採血時

に 1 回の検体採取で診断が可能となるため、患者が負荷試験の為に入院する必

要性や薬剤中断によるリスクも軽減できるため、患者自身への負担を大幅に減

少することが可能となる。問題点としては検査にかかる時間と費用に関して

で、実際の Ellsworth-Howard 試験は事前の休薬期間を除いて検査自体は 1 日で

終了し、検査入院に掛かる医療費は約 15 万円 (※当院において。当院では前日

入院をし、検査後は安全の為に経過観察の時間を置き、2 泊 3 日で検査入院を

行っている。)である一方、本法では細胞培養に時間が掛かり、最低 1 ヵ月程は

時間を要し、用いる材料も多い為、費用も前述の医療費より安いとは言えな

い。ただし、今後、iPS 細胞の作製とその後の分化誘導に関する技術の向上

や、iPS 細胞を用いた研究・医療の普及により時間と費用を削減できる可能性

がある。本法が実用化することにより、偽性副甲状腺機能低下症を含め、その

他の遺伝性腎尿細管疾患の診断においても新しい診断の選択肢を提示すること

が可能となる。また、新しい診断法を確立する過程で新たな知見を得ることが
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できれば、将来的には機序が明らかになっていない偽性副甲状腺機能低下症Ⅱ

型を含めた機序の解明や、新たな治療法の開発に繋がることも期待できる。 

腎臓病領域において遺伝性腎尿細管疾患は複数あり、いずれも一般臨床にお

いては尿細管機能の正確な評価は困難なことが多い。本研究では偽性副甲状腺

機能低下症を対象としたが、それぞれの機能確認法は別に確立する必要がある

ものの、同様にそれ以外の疾患にも応用できる可能性がある。同じ腎領域にお

いては、本実験と同様な機能検査はされていないものの、Fanconi 症候群を呈

する Lowe 症候群の患者の皮膚線維芽細胞から iPS 細胞を作製して腎細胞に分

化させ形態を評価した報告(30)や、Alport 症候群の患者の尿から採取された尿細

管細胞から iPS 細胞を作製して蛋白の発現を解析した報告(31)等もされており、

今後も各領域において疾患特異的 iPS 細胞の研究が進んでいくと予想される。 

本研究の限界として、コントロールに用いた RPTEC は初代培養細胞ではな

い為、各遺伝子発現が初代培養細胞とは異なる可能性がある。また、前述した

ように、尿細管細胞内へのリンの取り込み実験において 3 次元的な尿細管腔が

形成されていないため、正確な反応がみられていない可能性が考えられる。そ

のため、腎オルガノイドによる検討など、培養方法を含め今後さらなる実験の

改良が必要であると考えられる。そして、今回の方法では iPS 細胞を作製する
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際にメチル化などのエピジェネティックスはリプログラミングされる為、DNA

メチル化異常によって生じた偽性副甲状腺機能低下症は正確に診断できない可

能性がある。iPS 細胞の作製に用いた元の細胞のエピジェネティックスを記憶

している可能性を示した報告もあり 32)、尿から採取された尿細管細胞を用いれ

ば検査の正確性を上げることができる可能性がある。 

また、今回行った iPS 細胞を用いた検査方法では、過去に同様な研究が行わ

れた報告はなく、本研究でも症例数は少ない為、偽陽性、偽陰性に関する十分

なデータが得られていない。それらの事も踏まえ、今回対象とした偽性副甲状

腺機能低下症は希少疾患であり、本施設においても該当患者は 2 名であり少数

例での検討であったため、実験系をより確立したうえで、複数施設で多数例で

の検討を行う必要があると考えられた。  
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               【結語】 

 

偽性副甲状腺機能低下症患者から採取した血液中の末梢血細胞を疾患特異的

iPS 細胞由来尿細管細胞に分化させ、PTH に対する細胞内・外の cAMP と細胞

内へのリン酸の取り込みをみることで、臨床において偽性副甲状腺機能低下症

の診断時に施行される Ellsworth-Howard 試験のように尿細管における PTH の反

応性を確認することが可能な、今までに報告のない新たな方法を示すことがで

きた。 
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                          【表】 

表 1. 偽性副甲状腺機能低下症の分類  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Albright 遺伝性骨異栄養症：円形顔貌、低身長、肥満、短指症もしくは軟部組

織の異所性石灰化などの身体所見を呈する疾患。 

文献 5 より引用. 
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表 2. 偽性副甲状腺機能低下症の診断基準 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

文献 6 より引用. 
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表 3. 使用した一次抗体 

 

 

 

 

 

 

octamer-binding 

transcription factor 4  

(Oct-4) 

Rabbit anti Oct-4A (C30A3) monoclonal antibody  

 (#2840、Cell Signaling Technology、Massachusetts、USA) 

100 倍希釈 

nanog 

Rabbit anti nanog (D73G4) monoclonal antibody 

(#4903、Cell Signaling Technology、Massachusetts、USA) 

100 倍希釈 

Aquaporin 1 

 (AQP1)  

Rabbit anti AQP1 antibody 

(20333-1-AP、Proteintech、Rosemont、USA)   

500 倍希釈 

γ-glutamyltransferase 1  

(GGT1)  

Mouse anti GGT1 antidody  

(AB55138、Abcam、Cambridge、UK)  

250 倍希釈 
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表 4. 使用したプライマーのリスト  

 

Marker / Gene Primer Pairs 
Amplicon 

(bp)  

Annealing 

temperature 

(℃) 

CD13 / ANPEP 
F 5'-CACACACCGTTCCTGGATCTCCTCT-3' 

76 60 
R 5'-GCTCCAACAGGCGAAGGTCACT-3' 

Vit D3 Hydr / 

CYP27B1 

F 5'-GGAAATTCTCGTGTCCCAGA-3' 
80 55 

R 5'-TGACACAGAGTGACCAGCGTA-3' 

Na+/K+ ATPase / 

ATP1B1 

F 5’-GCTGACCCGCCATCGCCAT-3’ 
114 60 

R 5’-ACCAACTGCCACCGGTCCTG-3’ 

GLUT5 / SLC2A5 
F 5'-CCCCAGCTCTTCATCACTGTTGGC-3' 

148 55 
R 5'-TTTGGAACACAAGGAGGGGGCC-3' 

SGLT2 / SLC5A2 
F 5'-ACGCCTGATTCCCGAGTTCT-3' 

110 60 
R 5'-AGAACAGCACAATGGCGAAGT-3' 

NBC1 / SLC4A4 
F 5'-CCAAACTGGAGGAGCGACGGAAG-3' 

90 55 
R 5'-CACACACATGCTTGAGGAAGGA -3' 

OAT1 / SLC22A6 
F 5'-TCTACTCCTGGTTCTTCATTG-3' 

142 55 
R 5'-CGGAGTACCTCCATACTCAAT-3' 

OCT1 / SLC22A1 
F 5’-GCCGAGAACCTTGGGAGAA-3’ 

110 55 
R 5’-CACGACATCGCCGCAAA-3’ 

OCTN2 / SLC22A5 
F 5’-GGTTTGGCCGGAAGAATGT-3’ 

120 55 
R 5’-CCATGCCTACAAGGACAAACAG-3’ 

MDR1 / ABCB1 
F 5'-GCCCTTGTTAGACAGCCTCATATTT-3' 

141 55 
R 5'-GGACAGGCGGTGAGCAAT-3' 

PEPT1 / SLC15A1  
F 5'-CTTCTCTGTCACGGGATTGGA-3' 

70 55 
R 5'-TGCCTGAAGCACCGACTTC-3' 

PEPT2 / SLC15A2 
 F 5'-TCTCCTTGGTGTATGTGCTTGG-3' 

132 60 
R 5'-TGATGCCTCCTGTCCCCAAAG-3' 
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AQP1 / AQP1  
F 5’-AAGCTCTTCTGGAGGGCAGT-3’ 

137 60 
R 5’-CACCTTCACGTTGTCCTGGACCG-3’ 

GGT / GGT1 
F 5'-TGAGCCCAGAAGTGAGAGCAGTTG-3' 

85 60 
R 5'-ATGTCCACCAGCTCAGAGAGGGT-3' 

KSP-CAD /CDH16 
F 5’-TCCCATGCCTACCTCACCTT-3’ 

125 55 
R 5’-TTGCAGCGACACACGATCA-3’ 

NCCT / SLC12A3 
F 5’-CACCAAGAGGTTTGAGGACATG-3’ 

70 60 
R 5’-GACAGTGGCCTCATCCTTGAA-3’ 

NKCC2 / SLC12A1 
F 5’-TGGGGAGTCATGCTCTTCATTCGC-3’ 

149 60 
R 5’-CCACGAACAAACCCGTTAGTTGC-3’ 

PODXL / PODXL 
F 5’-ACCTACCCTGCCAGAGACCAT-3’ 

120 60 
R 5’-AGATCCTCACACTTTGCCCAGTT-3’ 

AQP3 / AQP3 
F 5’-GACGCTGGGAGCCTTCTTG-3’ 

80  60 
R 5’-GCTGGTTGTCGGCGAAGT-3’ 

GAPDH / GAPDH 
F 5’-TTGACGCTGGGGCTGGCATT-3’ 

157 60 
R 5’-GTGCTCTTGCTGGGGCTGGT-3’ 
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表 5. 使用したプライマーとプローブ 

 

Parathyroid hormone 1 receptor   

Sense 5’-ACCTGCACAGCCTCATCTTC-3’ 

Antisense  5’-TTGTTCCCGGAGCTCAAGTC-3’ 

 

NaPi2a 

Sense 5’-TGCTCAACTCCCTGCTCAAG- 3’ 

Antisense  5’-GAACTGCTCTGGACCACGAA- 3’ 

 

GAPDH     

4326317E (Thermo Fisher Scientific) 
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表 6. 各試薬の組成 

Pi free medium           終濃度 

NaCl    137 mM  

KCl   5.4 mM  

CaCl2   2.8 mM   

MgSO4  1.2 mM   

HEPES-Tris pH7.4   10 mM  

溶媒は H20 を用いる。 

Pi free uptake solution         終濃度 

KH2PO4   100 mM  

32P 1μCi/ml 

Pi free medium に上記の薬剤を加える。 

STOP solution                      終濃度 

NaCl  137 mM  

Tris-HCl pH7.2  10 mM  

KH2/K2HPO4 pH7.5  2 mM  

溶媒は H2O を用いる。 
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表 7. 症例 2 における GNAS 遺伝子変異 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 カ所の 5’ untranslated region（UTR）変異、2 カ所の Missense 変異、2 カ所の

Noncoding transcript 変異、2 カ所の 3’ UTR 変異を認め、GNAS 遺伝子異常によ

る偽性副甲状腺機能低下症であることが確認された。 

 

  

rs number position genotype consequence HGVS.c

rs369158171 Chr20:58840651 heterozygous
Missense

 Variant
c.545C>G

rs6026578 Chr20:58888417 homozygous
Non Coding

Transcript Variant
g.53678C>G

rs1800900 Chr20:58840055 heterozygous
5 Prime

UTR Variant
g.5316A>C

rs13831 Chr20:58900136  heterozygous
3 prime

UTR variant
g.65397A>C

rs7121 Chr20:58903752 homozygous
Missense

 Variant
c.393C>G

rs143800311 Chr20:58889223-58889233Insertion
5 Prime

UTR Variant
g.58889233_58889234insGGCGCGGCGC

rs919196 Chr20:58909030 heterozygous
non coding

transcript exon variant
g.74291T>C

rs6026579 Chr20:58888938 homozygous
5 Prime

UTR Variant
g.54199C>T

rs3787497 Chr20:58841705 heterozygous
5 prime

UTR variant
g.58841705A>G

rs3730177 Chr20:58910965  heterozygous
3 prime

UTR variant
c.136G>A
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                              【図】 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 尿細管細胞における PTH の作用 

 

PTH は近位および遠位腎尿細管細胞においてセカンドメッセンジャーである

cAMP 生成を増加させる。近位尿細管細胞では 25(OH)D の 1 位水酸化の促進と

リン酸排泄の促進、遠位尿細管細胞では Ca2+の再吸収を亢進させる。 

文献 2 より引用. 
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図 2. Ellsworth-Howard 試験の実施法と判定基準 

 

・尿中 cAMP 排泄 

PTH 投与前後 1 時間の尿中 cAMP 排泄を比較して、投与後が投与前と比較して

10 倍、かつ 1μmol 以上の増加があれば陽性（正常反応）とする。 

 

・尿中 P 排泄 

PTH 投与前後 2 時間の尿中リン排泄を比較して、投与後が投与前と比較して

35mg 以上の増加があれば陽性(正常反応)とする。 

文献 8 より引用. 
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図 3-1 (A)  症例 1：頭部単純 CT 画像 

矢印に示す部位に石灰化を認める。 

 

前医  

 

 

 

 

 

 

当院 

 

 

 

 

 

 

図 3-1 (B)  症例 1： Ellsworth-Howard 試験結果 

 

尿中リン酸排泄

(PTH負荷前後2時間の差)

5.42 μmol/時間 38.9倍 67.8 mg/2時間

→ 反応あり

尿中cAMP

(左：PTH負荷前後1時間の排泄量の差)

(右：PTH負荷前後1時間の排泄量の比)

→反応あり

尿中リン酸排泄

(PTH負荷前後2時間の差)

12.7 μmol/時間 54.9倍 23.6 mg/2時間

→ 反応なし

尿中cAMP

(左：PTH負荷前後1時間の排泄量の差)

(右：PTH負荷前後1時間の排泄量の比)

→反応あり
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図 3-2 (A)  症例 2：頭部単純 CT 画像 

矢印に示す部位に石灰化を認める。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2 (B)  症例 2： Ellsworth-Howard 試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

尿中リン酸排泄

(PTH負荷前後2時間の差)

926.7 μmol/時間 22.9倍 6.2 mg/2時間

→ 反応なし

尿中cAMP

(左：PTH負荷前後1時間の排泄量の差)

(右：PTH負荷前後1時間の排泄量の比)

→反応あり
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図 3-3 (A)  症例 3：頭部単純 CT 画像 

矢印に示す部位に石灰化を認める。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3 (B)  症例 3： Ellsworth-Howard 試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

尿中リン酸排泄

(PTH負荷前後2時間の差)

0.15 μmol/時間 1.6倍 12 mg/2時間

→ 反応なし

尿中cAMP

(左：PTH負荷前後1時間の排泄量の差)

(右：PTH負荷前後1時間の排泄量の比)

→反応なし
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図 4. 単核細胞にセンダイウイルスベクターで山中４因子を導入し、コロニー

が形成されるまで （細胞：患者 1 由来） 

 

末梢血より単核細胞を分離し、山中４因子を導入し培養を続け、約 2 週間程で

iPS 細胞様コロニーが形成されていった。 
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図 5. アルカリフォスファターゼ（ALP）染色  （Ａ：症例 1 由来、B：症例 3

由来、C：iPS 細胞(HPS0360)） 

患者の末梢血単核細胞から樹立した iPS 細胞様コロニーはそれぞれ、ALP 染色

にて、iPS 細胞(HPS0360)と同様に染色された。その結果から、未分化 iPS 細胞

であることを確認できた。 

 

 

 

A-1 

Ｃ 50 μm 50 μm 
B 

ALP 染色

ｙ 

ALP 染色

ｙ 

A 
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図 6-A . iPS 細胞(HPS0360)の Nanog、Oct-4 抗体を用いた免疫染色 

Nanog と Oct-4 の蛍光免疫染色において iPS 細胞(HPS0360)で、それぞれ染色

陽性であった。(DAPI：4’,6-diamidino-2-phenylindole による核染色)。 

 

 DAPI 

Nanog 

50μm 

50μm 

50μm 

50μm 

50μm 

50μm 

50μm 

50μm 

DAPI+Nanog 

DAPI 

Oct-4 DAPI+Oct-4 
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図 6-B. iPS 細胞(症例 3 由来)の Nanog、Oct-4 抗体を用いた免疫染色 

Nanog と Oct-4 の蛍光免疫染色において iPS 細胞(症例 3 患者由来)では、iPS 細

胞(HPS0360)と同様にほとんどの細胞で染色陽性を認めた。それぞれの染色性

に明らかな差は認めなかった。(DAPI：4’,6-diamidino-2-phenylindole による核

染色) 

50μm 

50μm 

50μm 50μm 

50μm 

50μm 50μm 

50μm 

Nanog DAPI+Nanog 

DAPI 

Oct-4 DAPI+Oct-4 

DAPI 
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図 7-A. 各尿細管細胞(A:RPTEC、B: iPS 細胞(HPS0360)由来、C: iPS 細胞(症例 1)由

来、D: iPS 細胞(症例 3)由来)の Aquaporin1 抗体を用いた免疫染色 

iPS 細胞 (HPS0360 株) と症例 1・3 由来 iPS 細胞由来の尿細管細胞において、RPTEC

と同様に Aquaporin1 (AQP1)染色ではほとんどの細胞が陽性であった。(DAPI：4’,6-

diamidino-2-phenylindole による核染色) 

B 

A 

C 

D 

DAPI+AQP1 

DAPI+AQP1 

DAPI+AQP1 

DAPI 

DAPI 

DAPI 

DAPI DAPI+AQP1 

50μm 

50μm 

50μm 50μm 
50μm 

50μm 50μm 

50μm 50μm 

50μm 50μm 50μm 
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図 7-B. 各尿細管細胞(A:RPTEC、B: iPS 細胞(HPS0360)由来、C: iPS 細胞(症例 1)由

来、D: iPS 細胞(症例 3)由来)のγ-glutamyltransferase1 抗体を用いた免疫染色 

iPS 細胞 (HPS0360 株) と症例 1・3 由来 iPS 細胞由来の尿細管細胞において、RPTEC

と同様にγ-glutamyltransferase1 (GGT1)染色が陽性であった。(DAPI：4’,6-diamidino-2-

phenylindole による核染色) 

 

100 μm 100 μm 
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図 8. RPTEC と iPS 細胞(HPS0360、症例 1・2・3)から分化させた尿細管細胞で

の遺伝子発現(アガロースゲル電気泳動) 

 

iPS 細胞(HPS0360)から作製した尿細管細胞ではコントロールに用いた RPTEC

と比較して、CD13, Na⁺/K⁺ATPase, NBC1, OCT1, OCTN2, MDR1, PEPT1, PEPT2, 

AQP1, GGT, KSP-CAD が同様に発現したが、Vit D3 Hydr, SGLT2,発現は弱かっ

た。また遠位尿細管マーカーNCCT、糸球体マーカーPODXL、集合管マーカー

AQP3 も RPTEC と同様に発現していた。iPS 細胞(HPS0360)と iPS 細胞(症例 1・

2・3)の各マーカーの発現はほとんど同じであったが、症例 1 の MDR の発現は

弱かった。 
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図 9. PTH1R と NAPi2a のリアルタイム PCR 法による mRNA 発現測定 

 

PTH1R と NaPi2a の mRNA 発現をリアルタイム PCR 法で測定した(n=3)。 グラ

フは平均値 ± 標準誤差で示した。PTH1R はどの iPS 細胞(HPS0360、症例 1・

2・3)においても発現が認めれた。また、NaPi2a は RPTEC では発現が認められ

るが、iPS 細胞(HPS0360、症例 1・2・3)由来尿細管細胞では明らかな発現が認

められなかった。  
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図 10. HPS 0360 由来の尿細管細胞に対する PTH 負荷における細胞内と培養液

中における cAMP 濃度の変化 

PTH 負荷時の cAMP の濃度を測定した(n=3)。グラフは平均値 ± 標準誤差で示

した。細胞内と培養液中の共に、6 濃度間において有意差を認め (細胞内: P = 

0.02、培養液中: P = 0.02)、PTH 濃度依存性の cAMP 濃度の上昇が確認された。 

 (Steel 検定の結果：0 M と各濃度間、細胞内：10-11M：P = 0.40、10-10M：P = 

0.18、10-9M：P = 0.40、10-8M：P = 0.18、10-7M：P = 0.18、培養液中：10-11M：

P = 0.95、10-10M：P = 0.95、10-9M：P = 0.18、10-8M：P = 0.18、10-7M：P = 

0.18)  
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図 11-1. 症例 1 の iPS 細胞由来尿細管細胞に対する PTH 負荷における細胞内と培

養液中における cAMP 濃度の変化 

PTH 負荷時の cAMP の濃度を測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤差で示し

た。細胞内と培養液中の共に、6 濃度間において有意差を認め (細胞内 P = 0.008、

培養液中 P = 0.002)、PTH 濃度依存性の cAMP 濃度の上昇が確認された。(Steel 検

定の結果：0 M と各濃度間、細胞内：10-11M：P = 0.08、10-10M：P = 0.97、10-9M：

P = 0.85、10-8M：P = 0.66、10-7M：P = 0.08、培養液中：10-11M：P = 0.46、10-

10M：P = 0.46、10-9M：P = 0.83、10-8M：P = 0.83、10-7M：P = 0.83) 
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図 11-2. 症例 2 の iPS 細胞由来尿細管細胞に対する PTH 負荷における細胞内と

培養液中における cAMP 濃度の変化 

PTH 負荷時の cAMP の濃度を測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤差で示

した。培養液中では有意差を認め(P = 0.02)、細胞内では有意差は認められなか

った(P = 0.14)。(Steel 検定の結果：0 M と各濃度間、細胞内：10-11M：P = 

1.00、10-10M：P = 0.87、10-9M：P = 0.67、10-8M：P = 0.08、10-7M：P = 0.97、

培養液中：10-11M：P = 0.16、10-10M：P = 0.67、10-9M：P = 0.99、10-8M：P = 

0.28、10-7M：P = 0.86) 
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図 11-3. 症例 3 の iPS 細胞由来尿細管細胞に対する PTH 負荷における細胞内と

培養液中における cAMP 濃度の変化 

PTH 負荷時の cAMP の濃度を測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤差で

示した。6 濃度間で細胞内では有意差を認め(P = 0.01)、培養液中では有意差は

認められなかった(P = 0.10)。 

(Steel 検定の結果：0 M と各濃度間、細胞内：10-11M：P = 0.68、10-10M：P = 

0.12、10-9M：P = 0.23、10-8M：P = 0.08、10-7M：P = 0.08、培養液中：10-11M：

P = 0.86、10-10M：P = 0.46、10-9M：P = 0.86、10-8M：P = 0.28、10-7M：P = 

0.66) 
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図 12 A. RPTEC に対する PTH 負荷時の細胞内 32P 取り込みの変化 

PTH 負荷時の 32P の取り込み率を測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤

差で示した。PTH 濃度間に有意差は認められなかった(P = 0.28)。(Steel 検定の

結果：0 M と各濃度間：10-11M：P = 0.67、10-10M：P = 0.16、10-9M：P = 0.92、

10-8M：P = 0.99、10-7M：P = 0.46) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

PTH濃度 (M)

P取り込み率

0 10 -710 -8

RPTECの32Pの取り込み (平均値±SE)

10 -11 10 -10 10 -9



69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 B. PF-06869206 を添加した RPTEC に対する PTH 負荷時の細胞内 32P 取り

込みの変化 

PTH 負荷時の 32P の取り込み率を測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤

差で示した。4 群間にて有意差を認め (P = 0.03)、 PTH 濃度依存性の細胞内へ

のリンの取り込み低下が確認された。PTH 濃度間に有意差は認められなかった

(P = 0.28)。(Steel 検定の結果：0 M と各濃度間：10-9M：P = 0.88、10-8M：P = 

0.20、10-7M：P = 0.056) 
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図 13. 尿細管細胞（iPS 細胞 [HPS0360 由来]）に対する PTH 負荷時の細胞内

32P 取り込みの変化 

 

PTH 負荷時の 32P の取り込み率を測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤

差で示した。6 濃度間において有意差を認め (P = 0.04)、PTH 濃度依存性の細

胞内へのリンの取り込み低下が確認された。(Steel 検定の結果：0 M と各濃度

間：10-11M：P = 0.49、10-10M：P = 0.09、10-9M：P = 0.13、10-8M：P = 0.09、10-

7M：P = 0.14) 
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図 14. 尿細管細胞（症例 1・2・３の iPS 細胞由来）に対する PTH 負荷時の細

胞内 32P 取り込み率の変化 

PTH 負荷時の 32P の取り込み率を患者 1・2・3 の iPS 細胞由来の尿細管細胞

にて測定した(n=4)。グラフは平均値 ± 標準誤差で示した。いずれも 32P の取

り込み低下に関し、3 濃度間での統計的な有意差は認められなかった(患者 1：

P = 0.15、患者 2：P = 0.05 (取り込みは上昇) 、患者 3：P = 0.23)。患者 1 は 0M

と 10-7M の間で平均の低下はみとめたが、Steel 検定で統計的な有意差は認めな
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かった(P=0.06)。一方、患者 2 と 3 では取り込み低下は認められなかった。

(Steel 検定の結果(0 M と各濃度間) 患者 1： 10-8M：P = 0.44、10-7M：P = 

0.06、患者 2： 10-8M：P = 0.08、10-7M：P = 0.15、患者 3： 10-8M：P = 0.40、

10-7M：P = 0.15) 
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