
　近年，臨床再生医学領域では日本や米国を中心に，iPS細
胞（人工多能性幹細胞）などの多能性幹細胞から体細胞（網
膜色素上皮細胞や血小板，ドーパミン産生細胞，脊髄神経
細胞など）を分化誘導・大量培養し，実際に患者へ投与する
臨床研究が進められている。一方で基礎研究領域において
は，小さなスケールの臓器様立体組織「オルガノイド」を用
いて，これまでの実験動物を用いた生体内解析やヒト二次
元培養細胞を用いた生体外解析では迫れなかった生命現象
にアクセスしようとする動きが活発である。さらに，次世
代シークエンス技術を用いたゲノムワイドな遺伝子情報解
析，それをシングルセル解析と呼ばれる単一細胞レベルの
解像度で行う流れが急速な拡がりをみせている。本稿では
腎臓の再生研究領域のなかでも特に近年進歩が著しい，腎
オルガノイド研究と，それを用いた応用研究を中心に，最
新の知見と世界的な研究の潮流・展望について概説する。

　2000年代前半頃までに各臓器の初期発生過程で主要な
役割を果たす液性シグナル因子やその下流で働く転写調節
因子の機能解析が急速に進むと，この生体内の青写真に基
づいて，マウスやヒトの ES細胞から神経細胞，膵島β細
胞，心筋細胞などの分化誘導研究が報告され始めた。2007

年にヒト iPS細胞の作製法が確立されたことで，ヒト臓器

細胞の分化誘導研究は更なる拡がりと進展をみせたが，こ
の頃の分化誘導研究は平面培養で，効率的に均質な目的細
胞を誘導しようとするものが主流であった。近年，すでに
臨床試験へと進んでいる，「細胞」を用いた再生医療研究の
対象臓器細胞もこの時期の研究の流れを汲む，細胞単位で
ある程度機能が見込まれるものが多い。
　しかしながら，例えば腎臓のように三次元構造なしには
機能しえない臓器の再生を見据え，臓器本来の立体構造を
どのように再現するかは大きな課題であった。これを克服
すべく，誘導した細胞を人為的に立体再配置できる，イン
クジェットプリンタ技術を応用したバイオプリンティング
をはじめとするバイオエンジニアリング技術の領域参入が
相次いだ。これに対し，笹井らは，神経系組織をモデルに，
分化誘導の過程を三次元の細胞凝集体の状態で継続させる
ことで，「細胞自律的に」組織本来の立体構造を形成させる
というコンセプトを提唱し1），2011年には胎児の眼胚構造
を再現して大きなインパクトを与えた2）。また Cleversら
は，2009年に成体マウスの腸管から，腸上皮の幹細胞を単
一細胞で単離して成長因子および細胞外基質の存在下に三
次元増幅培養することで，腸の陰窩と微絨毛の立体構造を
模した腸オルガノイドの作製を報告した3）。これらの報告
は，生体外で発生あるいは幹細胞ニッチの局所環境を再現
し，そこに本来の構成細胞群を共存させれば，細胞間コ
ミュニケーションによって細胞任せに立体形成が行われる
ことを示していた。その後，この臓器様構造体「オルガノイ
ド」を作製する潮流が本格化し，脳や内耳，肝臓，膵臓，大
腸，胃，肺，腎臓，歯牙，毛包などさまざまな臓器のオル
ガノイドが報告された4）。しかしながら，これらのオルガ
ノイドも，臓器のなかの一部分，つまり「小構造」を再現し
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ているにすぎない。すなわち，心臓オルガノイドは決して
2心房2心室の立体構造を再現できているわけではないし，
腸オルガノイドは筋層を伴って蠕動運動をする腸管を形成
しているわけでもない。したがって，「オルガノイド」から
臓器固有の高次構造を有する「オルガン」への昇華には依然
高い壁があるのが現状である。

　腎オルガノイド研究も腎臓発生研究の進展と歩みを共に
してきた。以前から胎児期の腎臓原基である後腎にはネフ
ロン上皮の元になる「ネフロン前駆細胞」，間質系細胞の元
になる「間質前駆細胞」，集合管・尿管の元になる「尿管芽」
と呼ばれる 3つの前駆細胞集団が存在することが知られて
いた。しかしこれらの前駆細胞を誘導するにあたり，その
共通の源とされてきた中間中胚葉組織から 3者がどのよう
に系統分離するか，さらに中間中胚葉はその前段階の未分
化中胚葉，ひいては多能性幹細胞からどのようなシグナル
によって分化するのかが不明であった。2005年には
Dresslerらがマウス ES細胞から5），2013年には長船らがヒ
ト iPS細胞から6），中間中胚葉様の細胞を経た腎臓系譜へ
の分化誘導法を報告した。これらの誘導組織にはいずれも
尿細管マーカー遺伝子の一部を発現する上皮構造が形成さ
れたが，本来ネフロン前駆細胞から尿細管と同時に分化す
るポドサイトの形成は認められなかった。
　そこでわれわれは，生体における中間中胚葉の形成過程
を知るために細胞系譜追跡を行い，ネフロン前駆細胞およ
び間質前駆細胞と尿管芽が，それぞれ後方中間中胚葉と前

方中間中胚葉という時空間的に異なる起源に由来すること
を見出した。この生体内の新たな知見に基づいた誘導設計
図の見直しにより，マウスおよびヒト多能性幹細胞から尿
細管とポドサイトの両方の三次元構造を有した腎臓オルガ
ノイドの作製が可能になった7）。一方 Littleらは，尿管芽と
ネフロン前駆細胞が分化する中間のタイミングで誘導する
と，ネフロン様構造に加え，GATA3陽性の尿管芽様上皮細
胞が存在する，つまり尿管芽とネフロンが同時に誘導でき
たと報告した8）。この報告以前にもBelmonteらは，ヒト ES

細胞から尿管芽系マーカーを発現する上皮細胞を選択的に
誘導したと報告していた9）。しかしながら，これらの報告で
示された尿管芽様細胞はいずれも，生体の腎臓に見られる
ような，枝分かれした集合管の先にネフロン同士が接続
し，1つの尿管へと集約されるという「高次構造」は再現さ
れていなかった（図 1）10）。このことは，将来的に再生腎組
織に尿を産生させることを見据えた際に致命的であり，い
かにして集合管系組織を腎オルガノイドに組み込むか，す
なわち，その元になる機能的な尿管芽を誘導するかが次の
焦点となった。

　生体の発生過程で尿管芽は，1つの芽から樹状分岐を繰
り返し，1つの幹から枝分かれした集合管ネットワークを
形成する。さらに，その先端ではネフロン前駆細胞を未分
化に維持しつつ，その一部をネフロン上皮へと分化させる
役割を担うことが知られている。われわれはまず生体内の

 腎オルガノイド研究の変遷とこれまでの課題

 

機能的尿管芽の誘導と組み込みによる腎臓の高次構造
を再現する試み
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図 1　胎児の腎臓とこれまでの腎オルガノイドの比較
胎児の腎臓はネフロン同士が集合管で接続されるとともに，辺縁部で前駆細胞ニッチを有する
のに対し，腎オルガノイド内のネフロンは組織中に散在し，前駆細胞ニッチを持たない。

（文献 10より引用，改変）
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発生過程の情報を収集すべく，初期発生段階のマウス胚か
ら採取した尿管芽およびその前駆体，ウォルフ管細胞を採
取して網羅的遺伝子発現解析を行った。これにより，ウォ
ルフ管の分化過程で，レチノイン酸および Fgf，Wntシグ
ナルが継続的に活性化していること，ウォルフ管が前駆細
胞の時期に一時的に CXCR4/KIT陽性分画に濃縮されるこ
とを見出した。さらに，ウォルフ管の前駆細胞である前方
中間中胚葉誘導の至適培養時間とシグナルを同定したこと
で，マウスES細胞から尿管芽を誘導する方法を確立した。
この誘導尿管芽組織から 1つの「芽」を単離し，マウス胎仔
のネフロン前駆細胞および間質前駆細胞と組み合わせて凝
集させ，腎原基を「再構成」すると樹状分岐形成が観察さ
れ，胎児の腎臓の集合管組織のようなネットワーク構造を
構築できた（図 2a）。また，腎オルガノイドの辺縁部では未
分化なネフロン前駆細胞ニッチの形成を（図 2a），内部には
分化したネフロンの形成を認め（図 2b），前述の 3つの機能
特性を保持した尿管芽が誘導できていることが確認でき
た。さらに，胎仔ネフロン前駆細胞の代わりにマウスES細
胞から誘導したネフロン前駆細胞を用いてもオルガノイド
を構成することができた。これらの結果から，ネフロン前
駆細胞と尿管芽の分化誘導にはその発生過程に応じた別々
の誘導シグナルが必要であること，さらには，機能的な前
駆細胞同士を組み合わせれば，胎仔腎臓の高次構造までも
がある程度再現できることが示された11）（図 3）。

　われわれの尿管芽誘導法はヒト iPS細胞からの分化誘導
にも応用可能で，誘導ヒト尿管芽をゲルの中で三次元培養
すると，樹状分岐形成が確認できる。しかしながら，ヒト
胎児の前駆細胞は入手できないことから，マウスのような
再構成実験系による更なる機能アッセイを行うことや，誘
導尿管芽がどの程度ヒトの陽性対象に近いのかを客観的に
検証することが難しいという問題がある。ゆえに今後，誘
導細胞のみでヒト腎臓原基の高次構造を再現するために
は，機能的な間質前駆細胞の分化誘導法の開発が必須であ
り，各前駆細胞の誘導精度を確認するためにも，陽性対象
となるヒトの胎児細胞の遺伝子発現情報の整備が待たれる。
　前述のマウス多能性幹細胞を用いたオルガノイドを，遺
伝子発現プロファイルを基にマウスの胎児腎と比較すると
胎生 15.5日目相当であることが判明した11）。したがって，
このオルガノイドをさらに大きく成長させ，成体に近いも
のへと成熟させ，最終的に濾過機能を付与するためには，
誘導組織内に血管網を導入し，そこに血液を灌流させるこ
とが必要である。オルガノイドでどのように血管網を構築
するかは臓器間で共通の問題であり，この領域における今
後の重要課題と言える。

　2018年に入り，多くのシングルセル解析の報告がなさ

 再構成腎オルガノイドの課題と展望
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図 2　マウス ES細胞由来の尿管芽とマウス胎仔ネフロン前駆細胞・間質前駆細胞を組み合わせたオルガノイド
a：未分化ネフロン前駆細胞はオルガノイドの辺縁部，尿管芽の先端で維持される。
b：オルガノイドの内部で分化したネフロンを示す。    （文献11より引用，改変）
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れ，腎オルガノイド関連領域では，ヒト胎児における遺伝
子発現情報の提供と，オルガノイドの構成細胞に対する細
胞レベルでのより詳細な解析に応用され始めている。シン
グルセル RNA-seqは，マイクロフルイディクス流路などを
用いた単一細胞の単離，RNA抽出，逆転写反応と cDNAの
増幅，ライブラリー調整，さらに次世代シークエンス
（NGS）を用いたシークエンシング，コンピュータ解析とい
う流れで行われる（図 4）。ライブラリー調整までの段階で
各細胞特異的な分子バーコードを与えることで，シークエ
ンス情報が再び各単一細胞へと帰属され，単一細胞ごとの
遺伝子発現情報が得られる。この技術を用いれば，サンプ
ル自体を事前にソートすることなく，集団の中の一定の特
徴を共有する亜集団を retrospectiveに分類することができ
る。McMahonらは，ヒト胎児腎臓におけるシングルセル
RNA-seqおよび組織学的な遺伝子発現解析を行い，ヒトネ
フロン前駆細胞にのみ SIX1遺伝子が継続的に発現するこ
とや，ヒトの遠位尿細管の集合管接続部でこれまで尿管芽

マーカーとされてきたGATA3遺伝子が発現することなど，
個々の遺伝子の発現パターンがヒトとマウスでは部分的に
は異なることを示した12～ 14）。これまでヒト多能性幹細胞
の分化誘導研究においては，マウス胎仔の情報に基づいた
マーカー遺伝子が使用されてきたが，今後のオルガノイド
研究において，ヒト胎児の各発生段階ごとの腎臓構成細胞
の遺伝子プロファイリング情報が集積していけば，誘導の
精度を高めるうえで貴重な情報源となることが期待される。
　一方，Freedmanらはロボットを使った自動大量培養シス
テムとシングルセル RNA-seq解析を組み合わせて，同じ親
株から分離した 3つのヒト多能性幹細胞株の間，さらには
各細胞株のなかでも継代数によって至適培養条件（誘導初
期のWntアゴニストの濃度や分化誘導に供するべき細胞
数）が異なることを示した15）。これは，われわれを含め多能
性幹細胞を用いた分化誘導研究で必ず経験することである
が，いかにして異なる遺伝的背景を持つ細胞株間の多様性
を加味して誘導条件を標準化し，多能性幹細胞の維持培養
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図 3　多能性幹細胞から腎臓の高次構造を再現する戦略の概要
多能性幹細胞からネフロン前駆細胞と尿管芽を別々に誘導し，胎仔間質前駆細胞と凝集して
腎臓原基を再構成する。     （文献 11より引用，改変）

図 4　シングルセル技術を用いた遺伝子発現解析法の概略
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におけるゆらぎを抑えて実験系の再現性をコントロールし
うるか，その難しさの一端を示した報告と言える。
　また Humphreysらは，以前に報告された Takasatoら8）と
Morizaneら16）の各誘導プロトコルで誘導した腎オルガノイ
ドをシングルセル解析で比較し，これらのプロトコル間で
オルガノイドを構成する腎臓細胞に違いがあること，腎臓
系譜以外の細胞が混入していること，ヒト成体腎臓サンプ
ルに比べて未成熟であること，さらに，腎臓系譜以外の細
胞特異的に活性化しているシグナルを阻害することでこれ
らの細胞がある程度除外できることなどを報告した17）。興
味深いことに，尿管芽とネフロン前駆細胞を同時に誘導し
たとしていた Takasatoらの方法で誘導した腎オルガノイド
には尿管芽と特定できる細胞は認められないと結論づけて
おり，このことは，われわれが示したように，真に機能的
な尿管芽を誘導するためには，ネフロン前駆細胞誘導とは
異なる誘導条件で個別に誘導する必要があることを裏付け
ていると言えよう。

　近年のオルガノイド研究のもう一つの大きな潮流は，遺
伝性疾患を持った患者から樹立した iPS細胞や，人工的に
CRISPR-Cas9などの遺伝子編集技術を用いて変異を導入し
た細胞からオルガノイドを作製し，病態の一部を in vitroで
再現したり，ヒト腎臓発生過程における遺伝子機能を解析
したりするものである（図 5）。Freedmanらは，遺伝子編集
技術でPKD1/2遺伝子に変異を与えたヒト多能性幹細胞から
オルガノイドを作製し，尿細管に囊胞様構造が形成される

ことや，Poxocalyxin遺伝子の機能欠失で誘導ポドサイト同
士の細胞間接着に異常が起こることを報告している18,19）。
そのほかにも，ネフロン癆の患者由来の腎オルガノイドで
繊毛形成異常を観察した報告 20）があるほか，われわれは，
ネフリン遺伝子座の片アレルに欠損を，もう一方のアレル
に点変異を保持した先天性ネフローゼ症候群の患者から作
製した iPS細胞を用いて，ネフリン蛋白のポドサイトの細
胞外膜上への局在が極端に減弱したことを報告してい
る21）。また，発生過程でネフロン前駆細胞と尿管芽に共通
して発現する転写因子 PAX2をノックアウトした iPS細胞
では，ネフロン前駆細胞誘導およびネフロン形成には大き 

な異常が見られない一方で，尿管芽系譜では尿管芽の分
化効率が低下するとともに上皮構造が維持できずに消退
するという，系譜ごとに異なる表現型が存在することも
明らかになった11,22）。このように，iPS細胞を用いればヒ
ト細胞で自在に遺伝子の機能欠失・獲得研究を行うことが
でき，さらにオルガノイドでフェノタイプを観察すること
で，ある程度の組織学的解析が可能であることから，腎オ
ルガノイドは新たな研究資源を提供していると言えよう。
一方で，近年の報告が示すように，オルガノイドと真のヒ
ト腎組織では，構成細胞の違いや血流・尿流の有無といっ
た違いがあるほか，培養実験ならではのフェノタイプのゆ
らぎ，さらには用いる誘導プロトコルによるバイアスなど
考慮すべき点も多く，実際にどの程度生体における病態や
機能が再現されているかについては慎重な解析と解釈が必
要である。
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図 5　ヒト腎オルガノイドを用いた疾患モデリングと発生研究
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　オルガノイド研究が拡がる一方で，前述の臨床研究のよ
うに個々の細胞レベルでの応用を考えうる場合は，その細
胞を純粋培養するという方向性も残る。長船らは，慢性腎
臓病における腎性貧血を細胞移植により解決する方法とし
て，ヒト iPS細胞から Epo産生能力を持つ胎児肝臓細胞様
の細胞を誘導したことを報告している23）。さらに，この細
胞をアデニン投与で慢性腎不全状態にしたモデルマウスに
移植することで貧血症状を改善できたとしており，今後，
既存の Epo製剤に代わる治療へと発展するかどうか注目さ
れる。
　一方，先に in vitroでオルガノイド内に血管網を構築する
ことの難しさに触れたが，ホスト動物の体内で，ヒト誘導
腎臓前駆細胞からヒト腎臓組織を構築させることで血管
網を保持する腎臓を作製するという試みも存在する。以
前中内らは，動物の腎臓が発生しないように遺伝子改変
したホストの胚盤胞にドナー由来の多能性幹細胞を補完
することで，ホスト動物の体内にドナー細胞由来の腎臓
を作らせるという手法を報告していた 24,25）。この方法は
画期的ではあるが，ヒト iPS細胞は多能性幹細胞であるた
め，たとえ腎臓のみが欠損する遺伝子改変動物に補完する
場合でも，一定の割合で腎臓以外の臓器にもヒト細胞が混
入したキメラ動物が生まれる可能性を否定できない。そこ
で横尾らは，遺伝子改変マウスを用いて，ネフロン前駆細
胞およびそれが分化したネフロンのみがジフテリアトキシ
ン存在下に死滅するような遺伝子改変ホストマウスを用意
し，胎生 13.5日目で腎臓を膀胱・尿管つきで回収，in vitro

でドナーネフロン前駆細胞とともにジフテリアトキシンを
投与したのちに傍大動脈領域に再移植するという方法を報
告している26）。これにより，これまでのネフロン前駆細胞
の注入実験よりも高い効率でドナー由来の細胞がネフロン
形成に寄与すること，さらにドナー細胞にラットのネフロ
ン前駆細胞を用いても同様のことが可能であることを報告
している。この実験では，ネフロン上皮系譜以外の間質系
細胞や集合管組織，血管網などは依然ホスト由来である
が，将来的にこれらをすべてドナー由来に置換できるかが
今後の課題と言えよう。

　腎オルガノイド研究は，その作製法すら未解明であった
時代から，多能性幹細胞さえ適切に維持できれば，どこで

も誰でも作製しうる時代へと移行しつつある。腎オルガノ
イドはどこまで生体の腎臓に近づけるのか，そして腎オル
ガノイドを用いてどのような新しい知見を見出し，臨床医
学へ還元できるのか。また，オルガノイドを作らずに腎臓
の機能再生へと導く新たな方法論が生まれるのか。腎臓再
生研究領域へ発生学，臨床再生医学，腎臓病学などさまざ
まな研究者が参入することによって，今後，どのような研
究が展開されていくのか注目される。

　　利益相反自己申告：申告すべきものなし
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