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研究成果の概要（和文）：生体外で構築した腎組織の機能的な血管化と血流導入可能な腎組織デバイスの構築を
試みた。本研究では、長期灌流可能な培養システムを新規に構築し、血流や間質流といった生体における流れの
寄与に注目して腎組織の成熟化を試みたところ、間質を模したデバイスに導入した腎オルガノイドの血管化にお
いて流れが一定の寄与を示した。また、腎組織の形態形成には間質や細胞外マトリクスの関与が示唆される。

研究成果の概要（英文）：We aim to reconstruct a functional vascularized kidney chip capable of blood
 circulation ex vivo. In the present study, we focused on the contribution of biomimetc flow such as
 blood flow or interstital flow in the vascularization and maturation of kidny organoid/spheroid 
using our newly established prolonged perfusion culture system. Flow introduced into the artificial 
interstitium showed a certain contribution in the vascularization of kidney organoids. In addition, 
stroma or extracellular matrix might be involved in renal morphogenesis.

研究分野：生体組織工学

キーワード： 腎オルガノイド　血管化　灌流システム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
機能的腎組織の構築において、流れが一定の寄与をすることが明らかとなった。また、組織形成には細胞外基質
の重要性が明らかとなった。一方で、血管網と腎組織の共存によって、血流の付与を可能にするためには、いま
だに技術的ブレークスルーが必要であることが明らかとなった。腎組織を構成する複数種の細胞の協調的な仕組
みの理解により、今後オンチップ腎臓の開発などにつながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) ヒト iPS 由来腎オルガノイド培養の発展により、腎ネフロンの ex vivo 再構築の方法論が確
立しつつあるが、糸球体の成熟化と機能的血管化の再現は未だ課題である。近年、間質流を模し
た流れをオルガノイドに付与すると内因性の血管新生を誘導するという報告があり、また、同オ
ルガノイドを免疫不全マウスの腎皮膜下に移植するとホスト由来の血管により糸球体が血管化
されることからも、生体の流れとくに血流の意義が関心となっている。 
 
(2) 腎機能を生体外で再現するために、糸球体が機能的に血管化された腎組織を外部血管と連結
し灌流を実現する必要がある。その点において、申請者らのグループは三次元血管を再構築した
微小流体デバイスに生体組織に見立てた細胞スフェアを導入し血管新生を促すことで血管化組
織を灌流する技術を、世界に先駆けて確立している。 
 
(3) 糸球体成熟化における流れの意義の理解し、腎機能の再現するためには、①、腎オルガノイ
ドの発生を誘導する培養系、②灌流システムを用いて付与した生体流れによる血管形成、③外部
血管との連結と血流の付与、という課題を同時に克服する方法論的なブレークスルーが必須で
ある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の項目を段階的にクリアすることで、微小流体デバイス上で血管灌流可能な
成熟した糸球体構造への誘導と、そこへの灌流を通して血液から尿成分が濾過される腎糸球体
の高次機能を ex vivoで再現し、それを通じて、糸球体成熟化における流れの必要性を問うこと
を目標とした。 
 
(1) 申請者が開発した、生理的な間質流や血流の付与が可能な送液システムを用い、腎オルガノ
イドを微小流体デバイス上で成熟化し、血管形成を誘導する。 
 
(2) 微小流体デバイス上に再構成された自己組織化血管網と腎オルガノイド血管を連結させ、血
管内を灌流することで腎糸球体の成熟化を誘導する。 
 さらに、本評価系プラットフォームを、血流による糸球体成熟化メカニズム解明や薬剤の安全
性評価などの医療応用へと発展させていくことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト腎スフェロイド／オルガノイドを形成
し、成熟化させる。微小流体デバイス内に形成し
たフィブリン・コラーゲンハイドロゲル中に腎
スフェアを導入し、静水圧差を利用した新規灌
流システム（図１）を用いて、間質流を模した流
れを付与する。７－１０日間の長期培養を実施
し、流れ、培地組成、細胞外基質や間質細胞など
のオルガノイド外環境を制御することで、腎オ
ルガノイド成熟化と血管化の最適条件を検討す
る。糸球体のスリット膜を形成する足細胞と血
管内皮細胞の蛍光免疫染色を実施し、共焦点レ
ーザー顕微鏡による観察により、糸球体の成熟
度と血管化を組織学的に評価した。            図１ 新規長期灌流システム 
                                 
 
(2) 微小流体デバイス上に、血管内皮細胞と線維芽細胞をハイドロゲル内で共存培養することで
再構成した三次元血管網に腎オルガノイドを導入し、腎成熟化を誘導しながら血流を模した流
れを付与する。 
血管内皮細胞のソースとして、ヒト臍帯静脈内皮細胞およびヒト臍帯動脈内皮細胞、マウス血
管内皮細胞などを用いること、また、(1)で最適化した条件をベースに、腎オルガノイドの血管化
と外部血管網への連結を達成する最適条件を検討する。 
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４．研究成果 
(1) 血管灌流システムの開発と血管内送液の実現 
オンチップデバイス上に HUVEC を用いた三次元血管網を作製
し、申請者が新規に開発した静水圧差を利用した血管灌流システム
を用いて、7 日間の血管灌流の実現に成功した。7 日間の灌流によ
り、灌流なしと比較してコラーゲン、ラミニン、パールカンなどの
基底膜成分が有意に発達し、血管形態の安定化が確認された。蛍光
デキストラン等を用いた流れの解析（図２）では、速い血管内の流
れ（血流）と間質を模したフィブリンハイドロゲルを流れる遅い間
質流が再現されることを確認した。また、デバイス中心部に組織を
導入する無血管領域を作成し、実際にがん細胞によるモデル組織を
導入し、灌流の実現に成功した。 
                               図２ 生体流の模擬 
 
 
(2) ヒト iPS細胞由来腎オルガノイドによる間質流の付与と糸球体血管化に関する検討 
ネフロン前駆細胞により誘導された腎オルガノイドを、間質を模したハイドロゲルとともに
微小流体デバイスに導入し、(1)の新規灌流システムを用いてオルガノイドに流れを付与した。 
流れの付与により、分岐状の三次元血管が微小流体デバイスのハイドロゲル層に増殖し、血管
網が形成された。また、流れによりオルガノイドの細胞生存状態が良好となることが確認された。
オルガノイドの糸球体構造をホールマウント蛍光染色により丹念に観察したところ、部分的に
ではあるが、血管マーカー（レクチン）陽性細胞が糸球体内部で確認され、糸球体外の間質へと
連結していた。流れのない条件では、腎ネフロンの組織形成が低下していた。 
以前より実施していた、気液界面培養系では、培養液の組成などの条件検討により、オルガノ
イド内に旺盛な血管マーカー陽性細胞を観察することはできたが、糸球体内の血管形成は見ら
れず、血管内皮細胞はむしろオルガノイドから離れていく傾向が見られた。一方で、流れがある
条件下では、オルガノイド内に血管細胞が保持される糸球体近傍に局在する傾向があったこと
から、流れによる血管誘導因子の亢進や低下、オルガノイド内に血管を保持する間質の周囲環境
の寄与などが考えられる。以上については今後メカニズムの特定が必要である。 

 
 
(5) ヒト初代細胞を用いた腎スフェア形成と灌流の効果の検討 
当初の計画を変更し、複数種の商用初代ヒト腎細胞を用いて、三次元腎スフェアを作製する、
新たな腎組織モデルの構築を試みた。糸球体上皮細胞、近位尿細管細胞、血管内皮細胞などを加
えて、メチルセルロースを用いた高粘性培地を用いた三次元スフェア形成法を採用し、腎スフェ
アを形成した。単に複数種の細胞が共存したスフェアでは血管内皮細胞の三次元形成が実現せ
ず、血管化された腎組織形成は実現しなかった。一方で、細胞外基質を充填した三次元形成にお
いて、腎スフェアは、細胞外基質の再構成にとともに部分的に近位尿細管や血管内皮細胞の管腔
構造などの形態形成が確認され、細胞外基質の重要性が示唆された（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
       
                              

図３ 血管形成と管腔形成 
 
(4) 三次元再構成血管への腎オルガノイドの導入と血管化の検討 
外部血管と血管化オルガノイドの連結と灌流を目指し、HUVECを用いて再構成した三次元血
管を微小流体デバイス内に作成し、あらかじめ作成しおいたデバイス内の無血管領域にオルガ
ノイドを導入した。結果、外部血管域には間質細胞が旺盛に増殖していくが、腎オルガノイドの
発生はむしろ低下した。血流を模した流れの付与によっても、腎成熟化には至らなかった。血管
を斥ける要因の可能性を考え、動・静脈の特異性、マウス血管内皮細胞について検討したが、同
様に糸球体の成熟化と血管化には至らなかった。 
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