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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト多能性幹細胞から、4種類の組織前駆細胞（ネフロン前駆細胞、ウ
ォルフ管上皮、膀胱上皮、膀胱周辺細胞）を作製した。ネフロン前駆細胞とウォルフ管上皮を組み合わせること
で、初期腎臓発生を再現した。膀胱上皮細胞と膀胱周辺細胞を組み合わせることで、膀胱オルガノイドを作製し
た。最後に、ウォルフ管上皮と膀胱上皮を組み合わせることで、ウォルフ管の総排泄腔への伸長を再現すること
に成功した。これらの結果は、本研究で作製した4種類の組織前駆細胞が、お互いを組み合わせることで十分な
自己組織化能力を発現したことを示している。今後、同様の手法により、一体化した尿路系の形成を進めてい
く。

研究成果の概要（英文）：In this study, four types of tissue progenitor cells (nephron progenitor 
cells, Wolffian duct epithelium, bladder epithelium, and bladder surrounding cells) were generated 
from human pluripotent stem cells. By combining nephron progenitor cells with Wolffian duct 
epithelium, the early stages of kidney development were recapitulated. By combining bladder 
epithelial cells with bladder surrounding cells, bladder organoids were created. Finally, by 
combining Wolffian duct epithelium with bladder epithelium, we successfully recapitulated the 
extension of the Wolffian duct to the cloaca. These results indicate that the four types of tissue 
progenitor cells generated in this study exhibited sufficient self-organizing ability when combined 
with each other. In the future, similar methods will be used to advance the formation of an 
integrated urinary system in vitro.

研究分野：オルガノイド生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内で血液をろ過し、尿を生成・排出できる尿路系の構築は、機能の失われた腎臓を代替するという、腎臓再
生医療の究極的目的そのものである。本研究成果はその実現に直接的に貢献する。人間は便宜的に三胚葉（内、
中、外胚葉）を区別して扱っているが、生物は胚葉の垣根無しに組織をうまく組み合わせて機能系（例えば、肺
と心臓と血管、門脈と肝臓と脾臓、骨と筋肉と神経など）を構築している。一つの生理機能（尿の生成と排出）
を再現するために、複数の胚葉から構成される臓器（腎臓、尿管、膀胱）を自己組織化によりin vitroで構築す
る本研究は、胚葉の垣根を横断した生理機能系の一体構築という新規概念の先鞭となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

オルガノイドとは臓器の前駆細胞から作成される三次元構造体であり、その内部では自

己組織化によって実際の臓器に近い三次元組織が発生するため、将来的にはオルガノイド

を使った再生医療分野への応用が期待されている．研究代表者はこれまでに、ヒト多能性幹

細胞から腎臓前駆細胞を誘導し（Nat Cell Biol. 2014）、更にそこから血管系も含めた腎臓の

全ての組織を備えた世界初の腎臓オルガノイドの作製に成功している（Nature 2015）。 

 腎臓オルガノイドの作成は「移植可能な腎臓を培養系で発生させるための重要な一歩で

ある」（Nature ダイジェスト）と好評されたが、遺伝性腎疾患の再現と治療法の開発，薬物

腎毒性試験，細胞療法，そして究極的には移植などの医療応用を実現するには、胎児期の腎

臓と同程度の成熟度である腎臓オルガノイドを、機能性を有する成熟した腎臓にしなけれ

ばならない。オルガノイドを成熟させる最も簡便な方法は武部らが示したように（Takebe et 

at., Cell Stem Cells 2015）、血管化される生体内で成長させる方法である。申請者の先行研究

でも、腎臓オルガノイドを生体内に移植すると、ホストの血管により糸球体まで血管化され

た（Stem Cell Reports 2018）。しかし、尿管と膀胱が存在しないため、生成された尿の行き場

が無く、最終的にはオルガノイドが水腎症を呈し、生体内での成熟は望めない。 

 では、上記の問題を回避しつつ、腎臓オルガノイドを生体内で成熟化させるにはどのよう

な技術的解決手段があり得るだろうか。その一つとして例えば、横尾らはラット・豚を使っ

た移植実験で、腎臓原基を膀胱原基とセットで生体内に移植すると、水腎症が抑えられるこ

とを報告している（Yokote et al., PNAS. 2015）。これは、腎臓オルガノイドも膀胱原基と共に

生体へ移植すれば、成熟し機能性を獲得できる可能性を支持するものである。そのためには、

腎臓オルガノイド単独ではなく、膀胱や、両者を繋ぐ尿管も同様にヒト iPS 細胞から分化誘

導し、これらを一体として構築する必要がある。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、ヒト iPS 細胞を分化させ、腎臓・尿管・膀胱が一体となった尿路系の完

全構築を目指す。そのために以下の 2 つの研究目標を遂行する。 

目標１：研究代表者が既に作成に成功している腎臓前駆細胞に加え、新たに尿管上皮、膀胱

上皮、膀胱周辺間葉の前駆細胞をヒト iPS 細胞から分化誘導する系を確立する。 

目標２：目標 1 で作成した 4種の前駆細胞群を三次元的に組み合わせ、in vitro で尿路系の

原基を自己組織化させる。 

 

３．研究の方法 

以下の 4 つの研究を逐次遂行する。研究代表者はこれまでの研究で、ヒト iPS 細胞を分化

し中胚葉を誘導する際に、その前後軸位置を決定する方法を確立しており、本研究ではその

原理を利用して必要な各種前駆細胞を誘導する（図 1）。 

(1) ヒト尿管の構築：ヒト iPS 細胞を前方の中間中胚葉へと分化させ、そこから尿管上皮の

前駆体であるウォルフ管を誘導する。ウォルフ管と腎臓前駆細胞を組み合わせ、尿管を備え

た腎臓オルガノイドを構築する。 

(2) 膀胱前駆細胞の分化誘導：ヒト iPS 細胞を最後方の腹側内胚葉（総排出腔）へと分化さ

せ、そこから膀胱上皮細胞を誘導する。また、ヒト iPS 細胞を最後方の中胚葉へと分化させ、



そこから膀胱周辺間葉細胞を誘導する。 

(3) 膀胱オルガノイドの作製：膀胱周辺間葉細胞と膀胱上皮の前駆細胞を組み合わせ、自己

組織化によって膀胱組織を形成させる。 

(4) 尿路系原基の自己組織化：マウスの尿路原基（胎生 11.5日目の腎臓原基、総排泄口を含

む領域）を in vitro で培養し、至適培養条件を検討する。その条件下で 4種の前駆細胞を組

み合わせ、尿路系が自己組織化により形成されるかを解析する。 

（図 1） 
 

４．研究成果 

(1) ヒト尿管の構築：ヒト iPS 細胞から前方の中間中胚葉を経由し、ウォルフ管様の上皮細

胞（GATA3、C-kit陽性）を 90％の効率で誘導した。次に、本研究では誘導した上皮細胞を

管腔化し、ウォルフ「管」として機能させる必要があるが、一般的に上皮細胞は平面で培養

すればシート状になり、三次元で培養すればボール状になる性質を持つため、「管」を自発

的に形成させるのは容易ではなかった。しかし研究代表者は、多数の上皮細胞塊をゲル上に

蒔き上皮のネットワークを形成させる新規手法を開発し、ウォルフ管の管腔構造を構築す

ることに成功した（図 2）。更に、誘導したウォルフ管に、尿管芽の発達や枝分かれを促進

する因子（GDNF）や抑制する因子（BMP4）

を与え、尿管芽の発生を制御できることも確

認した。この様に、尿管を持つ腎臓オルガノイ

ド作製に用いる細胞組織として、形態的、機能

的に必要な資質を満たしたウォルフ管の作製

に成功した。 

 

(2) 膀胱前駆細胞の分化誘導：ヒト iPS 細胞から膀胱上皮細胞の誘導を達成した。具体的に

は、ヒト iPS 細胞をアクチビンにより胚体内胚葉に分化させた後に、後方化因子 FGF4/WNT

により後腸化し、腹側化因子 BMP4 により総排泄腔の上皮（P63陽性、FOXA2陽性）を誘

導した。この上皮細胞を in vitro で長期培養（図 3左）、もしくはマウスの腎臓被膜下に移植

することで（図 3右）、膀胱上皮特有の３層構造（UPK陽性の表層、UPK/P63陽性の中間層、

P63/CK5陽性の基底層）を有する、膀胱様の構造が形成されることを確認した。移植環境に

おいては、ホストマウス由来の中胚葉系間葉細胞が、移植した総排泄腔上皮を取り囲むこと

で膀胱上皮の発達が達成された。以上より、本研究で準備された腹側後腸は、膀胱上皮に分

化する十分な能力を有しているものであった。 
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（図 2）ネットワーク（左）と管腔構造（右） 



 

膀胱周辺間葉細胞の誘導に関して、ヒト iPS 細胞から腹側後腸間葉細胞を誘導し、膀胱上

皮と組み合わせることで、膀胱オルガノイドの作製に成功した。ヒト iPS 細胞を NKX1-2+ / 

CDX1+ / CDX2+の尾部エピブラスト（caudal epiblast）に分化させた後、WNT/BMP/GDF の添

加により EOMES陰性の後方の原始線条（posterior streak）を誘導し、更に BMP、FGF、HH、

及び WNT を用いて、 ISL1+ / HOXD13+ / TBX4+ / FOXF1+ / GATA5+の腹側後腸間葉細胞

（ventral hindgut mesoderm）を誘導した（図 4）。 

（図 4） 

 

(3) 膀胱オルガノイドの作製：上記で誘導した腹側後腸間葉細胞の機能を確認するため、

E9.5 のマウス胎仔から単離した後腸（総排泄腔）と 3週間の共培養を行った（図 5左）。そ

の結果、後腸の単独培養では上皮が全く成長しなかった一方で、腹側後腸間葉細胞との共培

養条件下では、総排泄腔の腹側部分からは膀胱が、そして背側部分からは腸の組織が発生し

た（図 5右：Bladder と Intestine）。この結果は、誘導した腹側後腸間葉細胞が総排泄腔の上

皮細胞に対して、その分化をサポートする能力を有していることを示していた。 

 （図 5） 

（図 6） （図 7） 

そこで次に、ヒト iPS 細胞から誘導した腹側後腸間葉細胞と、ヒト iPS 細胞から誘導した
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腹側の総排泄腔上皮とで、4週間の共培養を行った。その結果、ヒト iPS 細胞から誘導した

腹側の総排泄腔上皮は層構造を持つ膀胱上皮へと分化した（図 6：TP63+基底層、UPK3+表

層）。更に、ヒト iPS 細胞から誘導した腹側後腸間葉細胞は、平滑筋へと分化した（図 7：

Calponin1陽性）。これにより、ヒト iPS 細胞から膀胱上皮とその周辺細胞を含む、膀胱オル

ガノイドを作製することに成功した（現時点で世界初）。 

 

(4) 尿路系原基の自己組織化：ヒト iPS 細胞由来ウォルフ管とヒト iPS 細胞由来ネフロン前

駆細胞を組み合わせることで、自己組織化による初期腎臓発生を再現した。ヒト iPS 細胞を

10日間分化して誘導した管腔構造を有したウォルフ管と（図 8：赤色）、同じく 10日間の分

化によって誘導したネフロン前駆細胞（図 8：緑色）を組み合わせた（図 8左）。これを 2週

間培養したところ、ウォルフ管からの発芽イベント（＝尿管芽の形成）が観察された上に、

尿管芽の周辺のネフロン前駆細胞が上皮化しネフロン様構造が発生した（図 8右）。 

 （図 8） 

また、ヒト iPS 細胞由来ウォルフ管上皮細胞とヒト iPS 細胞由来腹側後腸スフェロイドを

組み合わせることで、ウォルフ管の総排泄腔への伸長を再現することに成功した。本実験で

は、赤色蛍光を発現したヒト iPS 細胞からウォルフ管上皮のスフェロイドを作製し、これを

腹側後腸のスフェロイドの近傍で培養した（図 9左）。その結果、わずか 10.5時間後には、

ウォルフ管上皮細胞が腹側後腸へと伸長する様子が観察された（図 9右：矢印）。 

（図 9） 
 

まとめ 

本研究では、ヒト多能性幹細胞から、4種類の組織前駆細胞（ネフロン前駆細胞、ウォ

ルフ管上皮、膀胱上皮、膀胱周辺細胞）を作製した。ネフロン前駆細胞とウォルフ管上皮

を組み合わせることで、初期腎臓発生を再現した。膀胱上皮細胞と膀胱周辺細胞を組み合

わせることで、膀胱発生を再現した。最後に、ウォルフ管上皮と膀胱上皮を組み合わせる

ことで、ウォルフ管の総排泄腔への伸長を再現することに成功した。これらの結果は、本

研究で作製した 4種類の組織前駆細胞が、お互いを組み合わせることで十分な自己組織化

能力を発現したことを示している。今後、同様の手法により、一体化した尿路系の形成を

進めていく。 
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