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研究成果の概要（和文）：腎臓の細胞は、培養すると性質が大きく変化してしまう。したがって、腎臓病の研究
を、培養細胞を使用して行う事には限界があった。最近開発された技術を利用して、マウス腎臓の前駆細胞から
試験管内で腎臓を発生させ、そこに傷害を誘導し、解析する技術を開発した。マウス体内では、一部の腎臓の細
胞が傷害されると、他の細胞も二次的に傷害されるという現象が認められるが、同様の現象が試験管内でも再現
できる事がわかった。

研究成果の概要（英文）：Kidney cells change dramatically their character when they are cultured in 
dishes. Utilizing recently developed techniques, we generated kidney organoids from mouse kidney 
progenitor cells and established a method to induce injury and analyze the responses. We previously 
found that when a portion of kidney cells are injured, other cells are secondarily damaged in a 
mouse model. In the present study, we found this damage spreading is reproduced in kidney organoids.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 腎臓病　オルガノイド　ポドサイト

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
試験管内で腎臓病を再現可能になったので、薬剤の効果検証やスクリーニングが容易になり、腎臓病の治療法の
開発に役立つと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

国民健康上の大きな問題である慢性腎不全患者の腎臓では、腎糸球体の構成細胞であるポ

ドサイト(たこ足細胞)が傷害されている。ポドサイトは、生後に増殖や再生をしないので、 一

度失われると補充されず、その傷害を防止する事は腎臓病治療において不可欠である。 

我々は、過去にポドサイト傷害を誘導可能なマウスのモデルと開発して、その病態を研究

してきたが、一部のポドサイトが傷害をうけると、隣接するポドサイトも二次的に傷害をう

け、進行性に病変が拡大する事を見出した。また二次的傷害を仲介する可能性のある遺伝子発

現変化を多数見出した。 

しかしながら、それらの遺伝子の機能を培養細胞で検証するのは困難であった。ポドサイ

トは培養開始直後にその形質や特徴的遺伝子発現パターンのほとんどすべてを失うからであ

る。一方、３ヶ月を１世代とするマウスにおいて、個々の遺伝子を改変し、ポドサイト傷害モ

デルと交配して、機能解析を行うのは現実的ではなかった。 

腎臓を in vitroで発生させるのは研究者の長年の夢であったが、2016年に ES細胞や iPS

細胞から試験管内でポドサイト等腎臓の諸細胞へと分化させ、腎臓同様の組織構築をもつ小組

織片(オルガノイド)を作成する事が可能になった。胎生期の腎臓には、ネフロン前駆細胞(NPC)

が存在し、自己複製しつつ、ポドサイトから接合尿細管までのネフロン諸細胞に分化する。分

担研究者の荒岡は、NPCを培養で維持する方法と、NPCから分化したポドサイトを含む腎オル

ガノイドを作成する方法を開発した。また、この培養液中で、マウスの胎児腎臓の細胞を培養

する事により、NPCを純化する方法 (Culture dependent purification, CDP法)を開発した。 
 
２．研究の目的 
 

(1) マウス NPCから腎オルガノイドを作成し、ポドサイト傷害モデルと、ポドサイト傷害

の評価系を確立する。 

(2) NPCにおいて効率的に遺伝子改変を行う方法を開発し、オルガノイドを用いて遺伝子

機能を検証するシステムを構築する。 

 
３．研究の方法 

選択的ポドサイト傷害の誘導が可能なマウス(NEP25)、選択的ポドサイト RNAの採取が可

能なマウス(Ribotag)、および両者の性質を併せ持つマウス(NEP25/Ribotag)の胎児(E12.5)の腎臓

を採取し、CDP法により NPCを樹立した。NEP25マウスは、ポドサイトに hCD25を発現し、

hCD25特異的イムノトキシン LMB2の投与により、ポドサイト傷害が誘導される。Ribotagマ

ウスは、ポドサイトのリボゾーム蛋白質 Rlp22に HAダグが挿入され、抗 HA抗体による免疫

沈降により、腎臓全体のホモゲネートからポドサイトのポリゾームの抽出が可能である。NPC

は、96穴 dishにて NPSR培養液で 3D培養する事により維持した。直径約 1 mmの凝集体を、

Transwell上で培養し、FGF-2 (200 ng/ml) CHIR99021 (4.5 microM)２日間の刺激により分化を誘

導した。基本的に、培養 10日目にオルガノイドを解析した。 

オルガノイドのポドサイト傷害は、培養 8-10~12日目に LMB2を 20 nMの濃度で添加する

事により誘導した。 

オルガノイドは、4%PFAで固定した後、蛍光免疫染色するか、パラフィンに包埋し薄切

後染色した。また、Ribotagオルガノイドは、10-16個を cycloheximide存在下に溶解し、抗 HA

抗体による免疫沈降によりポドサイト特異的ポリゾームを採取し、そこから RNAを抽出し

た。 

NPCへの遺伝子導入は、蛍光タンパク質発現 plasmid DNAを種々の市販 lipidによる

lipofectionや Neonによる electroporationにより導入する事を試みた。 

 



４．研究成果 

(1) まず、NEP25/Ribotagマウス由来の NPCの樹立に成功した。オルガノイドに分化させ

ると、糸球体様の細胞集団が、ポドサイト特異的タンパク質である nephrinやWT1を発現し、

それと合致して hCD25と HAを発現している事を確認した (図 1, 2)。LMB2を 20 nM添加 4日

後には、尿細管マーカーの LTLは変化がなかったが、ポドサイトマーカーWT1の染色は消失

し、選択的ポドサイト傷害が誘導された事が確認された（図 2）。また、LMB2添加 2日後の

オルガノイドでは、WT1陽性のポドサイト様細胞に、TUNELや cleaved (c) lamin Aの染色が陽

性で、Caspase 3依存性の細胞死が起こっている事が示された（図 3）。このように、in vitroで

ポドサイトの傷害を再現できる実験系が確立された。 

 

 

(2) 次に、分化し

たオルガノイドを溶解

し、ホモゲネートを抗

HA抗体で免疫沈降し、

ポドサイトのポリゾー

ムを得、そこから RNA

を抽出した。定量 RT-

PCRにより、LMB2を

添加しない条件では 

(LMB2-)、免疫沈降上清 

(SUP)に比べて、沈降物

(IP)には、ポドサイト特

異的な Nephrin, WT1等の RNAが濃縮されていた (表 1)。すなわち、Ribotagマウス由来 NPC

を用いる事により、ポドサイト特異的 RNAを採取する事が可能である事が示された。 

また、LMB2を添加３日後のオルガノイドか

ら、同様に HA抗体による免疫沈降により、ポド

サイトの RNAを抽出した。予想通り、Nephrin、

Wt1 mRNAは顕著に減少した。また in vivoにお

ける傷害後 NEP25/Ribotagマウスのポドサイトと

同様に、Egr1, P2rx7 mRNAの増加が確認され

た。しかしながら、in vivoにおいて認められたMaff mRNAの増加は、オルガノイドでは認めら

れず、オルガノイドのポドサイト傷害は、in vivoと類似するものの、異なる現象もある事が示

唆された。 

(3)途中継代とともに NPCの分化能力が失われるという問題が発生し、NPSRの各成分の検

証を行い、NPCの採取方法を CDPから FACSに変更する等を試みたが、問題解決には至らな

かった。結局、培養期間を４日以内に短縮し、継代を 1:30から 1:5に変更する事により、ある



程度改善した。この問題により研究は遅延したが、CDPにより NEP25マウス、Ribotagマウス

から NPCを樹立する事ができた。NEP25由来のオルガノイドでのポドサイトは hCD25を発現

するが HAを発現せず、Ribotag由来オルガノイドのポドサイトは、HAを発現するが、hCD25

を発現しない事を確認した。また NEP25由来のオルガノイドのポドサイトは、LMB2により傷

害されるが、Ribotag由来オルガノイドのポドサイトは、LMB2により傷害されない事を確認し

た。 

次に、NEP25由来 NPCと、Ribotag由来 NPC

を 1:1で混合し、キメラオルガノイドを作成し

た。キメラオルガノイドでは、予想通り hCD25

陽性ポドサイトと、HA陽性ポドサイトが混在し

て存在した(図 4)。 

キメラオルガノイドに LMB2を添加した。

LMB2添加２日後に、hCD25染色は完全に消失

し、NEP25由来 NPCのポドサイトは、消失した

か著しく傷害された事が示唆された。HA染色は

残存したが、WT1染色は減弱し、Podocin染色は

ほぼ消失した。この事は、本来 LMB2が作用しな

い Ribotag由来ポドサイ

トも、二次的に傷害さ

れた事を意味し、in vivo

のキメラマウスやモザ

イクマウスに認められ

たのと同様の現象がお

こる事がわかった。 

抗 HA抗体による

免疫沈降で、Ribotag由

来ポドサイトの RNAを

採取して、定量 PCRを行ったところ、Nephrin, Wt1, Podocin RNAは、それぞれ平均 0.31、

0.37、0.04に減少し、Gadd45b mRNAは 4.82倍に増加する事が示された。しかし、in vivoのモ

ザイクマウスポドサイトで認められた、Cxcl1や P2rx7等の増加は認められず、完全には合致

しない事が示された。 

以上のように、二次的ポドサイト傷害がオルガノイドで再現できる事が示された。 

(4) 簡便な遺伝子改変をめざして、種々の市販の試薬を用いて、GFP発現プラスミド DNA

等のリポフェクションを試みた。試した試薬は、Lipofectamine 2000,Lipofectamine Stem Cell, 

TransIT-LT1, TrasnIT-2020, TransIT-X2, TransIT-TKO, ScreenFect, Effecten, Superfectである。多少

DNAの導入が確認されたものがあるが、いずれの試薬によっても NPCの凝集は著しく阻害さ

れ、その後に成長する事はなかった。また、Neonを用いて、様々な条件で electroporationを試

みたが、やはりいずれの条件によっても NPCは著しく傷害をうけ、その後の成長が得られなか

った。したがって、これらの方法で遺伝子導入は不可能であると思われた。また、オルガノイ

ドに siRNAを導入する事を Lipofectamine RNAiMaxを用いて試みたが、有効な遺伝子発現の抑

制は得られなかった。 
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