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研究成果の概要（和文）：遺伝性多発性嚢胞腎(ADPKD)患者の腎嚢胞形成を抑制する薬剤を選択する為に、ADPKD
患者のPKD1, PKD2遺伝子解析を行い、末梢血から疾患特異的iPS細胞を樹立し、腎臓オルガノイドを分化誘導し
た。iPS細胞より分化誘導後18日目に腎臓オルガノイドが形成され、凍結切片においてEカドヘリン、アクアポリ
ン2、バソプレシン2型受容体の各免疫染色は陽性で集合管を含んだ腎臓オルガノイドを確認した。ADPKD患者か
らの腎臓オルガノイドはバソプレシン、フォルスコリンに対し増大反応を示した。今後オルガノイドの増大抑制
に最も有効な薬剤の評価を行い、ADPKDの個別医療の確立につなげていく。

研究成果の概要（英文）：In order to select effective medicines to suppress the cyst-formations in 
patients with autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD), we established kidney organoids 
from the disease-specific iPS cells derived from peripheral mononuclear blood cells. We confirmed 
structure of collecting duct in the kidney organoids by immunostaining of E-cadhelin, aquaporin 2, 
vasopressin 2 receptor. We could completely eliminate the contamination of undiffareciated iPS cells
 in kidney organoids with rBC2LCN-PE23.The kidney organoids showed excessive enlargement responses 
of collecting duct in the kidney organoids from patients with ADPKD compaired to kidney organoid 
from normal healthy paerson in responses to vasopressin and folskorin. We will investigate effective
 medicines including pioglitazone, tacrolims, somatostatin, metoformine and torvaptane supressing 
the excessive enlargement of the patients-derived kidney organoids.

研究分野：腎臓病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ADPKDは遺伝性腎臓疾患であり、遺伝子変異heterogenityがある。今回ADPKD患者疾患特異的iPS細胞から腎臓オ
ルガノイドを確立しバソプレシン、フォルスコリンに対する集合管増大反応にも遺伝子変異の違いから集合管上
皮の増殖に違いを認めた。今後オルガノイドの増大抑制にトルバプタム、ピオグリタゾン、ソマトスタチン、タ
クロリムス、ラパマイシンの中で最も有効な薬剤の評価を行い、遺伝子変異heterogenity を基にADPKDの個別医
療の確立につなげていければ、医療社会的意義も大きい。

※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 
 
臨床での遺伝性腎尿細管疾患の確定および鑑別診断が困難であっても、患者さん本人の疾患特
異的 iPS 細胞から腎尿細管細胞を分化誘導すれば、培養尿細管細胞での正確な機能評価より確
定診断が出来、臨床的治療薬の評価も出来、個別医療につながる。多発性囊胞腎は最も頻度の高
い遺伝性嚢胞性腎疾患であり、PKD1, PKD2 遺伝子異常が同定されている。PKD 細胞では遺伝子産
物である蛋白 Polycystin の機能異常により、多発性嚢胞腎細胞の Ca 濃度は低値で、細胞内 Ca
濃度が低下すると、cAMP を分解する酵素(PDE)活性が低下し、細胞内 cAMP 濃度が高まり、cAMP
依存性 Protein kinase A 機能が高まり、シグナル経路(EGF/EGFR, Wnt, Raf/MEK/ERK, JAK/STAT, 
mTOR 等)が活性化され細胞増殖が起きる。高まった cAMP は正常細胞では細胞増殖をむしろ抑制
するが、多発性嚢胞腎細胞ではバソプレッシンによって高まった cAMP は嚢胞を増大させると報
告されている。現在、進行性嚢胞形成を完全に抑制する治療法は確立されておらず、バソプレッ
シン阻害薬トルバプタンやチアゾリジン誘導体ピオグリタゾンの有効性が報告されているが未
だ確立されていない。これまで尿細管疾患特異的 iPS 細胞から腎尿細管細胞を分化誘導の報告
はない。ADPKD の治療薬としてトルバプタン、ピオグリタゾン、ソマトスタチン、ラパマイシン
がある。今回疾患特異的 iPS 細胞からの集合管細胞の in vitro での薬剤の効果を観ることが出
来れば、ADPKD の有効薬剤の個別医療へ繋がる。 
 
 
２．研究の目的 
 
腎臓オルガノイドの効率的な分化誘導方法を検討し、ADPKD 患者由来の腎臓オルガノイドを作製
しバソプレシンに対する反応性の評価を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)末梢血からの iPS 細胞の樹立と腎臓オルガノイドの分化誘導 
同意の得られた健康成人および ADPKD 患者より末梢血 10 ml を採取した。単核球細胞を分離し、 
CytoTune-iPS 2.0 を用いて Sendai ウイルスにより山中４因子を導入した。Takasato らのプト
ロコール(Nature.526,564–568 (2015))を参考に腎臓オルガノイドを分化誘導した。 
 
(2)腎オルガノイドの未分化 iPS 細胞除去、増殖刺激 
誘導したオルガノイドに対し、未分化 iPS 細胞を除去する為、rBC2LCN ＋細胞毒 (PE23) 試薬
とインキュベートした(Stem Cell Reports 4: 811–820, 2015)。集合管の構築を確認するため、
アクアポリン 2、バソプレシン 2型受容体、GATA3の免疫染色を行った。腎臓オルガノイドにバ
ソプレシン(10-6M, 10-7M) を添加、21日間培養し、増大反応を IMAGE-J で評価するとともに組織
構造の変化を検討した。GSK3β mRNA 発現をリアルタイム PCR で評価した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1)腎臓オルガノイドの作成での CHIR pulse の改変と組織構造の検討 
構造的に成熟した腎臓オルガノイドの作製を目指し、3 次元培養を開始する際にネフロンを高効
率に誘導するための処理である CHIR pulse を改変しオルガノイドを作製。 



 

 

まずオリジナルの CHIR 5µM 1時間から 3-24 時間まで CHIR pulse の時間を延長しオルガノイド
を作製。10µM CHIR 3 時間の CHIR pulse において発達したネフロンの形成を確認したため、以
降 10µM 3 時間の CHIR pulse をプロトコールとして採用した。 
 
(2)ADPKD 患者の遺伝子変異 
患者 1 では PKD1 の Ex18 に 7394T>C のミスセンス変異が同定された。患者 2 では PKD1 に c. 
4191G>C のミスセンス変異および c.361_362delAA の変異が同定された。 
 
(3)ADPKD 患者の腎臓オルガノイドの作成 
ADPKD 患者 2名の末梢血単核球より樹立した iPS 細胞から腎臓オルガノイドを分化誘導した。分
化誘導 15 日目に腎胞様構造物の形成を認め、25 日目には糸球体様構造物の発生を認めた。ADPKD
患者 P1由来の腎臓オルガノイドでは PODXL、CD13、SGLT2、OCT1、AQP1、NKCC2、NCCT、AQP3の
発現を認めた。ADPKD 患者 P2由来の腎臓オルガノイドでは PODXL、CD13、SGLT2、AQP1、NKCC2、
NCCT、AQP3の発現を認めたが、OCT1 の発現を確認できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)バソプレシン刺激による腎臓オルガノイドの組織構造の変化 
ADPKD 患者由来の腎臓オルガノイドにおいて、21 日間のバソプレシン刺激による組織構造の変
化を倒立顕微鏡で観察した。組織観察において、固有の上皮で取り囲まれた腔を嚢胞腔、嚢胞腔
を取り囲む上皮を嚢胞上皮とし、これらを合わせて嚢胞として観察を行った。ADPKD 患者 1由来
の腎臓オルガノイドでは 10-7 M バソプレシンで刺激した 3つの腎臓オルガノイドのうち、1つの
オルガノイドで刺激開始 7 日目に 1個の嚢胞様構造物が形成された。 
嚢胞様構造物は徐々に増大し、21 日目にはオルガノイド全体に及んだ。嚢胞様構造物の組織を
検討するため HE 染色および免疫蛍光染色を施行すると、HE 染色において嚢胞腔が確認された。
免疫蛍光染色では、嚢胞腔を取り囲む上皮に GATA3、V2R、AQP2の局在を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
10-7 Mバソプレシン刺激の腎臓オルガノイドに形成された嚢胞様構造物は肉眼で確認可能であっ
た。ADPKD 患者 2由来の腎臓オルガノイドにおいて、バソプレシン刺激開始 7 日目に Control お
よびバソプレシン刺激条件下いずれにおいても球状（下図：黄色矢印）や管状（赤矢印）を呈す
る構造物の形成を認め、これらは経時的に増大した。 
Control では主に球状構造物が増大し、バソプレシン刺激条件下では最初球状を呈した構造物も
徐々に管状化し増大する傾向があった。形成された構造物は Control と比較しバソプレシン刺
激条件において増大傾向が強く、また構造物の増大、管状化傾向は濃度依存的ではなく 10-7 M バ
ソプレシン刺激条件で最も顕著であった。 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)GSK3β mRNA 発現 
健常人由来腎臓オルガノイドでは Control と比較し、10-7 M バソプレシン刺激で一過性に GSK3β 
mRNA の発現が増加した。ADPKD 患者 1では Control と比較し、 10-7 M以上の濃度のバソプレシ
ン刺激で GSK3β mRNA の発現が増加する傾向があった。一方、患者 2由来の腎臓オルガノイドで
はバソプレシン刺激による GSK3β mRNA の発現の増加反応は認められなかった。 

 
(6)結論 
本研究では ADPKD 患者由来の iPS 細胞から分化誘導した腎臓オルガノイドを用いた実験系にお
いて、初めてバソプレシン刺激による反応性の評価に成功した。ADPKD 患者の囊胞形成メカニズ
ムには heterogeneity があり、これは個々の患者の遺伝子変異に基づいている可能性があると
考えられた。 
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