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研究成果の概要（和文）：　慢性腎臓病(CKD)では原疾患によらず線維化が進行することから、良い治療標的で
あると考えられる。腎線維化の重症度は個人差が大きいことから、重症度を規定する増悪因子が存在すると考
え、本研究ではその同定を目指している。 
　そのためのスクリーニング系の構築を行っており、線維化領域を可視化するための蛍光発色するレポーターの
作製、「易線維化腎臓オルガノイドモデル」としてのNPHP1欠損iPS細胞・オルガノイドの作製を行った。 
　さらに、我々は野生型とNPHP1完全欠損時の蛋白・遺伝子発現を網羅的解析によって比較し、NPHP1と相互作用
して線維化に寄与する候補蛋白・遺伝子を複数絞り込んだ。

研究成果の概要（英文）：In chronic kidney disease (CKD), fibrosis progresses regardless of the 
primary disease. Therefore, renal fibrosis should be a promissing therapeutic target. Since the 
severity of renal fibrosis absolutely varies betweeen individuals, we hypothesize that there are 
aggravating factors that determine the severity. This study aims to identify these factors.
To this end, we have constructed a screening system including fluorescent reporter organoids to 
visualize fibrotic areas, and NPHP1-deficient iPS cells and organoids as a "fibrosis-prone kidney 
organoid model."
Furthermore, we compared protein and gene expression in wild-type and complete NPHP1 deficiency 
cases through comprehensive analysis. As a result, we identified several candidate proteins and 
genes that interact with NPHP1 and might contribute to fibrosis.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 腎臓オルガノイド　修飾遺伝子　慢性腎臓病　線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　上記のNPHP1欠損iPS細胞については、両アリルにおける長大な遺伝子欠失をiPS細胞において生じさせるその
作製手法自体に新規性があったため、その部分について論文報告を行った。
　また、本研究によってNPHP1と腎臓線維化を結び付ける因子も複数絞り込むことができ、NPHP1が関連する腎臓
線維化の一部機序を解明する糸口をつかんだ。
　今後、そこから腎臓線維化を増悪させる因子を同定し、最終的には国民病とも言えるCKDの治療法開発に貢献
することを目指している。

※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 
 
慢性腎臓病(CKD)は国内患者数 1300 万人に上り、その治療法開発が強く求められている。CKD

における腎機能低下は、糸球体病変よりむしろ、尿細管間質病変、特に線維化に強く連関する。
CKD の原疾患は多様であるにも拘らず、ある程度進行すると、同じように間質線維化が不可逆的
に進展していく。つまり、腎線維化には原疾患によらない共通の機序が存在すると推測され、線
維化は良い治療標的と考えられる。しかし、その分子機構の解明は不十分で、はっきりと CKD に
おける腎線維化に強く寄与すると証明された遺伝子もまだはっきりしない。そのため根本治療
も未開発である。 
この問題を解決するにあたり、「単独で疾患を発症させるわけではないが、病態の進展を強く

制御する因子」として最近提唱されている、「修飾遺伝子(modifier gene)」という概念が手掛か
りになり得ると我々は考えている。間質線維化を呈するいくつかの遺伝性腎疾患に着目すると、
これらの疾患は全く同じ遺伝子変異を有しながら、重症度や表現型は様々に異なる。このことか
ら、線維化の進展は単独の遺伝子だけでは規定されず、他の何らかの要因により加速すると考え
られる。その要因の一つとして modifier gene の関与があるのではないか？というのが我々の
問いであり、さらにはこのような modifier gene が、遺伝性でない一般的な CKD 進行についても
制御している可能性もあると考えている。しかし、従来の手法でこのような modifier gene の存
在を検証するには膨大な種類のノックイン・ノックアウトマウスを作製するしかなく、現実的で
はなかった。 
 
一方で近年、iPS 細胞等のヒト多能性幹細胞の分化誘導技術が急速に進歩し、径 1mm ほどの細

胞塊の内部に多様な細胞から成る糸球体から尿細管まで連続したネフロンを三次元構造で有す
る「腎臓オルガノイド」の作製が可能となった。in vitro でありながら成熟腎臓に近い現象を
観察できる革新的な病態解析モデルであるオルガノイドを利用することで、上記のような既存
の培養細胞や動物での検証が困難であった問題を解決できる可能性が現実味を帯びてきた。実
際に申請者はオルガノイド上で腎線維化を再現できることも確認した。 
 
 
２．研究の目的 
 
この間質線維化の鍵となる分子の探索には、他臓器や環境因子としての糖尿病・高血圧などの

研究にヒントを得た分子を遺伝子改変して検討する reverse genetics を用いた研究が行われて
きたが、腎臓の線維化は他臓器と異なる機序を有するため、このアプローチには限界がある。従
って、後述する「forward genetics」によって新規にスクリーニングすることで腎臓固有の責任
分子や機序を解明していくアプローチが有用と考えられる。だが、動物モデルに forward 
genetics を応用すると莫大な系統数の飼育が必要で、実際の利用には難があった。また、複雑
で多様な細胞が関与する腎線維化を、単純かつ単一の培養細胞系で再現することも困難であっ
た。 
そこで本研究では、forward genetics を腎臓オルガノイド上で応用するという新しいスクリ

ーニング方法を開発し、前述のような腎線維化進行に強く影響する modifier gene を明らかに
することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
腎臓オルガノイドの個々の細胞のゲノム DNA にランダムに変異を組み込み、線維化の

phenotype に変化が出た細胞をスクリーニングし、解析すれば、理論上、線維化に影響を与える
因子を探索することが可能である。動物モデルでは莫大な系統数の飼育が必要となるため
forward genetics の適用は困難だったが、オルガノイドではそのような問題はない。 
modifier gene が存在するとしても、それ単独で線維化を発症・進展させるわけではなく、何

らかの因子との相互作用により発症・進行すると考えられるため、探索にはあらかじめ腎線維化
を生じやすいモデルを用意する必要がある。そこで本研究では、目的の modifier gene を発見す
る確率を高めるため、複数方向から並行してアプローチする。第一は間質線維化を呈する遺伝性
腎疾患の原因遺伝子である NPHP1 の変異を導入した腎臓オルガノイド、第二は線維化を惹起す
るサイトカインを腎臓オルガノイドに投与するモデルである。これらのモデルに forward 
genetics を適用し、線維化を加速・増悪させる modifier gene の探索を行う。 
 
 
 



４．研究成果 
 
①線維化レポーターの開発： 
腎線維化を可視化するため、既に我々はレンチウイルスベクターにより線維化亢進領域が GFP

によって蛍光発色するレポーターを設計・作製済みであり、これらを iPS 細胞に導入した。次
に、SIX2 陽性ネフロン前駆細胞へ分化誘導し、糸球体から尿細管まで連続したネフロンや間質
組織を有する腎臓レポーターオルガノイドを作製した。 
 
②尿細管間質障害を起こす遺伝性腎疾患の iPS 細胞の作製： 
NPHP1 の変異による遺伝性腎疾患は、全く同じ遺伝子変異を有していても、間質線維化の重症

度が大きく異なる。従ってこれらの疾患には線維化を加速させる modifier gene が存在する可
能性があり、このような modifier gene が、遺伝性腎疾患ではない CKD の線維化進行についても
制御している可能性もある。そこで、NPHP1 に変異を持つ iPS 細胞を、CRISPR Cas9 システムに
より作製した。この部分の成果については論文報告を行った。 
 
③線維化誘発サイトカインによる腎臓オルガノイド線維化モデルの最適化： 
①で作製した各種レポーターオルガノイドに対し、線維化を惹起するサイトカインである IL-

1β、TGFβ、TNFαをそれぞれ投与して、線維化の可視化に最適なレポーターとサイトカインの
組み合わせを検討した。 
 
④腎臓オルガノイドを用いた、線維化修飾遺伝子候補を選定する新規スクリーニング法の確立
と実施： 
②③で作製した間質線維化を起こす腎臓オルガノイドに対し、約 6000～19000 種類の遺伝子

を網羅するレンチウイルス型 CRISPR ライブラリ(Cell 2015 等)によって、ランダムな遺伝子ノ
ックアウト・遺伝子転写活性化を行うという部分である。 
まず FACS sorting によるスクリーニングを行うための条件検討を行った。レンチウイルスが

オルガノイド内部の細胞に対し十分な感染能を持つことは、GFP 搭載レンチウイルスベクターに
よる予備実験により既に確認した。線維化責任分子や修飾遺伝子が改変された細胞は線維化亢
進により蛍光発色し、それを sorting で選別するが、この過程で①のレポーターが期待した通り
の性能を得られていないことがわかり、レポーターの再作製を行った。その後、条件検討を再開
している。 
また、腎臓線維化は myofibroblast が中心的役割を果たすため、オルガノイド中の

myofibroblast-like cell を選別するアプローチも並行して行う。選別された細胞から改変され
た遺伝子を同定することで、腎線維化に関わる新規遺伝子候補を得る。これについても条件検討
を行っている。 
 
候補遺伝子同定に関しては、CRISPR ライブラリには各々の gRNA にタグがついており、PCR に

よってターゲット遺伝子を同定可能な仕組みである。 
 

 
今後は、上記のスクリーニング系を完成させるべく、条件検討を進めていく。スクリーニング

の結果候補遺伝子を得ることが出来たら、それが本当に線維化増悪因子として機能するかどう
かの検証を行いたいと考えている。 
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