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要旨 

   

慢性腎臓病（Chronic kidney disease: CKD）は腎機能が慢性的（3 か月以上）に低下して

いる状態を指す総称であり, 進行すると透析を要する末期腎不全の原因となるだけでなく, 

心血管疾患（Cardiovascular disease: CVD）の発症や死亡のリスクファクターである。全

世界で 8 億 5 千万人以上が罹患していると推定され, 高齢化の進展に伴い, その罹患率は

増加すると予想されているため, この CKD に対する治療薬の開発が急務となっている。

ヒト多能性幹細胞（human induced pluripotent stem cells: hiPSCs）由来の腎臓オルガノイ

ドはヒト臓器に近い 3 次元構造を有しており, 臨床で腎毒性を示す化合物であるシスプラ

チン（cis-diamminedichloro-platinum(II): CDDP）による毒性や, 近位尿細管におけるア

ルブミンの再吸収などの, ヒトの腎臓の機能を in vitro で再現が可能であるため, 新薬開発

の有用なツールとして期待されている。しかし, 現在 hiPSCs 由来の腎臓オルガノイドは未

熟性が原因でオルガノイドを用いた腎臓での薬物動態のすべてを再現することは困難であ

る。 

 本研究では, 腎臓オルガノイドを対象に経時的なシングルセル RNA シーケンシングを実

施することで, 腎臓オルガノイド内に Heterogeneity が存在することが明らかとなり, 腎疾

患の病態中心の 1 つである近位尿細管細胞の成熟速度における細胞の Heterogeneity につ

いても明らかにした。また, 成熟速度の遅い細胞と成熟速度の速い細胞で異なる発現を示

す遺伝子の上流調整因子の探索により, 急速に成熟する細胞で PPAR (Peroxisome 

proliferator-activated receptor alpha)シグナル経路の活性が高いことを見出した。PPAR 

経路の活性化処置（CP775146: PPAR 活性化剤, 9-シスレチノイン酸: RXR 活性化剤）

を行った腎臓オルガノイドは, 近位尿細管の成熟に関連する遺伝子を誘導し, タンパク質

の取り込み能力およびシスプラチンによる腎毒性への感受性を向上させる可能性が示され

た。一方で, PPAR 経路を阻害する化合物処置（GW6471: PPAR 阻害剤, HX531: RXR 

阻害剤）により, 上記の近位尿細管成熟関連の遺伝子の発現を低下させ, デキストランの

近位尿細管への取り込みは低下したことから, PPAR 経路は近位尿細管細胞の成熟化速度

を促進するだけでなく, 成熟化そのものに必要であると示唆された。また, PPAR 経路の

活性化は, 近位尿細管細胞以外の他のネフロン領域（ポドサイト, 遠位尿細管）への影響

は示さなかったことから, 近位尿細管の成熟速度にのみ影響を与える可能性が示された。

しかし, この近位尿細管成熟化オルガノイドの近位尿細管の成熟度は, 現状のオルガノイ

ドの成熟度に比べて高いものの, ヒト成人の腎臓の近位尿細管の成熟度には達していなか

った。 

以上のことから, 本研究で行った, オルガノイド内での成熟速度の細胞の Heterogeneity

の解析は, オルガノイドの成熟度を増加させる技術を開発できる可能性があることを示唆

している。一方で, 本研究での近位尿細管細胞の成熟速度を促進する方法は,ヒト成人の腎

臓の成熟度に達していないため, 生態模倣システム（Microphysiological systems: MPS）な
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どの他の成熟化促進方法と組み合わせることで, 近位尿細管の機能をより高めることがで

き, 腎毒性薬物のスクリーニングや腎疾患に対する創薬に利用されることが期待される。 
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略語表 

 

ABCB1: ATP binding cassette subfamily B member 1 

ADPKD: Autosomal dominant polycystic kidney disease 

AIM: Anterior intermediate mesoderm 

AKI: Acute kidney injury 

AveIP: Average image projection 

CDDP: cis-diamminedichloro-platinum (II) 

CDH6: Cadherin 6 

CITED1: Cbp/P300 interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 

1 

CKD: Chronic kidney disease 

CLCNKB: Chloride voltage-gated channel Kb 

CM: Cap mesenchyme 

CPT1: Carnitine palmitoyl transferase 1 

CUBN: Cubilin 

CVD: Cardiovascular disease 

DBD: DNA-binding domain 

DEGs: Differentially expressed genes 

DIKI: Drug-induced kidney injury 

DSB: Double-strand break 

ECAD: E cadherin 

ESKD: End-stage kidney disease 

EYA1: Eyes absent transcriptional coactivator and phosphatase 1 

FAO: Fatty acid beta-oxidation 

hiPSCs: human induced pluripotent stem cells 

HNF4A: Hepatocyte nuclear factor 4 alpha 

IM: intermediate mesoderm 

IRX1: Iroquois homeobox 1 

ITGA8: Integrin subunit alpha 8 

JAG1: Jagged canonical notch ligand 1 

KCA: Kidney Cell Atlas 

KIM-1: Kidney injury molecule-1 

LHX1: LIM homeobox 1 

LRP2: LDL receptor-related protein 2 

LTL: Lotus tetragonolobus lectin 
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MACS: Magnetic cell sorting 

MAL: Myelin and lymphocyte protein 

MECOM: MDS1 and EVI1 complex locus 

MET: mesenchyme-to-epithelial transition 

MIP: Maximum image projection 

MM: Metanephric mesenchyme 

MPS: Microphysiological systems 

MST: Minimum spanning tree 

NPHS1: Nephrin 

NPHS2: Podocin 

OLFM3: Olfactomedin 3 

PAX2: Paired box gene 2 

PCA: Principal component analysis 

PIM: Posterior intermediate mesoderm 

PODXL: Podocalyxin like 

POU3F3: POU class 3 homeobox 3 

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor alpha 

PPRE: PPAR response element 

PTA: Pre tubule aggregate 

PTPRO: Protein tyrosine phosphatase receptor type O 

RV: Renal vesicle 

RXR: retinoid X receptor alpha 

SCFAs: short-chain fatty acids 

scRNA-seq: single cell RNA sequencing 

SIX1: Sine oculis homeobox homolog 1 

SIX2: Sine oculis homeobox homolog 2 

SLC: Solute carrier  

SSB: S-shaped body 

SumIP: Sum image projection 

TEM: Transmission electron microscope 

TMEM100: Transmembrane protein 100 

tSNE: t-distribution Stochastic Neighbor Embedding 

UMAP: Uniform manifold approximation and projection 
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第一章 序論 

 

1-1: 腎疾患と薬剤性腎障害 

慢性腎臓病（Chronic kidney disease: CKD）は腎機能が慢性的（3 か月以上）に低下して

いる状態を指す総称であり, 進行すると透析を要する末期腎不全の原因となるだけでなく, 

心血管疾患（Cardiovascular disease: CVD）の発症や死亡のリスクファクターである。全世

界で 8 億 5 千万人以上が罹患していると推定され 1, 高齢化の進展に伴い, その罹患率は増

加すると予想されている。日本人の CKD 患者数は, 約 1,480 万人と推計され, 成人の約 7~8

人に 1 人は CKD である。透析患者数は 2023 年調査では約 34 万人となっており 2,3, 医療

経済的に大きな問題となっている。そのため, CKD に対する治療薬の開発が急務となって

いる。急性腎障害（Acute kidney injury: AKI）は, 数時間～数日の間に急激に腎機能が低下

する状態である。中でも, 薬剤性腎障害（Drug-induced kidney injury: DIKI）は, AKI, CKD, 

末期腎不全（End-stage kidney disease: ESKD）に関連する, 頻繁に報告される有害事象であ

る 4。新薬開発において, 前臨床プロジェクトの中止理由の 82%が安全性/毒性関連の問題

によるものであり 5, その中でも腎障害は前臨床および臨床の失敗のそれぞれ 8% と 9% 

を占めているため 4, 新薬開発における早期でのヒトの DIKI を予測する評価系を確立する

ことで, 開発費, 開発期間を短縮することができると考えられる。 

 

1-2: 腎臓発生と腎臓オルガノイドについて 

腎臓は発生学的には中間中胚葉（intermediate mesoderm: IM）から発生し, 中でも前方中

間中胚葉（Anterior intermediate mesoderm: AIM）から発生する尿管芽と後方中間中胚葉

（ Posterior intermediate mesoderm: PIM ） か ら 発 生 す る 後 腎 間 葉 （ Metanephric 

mesenchyme: MM）の相互作用により, ネフロン構造が形成される（図１）。このネフロン

構造の発生過程において, MM は, 尿管芽の周りに間葉を凝集させ, cap mesenchyme (CM) , 

Pre tubule aggregate (PTA)を形成する。その後, この PTA が尿管芽からのシグナルを受け, 

間葉上皮移行（mesenchyme-to-epithelial transition: MET）を引き起こしながら, Renal 

vesicle（RV）を形成し, その後, S 字体（S-shaped body: SSB）を経てネフロン構造を形成

し, 尿管芽が最終的に集合管となる（図 1）。 

 

図 1 腎臓の発生の模式図 
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腎臓は IM から発生し, AIM と PIM に分化する。AIM 由来の尿管芽と PIM 由来の MM の

相互作用により, ネフロン構造が形成される。 

 

 

 

 

腎臓オルガノイドは 2015 年に初めてヒト iPS 細胞から分化誘導することで作製できるこ

とが報告され, 上述のような腎臓発生を模倣する形で分化誘導され, ネフロンと呼ばれる

腎機能に重要な構造有する 3 次元組織構造体である 6。先行研究による hiPSCs からの腎臓

オルガノイドの誘導方法は, まず, IM までウェルプレートで培養したのち, その細胞からス

フェロイドを形成させる（図 2a）。そのスフェロイドをトランスウェル上に移し, MET を模

倣する CHIR パルス（CHIR99021 を含む培地で短時間培養する）を行うことで上皮化させ, 

気液界面で培養することで腎臓オルガノイドが作製できる（図 2a）。また, hiPSCs から IM

を分化する過程で, CHIR99021 の処置期間を変化させることで, AIM と PIM の存在割合を

変化させることができ, 特に CHIR99021 の処置期間を 5 日間行うことで, PIM の割合が増

え, ネフロンの構造体の多いオルガノイドの作製が可能である（図 2b）。 

腎臓オルガノイドは, 臨床で腎毒性を示す化合物であるシスプラチンによる毒性や, 近位

尿細管におけるアルブミンの再吸収などの, ヒトの腎臓の機能を in vitro で再現が可能であ

る 6。その他にも, 腎臓オルガノイドを用いた創薬研究において, シスプラチンを用いた近

位尿細管障害時の再生メカニズム解析に関する報告や 7, 線維化モデルの構築例が報告され

ている 8。さらに, 常染色体優性多発性嚢胞腎（Autosomal dominant polycystic kidney 

disease: ADPKD）9,10, アルポート症候群 11, ネフローゼ症候群 12,13 など, さまざまな腎疾患

モデルが腎臓オルガノイドを用いて開発されている。このようなヒト病態を反映するモデ

ルは, 有効な創薬標的の探索やヒト組織における薬剤応答性の in vitro における評価を可

能とする有用なツールであり, 創薬研究の発展に寄与することが期待される。 
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図２ 腎臓オルガノイドの分化誘導プロトコール 

 a. 腎臓オルガノイドの分化誘導法の模式図。腎臓オルガノイドは hiPSCs から 2 次元培

養により IM まで誘導したのち, その細胞を単一細胞化して 1. 5mL チューブや M ボトムプ

レート内でスフェロイドを作製させる。その後、そのスフェロイドを transwell 上に移し, 

transwell の下に培地を入れることで, 気液界面でオルガノイドが培養できる。Transwell に

移動した直後に, MET を模倣する CHIR パルス（短期間 CHIR99021 含有培地で培養）を

行うことで, CM が上皮化し RV, SSB を経てネフロンが形成される。 

b. CHIR と FGF9 の分化誘導期間と誘導後の細胞種についての模式図。iPS 細胞から誘導

時の最初の CHIR と FGF9 の培養期間を変化させることで, AIM と PIM の割合を変化させ

ることができる。 
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1-3: 近位尿細管成熟化 

AKI は, その病態の中心が近位尿細管細胞の障害であることが言われており, 上述のヒト

での病態を再現するためには, 近位尿細管細胞の成熟度がヒトの成熟度に近い必要がある。

発生過程において, 近位尿細管細胞の冊子縁の長さが長くなっていくことや 14,15, 成熟した

近位尿細管においては, 尿細管の機能として重要なタンパクの再吸収能に関連したタンパ

ク（CUBN: Cubilin, Megalin）の発現が増加していること 16 及び, 多種多様な物質の排泄に

重要な役割を果たしている Solute carrier (SLC)トランスポーターが発現していること 17 な

どがあげられる。これらの情報を指標として, in vitro においては, 腎臓オルガノイドにシェ

アストレスを加えることで, 近位尿細管の成熟度が向上したという報告や 18, オルガノイド

から単離した近位尿細管細胞を３D チューブとして培養することで, SLC トランスポータ

ーの発現上昇や近位尿細管の成熟度が高まっているとする報告もいくつかなされている

19,20。 

 

1-4: シングルセル解析 

シングルセル解析は, 単一細胞着目し, 個々の細胞レベルでのゲノミクス, トランスクリ

プトミクス, プロテオミクス, メタボロミクスなどを解析する技術であり, 従来の多数の細

胞をバルク集団として研究する方法と対照的な技術として発達した。中でも, シングルセル

RNA シーケンス(single cell RNA sequencing: scRNA-seq)は, 数千から数万の細胞について

各細胞での遺伝子発現量を網羅的に計測することができるため, 個々の細胞の細胞種の特

定や細胞周期, 分化状態などの違いについて解析することが可能である。具体的には, 

scRNA-seq で取得したデータを, 次元圧縮による方法により, クラスタリング解析され, 既

存のマーカー遺伝子を確認することで, クラスターのアノテーションが可能である。また, 

複数の細胞から得た遺伝子発現データについて, 疑似的な時間軸を作成し時系列データに

再構築する解析手法が開発されている。中でも Monocle21 は, 独立成分分析により遺伝子発

現データの次元圧縮を行い , 2 次元平面上に投影された各細胞に対し , 最小全域木

（Minimum spanning tree : MST）を用いて各点をつなぐ辺の総和が最短となる経路を探し

出す。次に, 細胞をつなぐ MST の長さが最長となる経路を細胞分化の主な軌跡として時系

列を構築するアルゴリズムである 22。この方法を用いることで, 遺伝子発現データから腎臓

オルガノイド内に存在する分化過程を疑似的な時系列データに再構築し, 同一細胞種にお

ける成熟度の異なる細胞集団を抽出できると考えられる。 

 

1-5: 本研究の目的 

腎臓オルガノイドを用いたバルク RNA シーケンスの結果から, 同一分化誘導期間である

にもかかわらず, 遺伝子発現パターンが異なる細胞集団が存在する可能性が示唆されてお

り 23, 腎臓オルガノイド内に Heterogeneity が存在することが確認されている（図 3）。そこ

で, 我々はこの細胞の Heterogeneity に注目し, 腎臓オルガノイドを経時的に scRNA-seq を
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実施することで, 腎疾患の病態中心の一つである近位尿細管について, 急速に成熟する細

胞と遅く成熟する細胞の間で発現の異なる遺伝子を制御する因子を解析し, 細胞培養期間

を延ばすことなく腎臓オルガノイド内の細胞の成熟速度を促進する新たな因子を特定する

ことを目的とした。 

 

 
 

図 3 オルガノイドの Heterogeneity と一細胞解析の有用性 

腎臓オルガノイドは発生過程において様々な細胞へと分化し、様々な成熟速度の細胞が

存在すると考えられる。また、一細胞解析技術は従来のバルク解析では抽出できなかったレ

アポピュレーションの抽出が可能であるため, これらの方法を組み合わせることで成熟化

関連因子の抽出が可能となる。 
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第二章 材料と方法 

 

2-1 ヒト多能性幹細胞からの腎臓オルガノイドの分化誘導 

腎臓オルガノイドは hiPSC 株 CRL1502.C32 から, われわれが以前に発表したプロトコー

ルに従って作製した 6。具体的には, hiPSC を, 1% Protein Free Hybridoma Medium II 

(PFHM II, GIBCO, 12040077)を添加した APEL2（StemCell Technologies, ST-05275）（基

礎培地）中で, 8 M CHIR99021 (TOCRIS, 4423)で 5 日間処理し, 続いて FGF9（200 ng/ml, 

R&D, 273-F9）とヘパリン（1 g/ml, Sigma, H4784）でさらに 3 日間処理した。その後, 細

胞を回収し, TryPLE select（GIBCO, 12563011）を用いて単細胞に解離した。PrimeSurface® 

96M プレート（住友ベークライト）に 1 ウェルあたり 1 x 105 細胞となるように播種し, CO2 

インキュベーターで 1 日培養してスフェロイドを作製した。翌日, このスフェロイドを孔径

0.4 m のポリエステルメンブレン（Corning, 3450）のトランスウェルに移し, 気液界面で

培養した。スフェロイドは, 10 M の CHIR99021 含有基礎培地中で 3 時間処理した後, FGF9

（200 ng/ml）とヘパリン（1 g/ml）でさらに 6 日間培養し, その後, 培地を 1 日おきに交

換しながら基礎培地でさらに 16 日間培養した。PPAR アゴニストまたはアンタゴニスト

処理については, 腎臓オルガノイドを 0.3 M の CP775146（PPAR アゴニスト, TOCRIS, 

4190）および 1 M の 9-シスレチノイン酸 （RXR アゴニスト, abcam, ab141023）をアゴ

ニスト処置群として, または 3 もしくは 10 M の GW6471（PPAR アンタゴニスト, 

TOCRIS, 4618）および 1 または 10 M の HX531（RXR アンタゴニスト, TOCRIS, 3912）

をアンタゴニストとして処置した。 

 

2-2 シングルセル RNA シーケンスのための腎臓オルガノイドからの単一細胞分離 

分化誘導後 15 日目, 19 日目, 23 日目, 27 日目, 31 日目の腎臓オルガノイドから単一細胞を

調製するために, 同じ実験回の腎臓オルガノイド 30～36 個を用いて実験を行った（15 日目

は 36 個, それ以外の日は 30 個の腎臓オルガノイドを用いた）。腎臓オルガノイドを, 冷活

性プロテアーゼ（DPBS(+), 5 mg/mL Bacillus Licheniformis Protease (Sigma, P5380), 125 

U/mL DNase (Roche, 11284932001)）溶液にいれ, 6℃で 5 分毎に 30 回ピペッティングし

ながら全体で 30 分間インキュベートした。各細胞懸濁液をフローサイトメトリー（FACS）

用バッファー（DPBS(-), 0.5% FBS, 2mM EDTA）+ 125 U/mL DNase で希釈し, 300 × g

で 10 分間, 4℃で遠心した後, 上清を除去した。このステップを 2 回繰り返した後, 懸濁液

を 35 m フィルター付きチューブ（Falcon） に通し, 単一細胞を含む細胞懸濁液を調製し

た。死細胞及びダブレットの除去のため, アネキシン V-FITC アポトーシス検出キット（ナ

カライ, 15342-54）を用いて, BD FACSAria™ II & III を実施し, 単一細胞を取得した。 

 

2-3 ライブラリー調製, シーケンス, データ前処理 

前述の細胞懸濁液を 1,000cells/L に調整し, Chromium Single Cell 3' reagent Kits (V3)を
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用いてメーカーの指示に従ってライブラリーを調製した。ライブラリーは , Illumina 

NovaSeq 6000 Sequencing システムを用いて, 細胞あたり平均 60,653 リードの深度でシー

ケンスした。得られた FASTQ ファイルを, Cell Ranger パイプライン（10X Genomics, v.3.0.2）

を用いて, ヒトゲノム（GRCh38）にマッピングした。各サンプルについて cellranger count

を行った後, 全サンプルを cellranger aggr で集約し, 遺伝子発現マトリックスを作成した。 

 

2-4 データ処理とクラスタリング  

RStudio（v.3.6.1）上の R パッケージ Seurat（v.3.1.1）24 を使用して, サンプルからの前処

理されたデータをさらに処理し, 個別に分析した。クラスタリングは Seurat を用いて行っ

た。データの品質管理のため, 細胞の UMI 数, ミトコンドリア遺伝子検出率, 遺伝子検出

率をバイオリンプロットで作成し, nCount_RNA > 5000, percent.mt < 30, nFeature_RNA < 

7500 のフィルターにかけた。次に, 液滴あたりのリード数を 10000 にアライメントし, 対

数スケールで正規化した。クラスタリング解析のために, 発現レベルの分散を用いて 2000

個の変動性の高い遺伝子を抽出し, サンプル全体のデータを用いて遺伝子ごとに Z スコア

化した。特に, UMI カウント, ミトコンドリア遺伝子検出率, S 期スコア, G2M 期スコアに

対する依存性を補正した。Z スコア化した発現量を用いて PCA を行い, JackStrawPlots と

ElbowPlots から, クラスタリングのための主成分数を上位 20, 分解能を 0.4 に設定した。

細胞種のアノテーションは, マーカー遺伝子とクラスター特異的遺伝子の発現を調べるこ

とで同定した。 

 

2-5 サブクラスタリング  

クラスター（以下 CL）2, CL12, CL13（NPC/PTA）, CL4, CL5, CL9（尿細管）, CL0, 1, 

7（糸球体）についてサブクラスター解析を行った。クラスタリング解析は, 上述の全細胞

をクラスタリングする方法と同様に, 目的のクラスターを抽出した後, 正規化, 高変動遺伝

子の抽出, 細胞周期スコアの算出, Z スコアリング, PCA, 主成分数の選択, クラスタリング, 

マーカー遺伝子およびクラスター特異的遺伝子の抽出を行い, サブクラスターについてア

ノテーションを行った。 

 

2-6 腎臓系列細胞における Pseudotime Cell Trajectory（疑似時間軸細胞経路解析） 

腎細胞系のクラスターである CL2, CL12, CL13（NPC/PTA）, CL4, CL5, CL9（尿細管）, 

CL0, 1, 7（糸球体）のサンプルを抽出し, Monocle2（ver.2.14.0）を用いて分化の軌跡を計

算した。抽出された細胞を用いて, 分散の大きい 1624 個の遺伝子について PCA を行い, 上

位 10 個の主成分を用いて tSNE (t-distribution Stochastic Neighbor Embedding) を作製し, 

データを 2 次元に圧縮した。tSNE 密度とピークデータを用いて, rho > 100, delta > 15 でク

ラスタリングを行った結果, 8 つのクラスターが得られた。クラスター間で特定の遺伝子が

検出され, q 値が 0 の 2021 遺伝子を用いて Pseudotime cell trajectory plot を作製した。遺
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伝子が分化軸上に整列しているかどうかをチェックするために, 既知のマーカー遺伝子を

用いて分岐ヒートマップを作製した。 

 

2-7 近位尿細管細胞（PT 細胞）における擬似時間細胞の軌跡 

擬似時間細胞軌跡の PT 状態にある細胞（図 5a, c の PT 細胞）と, UMAP サブクラスタリ

ングにより近位尿細管の発生系統に注釈付けられた細胞（図 4g, h：RV, Medial SSB, PT1, 

PT2 クラスターの細胞）を抽出した。これらの細胞を, 腎臓系列細胞における擬似時間細胞

軌跡の解析と同様に解析して特定の遺伝子を検出し, q 値が最も低い上位 320 遺伝子を抽出

した。この 320 遺伝子からミトコンドリア遺伝子とリボソームタンパク質をコードする遺

伝子を除外して擬似時間細胞軌跡プロットを作成した。成熟マーカーは, 擬似時間細胞軌跡

プロットの後半部分（擬似時間 14-19）とそれ以外の細胞の発現変動遺伝子（Differentially 

expressed genes: DEGs)を抽出し, 近位尿細管細胞でより高発現しているものを選択するこ

とで取得した。 

 

2-8 DEG 解析と IPA 解析 

DEG は Seurat の関数 FindMarkers を用い, Poisson の方法で抽出した。上流の制御因子は,

上記の方法で抽出した DEG を用いて, Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen)により

解析した。 

 

2-9 腎臓オルガノイドからの LTL 陽性細胞の分離 

調製した単細胞懸濁液に LTL (Lotus tetragonolobus lectin) -ビオチン結合体（Vector 

Laboratories, B-1325-2, 1:50）を加え, 4℃で 15 分間インキュベートした。その後, サンプ

ルを 300 × g, 4℃で 5 分間遠心し, 上清を除去した。ペレットは FACS バッファーで 2 回

洗浄した。その後, 抗ビオチンマイクロビーズ Ultra Pure（Miltenyi）を加え, 4℃で 15 分間

インキュベートした後, サンプルを 300 × g, 4℃で 5 分間遠心し, 上清を除去した。ペレ

ットを FACS バッファーで 2 回洗浄した。この細胞懸濁液を, 磁場で固定した MS カラム

（Miltenyi）を用いた MACS 法で精製し, LTL 陽性細胞を得た。 

 

2-10 qPCR とヒートマップ  

分化誘導過程における各細胞, 腎臓オルガノイド及び, LTL 陽性近位尿細管細胞から, 

Purelink RNA micro kit（ThermoFisher Scientific）を用いて全 RNA を抽出した。得られた

全 RNA を鋳型として, Prime Script RT マスターミックス（Perfect Real Time）（TaKaRa）

を用いて cDNA を合成した。合成した cDNA は, TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH 

Plus) (TaKaRa)を用いたリアルタイム PCR により定量し, 発現解析を行った。qRT-PCR に

用いたプライマーの配列を(表 1)に示す。ヒートマップは R パッケージの Heatmap2 を用

いて作成し, 樹形は Ward の方法を用いて解析した。 
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表 1  qPCR で使用した遺伝子のプライマー 

 

gene Forward Reverse

ACTB CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG

CDH6 CGATTCCCCCAGAGTACATACC GTCGCTGGCTTTGATTCTGC

CITED1 CTCACCTGCGAAGGAGGATG CCCAGGGTAGTGCAGAATGG

EYA1 ATCTAACCAGCCCGCATAGC GTGCCATTGGGAGTCATGGA

JAG1 TCGTGCTGCCTTTCAGTTTC GATCATGCCCGAGTGAGAAGC

PAX2 GCAACCCCGCCTTACTAAT AACTAGTGGCGGTCATAGGC

LHX1 ATGCAACCTGACCGAGAAGT CAGGTCGCTAGGGGAGATG

SIX1 CTGGTTTAAGAACCGGAGGC TTGGTTCTGCTTGTTGGAGGA

SIX2 AGGAAAGGGAGAACAACGAGAA GGGCTGGATGATGAGTGGT

NPHS1 TGGTGTGTTTGGCTATCGGG TGCTCCCAGATTTCTCCACG

PODXL AGTAACTGGGCAAAGTGTGAGG GGCTTTGACTGCTCGGCATA

SYNPO AGCCCAAGGTGACCCCGAAT CCCTGTCACGAGGTGCTGGC

SLC3A1 ACCACACTGTGAATGTTGATGTC AGTAGCTCATTGGCATGAAGTAGA

SLC22A6 ACCATCGTGACTGAGTGGGA AAGATGAGTACCTTCCGGCG

CD31 AAACCACTGCAGAGTACCAGG GCCTCTTTCTTGTCCAGTGTC

APOC3 GCAGGGTTACATGAAGCACG GAACTGAAGCCATCGGTCAC

FABP1 TCTCCGGCAAGTACCAACTG GATTTCCGACACCCCCTTGA

CPT1A ATGTACGCCAAGATCGACCC TGACCACGTTCTTCGTCTGG

CYP27A1 GAGAAACAGCCAGCCTGCTA CTTCTGGATCAGCCTTGCGA

PPARA ACTTATCCTGTGGTCCCCGG CCGACAGAAAGGCACTTGTGA

RXRA GACGGAGCTTGTGTCCAAGA CCTCCAAGGACGCATAGACC

UGT2A3 GTAAGGCATTAGGAAGGCCCA ACCATCTTCCCCTGAACTCTG

AZGP1 AGACCCTGAAAGACATCGTGG CCGCTGCTTCTGTTATTCTCG

SLC39A4 GCCTTCGCTGGTCTCTACG CCCGTACTTTCAACATCGCC

BHMT CCCTTGGCTTACCACACTCC ATCCCATCTGGTGGCAACTC

SERPINA1 AGGCACCACCACTGACCTG GTATCTGTCTTCTGGGCAGCAT

APOA1 GCGCTCTCGAGGAGTACACTA TATTCTGAGCACCGGGAAGGG

SPARCL1 TATAGGTACCACTGAGCCTGGA GGAAGCTCATGCAAGAATCCACAG

ACE2 AGAAAGCAGTCTGCCATCCC GCTGTCAGGAAGTCGTCCAT

AQP6 ACTGGCTGCTCCATGAATCC GTGCCTGTGAGGATAGCCAG

CUBN AACTTCCTAATCCCCAGCGG GTCCACCTCCTCAGTTCCTG

LRP2 AGGTGCATTCCCCAGTCTTG GTGCCGGTCACACCTGAATA

SLC34A1 CAGACCTCATAGTGGGTGCC GAAGGCATAGGCAGAGGTCC

SLC22A2 CTGAGCTGTACCCCACATTCA CAAGTACGCCGAAAACCATCA

SLC31A1 TCTCACCATCACCCAACCAC AAAAGCTCCAGCCATTTCTCC

SLC27A2 TACATTCCGGTGGAAAGGGGA ATGCCAATGCGACCCTCAT

SLC47A2 CTGGGCGCTCTTCCTCAACA ATCACCGGAAGTCCTGGAATGAA

ABCB1 CCATGCTCAGACAGGATGTGA ATCATTGGCGAGCCTGGTAG
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2-11 免疫染色 

オルガノイドを DPBS（-）中 4％パラホルムアルデヒドで 30 分間, 4℃で固定し, その後

DPBS（-）で 3 回洗浄した。その後, オルガノイドを 10%ロバ血清, 0.3% Triton X /DPBS 

(-) を用いて室温で 3 時間ブロッキングし, その後一次抗体とともに 4℃で一晩インキュベ

ートした。0.3% Triton X/DPBS (-) で 5 回洗浄後, 二次抗体を 4℃で一晩インキュベート

した。抗体は, 以下の抗体と希釈液を用いた: マウス抗 ECAD（上皮細胞, 遠位尿細管マー

カー, 1:300, 610181, BD Biosciences）, ヒツジ抗 NPHS1（ポドサイトマーカー, 1:300, 

AF4269, R&D Systems）, LTL-ビオチン（近位尿細管マーカー, 1:300, B-1325, Vector 

Laboratories）, ヤギ抗 KIM-1（近位尿細管障害マーカー, 1:300, AF1750, R&D Systems）, 

ウサギ抗 Megalin(LRP2)（近位尿細管マーカー, 1:300, ab76969, abcam）, マウス抗 H2AX

（DNA ダメージマーカー, 1:100, DNA Damage Detection Kit H2AX Red, G266, 同仁化学

研究所）。画像は Zeiss LSM800 共焦点顕微鏡または CQ1（横河電機）を用いて撮影した。

免疫蛍光分析はすべて 3 回以上繰り返し, 代表的な画像を示した。 

 

2-12 PPAR アゴニスト処理腎臓オルガノイドサンプルの scRNA-seq 解析  

 腎臓オルガノイドは 15 日目まで上記と同様の方法で分化させた。対照群には 15 日目から

23 日目まで基礎培地に 0.2％DMSO を添加し, PPAR アゴニスト投与群には 15 日目から

23 日目まで基礎培地に 0.3 M CP775146 および 1 M 9-シスレチノイン酸を添加した。

scRNA-seq データは, タイムコースの scRNA-seq データを取得した時と同じ方法でデータ

を取得した。ライブラリーは Illumina NovaSeq 6000 Sequencing system を用いて, 細胞あ

たり平均 165,692 リードの深度で配列決定した。 

 得られたデータは上記と同様に Seurat で解析を行った。データの品質管理のため , 

percent.mt<25, 2500<nFeature_RNA<9500 のフィルターをかけた。コントロール群と

PPAR アゴニスト投与群のデータは, Seurat パッケージのアンカーベースの CCA 統合

（FindIntegrationAnchors 関数と IntegrateData 関数）を用いて統合した。統合された発現

データを Z スコアに正規化した後, PCA を行った。クラスタリングの主成分数は上位 20 位

までとし, 分解能は 0.2 とした。 

 

2-13 腎臓オルガノイドと腎細胞アトラス（KCA）胎児腎臓の統合 

KCA 胎児メタデータから, 腎臓オルガノイドにも存在すると想定される以下のアノテー

ションを付した細胞を抽出した："Cap mesenchyme", "Proliferating cap mesenchyme", 

"Proximal RV", "Distal RV", "Proliferating distal RV", "Proximal SSB", Medial SSB", "Distal 

SSB", "Proximal UB", "Podocyte", "Proximal tubule", "Loop of Henle", "Endothelium", 

"Stroma progenitor", "Proliferating stroma progenitor". 

Seurat パ ッ ケ ー ジ の ア ン カ ー ベ ー ス CCA 統 合 （ FindIntegrationAnchors 関 数 と
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IntegrateData 関数）を用いて, 6 人のドナーの KCA 胎児 25 と 2 つの腎臓オルガノイドサン

プルを統合した。統合された発現データを Z スコアに正規化した後, PCA を実行した。ク

ラスタリングの主成分数は上位 20 位まで, 分解能は 0.2 に設定した。 

 

2-14 統合データを用いた擬似時間の生成 

擬似時間は KCA25 のメタデータを用いて作成した。具体的には, KCA 胎児サンプルの近位

尿 細 管 細 胞 群 と mSSB 細 胞 群 の 発 現 変 動 遺 伝 子 を 抽 出 し た （ FindMarkers: 

logfc.threshold=0.5, min.pct=0.5, test.use="poisson"）。KCA Fetal サンプルの CL4 および 3

つの KCA Child サンプル（Wilms1、Wilms2、Wilms3）の PT クラスターのデータをマー

ジし, 前述の遺伝子セットを用いて PCA を行った。 

 

2-15 擬似時間の外挿 

上記で作成した擬似時間を用いて, オルガノイドと成体腎臓の近位尿細管のデータを外挿

し, それらの成熟度を比較した。オルガノイドの近位尿細管細胞の疑似時間は, オルガノイ

ドの CL4 における正規化された発現量と, 前述の PCA における第一主成分の負荷量の積

から計算した。外挿用の胎児腎臓データは GSE114530 26 から入手し, TransferData を用い

て CL4 に分類される細胞を近位尿細管細胞として抽出した。この細胞群についても, オル

ガノイドと同様の方法で擬似時間を算出した。外挿用の成人腎臓のカウントデータは

GSE202109 27 から取得し, メタデータは UCSC Cell Browser から取得した。近位尿細管と

ラベルされた細胞は, 近位尿細管細胞として抽出し, この細胞群についてもオルガノイド

と同様の方法で擬似時間を算出した。 

 

2-16 透過型電子顕微鏡 (Transmission electron microscope: TEM) 

TEM 用の組織サンプルはリン酸緩衝 2％グルタルアルデヒドで固定し, その後 2％四酸化

オスミウムで氷中 3 時間後固定した。その後, 段階的にエタノールで脱水し, エポキシ樹脂

に包埋した。ウルトラミクロトームを用いて超薄切片を得た。超薄切片を酢酸ウラニルで 10

分間, 鉛染色液で 5 分間染色し, TEM（HITACHI H-7600、100kV）で観察した。得られた

画像は Fiji による定量に使用し, 近位尿細管細胞の細胞質面積とエンドソームの数とサイ

ズを測定した。解析には, Control 群では 24 枚,  PPAR アゴニスト投与群では 23 枚の画

像を用い, それぞれ 26 個の細胞を抽出した。 

 

2-17 デキストラン取り込みアッセイ  

トランスウェル内の気液界面で培養した分化 26 日目の腎臓オルガノイドを, pHrodo™ 

Red Dextran, 10,000 MW, for Endocytosis (Invitrogen, P10361)を 10 mg/mL 添加した培地

に加え, 5% CO2 インキュベーター内 37℃で 24 時間インキュベートした。その後, オルガ

ノイドを氷冷 DPBS（-）で 3 回洗浄し, LTL-FITC（（1:100）Vector Laboratories , FL-1321）
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を含む DPBS（-）に 4℃で 2 時間ロードした。染色した腎臓オルガノイドの蛍光を CV8000

（横河電機）で観察した。画像は x20 レンズで撮影し, 2x2 のタイル状画像を取得した後, Z

スタックとして厚さ 100 m の画像を 5 m ごとに撮影した。LTL 蛍光には Average image 

projection (AveIP)を, デキストラン蛍光には Sum image projection (SumIP)を用い, 3D 画

像から 2D 画像を作成した。データ解析は CellPathfinder（横河電機）を用いて行った。近

位尿細管面積あたりのデキストランの蛍光強度は, オルガノイドの LTL 領域内のデキスト

ランの総蛍光強度を LTL 陽性領域の面積（m2）で割ることにより算出した。これらの値

は, コントロール群の平均値を 1 として正規化した。 

 

2-18 シスプラチン投与腎臓オルガノイドのフローサイトメトリー解析  

分化 23 日目の腎臓オルガノイドを, 5 M のシスプラチン（シスプラチン点滴静注 10mg

「マルコ」（日医工）より調整）を含む培地で 6 日間培養した。培地は 1 日おきに交換した。

腎臓オルガノイドからの単細胞分離に用いたのと同じ方法で腎臓オルガノイドを単細胞に

解離し, 細胞を 4％PFA/DPBS（-）に懸濁し, 37℃で 10 分間インキュベートした。その後, 

細胞を 300 x g, 4℃で 5 分間遠心し, 上清を除去した。細胞を 90%の冷メタノールに懸濁し, 

氷上で 30 分間インキュベートした。細胞を FACS バッファーに再懸濁し, 106 cells/100 L

とした。LTL-FITC（FL-1321, Vector Laboratories）を 1:100 の濃度で添加し, 混合物をロ

ーテーターを用いて 4℃で 30 分間インキュベートした。細胞懸濁液を 300 x g, 4℃で 5 分

間遠心し, 上清を除去して FACS バッファーに再懸濁し, 35 m フィルター付きチューブ

（352235, Falcon）に通した。細胞懸濁液をフローサイトメーター（NovoCyte, Agilent）で

測定した。データは Flowjo（Ver10.6.2）で解析した。 

 

2-19 シスプラチンで処理した腎臓オルガノイドの近位尿細管におけるH2AX 陽性細胞の

定量化 

染色した腎臓オルガノイドは CQ1（横河電機）を用いて蛍光観察した。オルガノイド全体

を撮影するため, 以下の条件で撮影を行った。画像は x10 レンズで撮影し, 3x3 のタイル画

像を取得した後, Z スタックとして 10 m ごとに撮影した。LTL, H2AX, DAPI 蛍光につい

ては, MIP（Maximum image projection）を用いて 3D 画像から 2D 画像を作成した。デー

タ解析は CellPathfinder（横河電機）を用いて行い, H2AX 陽性細胞数は, オルガノイドの

LTL 陽性領域内に存在するH2AX 陽性細胞の総数を LTL 陽性領域の総面積（m2）で割る

ことにより算出した。次に, これらの値をシスプラチン無処置群の平均値で正規化し, 1 と

した。 
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第三章 結果 

 

3-1 腎臓オルガノイドの分化誘導法の最適化検討（MET 刺激のタイミングの検討） 

 腎臓発生におけるネフロン形成の最初のステップとして, 後腎間葉と尿管芽との相互作

用により, ネフロン前駆細胞が MET を引き起こす。これによりネフロン前駆細胞は,上皮化

し RV を形成し, SSB を経て, 糸球体, 近位尿細管, 遠位尿細管のセグメントを持ったネフ

ロンに分化する 28(図 4b)。 

今回の腎臓オルガノイドのおいては, scRNA-seq により成熟化因子を抽出するために, ネ

フロンの構造が多い腎臓オルガノイドの作製が必要である。先行研究における腎臓オルガ

ノイドの作製方法においては, hiPSCs から CHIR99021 含有培地で 5 日間処置することに

より、PIM を多く作製することができ, 結果としてネフロンの構造体の多いオルガノイド

が作製できる 6。しかし,このプロトコールにおける最適な CHIR パルスの時期については

検討されていない。そこで, iPS 細胞からの分化誘導の際の MET を模倣した刺激である

CHIR パルスを行わない状態で培養した際に, 自発的な MET が分化誘導後何日で起こるか

を検証することで, 本誘導法における最適な MET のタイミングを確認した（図 4a）。 

 その結果, 本プロトコールを用いたネフロン前駆細胞の作製では, 分化誘導 7 日目におい

て, EYA1 (Eyes absent transcriptional coactivator and phosphatase 1), SIX1 (Sine oculis 

homeobox homolog 1), CITED1 (Cbp/P300 interacting transactivator with Glu/Asp rich 

carboxy-terminal domain 1) などの MM 及びネフロン前駆細胞マーカーの発現が高いこと

が示された。特に, CM マーカーである SIX2 (Sine oculis homeobox homolog 2)は 9 日目で

発現が上昇していた（図 4d）。また, MET 後に発生する RV のマーカーである LHX1 (LIM 

homeobox 1) は 9 日目から発現し始め, 11 日目により高く発現することが示された（図 4d）。

また, CDH6 (Cadherin 6) や JAG1 (Jagged canonical notch ligand 1) などの SSB のマーカ

ーは 11 日ごろから高い発現を示した(図 4d)。また, 明視野画像においても, 9 日目の細胞

は上皮様の構造は見られないのに対して, 12 日目の画像では, 上皮様の構造が見られている

ことから (図 4c 白矢印), 分化誘導後９日目のタイミングで, MET 様の刺激（CHIR パル

ス）を行うことで, 強制的に同じタイミングで MET を引き起こすことができる可能性が考

えられた。 
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図 4 腎臓オルガノイドの分化誘導法の最適化検討（MET 刺激のタイミングの検討） 

a. iPS 細胞からネフロン前駆細胞を誘導するプロトコールの模式図。自発的に MET を引

き起こす時期を確認するために分化誘導 15 日目まで 2D で培養し,MM, CM, RV, SSB など

のマーカーで qPCR を行った (n=3, Mean±SE) 。b. 腎臓の発生時にみられる MET 後の

間葉細胞の上皮化（RV 形成）と RV から SSB への変化の模式図。MM が, CM になったの

ちに, MET により上皮化し RV となる。その後 RV は Ureteric tip から近い方から Distal 

SSB, Medial SSB, Proximal SSB に分割される。c. 分化誘導後 7, 9, 12, 13, 15 日における位

相差顕微鏡画像。12 日目の画像の一部を拡大した図を下に示す。12 日目付近から上皮用の

構造（白矢印）がみられるようになる。d. MM, CM, RV, SSB などのマーカー遺伝子の経時

的な qPCR 結果。CM マーカーの SIX2 は 9 日目から発現が上昇し, 上皮化の指標である

RV マーカーは, 9 日目から上昇し始め, 11 日目で発現がさらに高くなることから, 9 日目付

近で自発的な MET が起こることがわかる。（PAX2: Paired Box 2） 
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3-2 腎臓オルガノイドの分化誘導法の最適化検討（MET 刺激後の FGF9 処置期間の検討） 

以前のプロトコールでは, CHIR パルス後に , FGF9 を添加しないとオルガノイドの

nephrogenesis が起こらなかったことから, CHIR パルス後の FGF9 含有培地による培養は, 

ネフロンの形成に必須であると示唆される 6。しかし, その培養期間とネフロン形成につい

ては調査されていない。そこで, より多くのネフロンが形成できる CHIR パルス後の FGF9

培地の期間を検討した。具体的には, CHIR パルス後の FGF9 の処置期間を 0, ２, ４, ６日

としたのち, 全分化誘導期間が 25 日になった時点での腎臓オルガノイドの免疫染色により, 

より多くのネフロンが発生する条件について検証した（図 5a）。25 日目の明視野画像とネ

フロン構成細胞マーカーである NPHS1（Nephrin: 糸球体マーカー）, Megalin(近位尿細管

マーカー), ECAD (E cadherin: 遠位尿細管マーカー) を用いた免疫染色により, FGF9 含有

培地の処置期間が長いほど, ネフロンの構造が多くなる傾向が認められた(図 5b, c)。また, 

４日間と６日間を比較すると, FGF９含有培地で６日間処置した腎臓オルガノイドでは, 糸

球体の構造にボウマン腔様の空間が認められた（図 5d 黒矢頭）。 以上のことから, CHIR

パルス後の FGF９ 含有培地での培養期間が６日間あれば十分なネフロンの数を持つオル

ガノイドが作製できると考えられる。 

 



26 

 

 

図 5  CHIR パルス後の FGF9 含有培地での培養期間の検討 

a. iPS 細胞から腎臓オルガノイドを作製する際のプロトコールの模式図。CHIR パルス後

の FGF9 含有培地での誘導期間の最適化の検討を行った。 b. それぞれの分化誘導条件に

おける, 分化誘導後 25 日目の腎臓オルガノイドの位相差顕微鏡画像。スケールバー: 1mm.  

c. それぞれの分化誘導条件における, 分化誘導後 25 日目の腎臓オルガノイドの免疫染色

画像。NPHS1（糸球体）: マゼンタ, Megalin（近位尿細管）: 黄色, ECAD（遠位尿細管）: 

緑で示す。スケールバー: 500 m.  FGF9 含有培地の期間に応じて, ネフロンの数が多く

なる（大きさが大きくなる）。 d. 4 日間と 6 日間 FGF9 含有培地で培養した際の腎臓オ

ルガノイドにおける NPHS1 の染色画像の拡大図。黒矢頭で示すように, 6 日間 FGF9 含

有培地で培養した腎臓オルガノイドでは, 糸球体の構造に空間が見られるようになる。 
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3-3 腎臓オルガノイドの分化誘導法の最適化後の遺伝子発現量解析 

前述の方法で最適化した条件を踏襲して, 腎臓オルガノイドの分化誘導過程において経時

的な遺伝子発現量解析を行った（図 6a）。その結果, 後腎間葉, CM マーカーである EYA1 は

経時的に遺伝子発現量が減少していき, 分化誘導 15 日目付近からは発現量が低い状態でほ

ぼ頭打ちとなった（図 6b）。LHX1, JAG1 などの SSB マーカーは, CM から上皮化する過程

で発現が増加する（13, 15 日付近）が、その後ネフロン構成細胞へと分化するため, SSB は

減少し, それに伴って遺伝子発現も減少した（図 6b）。ネフロン構成細胞マーカーや血管内

皮細胞マーカーは, FGF9 を除いた培地で培養を開始した次の時点（19 日目）から, 発現し

始めることから, 基礎培地から FGF9 を抜くことによって, 自己組織化によりネフロン構

成細胞へと分化していくことが示された（図 6b）。 
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図 6  腎臓オルガノイドの分化誘導法の最適化後の遺伝子発現量解析 

a. iPS 細胞から腎臓オルガノイドを作製する際の最適化したプロトコールの模式図。 b. ネ

フロン前駆細胞マーカー, ネフロン構成細胞（糸球体, 近位尿細管, 遠位尿細管）マーカー

及び血管内皮細胞マーカーの経時的な遺伝子発現量を示す (n=4~6, Mean±SE) 。MM, 

CM マーカーの EYA1 は経時的に減少していき, 分化誘導 15 日目付近でほぼ頭打ちとなる。

LHX1, JAG1 などの SSB マーカーは, CM から上皮化する過程で発現が増えていく（13, 15

日付近）が, その後ネフロン構成細胞へと分化するため, 減少していく。ネフロン構成細胞

マーカーや血管内皮細胞マーカーは, FGF9 を除いた培地で培養を開始した次の時点（19 日

目）から, 発現が認められる。 
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3-4 腎臓オルガノイドのクラスタリング解析 

これまでの検討から, 最適な MET 開始時期の検討と, ネフロン構成細胞に分化し始める

前までに, 必要なネフロン数を確保するために必要な FGF9 含有培地での培養期間を検討

してきた。その最適化した分化誘導方法を用いて, ヒト腎臓オルガノイド内のネフロン構成

細胞の Heterogeneity について明らかにするため, ネフロン構成細胞マーカー遺伝子が発現

し始める前の段階である分化誘導後 15 日目から, 4 日おきに５点（15, 19, 23, 27, 31 日目の

5 つの時点）のオルガノイドを用いて, scRNA-seq を行った（図 7a）。scRNA-seq によって

得られた細胞の特徴を調べるために, 次元削減手法である Uniform manifold approximation 

and projection（UMAP）によるクラスタリング解析を行い, 17 の異なる細胞クラスター（CL）

を検出した（図 7b）。これらのクラスターについて, 既知のマーカー遺伝子を使用してアノ

テーションを実施したところ, ネフロン前駆細胞（NPC/PTA; CL2, 12）, 糸球体（CL0, 1, 

7, 13）, 近位尿細管（CL4）, 遠位尿細管（CL5）, といったネフロンを構成する細胞群の

クラスターに加えて, オフターゲット系統（CL6: 軟骨, 11: ニューロン_1, 14: 筋肉, 15: ニ

ューロン_2）にクラスタリングされる細胞集団が存在することが示された（図 7d）。また, 

UMAP 解析結果から, 分化誘導後 15 日目の細胞は, UMAP 上で比較的固まった細胞集団と

して存在していたが, 日を追うごとに UMAP 上を分散していく様子が認められ, 最終的に

はネフロンおよび腎間質の各セグメントへと分化することが明らかとなった（図 7c）。これ

らの結果は, 経時的にサンプリングした腎臓オルガノイドを scRNA-seq 解析に用いること

で, 発達中のネフロンの遺伝子の変化を単一細胞レベルで確認できることを示している。 
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図 7 腎臓オルガノイド経時的サンプリングにおける scRNA-seq によるクラスタリング

解析 

a. iPS 細胞から腎臓オルガノイドを誘導するプロトコールの模式図。b. クラスターごと
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に色分けされた腎臓オルガノイドの UMAP プロット。17 のクラスターに分類された。c. 分

化日ごとに色分けされたた腎臓オルガノイドの UMAP プロット。15 日目ではプロットの

中心に集まっている細胞集団が, 経時的にプロットの外側へと広がっていく様子が示され

ている。d. すべてのクラスターにおける既知の腎臓マーカー遺伝子のドットプロット。腎

臓を構成する細胞のクラスター以外にも, オフターゲットの細胞集団（軟骨, 神経, 筋肉な

ど）も認められる。 

 

 

 

 

 

 

 

全サンプルに用いたパラメータでは分類できなかった詳細な細胞種を同定するために, 

CL2, CL12, CL13（NPC/PTA）, CL4, CL5, CL9（尿細管）, CL0, 1, 7（糸球体）について

サブクラスタリング解析を行った。NPC/PTA クラスターのサブクラスタリングでは, 

NPC/PTA クラスター（EYA1, CITED1, ITGA8(Integrin subunit alpha 8)）以外に, 発生過

程で見られる RV（CCND1, LHX1, JAG1）や SSB（proximal: OLFM3(Olfactomedin 3), 

distal: POU3F3(POU class 3 homeobox 3), IRX1(Iroquois homeobox 1)）のクラスターを含

む 6 つのサブクラスターに分類されることが示された（図 7e, f）。尿細管クラスター（CL4, 

5, 9）のサブクラスタリングでは, 遠位尿細管系譜の distal SSB（dSSB）および遠位尿細管

マーカー（POU3F3, IRX1, MAL(Myelin and lymphocyte protein), MECOM(MDS1 and 

EVI1 complex locus), SLC12A1, CLCNKB(Chloride voltage-gated channel Kb)）と, 近位尿

細管系譜の medial SSB（mSSB）および近位尿細管マーカー（CDH6, HNF4A(Hepatocyte 

nuclear factor 4 alpha), SLC3A1, CUBN, LRP2(LDL receptor related protein 2, Megalin）を

使用し, サブクラスタリングを行った。これにより, サブクラスタリング実施前のクラスタ

リング解析において「Early Tubules」とされたクラスター（図 7b, CL9）が mSSB または

dSSB に分類することができ, 尿細管クラスターとされた一部の細胞には, RV 由来の細胞や

ポドサイト由来の細胞も含まれていたことから, サブクラスタリング解析による詳細な細

胞集団のクラスタリングが可能であった（図 7g, h）。糸球体クラスター（CL0, 1, 7）のサブ

クラスタリングでは, 糸球体形成初期に発現する OLFM3 が高発現するクラスターや, ポド

サイトマーカー（PODXL(Podocalyxin like), NPHS1, PTPRO(Protein tyrosine phosphatase 

receptor type O)）の発現レベルが異なるクラスターを分類することができた。このことか

ら, 糸球体クラスターのサブクラスタリングにより, ポドサイト内で異なる成熟レベルを

持つポドサイトが分類することが可能となった（図 7i, j）。 
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図 7 続き 

e, g, i. クラスターごとに色分けされた腎臓オルガノイド由来の NPC/PTA（CL2, 12, 13）, 

尿細管（CL4, 5, 9）, およびポドサイト（CL0, 1, 7）のサブクラスター解析。 f, h, j.  

NPC/PTA, 尿細管, ポドサイトの各サブクラスターにおける, 既知の腎臓マーカー遺伝子

を用いたドットプロット。腎臓オルガノイドの全細胞でのクラスタリングでは分けること

ができなかった SSB の遠近軸（Proximal-Medial-Distal）が分離できるようになった。 
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3-5  疑似時間軸細胞経路解析による時間軸の作製 

次に, ネフロン前駆細胞からネフロン構成細胞へ発生する過程における, 細胞成熟速度

Heterogeneity を解析するため, 3-4 でアノテーションされたネフロン系統の細胞を抽出し, 

Monocle 2 を用いて疑似時間軸細胞経路解析を実施した（図 8a–e）。単一細胞の転写プロフ

ァイルを遺伝子発現の変化とともに 3 次元に配置することで, 4 つの分岐と 7 つの細胞状態

で構成される軌跡が作成された（図 8a）。この軌跡プロットは, 細胞がまず NPC/PTA 状態

から始まり, ポドサイトまたは尿細管系統に分化した後, 尿細管系譜が近位尿細管と遠位

尿細管に分岐することが示された（図 8b-e）。 

図 8b-e のプロット内に示した, ２つの分岐点の前後での遺伝子発現を示すヒートマップ

を作成した（図 8f, g）。 各分岐点における遺伝子発現変化を確認したところ, 分岐点１から

の疑似時間に沿った遺伝子発現を示すヒートマップでは, NPC/PTA マーカー遺伝子（SIX2, 

CCND1, TMEM100(Transmembrane protein 100), ITGA8, EYA1）の発現は分岐前で高く, 

未熟ポドサイトマーカー遺伝子（SIX1, OLFM3）の発現がポドサイトへの軌跡で高い発現

が見られ, その後, 成熟ポドサイトマーカー遺伝子（NPHS1, NPHS2(Podocin), PTPRO, 

PODXL）の発現が高くなることが示された。一方で, 尿細管への軌跡では, medial- distal 

RV および SSB のマーカー（LHX1, JAG1）が最初に発現し, その後, 疑似時間の後半で遠

位尿細管マーカーおよび近位尿細管マーカーの発現がみられた（図 8f）。尿細管の分岐を示

す分岐点 2 のヒートマップでは , 細胞が近位尿細管（ABCB1(ATP binding cassette 

subfamily B member 1), HNF4A, SLC3A1, LRP2, CUBN）または遠位尿細管（MECOM, 

CLCNKB, MAL, SLC12A1）に分化する様子が示された（図 8g）。注目すべき点として, PTA

からの遠位尿細管への系譜の決定は近位尿細管への系譜の決定よりも先に起こることが解

析結果から示され, これはヒトネフロン発生に関する先行研究と一致していた 29。以上のこ

とから疑似時間軸細胞経路解析によって並べられた細胞の順番は,ヒト腎形成過程を模倣し

ていることが示唆された。 
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図 8 ネフロン系統の細胞を用いた疑似時間軸細胞経路解析 

 a. ３次元でプロットした疑似時間軸細胞経路解析。カラーは枝分かれ前後の状態ごとに

表示し, それぞれの状態に対して遺伝子発現を確認することでアノテーションした。 b, d. 

コンポーネント 1 とコンポーネント 2 に基づく疑似時間細胞軌跡のプロット。b は Seurat

クラスターごとに色分けし, d は疑似時間で色分けしたプロット。 c, e. コンポーネント 1

とコンポーネント 3 に基づく疑似時間細胞軌跡プロット。c は Seurat クラスターごとに色

分けし, e は疑似時間で色分けしたプロット。「1」と「2」は分岐点を示し, 赤い破線は近位

尿細管状態（PT）を示す。 f, g. 分岐点 1（f）および分岐点 2（g）における, 腎臓発生に

関する既知のマーカー遺伝子の分岐型ヒートマップ。 
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3-6  近位尿細管細胞の成熟速度調節因子の抽出 

次に, 近位尿細管の成熟に焦点を当て近位尿細管細胞における成熟速度を調節するための

因子を抽出するために, 近位尿細管としてアノテーションされた細胞のデータを Monocle

解析で再解析した。Seurat の尿細管クラスター（CL4, 5, 9）のサブクラスター解析で近位

尿細管系譜（RV, mSSB, PT1, PT2）としてアノテーションされた細胞（図 7g, h）と, Monocle

の細胞軌跡で近位尿細管状態として注釈された細胞（図 8a）の積集合の細胞を近位尿細管

系譜細胞として次の解析に用いた。これらの細胞データを用いて, 同様に Monocle 解析を

実施したところ, 分岐のない近位尿細管細胞の疑似時間細胞軌跡プロット（0–20）が作成で

きた（図 9a, b）。この疑似時間細胞軌跡プロットの疑似時間の後期に高発現する遺伝子群を

特定し（図 9c, d）, これらの遺伝子を, 以降の実験で近位尿細管成熟のマーカーとして使用

した。 

 

図 9  近位尿細管細胞を用いた疑似時間軸細胞経路解析 

a, b. 腎臓オルガノイド中の近位尿細管系統細胞の疑似時間細胞軌跡プロット。a は日数ご

とに色分けし, b は疑似時間で色分けしたプロットを示す。この結果から, 近位尿細管細胞

を 1 つの疑似時間軸に示すことができた。 c, d. 疑似時間細胞軌跡の後期段階で変化する遺

伝子の疑似時間ヒートマップ（c）と, それらの遺伝子の特徴プロット（d）（いずれも近位

尿細管系統細胞を使用）。これらの遺伝子群を近位尿細管細胞の成熟化マーカー遺伝子とし

て, 以降の試験で用いることとした。 
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この疑似時間を使用して, 各日の細胞軌跡を示すバイオリンプロットを作成した（図 10a）。

バイオリンプロットでは, サンプリング 19 日の細胞はほぼすべて初期の擬時間（0–5）にプ

ロットされ, 23 日の細胞は後期の擬時間（10–20）に出現し, 31 日の細胞は初期の擬時間（0–

5）にほとんど存在しないことが示された（図 10a）。予想通り, 各サンプリング日の細胞は

様々な疑似時間を持つような広い分布を示しており, このことは, 近位尿細管細胞の成熟

速度における細胞の Heterogeneity を示していると考えられた（図 10a, b）。 

次に, 近位尿細管成熟の疑似時間細胞軌跡を使用して, 同じ成熟レベルで異なるサンプ

リング日の細胞を比較し, 成熟速度に関連する遺伝子セットを抽出した。特定の成熟レベル

を分析することで, 短期間で特定の成熟レベルまで分化した細胞はより早い成熟速度を持

つと推定できる。本研究では, 擬時間 8–11 を成熟段階として設定し, その範囲内の 23 日目

の細胞（図 10a の青い括弧「a」, 成熟速度が速い細胞）と 27 日目の細胞（図 10a の赤い括

弧「b」, 成熟速度が遅い細胞）を比較して, 差次的発現遺伝子（Differentially expressed genes: 

DEGs）を得た。 

 時間依存的に発現レベルが上昇する遺伝子を除外するため, 19 日目と 31 日目の細胞での

遺伝子発現レベルを比較し, 19 日目の細胞で高発現する遺伝子を成熟関連遺伝子から除外

した。このようにして得られた DEGs は, 近位尿細管の成熟速度の調節に関与していると

予想され, 232 個の遺伝子が特定された（表 2）。これらの DEGs の上流調節因子を特定する

ために, Ingenuity® Pathway Analysis（IPA）を用いた上流調節因子解析を実施した。その結

果, DEGs を調節する候補分子の多くは核受容体によって活性化される経路に関連している

ことが示され, PPARA, HNF4A, および PPAR アゴニスト（ピリニキシン酸, ベザフィブ

ラート, モノ（2-エチルヘキシル）フタレート, フェノフィブラートなど）が含まれていた

（図 10c）。以上のことから, PPARA および HNF4A に関連する経路が, 成熟速度が速い近

位尿細管細胞で活性化され, 腎臓オルガノイドの近位尿細管の成熟を促進することが示唆

された。 
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図 10  近位尿細管細胞の成熟速度をコントロールする因子の抽出方法 

a. 各タイムポイントにおける近位尿細管系統細胞の疑似時間に対するバイオリンプロット。 

青と赤の括弧は, それぞれ 23 日目および 27 日目において, 疑似時間が 8～11 の近位尿細

管細胞を示す。 b. 成熟化速度を制御する因子の抽出方法の模式図。成熟度順に並べた細胞

の同一成熟度において, 分化誘導期間の短い細胞は短期間で特定の成熟度に達するため, 

「成熟化速度の速い細胞」と定義できる。一方, 分化誘導期間が長い細胞は, 長い時間を経

て特定の成熟度に達するため, 「成熟化速度の遅い細胞」と定義できる。 c. IPA を用いた

Upstream Regulator の p-value の Top10。赤字は, 解析結果により, 実験サンプルの発現か

ら Upstream Regulator が活性化されていると予想されたものを示し, 青字は不活性化され

ていると予想されたものを示す。 
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表 2  時間依存的遺伝子を除外後の day 23 の擬似時間 8～11 で高発現を示す DEG(232 遺

伝子) 
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3-7 近位尿細管成熟化オルガノイドを用いた遺伝子発現量の比較 

これまでの scRNA-seq 解析から, 腎臓オルガノイド内の近位尿細管細胞で成熟速度の速い

細胞において高発現する DEGs が, PPAR 経路の下流ターゲットとして特定された。その

ため, PPAR アゴニストとターゲット遺伝子の転写活性化に必要なヘテロダイマーを形成

する RXR (retinoid X receptor alpha)アゴニストを培地に添加することで, これらの DEGs

を上方制御し, 近位尿細管の成熟を促進できるかを検証した（図 11, 図 12a, b）。サブクラ

スター解析（図 7e-j）によると, 腎臓オルガノイドの分化誘導は 15 日目には近位-遠位のパ

ターンがすでに開始していることが観察されたため, 15 日目からアゴニスト, アンタゴニス

トを添加し, 23 日目の腎臓オルガノイドをサンプリングして, Magnetic cell sorting（MACS）

を用いて近位尿細管細胞を分離した（図 12a, b）。 

PPAR と RXR アゴニスト（PPAR アゴニスト処置群）を組み合わせて処理した分化

誘導方法で作製した腎臓オルガノイドから精製した近位尿細管細胞において, PPAR 経路

の下流遺伝子の発現レベルが上昇し, 近位尿細管細胞における PPAR 経路の活性化が確

認できた（図 12c）。さらに,近位尿細管成熟マーカー（図 12e）がアゴニスト処置群で有意

に上昇した。一方, PPAR アンタゴニスト GW6471 および RXR アンタゴニスト HX531

は, PPAR 経路の下流遺伝子及び, 近位尿細管成熟マーカーの発現を低下させた（図 12d, 

f）。近位尿細管マーカー遺伝子については, いくつかの遺伝子は PPAR アゴニスト処置に

より発現が有意に増加しており（LRP2, CUBN, SLC34A1, ABCB1）, それ以外の遺伝子も, 

有意差はないものの増加傾向であった（SLC22A2, SLC31A1, SLC27A2, SLC47A2）（図 12g）。 

 

 

 

 

図 11  PPARの転写活性化の模式図とそれぞれのアゴニストと阻害剤 

PPARは RXRとヘテロダイマーを形成し, DNA 結合ドメイン（DNA-binding domain: 

DBD）が PPAR 応答配列（PPAR response element: PPRE）に結合することで転写活性化

される。また, それぞれの核受容体のリガンド結合部位に対するアゴニストと阻害剤を示

す。 
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図 12  近位尿細管成熟化オルガノイドを用いた遺伝子発現量の比較 

a, b. iPS 細胞から腎臓オルガノイドを誘導するプロトコールの模式図。PPAR パスウェイ

の活性化や抑制するような化合物を処置し, 3 つの条件で試験を実施した。それぞれの化合

物は分化誘導 15 日目から加えた。 c, d. 腎臓オルガノイドの 23 日目における近位尿細管

細胞での, PPAR 経路の下流遺伝子および PPARA と RXRA の発現量を示す。c はアゴニ

スト処置群, d は阻害剤処置群 (GW6471: PPAR 阻害剤, HX531: RXR 阻害剤) の結果を
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示す。e, f. 腎臓オルガノイドの 23 日目における近位尿細管細胞での成熟マーカー遺伝子の

発現量を示す。e はアゴニスト処置群, f は阻害剤処置群 (GW6471: PPAR 阻害剤, HX531: 

RXR 阻害剤) の結果を示す。g. 腎臓オルガノイドの 23 日目における近位尿細管細胞での

マーカー遺伝子の発現量を示す。データは平均±標準誤差で表示した。統計的有意性は対応

のない t 検定（両側）で評価した（*p < 0.05, **p < 0.01）。 

 

 

 

 

 

3-8 近位尿細管成熟化オルガノイドを用いたタンパク質再吸収能の評価 

近位尿細管の主な機能の 1 つに, 尿中に排出されたタンパク質の再吸収がある。ラット胎児

の近位尿細管では, 発達に伴い細胞内エンドソームの数が増加し, 発達の後期には 0.5 m²

を超える小胞が形成されることが報告されている 14,15。これらの先行研究に基づき, PPAR 

アゴニスト処置群における近位尿細管の機能的成熟を, 透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて

近位尿細管細胞領域あたりのエンドソーム数を定量化することで評価した（図 13）。 

その結果, 細胞領域あたりのエンドソーム数が有意に増加し, 大型エンドソーム（0.5 m²

以上）の数も PPAR アゴニスト処置群で高いことが確認された（図 13e, f）。 
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図 13 TEM 画像を用いた近位尿細管成熟化オルガノイドにおけるタンパク質再吸収能の

評価 

a, b. 腎臓オルガノイドの分化誘導スキーム。c, d. 分化誘導後 26 日目における腎臓オルガ

ノイドの TEM 画像（c: Control, d: PPAR アゴニスト処置群）。Control 群, PPAR アゴニ

スト処置群ともに, 近位尿細管細胞に刷子縁（赤矢印）が認められ, 細胞質には多くの小胞

（エンドソーム（白矢頭））が認められる。スケールバー:2 m.  e. 近位尿細管細胞におけ

る細胞質 1 m2 当たりのエンドソーム数。f. 各群におけるエンドソームの大きさに対する

密度プロット。PPAR アゴニスト処置群において, エンドソーム数の増加と, 大きいサイ

ズ（0.5 m²以上）のエンドソームの割合が増加していることが確認できる。 

 

 

さらに, 近位尿細管細胞の再吸収機能を 10 kDa デキストランの 24 時間取り込み実験を

用いて評価した（図 14a, b）。その結果,  PPAR アゴニスト処置群では近位尿細管領域あ

たりのデキストラン取り込み量が増加した（図 14c, d）。この取り込み量は, PPAR アンタ

ゴニスト処理群では有意に減少した（図 14e-i）。 
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図 14  蛍光デキストランを用いた近位尿細管成熟化オルガノイドにおける再吸収能の評価 

a, b. 腎臓オルガノイドの分化誘導スキーム。 c. コントロール群および PPAR アゴニスト

処置群における, pHrodo™ Red Dextran の腎臓オルガノイドへの取り込みの免疫染色画像

を示し, 右のパネルはそれぞれの条件の拡大画像を示す。LTL (近位尿細管): 緑, pHrodo™ 
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Red Dextran 10,000 MW: マゼンタ, スケールバー: 200 m および 50 m.  d. 近位尿細管

（PT）領域におけるデキストランの強度のドットプロット（コントロール群で正規化した）

を示す; コントロール群: n = 746（5 個のオルガノイド由来）, PPAR アゴニスト処置群: n 

= 652（5 個のオルガノイド由来）。統計的有意性は対応のない t 検定（両側）で評価した

（**p < 0.01, ***p < 0.001）。 e-h. 各処理条件下における近位尿細管の免疫染色画像を示

す。 e: コントロール, f: PPAR アゴニスト処理, g: GW6471（PPAR 阻害剤）処理, h: 

PPAR 阻害剤（GW6471 と HX531）併用処理した腎臓オルガノイド近位尿細管の拡大図。

LTL（近位尿細管）: 緑, pHrodo™ Red Dextran（10,000 MW）: 赤, スケールバー: 200 m.  

i. 近位尿細管領域におけるデキストランの蛍光強度を, コントロール群で正規化したドッ

トプロットを示す。コントロール群: n = 313（3 個のオルガノイド由来）, PPAR アゴニス

ト処置群: n = 295（5 個）, GW6471 処理群: n = 293（5 個）, PPAR 阻害剤（GW6471 + 

HX531）併用処置群: n = 375（5 個）。統計的有意性は対応のない t 検定（両側）で評価し

た（**p < 0.01, ***p < 0.001）。 

 

 

 

 

3-9  近位尿細管成熟化オルガノイドを用いたシスプラチン毒性評価 

ヒト iPS 細胞由来腎臓オルガノイドの作製が報告されて以来, 腎臓オルガノイドが腎毒

性スクリーニングに利用されることが期待されている。そこで, シスプラチンを使用して成

熟した腎臓オルガノイドが腎毒性試験に適しているか評価した。シスプラチンは近位尿細

管細胞に損傷を与える抗がん剤であり, 以前に報告されているように, シスプラチンは腎

臓オルガノイドの近位尿細管において用量依存的に細胞死を引き起こす 6。低用量のシスプ

ラチン（5 M）でもオルガノイドに最小限の影響を与えることが知られている 30。さらに, 

シスプラチン 5 M で 1 日処理すると, 近位尿細管でH2AX 陽性細胞が増加し, シスプラ

チンによる細胞損傷が示唆されている 31。細胞で DNA ダメージが生じると, DNA の Double 

strand break(DSB)後にヒストン H2AX のリン酸化（H2AX)が起こり, DNA 損傷部位でド

ット状の構造体（H2AX foci）を作ることが知られている 32, 33, 34。一方で, 細胞増殖が S 期

の細胞では DNA ダメージに関わらず, 細胞核全体でH2AX 染色が陽性となることが知ら

れている 35。そこで, 腎臓オルガノイドにおける, シスプラチンの毒性に対する感受性が, 

成熟度が変化したことにより増加するか確認するために, 成熟マーカーの発現が有意に増

加する 23 日目から, 1 日間（24 日目まで）および 6 日間（29 日目まで）シスプラチンを低

濃度（5 M）で処置したオルガノイドのH2AX を評価することで検証した 30,31（図 15a, b）。

結果として, 1 日間のシスプラチン処理では, 両群ともに, 近位尿細管におけるH2AX 陽性

細胞の数が有意に増加した。６日間のシスプラチン処理では, PPAR アゴニスト処置群で

のH2AXの増加がコントロール群に比べて著しく高かった（図15c-e）。細胞核全体のH2AX
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染色の陽性像については, 両群で観察された一方, PPARアゴニスト処置群では特に LTL

陽性の近位尿細管において, H2AX foci の陽性像が観察された（Fig. 15c, d, f）。以上のこと

から, シスプラチン処置により, DNA ダメージが増加することが示された。 

 

 

図 15  腎臓オルガノイドの成熟近位尿細管におけるシスプラチン誘発性腎毒性アッセイ 

a, b. シスプラチン誘発性腎毒性アッセイのための PPAR アゴニストで処理したヒト

iPS 細胞由来腎臓オルガノイドの誘導プロトコールの模式図。 c, d. コントロール群および

PPAR アゴニスト処置群において, シスプラチンを 1 日および 6 日間処理した際の代表的

な免疫染色画像。DAPI: 核（青）, LTL: 近位尿細管（緑）, H2AX: DNA ダメージマーカ

ー（マゼンタ）, スケールバー: 100 m.  e. シスプラチン処理後（1 日および 6 日）の腎臓

オルガノイド内近位尿細管（PT）領域におけるH2AX の総数の定量結果。Y 軸は, シスプ
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ラチン未処理群の平均値を 1 として正規化した。腎臓オルガノイド全体の画像を取得し, 各

群 3 個のオルガノイドで染色を実施した。データは平均±標準誤差で表示した（n = 3）。統

計的有意性は対応のない t 検定（両側）で評価した（*p < 0.05, **p < 0.01）。f. PPARアゴ

ニスト処置群におけるシスプラチンを 6 日間処理した際の免疫染色画像(d)の一部を拡大し

た画像を示す。上は DAPI: 核（青）, LTL: 近位尿細管（緑）, H2AX: DNA ダメージマー

カー（マゼンタ）, スケールバー: 50 m. 下は DAPI: 核（青）,  H2AX: DNA ダメージマ

ーカー（マゼンタ）, スケールバー: 50 m. シスプラチン処置により, DNA の DSB 後に

確認される DNA 損傷部位でドット状の構造体（H2AX foci）が観察できる。 

 

 

近位尿細管の障害マーカーとして、KIM-1（Kidney injury molecule-1）が知られている。

KIM-1 は通常, 腎臓にほとんど発現していないが, 障害を受けることにより近位尿細管細

胞に増加し, その細胞外ドメインが切断されて尿中に放出されるため 36, AKI の早期診断と

重症度予測の尿中バイオマーカーである 37,38。そこで, シスプラチンによる近位尿細管細胞

への障害を KIM-1 の免疫染色により評価した。シスプラチン処理 6 日後の KIM-1 の発現

は, コントロール群では 2 群間で差はほとんど見られなかった（p = 0.50）。 PPAR アゴ

ニスト処置群においては, 有意な差は認められなかったが（p = 0.10）, シスプラチン処置

で上昇傾向であった（図 15f, g）。 

 

 

図 15 続き 

f. コントロール群および PPAR アゴニスト処置群において, シスプラチンを 6 日間処理

した際の代表的な免疫染色画像。DAPI(核): 青, LTL（近位尿細管）: 緑, KIM-1（近位尿

細管障害マーカー）: マゼンタ, スケールバー: 100 m.  g. シスプラチン処理 6 日後の腎
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臓オルガノイド内近位尿細管（PT）領域における KIM-1 領域の定量結果。Y 軸は, シスプ

ラチン未処理群の平均値を 1 として正規化した。腎臓オルガノイド全体の画像を取得し, 

各群 3 個のオルガノイドで染色を実施した。データは平均±標準誤差で表示した（n = 

3）。統計的有意性は対応のない t 検定（両側）で評価した。 

 

 

 

シスプラチン処理 6 日後のフローサイトメトリー分析（図 16a, b）では, コントロール群

では近位尿細管細胞群の割合に変化は見られなかった（p = 0.75）が, PPAR アゴニスト処

置群では顕著に減少した（p = 0.06）（図 16c, d）。これらの結果は, 腎臓オルガノイド内で

PPAR シグナルを活性化することが, 低用量シスプラチンによる近位尿細管細胞の腎毒性

に対する感受性を高める可能性があることを示唆している。 

 

図 16  腎臓オルガノイド中の成熟近位尿細管を用いたシスプラチン誘発性腎毒性アッセ

イ（フローサイトメトリーの結果） 

a, b. シスプラチン誘発性腎毒性アッセイのための PPAR アゴニストで処理したヒト

iPS 細胞由来腎臓オルガノイドの誘導プロトコールの模式図。 c. LTL-FITC の代表的なヒ

ストグラム。左上: コントロール群・未処理, 右上: コントロール群・シスプラチン（CDDP）

5 M 処理, 左下: PPAR アゴニスト処置群・未処理, 右下: PPAR アゴニスト処置群・

CDDP 5 M 処理。数値は LTL-FITC 陽性細胞（近位尿細管細胞）の割合を示す。 d. コン
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トロール群および PPAR アゴニスト処置群における, CDDP 5 M を 6 日間処理する前後

の LTL 陽性細胞の割合。線の色は同一実験の個体を示す（n = 5）。統計的有意性は対応の

ある t 検定で評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

3-10  公共データ（胎児腎・小児腎・成人腎）との成熟度の比較 

腎臓オルガノイド内の近位尿細管細胞の成熟度をヒト腎臓と比較するために, 23 日目の

コントロール群および PPAR アゴニスト処置群を対象に scRNA-seq を実施した。はじめ

に,取得した腎臓オルガノイド 23 日目の scRNA-seq データを, Kidney Cell Atlas (KCA)から

取得可能なヒト胎児腎の scRNA-seq データと統合し（図 17a）, 胎児のアノテーションと既

知のマーカー遺伝子に基づいて 9 つのクラスターをアノテーションした（図 17b, c, e）その

結果, 腎臓オルガノイドと胎児腎ともに, すべてのクラスターにおいて, 細胞が存在してい

ることを確認した（図 17b, d）。また, それぞれのクラスターの存在比については, 胎児腎サ

ンプルでは, NPC/PTA/SSB（CL1, 2）, Stroma（CL3, 7, 8）, 血管内皮細胞（CL6）の割合

が多く, ポドサイト（CL0）は腎臓オルガノイドのサンプルで多い割合を示した（図 17b, d）。

一方で, 近位尿細管（CL4）, ヘンレのループ, 遠位尿細管（CL5）は胎児腎と腎臓オルガノ

イドではほぼ同程度の割合を示した（図 17b, d）。 
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図 17  scRNA-seq を用いた, 胎児, 小児, 成人の腎臓および腎臓オルガノイド内の近位尿

細管細胞の成熟度の比較 

a. 腎臓オルガノイド及びヒト腎臓組織（胎児・小児・成人）から得られた scRNA-seq の公

共データとの統合の模式図。 b. 腎臓オルガノイドと胎児データの scRNA-seq を統合した

後のクラスター内の細胞数と割合の表を示す。 c, d. 腎臓オルガノイドおよび胎児腎におけ

る UMAP プロット。c はクラスターごと, d はデータの由来ごとに色分けしたプロットを示

す。 e. すべてのクラスターにおける既知の腎臓マーカー遺伝子のドットプロット。 
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次に, これらの近位尿細管細胞の成熟度を胎児・小児および成人腎と比較するために, 胎

児腎における mSSB と近位尿細管細胞の間の DEGs を取得し, KCA の胎児 mSSB, PT, お

よび KCA の小児 PT に対して主成分分析（Principal component analysis: PCA）を実施し

た（図 18a）。このデータを用いて成熟度の擬似時間を作成し, オルガノイドの近位尿細管

細胞を胎児, 小児, 成人サンプルと比較した。その結果, PPAR アゴニスト処置群はコント

ロール群よりもわずかに高い擬似時間位置にシフトした（図 18b）。注目すべきことに, 腎

臓オルガノイドにおける近位尿細管細胞の成熟度は, ヒト胎児腎の成熟度の範囲内にとど

まっていた（図 18b）。 

 

 

 

図 18 腎臓オルガノイド由来近位尿細管細胞と公共データからの近位尿細管細胞の成熟度

の比較 

a. KCA データベースから取得した, 胎児 mSSB, PT および小児 PT の細胞に対しての主成

分分析（PCA）。PC_1 の軸が成熟度と関連している可能性が示唆される。 b. KCA 胎児, KCA

小児, 腎臓オルガノイド, 胎児腎（GSE114530）, 成人腎（GSE202109）における近位尿細

管の成熟度の擬似時間のバイオリンプロット。a で作成した成熟度の疑似時間軸（PC_1）

を胎児腎（GSE114530）, 成人腎（GSE202109）のサンプルにも適応させ, 軸の正当性を示

した。PPAR 処置オルガノイドでは, わずかに成熟度が上昇している傾向がみられるが, 

胎児期の腎臓の成熟度と同程度であり, 小児や成人の腎臓の成熟度には達していない。 
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3-11  近位尿細管成熟化処置におけるネフロンに与える影響について 

これまで, PPAR 経路を活性化させることにより作製した腎臓オルガノイドは近位尿細

管の成熟度を増加させることを示した。次に, この PPAR 経路を活性化することによる

他の腎臓のセグメントへの影響について検証した。コントロール群, PPAR 処置群におけ

る, 分化誘導後 23 日の scRNA-seq の結果から, ネフロン構成細胞のうち, ポドサイト, 近

位尿細管, 遠位尿細管の割合について検証すると, PPAR アゴニスト処理の有無にかかわ

らず, 近位尿細管細胞の割合は変化していない可能性が示された（図 19a）。しかし, ポド

サイトに関してはわずかに増加, 遠位尿細管についてはわずかに減少する傾向がみられた

(図 19a)。それぞれのクラスター内において, 成熟マーカー（図 9c,d）のバイオリンプロ

ットを用いて 2 群間で比較すると, 近位尿細管クラスター（CL4）では, PPAR アゴニス

ト処置群の方がこれらのマーカーを発現する細胞の割合が高いことが確認された（図 19b

右）。またこれらの成熟マーカーの発現は, 予想した通りポドサイトクラスター（CL0）や

遠位尿細管クラスター（CL5）では PPAR アゴニストによって上方制御されることはな

かった（図 19c 右, d 右）。しかし, CL5 の細胞においては, マーカー遺伝子の発現はわずか

に PPAR アゴニスト処置群で高い可能性が示された。 
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図 19  scRNA-seq データを用いたコントロール及び PPAR アゴニスト処置腎臓オルガノ

イドの比較 

a. コントロール及び PPAR アゴニスト処置腎臓オルガノイドにおけるポドサイト, 近位

尿細管, 遠位尿細管の割合の変化の棒グラフ。 b, c, d. コントロール及び PPAR アゴニス

ト処理腎臓オルガノイドにおける近位尿細管クラスター（CL4, b）, ポドサイトクラスタ

ー（CL0, c）, 遠位尿細管クラスター（CL5, d）でのそれぞれのマーカー遺伝子（左）と

近位尿細管成熟化マーカー遺伝子（右）のバイオリンプロット。ドットは個々の細胞を示

す。 
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腎臓オルガノイド全体の免疫染色画像では, 両群間で個々のネフロンセグメント構造に明

らかな変化は認められなかった（図 20a, b）。また, 腎臓オルガノイド内の近位尿細管細胞

集団（LTL-FITC 陽性）の割合には, 両群間で有意差はなく（図 20c, d）, これは, 

PPAR 経路の活性化がネフロン発達初期における運命決定に影響を及ぼさないことを示

唆している。以上の結果から, 腎臓オルガノイドにおける近位尿細管の成熟マーカーが

PPAR 経路を介して調節されることを示唆している。 

 

図 20  免疫染色及びフローサイトメトリーによるコントロール及び PPAR アゴニスト処

置腎臓オルガノイドの比較 

a, b. 分化誘導後 23 日目におけるコントロール(a)及び PPAR アゴニスト処置(b)腎臓オ

ルガノイドの免疫染色画像。スケールバー：1 mm。DAPI（核）: 白, ECAD（遠位尿細

管）: 青, LTL（近位尿細管）: 緑, NPHS1（糸球体）: 赤。 c. LTL-FITC の代表的なヒス

トグラム。赤線: コントロール群, 青線: PPAR アゴニスト処置群。数値は LTL-FITC 陽

性細胞（近位尿細管細胞）の割合を示す。 d. コントロール群および PPAR アゴニスト

処置群における LTL 陽性細胞の割合。線は同一実験の個体を示す（n = 5）。統計的有意性

は対応のある t 検定で評価した。  
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  本研究では, 分化誘導日数の異なる腎臓オルガノイドを用いて, scRNAseq を行うことに

より,ヒト iPS 細胞由来腎臓オルガノイド内に Heterogeneity が存在し, 近位尿細管細胞の

成熟速度の異なる細胞における遺伝子発現の違いから, PPAR 経路が近位尿細管細胞の成

熟速度を促進していることが明らかとなった。また, PPAR アゴニストを活性化させた分

化誘導法により作製した腎臓オルガノイドの近位尿細管細胞において, 疑似時間の後期で

高発現している遺伝子の発現レベルの有意な上昇を認めた。また, 成熟化した腎臓オルガノ

イドの近位尿細管では, 尿細管再吸収に関連するエンドソーム量の増加, 及び近位尿細管

へのデキストラン取り込みの増加が認められ, 近位尿細管の機能としても成熟度が高まっ

ていることが明らかとなった。この腎臓オルガノイドを用いたシスプラチン処置による腎

毒性評価については, 成熟化した近位尿細管細胞を持つ腎臓オルガノイドでより, シスプ

ラチンによる細胞死の増加が認められ, in vitro における腎臓オルガノイドを用いた薬剤の

評価に有用であると示唆された。 

 

4-1 分化誘導方法の最適化 

  本研究では, 腎臓オルガノイドの近位尿細管細胞の heterogeneity を確認し, 成熟速度の

異なる細胞群が scRNA-seq で検出できるか検討するため, 分化誘導法の最適化を行った。

腎臓発生におけるネフロン前駆細胞からネフロン構成細胞が発生していく過程での成熟速

度に差がみられるかどうかを検出するために, ネフロン構成細胞が分化する最初のステッ

プである, MET のタイミングをそろえる必要があると考えられた。そこで, 腎臓オルガノイ

ドの分化誘導過程において, MET を模倣する刺激である CHIR パルスをしない条件下で, 

自発的に MET が起こり始める時期について検討した。その結果, MET 後に発生する RV の

マーカーである LHX1 の発現は, ９日目ごろより発現が増加していくことから, ９日目に

は, 上皮化できるような分化状態であること, また, 一部の細胞で MET による上皮化が起

こり始めていると考えられる。よって, ９日目に CHIR パルスを行うことで, 強制的にすべ

ての細胞で MET を起こすシグナルを与え, 上皮化のスタート時点を統一することができる

と考え, CHIR パルスの時期を９日目とする分化誘導法を用いて scRNA-seq を実施するこ

ととした。 

  CHIR パルス後の培養に関しては, 先行研究において, FGF9 を含む培地での培養期間が

ないと, 上皮化した細胞の維持ができない結果が得られているため 6, 今回の誘導条件にお

ける, FGF9 培地の最適培養期間を検討した。結果として, FGF9 培地での培養期間が長くな

るにつれ, ネフロン構成細胞が多く存在するオルガノイドが作製できることが示唆され, 

FGF9 培地で 6 日間培養した条件では, 4 日間培養した条件で見られなかったボウマン腔様

の構造がみられたことから, より成熟度が高い腎臓オルガノイドが作製されている可能性

が示された。その後の培養には FGF9 を含まない基礎培地を用いることで, 細胞間の自己組

織化により, ネフロン前駆細胞から糸球体, 近位尿細管, 遠位尿細管へと分化していくこと

が確認されたため, この期間で scRNA-seq のサンプリングを行うことで, 分化細胞におけ
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る heterogeneity を確認することができることが示唆された。 

 

4-2  scRNA-seq を用いた近位尿細管細胞の成熟化因子の抽出について 

  まず, 我々は腎臓オルガノイドについての scRNA-seq を行い, 腎臓オルガノイドの分化

状態の経時的変化について解析を行った。その結果, 今回使用したタイムコースにおける腎

臓オルガノイドは 15 日目においてネフロン前駆細胞（NPC/PTA）の細胞が多く存在し, そ

こからポドサイト, 近位尿細管, 遠位尿細管へと経時的に変化していく様子が確認できた。

また, 経時的な腎臓オルガノイドの発生過程において, 腎臓以外の系譜の細胞も発生して

いることが確認できた。これらの腎臓以外の系譜の細胞が発生することは, 他の論文 39,40,41

でも報告されており, これらの細胞を減らすような分化誘導方法についても検討が必要で

あると考えられる。 

  UMAP で解析したクラスタリング結果のうち, 腎臓系譜の細胞について, より詳細に細

胞種を同定するために, サブクラスタリングを行ったところ, NPC/PTA からネフロンへの

分化の過程で存在する, RV, SSB などの細胞についてもアノテーションすることが可能であ

った。これらの腎臓系譜の細胞を用いて, 発生過程の順番に並べるために疑似時間軸細胞経

路解析を行った結果, これらの細胞を 3 次元で発生過程順に並べることができ, 疑似時間の

時間軸が分化の時間軸で変化することをマーカー遺伝子の発現の時間的変化により確認し

た。また, 疑似時間軸細胞経路解析の結果から, NPC/PTA の細胞から, まず Podocyte と

Tubules の 2 つの系譜に分岐し, その後, Tubules の系譜が近位尿細管, 遠位尿細管の系譜

に分岐することが示された。この結果は, 先行研究と一致する 29 ことから, この疑似時間軸

細胞経路解析により並べられた細胞の順番は, 発生過程を模倣していることが示唆された。 

 この疑似時間軸細胞経路解析から, 近位尿細管系譜にアノテーションされた細胞を抽出

し, 再度, 疑似時間軸細胞経路解析を実施したところ, 近位尿細管細胞を発生過程の順番に

一列に並べることができた。注目すべきは, 同一の近位尿細管にアノテーションされた細胞

においても, 疑似時間の異なる細胞が確認できたことから, 成熟度の異なる細胞が存在す

ることが示唆された。また, 分化誘導日数が異なる細胞において, 同一の疑似時間を持つ細

胞が存在することが確認でき, それらの細胞の違いから成熟速度をコントロールする因子

の抽出を試みた。結果として, 成熟速度が速い細胞群で発現が高かった遺伝子群を制御する

因子として, PPAR 経路の活性化が抽出され, PPAR 経路を活性化させることにより腎臓

オルガノイドの成熟度が増加する可能性が示された。 

 

4-3  PPAR 経路と腎臓オルガノイドの成熟化について 

 PPAR は, RXRとヘテロ二量体を形成し, 特定のシスエレメントであるPPAR リガン

ド反応配列（PPRE, DR-1）に結合して脂質代謝に関連する遺伝子群の発現を調節する核内

受容体である 42。ヒトでは, PPAR は主に脂肪酸の分解が盛んな組織（脂肪組織, 肝臓, 心

臓, 筋肉, 腎皮質）で発現し, 腎臓では近位尿細管や髄質の太い上行脚に豊富に存在し, メ
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サンギウム細胞では少ない 43。また, 近位尿細管細胞はミトコンドリアが多く存在するため, 

脂肪酸酸化 (Fatty acid beta-oxidation: FAO)とミトコンドリア呼吸は, 近位尿細管の機能

において重要な役割を果たす 44。最近の研究では, ヒト腎臓の発生過程において, 解糖系か

ら FAO への代謝シフトがあることが示唆されており, 短鎖脂肪酸（short-chain fatty acids: 

SCFAs）の一種である酪酸を添加すると, CPT1(Carnitine palmitoyl transferase 1)の発現お

よび近位尿細管マーカーの発現が上昇し, ヒト iPSC 由来の腎臓オルガノイドで FAO が成

熟した近位尿細管の機能に重要であることが示されている 45。したがって, この酪酸処理に

よる近位尿細管の成熟は, PPAR 経路の活性化が近位尿細管の成熟に関与しているという

本研究の結果を支持している。最近の研究では, ヒト腎臓オルガノイドでの近位尿細管分化

と代謝変化の相関が示された 46。線維化モデルマウスでは, 正常マウスに比べて酸化的リン

酸化と脂質代謝が低下しており, これらの因子が近位尿細管の維持に重要であることが示

唆されている。この研究では, 酸化的リン酸化を促進する培地で 4 日間腎オルガノイドを培

養したところ, 解糖系に適した培地で培養した場合に比べて近位尿細管の数が増加したこ

とを示した。しかし, この研究では, PPAR アゴニスト単独での近位尿細管への影響につい

ては調査されていない。本研究では, 腎臓オルガノイドがネフロンのパターニングを完了し

た後, PPAR アゴニストで処理することで, 成熟マーカー遺伝子の発現が増加したことを

示した。したがって, PPAR アゴニスト処理後の近位尿細管の成熟マーカー遺伝子の発現

増加は, 新たな近位尿細管への分化を促進するのではなく, 近位尿細管細胞の成熟が加速

された結果であると考えられる。これは, 腎臓における PPARA の発現が近位尿細管と髄質

の太い上行脚で豊富であることからも示唆される 43；いくつかの scRNA-seq データでも, 

PPARA が主に腎臓の近位尿細管細胞で発現していることが確認されている 47,48（KIT 

Kidney Interactive Transcriptomics: https://humphreyslab.com/SingleCell/）。実際, 本研究

では, scRNA-seq によって特定されたポドサイトクラスター（CL0）および遠位尿細管クラ

スター（CL5）では, コントロール群と PPAR アゴニスト処置群との間で近位尿細管成熟

マーカー遺伝子の発現に有意差は見られなかった。これらの結果は, PPAR 経路がポドサ

イトや遠位尿細管の成熟速度を調節には関与しない可能性があることを示唆している。 

 

4-4 タンパク質再吸収能の評価 

今回, 近位尿細管細胞の成熟マーカー遺伝子が PPARアゴニスト処置群で増加しているこ

とを示したが, 転写以外の糖鎖修飾, タンパク質の分解, 局在変化などにより, 遺伝子発現

が制御される遺伝子もあり, タンパクレベルでの評価が必要であると考えられる。本研究

においては, 直接的なタンパクレベルでの評価はできていないが, 近位尿細管の機能評価

を行うことで, タンパクレベル増加の検証を行った。 

具体的には, タンパク質の再吸収は近位尿細管において CUBN, Megalin を介して引き起こ

される現象であるため, PPARアゴニスト処置群でこれらの遺伝子発現レベルの上昇だけ

でなく, タンパクレベルでも上昇するのであれば, タンパク質の取り込み能が増加すると
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考えられる。今回の結果から, PPARアゴニスト処置群で電子顕微鏡画像におけるエンド

ソームの数が有意に増加し, 0.5m2 以上の大型エンドソームの数も増加していることが示

された。また, デキストランの取り込みについても, PPARアゴニスト処置群で有意に増

加し, PPAR阻害剤処置群で有意に減少した。以上のことから, PPARアゴニスト処置に

よって近位尿細管において CUBN, Megalin の発現が増加したしたことによりタンパク質

再吸収能が増加したことが示唆される。今後は, CUBN, Megalin のタンパク質の定量試験

の実施が必要である。 

 

4-5  近位尿細管成熟化腎臓オルガノイドのシスプラチンを用いた腎毒性評価 

 本研究では, 低用量のシスプラチンによる長期間の治療が特に近位尿細管において細胞

死を引き起こす条件を用いて, 腎臓オルガノイドでシスプラチン誘発腎毒性を評価した 30。

シスプラチンは, SLC22A や SLC31A1 など, 基底側の細胞膜に発現する輸送体を介して, ま

たメガリンを介したエンドサイトーシスにより近位尿細管細胞に取り込まれ, その結果ア

ポトーシスを引き起こす 49。フローサイトメトリーの結果, シスプラチン処置により近位尿

細管細胞の割合が減少した。SLC22A2 および SLC31A1 の遺伝子発現レベルは, PPAR ア

ゴニスト処置群でコントロール群より高い傾向が見られたが, 発現に有意な差は観察され

なかった。よって, 本研究で確認したシスプラチンによる近位尿細管細胞の細胞死は, これ

らの輸送体を介した取り込みの増加が直接関与する可能性は低いと考えられるが, 今後は

これらの輸送体のタンパク質レベルを確認する研究が必要である。 

 シスプラチンは, Megalin を介したエンドサイトーシスで取り込まれることが報告されて

いる 50。本研究では, PPAR アゴニスト処置群で CUBN や Megalin の遺伝子発現レベルが

有意に増加し, TEM およびデキストラン取り込み実験の結果, エンドサイトーシスによる

取り込みが増加することが示された。これにより, シスプラチンの感受性が高まったのは, 

LRP2 を介したエンドサイトーシスによるシスプラチンの取り込みの増加によるものであ

ることが示唆される。エンドサイトーシスによるシスプラチンの取り込み増加が細胞死の

増加を引き起こしている可能性を検証するために, 今後エンドサイトーシスを抑制する薬

剤を用いた実験が必要であると考えられる。 

 

4-6  公共データを用いた近位尿細管細胞の成熟度の比較 

 本研究では, PPAR アゴニストで処理した腎臓オルガノイドの近位尿細管における成熟

遺伝子の発現の違いは統計的に有意であったものの, 成熟度は妊娠 11～18 週の胎児の近位

尿細管とほぼ同じレベルであり, 子供や成人の近位尿細管の成熟度には達していなかった。

この原因としては, PPAR アゴニストによる近位尿細管の成熟促進を目的とした期間が 9

日間と限られた期間であったためであると考えられる。人間の妊娠期間が 10 か月であるこ

とを考慮すると, オルガノイド培養の期間は小児の成熟段階まで進むには不十分である可

能性がある。上記を踏まえて, より高いレベルの近位尿細管の成熟度を持つ腎臓オルガノイ
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ドを作製するためには, 本研究で用いた方法や長期培養法, 及び腎臓発生の中胚間葉の早

期パターニングを改善する分化技術など, 複数の方法論を組み合わせる必要があると考え

られる 51。 

 

4-7  まとめ 

 本研究の腎オルガノイドの分化過程に関する時間経過的 scRNA-seq 解析により, 分化誘

導中の PPAR 経路の活性化が近位尿細管細胞の成熟速度を促進できることが明らかにな

った。これにより, 近位尿細管細胞での遺伝子発現レベルの増加と機能的な成熟, そしてシ

スプラチン誘発腎毒性への感受性の増加が引き起こされる可能性を示した。今後, このアプ

ローチによって成熟速度が増加した近位尿細管細胞は, さらなる毒性評価やヒトへの外挿

研究のための Microphysiological System（MPS）に使用される可能性が示唆される。したが

って, 本研究で行った, オルガノイド内での成熟速度の細胞の Heterogeneity の解析は, オ

ルガノイドの成熟度を増加させる技術を開発できる可能性があることを示唆している。将

来的には, さまざまなオルガノイドの成熟速度を強化するための類似の技術が, 薬物スク

リーニング, 再生医療, その他の応用においてより効果的に使用される可能性がある。 
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