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[研究の目的]

現在，人工透析を受けている腎臓病患者は定

期的な透析なしには生存できない上に，高血圧

や動脈硬化などのさまざまな合併症を起こすな

ど，著しく QOL が低下している。この現状を

改善して，人間らしい創造的な生活を送ること

が可能になれば，透析医療費年間 1兆 5千億円

の削減や，末期腎不全患者の健康寿命の延長に

資することができ，膨れ上がる社会福祉費の削

減という喫緊の課題の解決につながる。

本研究では，腎臓の糸球体が担う血液のろ過

機構を生体外で再現することで，その機能解明

を通して創薬につながる研究開発を進めてきた。

具体的な研究目的は，機械工学的に作製した微

小環境 (細胞ニッチ) においてヒト由来 iPS 細

胞 (hiPSC) を培養することにより，未だ再生

医療分野で実現していない腎臓ろ過機能の再構

築という課題に挑戦することである。糸球体の

構造と機能を模倣した生体模倣システム (糸球

体チップ) は，血液側と尿側を模したマイクロ

流路および細胞外基質からなる微小環境と，

hiPSC から分化誘導した糸球体足細胞と血管内

皮細胞を組み合わせて再現する (図 1)。生体

内に近い糸球体ろ過機能を再現し，これまでの

血液透析装置では担うことのできなかった腎生

理学的機能を有する新たな細胞−機械融合型の

血液ろ過システムを実現する。

[研究の内容，成果]

1) 糸球体足細胞 (ポドサイト) の開発

ポドサイトは，市販の不死化細胞と hiPSC
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図 1 (a) 腎臓機能の背景，(b) 糸球体ろ過障壁モデル



から分化誘導した細胞を並行して用いることで，

hiPSC の有用性を検討した。まず，各種 hiPSC

から誘導したポドサイトを作製するため，

201B7 株，585A1 株，23C27 株，CRL1502.3 株

などから高里らの分化誘導方法を用いて腎オル

ガノイドを作製した。細胞分離溶液であるAc-

cumax を用いてオルガノイドを分散し，単一

浮遊細胞の懸濁液を作製した後，抗 podoca-

lyxin 抗体を用いて，FACS 法あるいはMACS

法より糸球体上皮細胞を単離した (図 2)。単

離直後および培養後の糸球体上皮細胞は，

qPCR により NPHS1，NPHS2，PODXL など

マーカー遺伝子発現を評価した。さらに，免疫

染色により同遺伝子産物のタンパク質マーカー

Nephrin，Podocin，Podocalyxin の発現を評価

した。その結果，Podocaylxin+細胞は生体内

の糸球体上皮細胞と類似な形態を持つこと，糸

球体上皮細胞マーカー遺伝子およびタンパク質

の発現量が高いことがわかった。しかし，培養

した Podocaylxin 細胞では単離直後と比較し，

マーカー遺伝子およびタンパク質の発現量が減

少したことから，単離直後の機能的な細胞を

チップに搭載することが必須であることがわ

かった。

そこで，hiPSC は CRL1502.3 株を用いるこ

ととし，ポドサイトの単離方法を最適化した。

培養 26 日目のオルガノイドを細胞分離溶液に

より分散して細胞集合体の懸濁液を作製した。

更に，70 μmと 40 μmのセルストレイナーを用

い，サイズごとに細胞集合体を分画した。ポド

サイトが，細胞分離溶液やセルストレイナーの

せん断応力の影響を受けても細胞塊状態を保持

する特長を活かし，得られた直径 40‒70 μmの

細胞集合体をポドサイト塊として分取した。こ

れと MACS 法で得た Podocaylxin+ 細胞を比

較したところ，NPHS1 と SYNPO の発現量は

ほぼ同じレベルであることが分かった。さらに，

不死化ポドサイトに比べても複数のマーカー遺

伝子の発現上昇が見られ，オルガノイド由来の

ポドサイトがより生理学的機能を有することが

示された。FACS 法や MACS 法で単離した細

胞と異なり，ポドサイト塊が高い生存性と接着

性を持つことも分かった。そこで，本研究では

以降の実験においてサイズソーティングを用い

た単離法を採用することとした。

本研究項目では，共同研究者の高里らの協力

によりオルガノイド作製技術を京大に移転した

後，複数の hiPSC に適用しポドサイト塊の分

取プロトコルを最適化した。結果的に，サイズ

ソーティングにより得られるポドサイトの量は

少ないものの，ポドサイト特異的な遺伝子やタ

ンパク質発現を保ったまま培養することが可能

となった。以上より，不死化ポドサイトに加え，

iPS 細胞由来ポドサイト塊を用いてオンチップ

化する実験を進めることとした。

2) 腎臓糸球体チップの作製

ソフトリソグラフィにより 3 流路 (血管側，

糸球体基底膜 (GBM)，原尿側) を有するマイ

クロ流体デバイスを作製し，ポドサイト塊と血

管内皮細胞 HUVEC あるいは糸球体由来血管

内皮細胞 hGMEC の共培養を実現した (図 1b)。

中央の流路内に Fibrin，Collagen IV，Laminin

521 の混合ゲルを入れ，ポドサイト塊と

HUVECをそれぞれ両側の流路を介してゲルの

両側に播種した。Phalloidin，Synaptopodin，

Podocin 等の免疫染色により評価し，チップ内

に培養した細胞についてもこれらのマーカータ

ンパク質の発現が維持されており，ポドサイト
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図 2 本研究で確立したポドサイト比較プロトコル



様の構造を有することも確認できた (図 3)。

二種類の内皮細胞のバリア機能を評価した

ところ，hGMEC の場合は蛍光強度が緩やか

に上昇し 7 分間ほどで最大となった。一方，

HUVECの場合においては測定時間内では蛍光

強度の変化は見られなかった。HUVEC は密な

バリアを形成するのに対し，hGMEC は糸球体

特有の有窓性を持つためと考えられる。

3) 腎臓糸球体チップを用いたろ過機能評価

ポドサイト塊と HUVEC 共培養系を用いて，

二日間の培養後，Alexa Fluor 488 標識された

アルブミンあるいはFITC標識されたイヌリン

を HUVEC 側の流路に入れてろ過実験をおこ

なった (図 4)。3 流路それぞれについて ROI

を設定し，蛍光強度の経時変化を測定した。ア

ルブミンろ過量の経時変化を評価したところ，

ろ過実験開始から 15 分後には HUVEC 層を完

全に通過し，アルブミン溶液が ECMゲル内に

侵入するが，ポドサイト塊側ではバリア形成に

より 30〜45 分後においてもほとんどアルブミ

ンの通過が見られなかった。また，イヌリンが

アルブミンの 10 倍程度透過しアルブミンの透

過量は 1 % 程度であったことから，本デバイ

ス上でイヌリンとアルブミンの選択的ろ過を実

現することができた。

さらに，本共培養系を用いたアルブミンとイ

ヌリンのろ過実験について，複数回 (n>3)

の実験を行いイヌリン (60 分で 2 %) がアル

ブミン (60 分で 6 %) の 3 倍程度透過するこ

とを安定的に確認することができた。hiPSC 由

来ポドサイトを用いた場合に，不死化ポドサイ

トに比べより選択的にイヌリンとアルブミンを

ろ過することも明らかになった (図 4)。よっ

て，アルブミンに対して糸球体ろ過障壁特有の

ろ過障壁機能を生体外で再構築することができ

た。

次に，選択的なろ過機能が確立した糸球体

チップを用いて，PAN によるろ過障壁の崩壊

を評価した。hiPSC 由来のポドサイトのみが感

受性を有する濃度 200 μg/mL において PAN

を 24 時間投与すると，イヌリンとアルブミン

のろ過量が一致し，その選択性がなくなった

(図 5)。また，そのろ過量 (60 分で 25%) は，

PAN による障害を受ける前に比べイヌリンが

13 倍，アルブミンが 4 倍に増加しておりバリ

ア機能が低下していることがわかった。

PAN に加え，アドリアマイシン (ADR) に

対する感受性も評価した (図 6)。不死化ポド

サイトの IC50が 30.7 μg/mL であったのに対し，

hiPSC ポドサイトでは 12.4 μg/mL と感受性が

高く PAN と同様の傾向が見られた。IC50より

も低い濃度 5 μg/mL においてポドサイトに

暴露したところ，ADR 障害時に見られる

Semaphorin 3A の発現上昇が見られた。ろ過
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図 3 hiPSC から単離したポドサイトと糸球体チップ

図 4 hiPSC ポドサイトと不死化ポドサイトを用いた
糸球体チップの機能比較



実験においても，PAN と同様に ADR 暴露に

よりイヌリンとアルブミンのろ過に差が見られ

なくなることを示した。

以上のろ過実験を通して，ポドサイトを共培

養した場合に HUVEC 層の透過性が上昇する

ことに気付いた。そこで，共培養によりポドサ

イトから内皮細胞の形質を変えることで，糸球

体内皮細胞が有する有窓性を向上させているの

ではないかとの仮説を元に HUVEC の網羅的

な遺伝子解析を実施した。GO 解析の結果，細

胞内で生じるイベントに注目した biological

process に関わる遺伝子の内，48 時間後に共培

養により発現量の変化が生じた遺伝子は 74 で

あった。その内，細胞の成長速度調節等に関わ

るメタロチオネインファミリーの発現低下が抽

出され，この遺伝子発現変化が HUVEC の透

過性を向上させているのではないかとの結論に

至った。今後は，共培養が HUVEC の形態に

与える影響を SEMで評価すること，関連する

シグナル経路を調査することによりポドサイト

の効果を明らかにする。

[今後の研究の方向，課題]

本研究では，hiPSC 由来のポドサイトを用い

て糸球体チップを作製し，不死化細胞に対する

薬剤感受性の高さ，選択的なろ過機能の高さを

実証することができた。一方，HUVEC を

hiPSC 由来の血管内皮細胞に置き換えて，更な

る高機能性を実証するには至らなかった。また，

生体内に比べるとイヌリンとアルブミンのろ過

比が小さく，血流に対応したろ過量についても

検証はこれからである。今後は，糸球体の構造

と機能の相関を検証しながら，糸球体チップの

機能性を高めることを目指す。
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図 5 (a) hiPSCと不死化ポドサイトのPAN感受性の違い。
(b) PAN 処理によりイヌリンとアルブミンに透過

性の違いがなくなることを示した

図 6 (a) hiPSCと不死化ポドサイトのADR感受性の違い。
(b-c) ADR 処理により Semaphorin 3A の発生量が

上昇することを示した
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