
JP 2017-529877 A 2017.10.12

(57)【要約】
腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む腎臓間質組織の層
と;尿細管上皮細胞を含む腎臓上皮組織の層であって、
人工の三次元生体腎臓組織を形成するように腎臓間質組
織の層と接触している、腎臓上皮組織の層とを含む、腎
臓組織およびそのアレイが開示される。それを製作およ
び使用する方法も開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a.腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む腎臓間質組織の層と、
　b.尿細管上皮細胞を含む腎臓上皮組織の層であって、人工の三次元生体尿細管モデルを
形成するように腎臓間質組織の層と接触している、腎臓上皮組織の層と
を含む、人工の三次元生体尿細管モデルであって、
但し、前記間質組織が間質バイオインクを含み、前記上皮組織が上皮バイオインクを含み
、人工の三次元生体尿細管モデルを形成する、
人工の三次元生体尿細管モデル。
【請求項２】
　腎臓間質組織の層が頂端面および側底面を有する、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３】
　腎臓上皮組織の層が腎臓間質組織の層の頂端面と接触している、請求項2記載の尿細管
モデル。
【請求項４】
　腎臓上皮組織の層が尿細管上皮細胞から本質的になる、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項５】
　腎臓上皮組織の層が初代尿細管上皮細胞から本質的になる、請求項1記載の尿細管モデ
ル。
【請求項６】
　初代尿細管上皮細胞が、腎機能に影響を及ぼす疾患をもつ対象から単離されている、請
求項5記載の尿細管モデル。
【請求項７】
　初代尿細管上皮細胞が、多発性嚢胞腎をもつ対象から単離されている、請求項5記載の
尿細管モデル。
【請求項８】
　初代尿細管細胞が、II型糖尿病をもつ対象から単離されている、請求項5記載の尿細管
モデル。
【請求項９】
　腎臓上皮組織の層が腎細胞癌細胞を含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１０】
　腎臓上皮組織の層が実質的に単層である、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１１】
　腎臓間質組織の層が実質的に単層である、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１２】
　腎臓上皮組織の層が腎臓間質組織の層と途切れることなく接触している、請求項1記載
の尿細管モデル。
【請求項１３】
　腎臓上皮組織の層が、腎臓間質組織の層の頂端面と接触しており、かつそれを50％以上
覆っている、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１４】
　腎臓上皮組織の層が、腎臓間質組織の層の頂端面と接触しており、かつそれを70％以上
覆っている、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１５】
　腎臓上皮組織の層が、腎臓間質組織の層の頂端面と接触しており、かつそれを90％以上
覆っている、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１６】
　腎臓上皮組織の層にある細胞の少なくとも50％が、腎臓上皮組織の層の別の細胞と密着
結合を形成している、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１７】
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　腎臓上皮組織の層にある細胞の少なくとも70％が、腎臓上皮組織の層の別の細胞と密着
結合を形成している、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１８】
　腎臓上皮組織の層にある細胞の少なくとも90％が、腎臓上皮組織の層の別の細胞と密着
結合を形成している、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項１９】
　50～500μm厚である、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２０】
　約100μm厚である、請求項19記載の尿細管モデル。
【請求項２１】
　腎臓上皮組織の層が押出材料をさらに含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２２】
　線維芽細胞および内皮細胞が約95:5～約5:95の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質組織
の層に存在する、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２３】
　線維芽細胞および内皮細胞が約75:25～約25:75の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質組
織の層に存在する、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２４】
　線維芽細胞および内皮細胞が約60:40～約40:60の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質組
織の層に存在する、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２５】
　線維芽細胞および内皮細胞が約50:50の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質組織の層に存
在する、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２６】
　腎臓間質組織の層が分泌細胞をさらに含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２７】
　腎臓間質組織の層が免疫細胞をさらに含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２８】
　腎臓間質組織の層が押出材料をさらに含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項２９】
　腎臓間質組織の層が糸球体細胞を含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３０】
　使用時に、前もって形成されたスキャフォールドを実質的に伴わない、請求項1記載の
尿細管モデル。
【請求項３１】
　腎臓線維芽細胞、内皮細胞、および尿細管上皮細胞が哺乳動物細胞である、請求項1記
載の尿細管モデル。
【請求項３２】
　腎臓間質組織の層または腎臓上皮組織の層のどちらかが少なくとも30体積％生細胞であ
る、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３３】
　腎臓間質組織の層または腎臓上皮組織の層のどちらかが少なくとも70体積％生細胞であ
る、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３４】
　腎臓間質組織の層または腎臓上皮組織の層のどちらかが少なくとも90体積％生細胞であ
る、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３５】
　実質的に平らである、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３６】
　実質的に均一な厚さである、請求項1記載の尿細管モデル。
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【請求項３７】
　バイオプリントされた少なくとも1種類の成分を含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項３８】
　押出しによってバイオプリントされた少なくとも1種類の成分を含む、請求項37記載の
尿細管モデル。
【請求項３９】
　生体適合膜をさらに含む、請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項４０】
　孔径が約0.4μm超の生体適合膜をさらに含む、請求項39記載の尿細管モデル。
【請求項４１】
　孔径が約1μmの生体適合膜をさらに含む、請求項39記載の尿細管モデル。
【請求項４２】
　アレイを形成するように構成されている、複数の請求項1記載の尿細管モデル。
【請求項４３】
　それぞれの尿細管モデルの間に約20μm～約100μmのスペースをとるように構成されて
いる、請求項42記載の複数の尿細管モデル。
【請求項４４】
　a.腎臓間質バイオインクを調製する工程であって、該間質バイオインクが複数の間質細
胞タイプを含み、該間質細胞タイプが腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む、工程;腎臓
上皮バイオインクを調製する工程であって、該上皮バイオインクが尿細管上皮細胞を含む
、工程;
　b.腎臓間質バイオインクの層の少なくとも1つの表面に腎臓上皮バイオインクが層を形
成するように、前記腎臓間質バイオインクおよび前記腎臓上皮バイオインクを付着させる
工程;ならびに
　c.細胞を密着させて、人工の三次元生体尿細管モデルを形成するように、前記付着され
たバイオインクを細胞培養培地中で成熟させる工程
を含む、人工の三次元生体尿細管モデルを製作する方法。
【請求項４５】
　腎臓間質組織バイオインクを付着させる工程が、頂端面および側底面を有する腎臓間質
組織の層を形成する、請求項44記載の方法。
【請求項４６】
　腎臓上皮バイオインクが、腎臓間質組織の層の頂端面と接触して付着される、請求項44
記載の方法。
【請求項４７】
　腎臓上皮バイオインクが尿細管上皮細胞から本質的になる、請求項44記載の方法。
【請求項４８】
　腎臓上皮バイオインクが初代尿細管上皮細胞から本質的になる、請求項44記載の方法。
【請求項４９】
　初代尿細管上皮細胞が、腎機能に影響を及ぼす疾患をもつ対象から単離されている、請
求項48記載の方法。
【請求項５０】
　初代尿細管上皮細胞が、多発性嚢胞腎をもつ対象から単離されている、請求項48記載の
方法。
【請求項５１】
　初代尿細管上皮細胞が、II型糖尿病をもつ対象から単離されている、請求項48記載の方
法。
【請求項５２】
　腎臓上皮バイオインクが腎細胞癌細胞を含む、請求項44記載の方法。
【請求項５３】
　腎臓上皮バイオインクが単層で付着される、請求項44記載の方法。
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【請求項５４】
　腎臓間質組織バイオインクが単層で付着される、請求項44記載の方法。
【請求項５５】
　腎臓上皮組織の層が腎臓間質組織の層と途切れることなく接触して付着される、請求項
44記載の方法。
【請求項５６】
　腎臓上皮バイオインクが、腎臓間質組織の層の頂端面を50％以上覆う層を形成する、請
求項44記載の方法。
【請求項５７】
　腎臓上皮バイオインクが、腎臓間質組織の層の頂端面を70％以上覆う層を形成する、請
求項44記載の方法。
【請求項５８】
　腎臓上皮バイオインクが、腎臓間質組織の層の頂端面を90％以上覆う層を形成する、請
求項44記載の方法。
【請求項５９】
　腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも50％が、他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成す
る、請求項44記載の方法。
【請求項６０】
　腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも70％が、他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成す
る、請求項44記載の方法。
【請求項６１】
　腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも90％が、他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成す
る、請求項44記載の方法。
【請求項６２】
　尿細管モデルが50～500μm厚である、請求項44記載の方法。
【請求項６３】
　尿細管モデルが約100μm厚である、請求項44記載の方法。
【請求項６４】
　腎臓上皮バイオインクが押出材料をさらに含む、請求項44記載の方法。
【請求項６５】
　線維芽細胞および内皮細胞が約95:5～約5:95の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バイ
オインクに存在する、請求項44記載の方法。
【請求項６６】
　線維芽細胞および内皮細胞が約75:25～約25:75の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バ
イオインクに存在する、請求項44記載の方法。
【請求項６７】
　線維芽細胞および内皮細胞が約60:40～約40:60の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バ
イオインクに存在する、請求項44記載の方法。
【請求項６８】
　線維芽細胞および内皮細胞が約50:50の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バイオインク
に存在する、請求項44記載の方法。
【請求項６９】
　腎臓間質バイオインクが分泌細胞をさらに含む、請求項44記載の方法。
【請求項７０】
　腎臓間質バイオインクが免疫細胞をさらに含む、請求項44記載の方法。
【請求項７１】
　腎臓間質バイオインクが押出材料をさらに含む、請求項44記載の方法。
【請求項７２】
　腎臓間質バイオインクが糸球体細胞を含む、請求項44記載の方法。
【請求項７３】
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　前もって形成されたスキャフォールドを実質的に伴わずに前記モデルが製作される、請
求項44記載の方法。
【請求項７４】
　腎臓線維芽細胞、内皮細胞、および尿細管上皮細胞が哺乳動物細胞である、請求項44記
載の方法。
【請求項７５】
　腎臓間質バイオインクまたは腎臓上皮バイオインクのいずれかが、付着後に平らな層を
形成する、請求項44記載の方法。
【請求項７６】
　尿細管モデルが、実質的に均一な厚さの尿細管モデルである、請求項44記載の方法。
【請求項７７】
　腎臓間質バイオインクを生体適合膜上に付着させる工程をさらに含む、請求項44記載の
方法。
【請求項７８】
　腎臓間質バイオインクを、孔径が0.4μm超の生体適合膜上に付着させる工程をさらに含
む、請求項44記載の方法。
【請求項７９】
　腎臓間質バイオインクを、孔径が約1μmの生体適合膜上に付着させる工程をさらに含む
、請求項44記載の方法。
【請求項８０】
　人工の三次元生体尿細管モデルが、アレイを形成するように付着される、請求項44記載
の方法。
【請求項８１】
　人工の三次元生体尿細管モデルが、それぞれの尿細管モデルの間に約20μm～約100μm
のスペースをとるように構成されているアレイを形成するように付着される、請求項44記
載の方法。
【請求項８２】
　腎臓間質バイオインクが少なくとも30体積％生細胞である、請求項44記載の方法。
【請求項８３】
　腎臓間質バイオインクが少なくとも70体積％生細胞である、請求項44記載の方法。
【請求項８４】
　腎臓間質バイオインクが少なくとも90体積％生細胞である、請求項44記載の方法。
【請求項８５】
　腎臓間質バイオインクが押出しバイオプリンティングによって付着される、請求項44記
載の方法。
【請求項８６】
　腎臓上皮バイオインクがインクジェットバイオプリンティングによって付着される、請
求項44記載の方法。
【請求項８７】
　尿細管モデルのどの層もインビトロ培養で3日後に生存可能である、請求項44記載の方
法。
【請求項８８】
　尿細管モデルのどの層もインビトロ培養で10日後に生存可能である、請求項44記載の方
法。
【請求項８９】
　a.腎臓間質バイオインクを調製する工程であって、該間質バイオインクが複数の間質細
胞タイプを含み、該間質細胞タイプが腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む、工程;腎臓
上皮バイオインクを調製する工程であって、該上皮バイオインクが尿細管上皮細胞を含む
、工程;
　b.間質バイオインクの少なくとも1つの表面に上皮バイオインクが層を形成するように
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、前記間質バイオインクおよび前記上皮バイオインクを付着させる工程;ならびに
　c.細胞を密着させて、人工の三次元生体尿細管モデルを形成するように、前記付着され
たバイオインクを細胞培養培地中で成熟させる工程;
　d.治療剤を構築物と接触させる工程;
　e.尿細管上皮細胞の生存能力または機能を測定する工程;ならびに
　f.尿細管上皮細胞の測定された生存能力または機能に基づいて治療剤の腎毒性を評価す
る工程
を含む、治療剤の腎毒性を評価する方法。
【請求項９０】
　間質バイオインクが押出しバイオプリンティングによって付着される、請求項89記載の
方法。
【請求項９１】
　上皮バイオインクがインクジェットバイオプリンティングによって付着される、請求項
89記載の方法。
【請求項９２】
　間質バイオインクまたは上皮バイオインクのいずれかが治療用分子または治療用物質を
さらに含む、請求項89記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2014年10月6日に出願された米国特許出願第62/060,416号、および2015年3月30
日に出願された米国特許出願第62/140,285号の恩典を主張する。これらの全開示は参照に
より本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　新薬を市場に出す、すなわち、臨床試験を通じた発見から認可までの総費用は、典型的
には、数億米ドルまたは数十億米ドルである。これは、一つには、ヒトにおいて試験され
た実験薬の95％が有効でも安全でもないことが理由である。腎毒性は臨床試験段階での薬
物減少の大きな原因であり、この毒性の主な部位は近位尿細管内にある。
【発明の概要】
【０００３】
　現行の上皮細胞単層などのインビトロ腎毒性モデルや、生きているげっ歯類などのイン
ビボモデルはヒトでの薬物の作用、毒性、または代謝を効果的に予測することができない
。例えば、従来の腎臓細胞培養モデルには天然組織の複雑さが無く、従って、組織レベル
の応答を予測する能力が乏しい。さらに、ヒト腎機能と動物腎機能との間に、傷害に対す
る感受性の差を含む種特異的な違いがあるために、前臨床動物試験の予測能力は限られて
いる。必要とされるものは、天然様組織構造をもつ人工の腎臓組織モデル、具体的には、
尿細管間質組織境界面の層構造を再現するように細胞が空間的に組織化されている組織モ
デルである。このような人工の腎臓組織モデルはヒトでのインビボ応答を予測する能力が
高く、腎毒性のモデル化、腎臓疾患(例えば、多発性嚢胞腎、感染症、自己免疫疾患、線
維症、および高血圧または糖尿病による慢性腎臓病)のモデル化、ならびに輸送(例えば、
高分子の排出および/または取り込み)のモデル化に有用だろう。
【０００４】
　本明細書に記載の人工の組織は、ヒト腎臓近位尿細管上皮細胞の最適な形態および機能
が容易になるようにヒト腎臓間質組織がヒト腎臓近位尿細管上皮細胞を支持している尿細
管間質境界面のモデルである。三次元尿細管間質境界面が作り出されると、低分子、化学
物質、汚染物質、または生物製剤がどのように腎臓近位尿細管に影響を及ぼすのか正確に
研究するために、薬物輸送体および代謝に必要な受容体を正しく局在化させることが容易



(8) JP 2017-529877 A 2017.10.12

10

20

30

40

50

になる。これは、ヒトまたはイヌ腎臓上皮細胞の二次元単層の、さらに生理学的な関連性
のある代替物であり、腎機能の種による違いが結果の解釈を妨げる動物試験の補助として
、または場合によっては代用として役立つ。
【０００５】
　本明細書に記載の人工の組織は、化合物がどのように腎臓近位尿細管に影響を及ぼすか
を正確に研究する機会を与え、それに加えて、尿細管輸送、細胞間相互作用が関与する発
病プロセスや、尿細管間質線維症、例えば、慢性腎臓病、多発性嚢胞腎、またはII型糖尿
病において発症する可能性がある尿細管間質線維症の発症をモデル化する。
【０００６】
　人工の三次元生体尿細管モデルであって、腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む腎臓間
質組織の層と、尿細管上皮細胞を含む腎臓上皮組織の層であって、人工の三次元生体尿細
管モデルを形成するように腎臓間質組織の層と接触している、腎臓上皮組織の層とを含み
、但し、間質組織が間質バイオインクを含み、上皮組織が上皮バイオインクを含み、人工
の三次元生体尿細管モデルを形成する、人工の三次元生体尿細管モデルが本明細書におい
て提供される。ある特定の態様において、腎臓間質組織の層は頂端面および側底面を有す
る。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は腎臓間質組織の層の頂端面と接触して
いる。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は尿細管上皮細胞から本質的になる。
ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は初代尿細管上皮細胞から本質的になる。あ
る特定の態様において、初代尿細管上皮細胞は、腎機能に影響を及ぼす疾患をもつ対象か
ら単離されている。ある特定の態様において、初代尿細管上皮細胞は、多発性嚢胞腎をも
つ対象から単離されている。ある特定の態様において、初代尿細管細胞は、II型糖尿病を
もつ対象から単離されている。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は腎細胞癌細
胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は実質的に単層である。ある特定
の態様において、腎臓間質組織の層は実質的に単層である。ある特定の態様において、腎
臓上皮組織の層は腎臓間質組織の層と途切れることなく接触している。ある特定の態様に
おいて、腎臓上皮組織の層は、腎臓間質組織の層の頂端面と接触しており、かつそれを50
％以上覆う。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は、腎臓間質組織の層の頂端面
と接触しており、かつそれを70％以上覆う。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層
は、腎臓間質組織の層の頂端面と接触しており、かつそれを90％以上覆う。ある特定の態
様において、腎臓上皮組織の層にある細胞の少なくとも50％は腎臓上皮組織の層の別の細
胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層にある細胞の少な
くとも70％は腎臓上皮組織の層の別の細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様におい
て、腎臓上皮組織の層にある細胞の少なくとも90％は腎臓上皮組織の層の別の細胞と密着
結合を形成する。ある特定の態様において、尿細管モデルは50～500μm厚である。ある特
定の態様において、尿細管モデルは約100μm厚である。ある特定の態様において、腎臓上
皮組織の層は押出材料をさらに含む。ある特定の態様において、線維芽細胞および内皮細
胞は、約95:5～約5:95の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質組織の層に存在する。ある特
定の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は、約75:25～約25:75の線維芽細胞:内皮
細胞比で腎臓間質組織の層に存在する。ある特定の態様において、線維芽細胞および内皮
細胞は、約60:40～約40:60の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質組織の層に存在する。あ
る特定の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は、約50:50の線維芽細胞:内皮細胞比
で腎臓間質組織の層に存在する。ある特定の態様において、腎臓間質組織の層は分泌細胞
をさらに含む。ある特定の態様において、腎臓間質組織の層は免疫細胞をさらに含む。あ
る特定の態様において、腎臓間質組織の層は押出材料をさらに含む。ある特定の態様にお
いて、腎臓間質組織の層は糸球体細胞を含む。ある特定の態様において、前記モデルは、
使用時に、前もって形成されたスキャフォールドを実質的に伴わない。ある特定の態様に
おいて、腎臓線維芽細胞、内皮細胞、および尿細管上皮細胞は哺乳動物細胞である。ある
特定の態様において、腎臓間質組織の層または腎臓上皮組織の層のどちらかが少なくとも
30体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質組織の層または腎臓上皮組織
の層のどちらかが少なくとも70体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質
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組織の層または腎臓上皮組織の層のどちらかが少なくとも90体積％生細胞である。ある特
定の態様において、尿細管モデルは実質的に平らである。ある特定の態様において、尿細
管モデルは実質的に均一な厚さの尿細管モデルである。ある特定の態様において、尿細管
モデルは、バイオプリントされた少なくとも1種類の成分を含む。ある特定の態様におい
て、尿細管モデルは、押出しによってバイオプリントされた少なくとも1種類の成分を含
む。ある特定の態様において、尿細管モデルは生体適合膜をさらに含む。ある特定の態様
において、尿細管モデルは、孔径が約0.4μm超の生体適合膜をさらに含む。ある特定の態
様において、尿細管モデルは、孔径が約1μmの生体適合膜をさらに含む。ある特定の態様
において、複数の尿細管モデルがアレイを形成するように構成されている。ある特定の態
様において、複数の尿細管モデルは、それぞれの尿細管モデルの間に約20μm～約100μm
のスペースをとるように構成されている。ある特定の態様において、間質バイオインクま
たは上皮バイオインクのいずれかが治療用分子または治療用物質をさらに含む。
【０００７】
　人工の三次元生体尿細管モデルを製作する方法であって、腎臓間質バイオインクを調製
する工程であって、間質バイオインクが複数の間質細胞タイプを含み、間質細胞タイプが
腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む、工程;腎臓上皮バイオインクを調製する工程であ
って、上皮バイオインクが尿細管上皮細胞を含む、工程;腎臓間質バイオインクの層の少
なくとも1つの表面に腎臓上皮バイオインクが層を形成するように腎臓間質バイオインク
および腎臓上皮バイオインクを付着させる工程;ならびに、細胞を密着させて、人工の三
次元生体尿細管モデルを形成するように、付着されたバイオインクを細胞培養培地中で成
熟させる工程を含む、方法も本明細書において提供される。ある特定の態様において、腎
臓間質組織バイオインクを付着させる工程は、頂端面および側底面を有する腎臓間質組織
の層を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは腎臓間質組織の層の
頂端面と接触して付着される。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは尿細管
上皮細胞から本質的になる。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは初代尿細
管上皮細胞から本質的になる。ある特定の態様において、初代尿細管上皮細胞は、腎機能
に影響を及ぼす疾患をもつ対象から単離されている。ある特定の態様において、初代尿細
管上皮細胞は、多発性嚢胞腎をもつ対象から単離されている。ある特定の態様において、
初代尿細管上皮細胞は、II型糖尿病をもつ対象から単離されている。ある特定の態様にお
いて、腎臓上皮バイオインクは腎細胞癌細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮
バイオインクは単層で付着される。ある特定の態様において、腎臓間質組織バイオインク
は単層で付着される。ある特定の態様において、腎臓上皮組織の層は腎臓間質組織の層と
途切れることなく接触して付着される。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインク
は、腎臓間質組織の層の頂端面を50％以上覆う層を形成する。ある特定の態様において、
腎臓上皮バイオインクは、腎臓間質組織の層の頂端面を70％以上覆う層を形成する。ある
特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは、腎臓間質組織の層の頂端面を90％以上覆
う層を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも50％
は他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮層の腎臓
上皮細胞の少なくとも70％は他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様に
おいて、腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも90％は他の腎臓上皮細胞と密着結合を形
成する。ある特定の態様において、尿細管モデルは50～500μm厚である。ある特定の態様
において、尿細管モデルは約100μm厚である。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオ
インクは押出材料をさらに含む。ある特定の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は
、約95:5～約5:95の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バイオインクに存在する。ある特
定の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は、約75:25～約25:75の線維芽細胞:内皮
細胞比で腎臓間質バイオインクに存在する。ある特定の態様において、線維芽細胞および
内皮細胞は、約60:40～約40:60の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バイオインクに存在
する。ある特定の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は、約50:50の線維芽細胞:内
皮細胞比で腎臓間質バイオインクに存在する。ある特定の態様において、腎臓間質バイオ
インクは分泌細胞をさらに含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは免疫
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細胞をさらに含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは押出材料をさらに
含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは糸球体細胞を含む。ある特定の
態様において、前記モデルは、前もって形成されたスキャフォールドを実質的に伴わずに
製作される。ある特定の態様において、腎臓線維芽細胞、内皮細胞、および尿細管上皮細
胞は哺乳動物細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクまたは腎臓上
皮バイオインクのいずれかが、付着後に平らな層を形成する。ある特定の態様において、
尿細管モデルは実質的に均一な厚さの尿細管モデルである。ある特定の態様において、前
記方法は、生体適合膜上に腎臓間質バイオインクを付着させる工程をさらに含む。ある特
定の態様において、前記方法は、孔径が0.4μm超の生体適合膜上に腎臓間質バイオインク
を付着させる工程をさらに含む。ある特定の態様において、前記方法は、孔径が約1μmの
生体適合膜上に腎臓間質バイオインクを付着させる工程をさらに含む。ある特定の態様に
おいて、前記方法は、アレイを形成するように付着された、人工の三次元生体尿細管モデ
ルを含む。ある特定の態様において、前記方法は、それぞれの尿細管モデルの間に約20μ
m～約100μmのスペースをとるように構成されているアレイを形成するように付着された
、人工の三次元生体尿細管モデルを含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオイン
クは少なくとも30体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインク
は少なくとも70体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは
少なくとも90体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは押
出しバイオプリンティングによって付着される。ある特定の態様において、腎臓上皮バイ
オインクはインクジェットバイオプリンティングによって付着される。ある特定の態様に
おいて、尿細管モデルのどの層も、インビトロ培養で培養状態で3日後に生存可能である
。ある特定の態様において、尿細管モデルのどの層も、インビトロ培養で10日後に生存可
能である。ある特定の態様において、間質バイオインクまたは上皮バイオインクのいずれ
かが治療用分子または治療用物質をさらに含む。
【０００８】
　治療剤の腎毒性を評価する方法であって、腎臓間質バイオインクを調製する工程であっ
て、間質バイオインクが複数の間質細胞タイプを含み、間質細胞タイプが腎臓線維芽細胞
および内皮細胞を含む、工程;腎臓上皮バイオインクを調製する工程であって、上皮バイ
オインクが尿細管上皮細胞を含む、工程;間質バイオインクの層の少なくとも1つの表面に
上皮バイオインクが層を形成するように間質バイオインクおよび上皮バイオインクを付着
させる工程;ならびに、細胞を密着させて、人工の三次元生体尿細管モデルを形成するよ
うに、付着されたバイオインクを細胞培養培地中で成熟させる工程;治療剤を構築物と接
触させる工程;尿細管上皮細胞の生存能力または機能を測定する工程;ならびに尿細管上皮
細胞の測定された生存能力または機能に基づいて治療剤の腎毒性を評価する工程を含む、
方法も本明細書において提供される。ある特定の態様において、間質バイオインクは押出
しバイオプリンティングによって付着される。ある特定の態様において、上皮バイオイン
クはインクジェットバイオプリンティングによって付着される。ある特定の態様において
、間質バイオインクまたは上皮バイオインクのいずれかが治療用分子または治療用物質を
さらに含む。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】模式的概念図、この場合、間質層と、その上にある極性化した上皮単層を図示し
た模式的な概念図の非限定的な例を示す。
【図２】構造模式図、この場合、実施例1の構造1の構造を図示した構造模式図の非限定的
な例(図2A)、および組織が融合して48時間後の、バイオプリント尿細管モデルの非限定的
な例(図2B)を示す。
【図３】実施例1の構造1を図示した顕微鏡写真、この場合、H&E染色(図3A:100x全倍率;図
3B:200x全倍率)の非限定的な例を示す。
【図４】実施例1の構造1を図示した顕微鏡写真の非限定的な例を示す。この場合、CD31(4
10)およびTE7(420)に対する抗体による染色がHUVEC網(430)を示す。
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【図５】実施例1の構造1を図示した低倍率顕微鏡写真の非限定的な例を示す。染色は、尿
細管構造を取り囲むE-カドヘリン(540)に対する抗体と、TE7(520)に対する抗体を用いた
。
【図６】構造模式図、この場合、実施例2の構造2の構造を図示した構造模式図の非限定的
な例を示す。
【図７】実施例2の構造2、この場合、H&E染色(黒色の矢印は上皮細胞を示す)を図示した
顕微鏡写真の非限定的な例を示す。
【図８】実施例2の構造2を図示した顕微鏡写真、この場合、内皮細胞の組織化を証明する
顕微鏡写真の非限定的な例を示す(図8A)。HUVECSについては810、CD31染色、線維芽細胞
については820、TE7染色を示した。この実施例では、上皮細胞はE-カドヘリン染色によっ
て組織表面に検出される(図8B、840)。
【図９】実施例3からの構築物の顕微鏡写真を示し、3D腎臓組織内に、極性化の特徴を示
す腎臓近位尿細管上皮細胞(RPTEC)を図示する。RPTECの間にある外側膜にE-カドヘリン(9
40および明るい染色)が観察された。これは、密着結合における局在化に対応する。線維
芽細胞についてはTE7による染色920も示した。低倍率(図9A)、中倍率(図9B)、および高倍
率(図9C)を示した。
【図１０】実施例3からのバイオプリント腎臓組織構築物のH&E(図10A)およびトリクロー
ム(図10B)染色を示す。
【図１１】図11からの構築物を示す。刷子縁(図11A、矢印)とコラーゲン沈着(図11B、矢
印)を強調した。
【図１２】広範囲にわたる内皮細胞網が、実施例3からの3Dバイオプリント腎臓組織構築
物において観察されたことを示す。CD31(内皮細胞、明るい染色)とTE7(線維芽細胞、1220
)の染色を示した。内皮細胞で裏打ちされた推定内腔をもつ網には(*)が付いている。
【図１３】2D hTERT-RPTECおよび間質細胞のみと比較した、実施例3からの3Dバイオプリ
ント腎臓組織におけるGGT活性を示す。図13は、2D共培養と比較した培養中の3D尿細管モ
デルの持続的な生存能力を示す。
【図１４】様々な線維芽細胞:内皮細胞比を含む間質層を用いてバイオプリントした尿細
管モデルを肉眼で見たものを示す。図14Aは、90:10の線維芽細胞:内皮細胞比を示す。図1
4Bは、75:25の線維芽細胞:内皮細胞比を示す。図14Cは、50:50の線維芽細胞:内皮細胞比
を示す。
【図１５】様々な線維芽細胞:内皮細胞比を含む間質層を用いてバイオプリントした尿細
管モデルの組織構造を示す。図15Aは、90:10の線維芽細胞:内皮細胞比を示す。図15Bは、
75:25の線維芽細胞:内皮細胞比を示す。図15Cは、50:50の線維芽細胞:内皮細胞比を示す
。
【図１６】バイオプリント尿細管モデルの表面積および厚さ均一性データを示す。図16A
は、バイオプリント尿細管モデルを肉眼で見たものを示す。図16Bは、Keyence表面マッピ
ングデータを示す。
【図１７】様々な量の内皮細胞および様々な血清濃度を用いてバイオプリントした尿細管
モデルの組織構造を示す。図17Aは、無血清培地中に1.25x105細胞/ウェルの濃度の上皮細
胞を示す。図17Bは、2％血清中に1.25x105細胞/ウェルの濃度の上皮細胞を示す。図17Cは
、2％血清中に2.5x105細胞/ウェルの濃度の上皮細胞を示す。図17Dは、2％血清中に5.0x1
05細胞/ウェルの濃度の上皮細胞を示す。
【図１８】3D尿細管モデルの応答と標準的な2D共培養モデルの応答を比較した、アンホテ
リシンBを用いた毒性試験の比較を示す。
【図１９】3D尿細管モデルを用いたアンホテリシンB(AmpB)毒性試験の例を示す。図19Aは
、乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)放出アッセイを示す。図19Bは、γ-グルタミル-トランスフ
ェラーゼ(GGT)活性を示す。
【図２０】ビヒクル(図20A)、10μM AmpB(図20B)、または50μM AmpB(図20C)で処理した3
D尿細管モデルからの、図19に対応する組織構造を示す。矢印は上皮層を示す。
【図２１】3D尿細管モデルを用いたシスプラチン毒性試験の例を示す。図21Aは、生存能



(12) JP 2017-529877 A 2017.10.12

10

20

30

40

50

力についてのalamarBlueアッセイを示す。図21Bは、γ-グルタミル-トランスフェラーゼ(
GGT)活性を示す。図21Cは、乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)放出アッセイを示す。
【図２２】ビヒクル(図22A)、10μMシスプラチン(図22B)、50μMシスプラチン(図22C)、
および50ng/mL TGFβ(図22D)で処理した尿細管モデルからの、図21に対応する、マッソン
トリクローム染色した組織構造を示す。
【図２３】初代内皮細胞と不死化内皮細胞を比較した、3D尿細管モデルを用いたシスプラ
チン毒性試験の例を示す。図23Aは、生存能力についてのalamarBlueアッセイを示す。図2
3Bは、γ-グルタミル-トランスフェラーゼ(GGT)活性を示す。図23Cは、乳酸デヒドロゲナ
ーゼ(LDH)放出アッセイを示す。
【図２４】バイオプリント間質組織に孔径が及ぼす効果を示す。図24Aは、孔径0.4μmで
プリントした間質組織を示す。図24Bは、孔径1.0μmでプリントした間質組織を示す。
【図２５】組織構造のH&E染色による、培養中の3D尿細管モデルの長期生存能力を示す。
図25Aは、培養状態で6日後の尿細管モデルを示す。図25Bは、培養状態で10日後の尿細管
モデルを示す。図25C24Bは、培養状態で27日後の尿細管モデルを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
発明の詳細な説明
　人工の三次元生体尿細管モデルであって、腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む腎臓間
質組織の層と、尿細管上皮細胞を含む腎臓上皮組織の層であって、人工の三次元生体尿細
管モデルを形成するように腎臓間質組織の層と接触している、腎臓上皮組織の層を含み、
但し、間質組織が間質バイオインクを含み、上皮組織が上皮バイオインクを含み、人工の
三次元生体尿細管モデルを形成する、人工の三次元生体尿細管モデルが本明細書において
提供される。
【００１１】
　人工の三次元生体尿細管モデルを製作する方法であって、腎臓間質バイオインクを調製
する工程であって、間質バイオインクが複数の間質細胞タイプを含み、間質細胞タイプが
腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む、工程;腎臓上皮バイオインクを調製する工程であ
って、上皮バイオインクが尿細管上皮細胞を含む、工程;腎臓間質バイオインクの層の少
なくとも1つの表面に腎臓上皮バイオインクが層を形成するように腎臓間質バイオインク
および腎臓上皮バイオインクを付着させる工程;ならびに、細胞を密着させて、人工の三
次元生体尿細管モデルを形成するように、付着されたバイオインクを細胞培養培地中で成
熟させる工程を含む、方法も本明細書において提供される。
【００１２】
　治療剤の腎毒性を評価する方法であって、腎臓間質バイオインクを調製する工程であっ
て、間質バイオインクが複数の間質細胞タイプを含み、間質細胞タイプが腎臓線維芽細胞
および内皮細胞を含む、工程;腎臓上皮バイオインクを調製する工程であって、上皮バイ
オインクが尿細管上皮細胞を含む、工程;間質バイオインクの少なくとも1つの表面に上皮
バイオインクが層を形成するように間質バイオインクおよび上皮バイオインクを付着させ
る工程;ならびに、細胞を密着させて、人工の三次元生体尿細管モデルを形成するように
、付着されたバイオインクを細胞培養培地中で成熟させる工程;治療剤を構築物と接触さ
せる工程;尿細管上皮細胞の生存能力または機能を測定する工程;ならびに尿細管上皮細胞
の測定された生存能力または機能に基づいて治療剤の腎毒性を評価する工程を含む、方法
も本明細書において提供される。
【００１３】
ある特定の定義
　特に定義のない限り、本明細書において用いられる技術用語は全て、本発明が属する当
業者に一般的に理解されているものと同じ意味を有する。本明細書および添付の特許請求
の範囲において用いられる場合、単数形「1つの(a)」、「1つの(an)」、および「その(th
e)」は、文脈によってはっきりと規定されていない限り複数への言及を含む。本明細書に
おける「または」についての、あらゆる言及は、特に定めのない限り、「および/または
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」を包含することが意図される。
【００１４】
　本明細書で使用する「アレイ」とは、1つの試料に対して複数の試験を行うことができ
るように、複数の試料に対して1つまたは複数の試験を行うことができるように、または
その両方ができるように空間的に並べられた複数の要素のつながりを含む科学ツールを意
味する。
【００１５】
　本明細書で使用する「アッセイ」とは、有機試料または生物試料(例えば、細胞凝集物
、組織、臓器、生物など)の中にある物質(例えば、化学物質、分子、生化学物質、タンパ
ク質、ホルモン、または薬物など)の存在または活性を試験または測定するための手順を
意味する。
【００１６】
　本明細書で使用する「層」とは、厚さが1個または複数個の細胞である、X面およびY面
にある細胞のつながりを意味する。一部の態様において、本明細書に記載の尿細管は1つ
の層を含む。他の態様において、本明細書に記載の尿細管は複数の層を含む。様々な態様
において、層は、連続した、実質的に連続した、または連続しない細胞シートを形成する
。一部の態様において、本明細書に記載の尿細管の各層は、X軸、Y軸、およびZ軸に複数
個の細胞を含む。
【００１７】
　本明細書で使用する「組織」とは細胞が凝集したものを意味する。
【００１８】
　本明細書で使用する「バイオインク」とは、バイオプリンティングにおいて使用するた
めの液体、半固体、または固体の組成物を意味する。一部の態様において、バイオインク
は、細胞溶液、細胞凝集物、細胞を含むゲル、多細胞体、または組織を含む。一部の態様
において、バイオインクは、バイオプリンティングを可能にする特定の生化学的特性を提
供する非細胞材料をさらに含む。一部の態様において、バイオインクは押出材料を含む。
場合によっては、押出材料はバイオプリンティングプロセス後に取り除かれるように操作
される。他の態様において、プリント後に、押出材料の少なくとも、ある部分は細胞と一
緒に混入されたままであり、取り除かれない。間質バイオインクは、間質に由来する少な
くとも1種類の細胞、例えば、線維芽細胞、間葉系細胞、または間質特徴をもつように誘
導された多能性細胞を含む。上皮バイオインクは、近位尿細管細胞を含む少なくとも1種
類の上皮細胞タイプを含む。
【００１９】
　本明細書で使用する「バイオプリンティング」とは、自動または半自動のコンピュータ
支援三次元プロトタイピング装置(例えば、バイオプリンター)と適合する方法を介した、
細胞(例えば、細胞溶液、細胞含有ゲル、細胞懸濁液、細胞濃縮物、多細胞凝集物、多細
胞体など)の三次元の正確な付着を利用することを意味する。適切なバイオプリンターに
は、Organovo, Inc.(San Diego, CA)のNovogen Bioprinter(登録商標)が含まれる。
【００２０】
　本明細書で使用する「スキャフォールド」とは、合成スキャフォールド、例えば、ポリ
マースキャフォールドおよび多孔性ヒドロゲル、非合成スキャフォールド、例えば、前も
って形成された細胞外マトリックス層、死細胞層、および脱細胞化組織、ならびに人工の
組織の物理構造に不可欠であり、かつ組織を損傷/破壊することなく組織から除去するこ
とができない他の任意のタイプの前もって形成されたスキャフォールドを指す。さらなる
態様において、脱細胞化組織スキャフォールドには、脱細胞化天然組織、または任意の手
法で培養細胞によって生成された脱細胞化細胞材料、例えば、生きている間に細胞層が産
生したECMを残しながら、死滅させた、または脱細胞化した細胞層が含まれる。従って、
「スキャフォールドレス(scaffoldless)」という用語は、前もって形成されたスキャフォ
ールドが、使用時に、除去されているか、または人工の組織の不活性成分として残ってい
るので、人工の組織の不可欠な部分ではないことを意味することが意図される。「スキャ
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フォールドレス」は「スキャフォールドフリー」および「前もって形成されたスキャフォ
ールドを伴わない」と同義に用いられる。
【００２１】
　本明細書で使用する「対象」とは、ヒト、霊長類、類人猿、サル、イヌ、ネコ、マウス
、ラット、ウサギ、ブタ、ウマなどを含むが、これに限定されない任意の哺乳動物種の生
物である。対象は、生きている任意の哺乳動物種でもよく、死んでいる任意の哺乳動物種
でもよい。対象には、最近死んだ対象、または生きている対象から採取した生検試料が含
まれる。
【００２２】
　本明細書で使用する「治療用物質」とは、疾患を治療するために認可されたか、疾患を
治療するために研究されているか、または生物学的応答、例えば、DNA、RNA、ペプチド、
ポリペプチド、もしくはタンパク質の変化を誘発する、任意の分子、生物製剤、化合物、
または組成物を意味する。
【００２３】
　本明細書で使用する「生存率」とは、少なくとも1回の生存率試験によって確かめられ
た時に、バイオインクまたは組織層の中にある細胞の少なくとも50％、60％、70％、805
、90％、95％、97％、またはそれより多くが生きていることを意味する。生存率試験は当
技術分野において公知であり、生体染色色素(vital dye)、アポトーシスマーカーの染色
、TUNEL染色、DNA断片化分析、AlamarBlue染色、機能測定などを含むが、これに限定され
ない。
【００２４】
尿細管モデルの組成
　一部の態様において、組織内の細胞は、尿細管間質組織境界面の層構造を再現するよう
に空間的に組織化される。極性化した尿細管上皮は、内皮細胞をベースとする微小血管網
を含む腎臓間質組織の層の上に存在する。任意で、EPO産生細胞などの専門化した細胞が
管周囲空間内に含まれる。一部の態様において、上皮は刷子縁を有するか、または発生す
る。
【００２５】
　特定の非限定的な態様において、本明細書に記載の人工の腎臓組織は、2つの主要な部
分:1)成人腎臓線維芽細胞およびヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)で構成される間質層と、2)
正常ヒト腎臓近位尿細管上皮細胞(RPTEC)、メイディン・ダービー・イヌ腎臓細胞(MDCK)
、ラット初代RPTEC細胞、および/または不死化RPTEC細胞のいずれかで構成される極性化
した上皮単層を含み、不死化は、任意で、hTERT不死化RPTEC細胞を形成するようにhTERT
を遺伝子操作することによって成し遂げられる。前記細胞は、上皮層が間質層の頂端側に
あるようにNovogen MMX Bioprinterを用いて付着される(図1を参照されたい)。時間が経
つにつれて分解する温度応答性ヒドロゲル(Novogel(登録商標)2.0)と混合した細胞の空間
的に制御された付着と、圧縮ガス推進(インクジェットスプレー)によるエアロゾル化細胞
材料の付着を組み合わせることによって、構造が作り出される。
【００２６】
　図1を見ると、特定の態様では、人工の三次元尿細管モデルは間質層および上皮層を含
む。この態様では、2つの層は一緒になって腎臓遠位尿細管の壁をモデル化する。この構
成は、インビボ組織をモデル化し、天然の組織応答を予測するのに重大な意味をもつ。上
皮層の応答は薬物、化学物質、または生物学的薬剤に対する天然の組織応答を予測し、毒
性または効力に関する情報を提供する可能性がある。間質層は、上皮が正しく機能するの
に重大な意味をもち、天然の組織線維症、特に、腎臓尿細管間質線維症のモデルとして役
立つ。
【００２７】
　図2Aを見ると、特定の態様では、連続付着法を用いて間質層がバイオプリントされる。
この態様では、間質シートがバイオプリントされた後に、3つの面がある容器を形成する
ように間質の縁端部(border)がバイオプリントされる。次いで、再度、連続付着法を用い
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て、間質容器の中に上皮層がバイオプリントされる。この態様は、間質層と上皮層との間
の必要な接触を提供する。図2Bは、組織が合体して48時間後に示された実際のバイオプリ
ント尿細管モデルを図示する。一部の態様において、組織は4時間以内、6時間以内、8時
間以内、12時間以内、または24時間以内に合体する。
【００２８】
　図6Aおよび6Bを見ると、特定の態様では、連続付着法を用いて間質層がバイオプリント
される。この態様では、インクジェット付着法を用いて上皮層が間質層上にバイオプリン
トされる。実質的に連続した上皮層はインビボ組織と一致しており、生理学的な関連性の
ある構造を複製するのに欠くことができない。インクジェット付着法によって、1つまた
は複数の薄い上皮細胞層を、間質層の潜在的に不規則な表面に付着させる能力が得られる
。このような態様において、上皮層のインクジェット付着は、任意で、間質層をバイオプ
リントした直後に、または間質層が成熟した後に行われる。
【００２９】
　一部の態様において、前記細胞はバイオプリントされる。さらなる態様において、バイ
オプリントされた細胞は密着されて、人工の尿細管モデルを形成する。なおさらなる態様
において、人工の尿細管モデルは、製作時または使用時に、前もって形成されたスキャフ
ォールドを伴わないか、または実質的に伴わない。場合によっては、バイオプリンティン
グを用いると、天然組織の適切な細胞充実性を模倣する組織を製作することが可能になる
。
【００３０】
　一部の態様において、本明細書に記載の人工の三次元尿細管モデルは、三次元である、
前もって形成されたスキャフォールドを伴わない、細胞から本質的になる、および/また
は細胞密度が高い(例えば、細胞が30％超、細胞が40％超、細胞が50％超、細胞が60％超
、細胞が70％超、細胞が80％超、細胞が90％超、もしくは細胞が95％超)という事実があ
るために、以前の技術によって製作された組織とは区別される。
【００３１】
　一部の態様において、本明細書に記載の人工の三次元尿細管モデルは、神経支配されて
いない(例えば、神経組織を実質的に伴わない)、成熟した脈管構造を実質的に伴わない、
および/または血液成分を実質的に伴わないという事実があるために、天然(例えば、操作
されていない)組織と区別される。例えば、様々な態様において、人工の三次元尿細管モ
デルは、血漿、赤血球、血小板など、および/または内因的に生じた血漿、赤血球、血小
板などを伴わない。ある特定の態様において、人工の尿細管モデルには、免疫細胞、例え
ば、T細胞、B細胞、マクロファージ、樹状細胞、好塩基球、マスト細胞、または好酸球を
伴わない。一部の態様において、前記モデルは、天然の腎臓近位尿細管のように管の形を
しておらず、平ら、またはシート状である。これにより、都合良く、インビトロアッセイ
および分析をすることが可能になる。一部の態様において、線維芽細胞は腎臓由来でない
。一部の態様において、内皮細胞は腎臓由来でない。一部の態様において、上皮細胞はヒ
ト由来でない。ある特定の態様において、人工の尿細管モデルは未分化細胞を伴わない。
ある特定の態様において、人工の尿細管モデルは未分化腎臓細胞を伴わない。一部の態様
において、本明細書に記載の人工の三次元尿細管モデルは平らであるか、または実質的に
平らである点で天然尿細管組織と区別される。ある特定の態様において、本明細書に記載
の人工の三次元尿細管モデルは天然尿細管組織より優れた機能的改善を有する。一例は、
培養が長期間続いた後に、培養状態で少なくとも7日間、10日間、または27日間たつまで
生存率が高いことである。一部の態様において、尿細管モデルにおいて用いられる細胞は
形質転換されているか、または不死化されている。一部の態様において、尿細管モデルに
おいて用いられる細胞はトランスジェニックであり、EGFP、GFP、RFP、YFP、またはCFPの
ような蛍光タンパク質とのタンパク質融合を含有する。一部の態様において、尿細管モデ
ルにおいて用いられる細胞はトランスジェニックであり、EGFP、GFP、RFP、YFP、GFPのよ
うな蛍光タンパク質、またはホタルルシフェラーゼもしくはウミシイタケ(renilla)ルシ
フェラーゼのような発光タンパク質を用いたレポーター構築物を含有する。ある特定の態
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様において、前記細胞はいずれも、1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10
個の遺伝子、またはそれより多くの遺伝子の欠失または挿入を含有する。一部の態様にお
いて、3D尿細管モデルはキメラであり、少なくとも1つの細胞は、3D尿細管モデルの他の
細胞とは異なる哺乳動物種に由来する。一部の態様において、3D尿細管モデルはキメラで
あり、少なくとも1つの細胞は。3D尿細管モデルの他の細胞とは異なるヒトドナーに由来
する。
【００３２】
細胞インプット
　一部の態様において、本明細書に記載の人工の組織、アレイ、および方法は複数の細胞
タイプを含む。一部の態様において、尿細管モデルは、哺乳動物線維芽細胞および哺乳動
物内皮細胞を含む間質組織の層を含む。様々な態様において、適切な内皮細胞はヒト臍帯
静脈(HUVEC)、ヒト初代、ヒト腎臓に由来するか、または人工多能性幹細胞(iPS)もしくは
ヒト胚性幹細胞(hES)の方向付けられた分化に由来する。一部の態様において、線維芽細
胞は腎臓間質線維芽細胞である。様々な態様において、適切な腎臓間質線維芽細胞は、ヒ
ト腎臓から単離された初代細胞に由来する。一部の態様において、線維芽細胞は起源が真
皮または血管である。一部の態様において、細胞成分の1つまたは複数は非ヒト哺乳動物
に由来する。一部の態様において、間質組織は腫瘍細胞または癌細胞を含む。一部の態様
において、間質組織の層は実質的に単層である。一部の態様において、間質組織の層は、
その表面積の95％を覆う単層を含む。一部の態様において、間質組織の層は、その表面積
の90％を覆う単層を含む。一部の態様において、間質組織の層は、その表面積の80％を覆
う単層を含む。一部の態様において、間質組織の層は1個の細胞より厚い。一部の態様に
おいて、間質組織の層は2個の細胞より厚い。一部の態様において、間質組織の層は3個の
細胞より厚い。一部の態様において、間質組織の層は4個の細胞より厚い。一部の態様に
おいて、間質組織の層は5個の細胞より厚い。一部の態様において、間質組織の層は10個
の細胞より厚い。一部の態様において、間質組織の層は20個の細胞より厚い。一部の態様
において、間質組織の層は50個の細胞より厚い。一部の態様において、間質組織の層は10
0個の細胞より厚い。一部の態様において、間質組織の層は20μm厚より厚い。一部の態様
において、間質組織の層は30μm厚より厚い。一部の態様において、間質組織の層は40μm
厚より厚い。一部の態様において、間質組織の層は50μm厚より厚い。一部の態様におい
て、間質組織の層は100μm厚より厚い。一部の態様において、間質組織の層は200μm厚よ
り厚い。一部の態様において、間質組織の層は500μm厚より厚い。一部の態様において、
間質組織の層は600μm厚より厚い。一部の態様において、間質組織の層は1000μm厚より
厚い。一部の態様において、間質組織の層は20μm厚未満である。一部の態様において、
間質組織の層は30μm厚未満である。一部の態様において、間質組織の層は40μm厚未満で
ある。一部の態様において、間質組織の層は50μm厚未満である。一部の態様において、
間質組織の層は100μm厚未満である。一部の態様において、間質組織の層は200μm厚未満
である。一部の態様において、間質組織の層は500μm厚未満である。一部の態様において
、間質組織の層は600μm厚未満である。一部の態様において、間質組織の層は1000μm厚
未満である。
【００３３】
　一部の態様において、尿細管モデルは、哺乳動物上皮細胞を含む上皮組織の層を含む。
さらなる態様において、上皮細胞は尿細管上皮細胞(例えば、近位尿細管上皮細胞)である
。なおさらなる態様において、適切な尿細管上皮細胞は初代分離細胞であるか、または幹
細胞の方向付けられた分化から得られた(人工多能性幹細胞(iPS)由来および/もしくはヒ
ト胚性幹細胞(hES)由来)細胞である。一部の態様において、尿細管上皮細胞はメイディン
・ダービー・イヌ腎臓(MDCK)細胞である。一部の態様において、尿細管上皮細胞は不死化
ヒト細胞である。他の態様において、尿細管上皮細胞は、hTERT-RPTEC細胞、HK-2細胞、L
LC-PK1細胞、またはOK細胞などの不死化細胞である。一部の態様において、上皮細胞は、
例えば、ラット、マウス、ブタ、または霊長類などの非ヒト哺乳動物に由来する。一部の
態様において、上皮組織の層は尿細管上皮細胞から本質的になる。一部の態様において、
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上皮組織の層は初代尿細管上皮細胞から本質的になる。一部の態様において、上皮組織の
層は腎臓近位尿細管上皮細胞から本質的になる。一部の態様において、上皮組織の層は初
代腎臓近位尿細管上皮細胞から本質的になる。一部の態様において、上皮組織の層は実質
的に単層である。一部の態様において、上皮組織の層は腫瘍細胞を含む。一部の態様にお
いて、上皮組織の層は腎細胞癌細胞を含む。一部の態様において、上皮組織の層は、その
表面積の95％を覆う単層を含む。一部の態様において、上皮組織の層は、その表面積の90
％を覆う単層を含む。一部の態様において、上皮組織の層は、その表面積の80％を覆う単
層を含む。一部の態様において、上皮組織の層は1個の細胞より厚い。一部の態様におい
て、上皮組織の層は2個の細胞より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は3個の細胞
より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は4個の細胞より厚い。一部の態様におい
て、上皮組織の層は5個の細胞より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は10個の細
胞より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は20個の細胞より厚い。一部の態様にお
いて、上皮組織の層は50個の細胞より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は100個
の細胞より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は20μm厚より厚い。一部の態様に
おいて、上皮組織の層は30μm厚より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は40μm厚
より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は50μm厚より厚い。一部の態様において
、上皮組織の層は100μm厚より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は200μm厚より
厚い。一部の態様において、上皮組織の層は500μm厚より厚い。一部の態様において、間
質組織の層は600μm厚より厚い。一部の態様において、上皮組織の層は1000μm厚より厚
い。一部の態様において、上皮組織の層は1000μm厚未満である。一部の態様において、
間質組織の層は600μm厚未満である。一部の態様において、上皮組織の層は500μm厚未満
である。一部の態様において、上皮組織の層は200μm厚未満である。一部の態様において
、上皮組織の層は100μm厚未満である。一部の態様において、上皮組織の層は50μm厚未
満である。一部の態様において、上皮組織の層は40μm厚未満である。一部の態様におい
て、上皮組織の層は30μm厚未満である。一部の態様において、上皮組織の層は20μm厚未
満である。
【００３４】
　任意で、尿細管モデルは他の細胞タイプ(例えば、EPO産生細胞、免疫細胞など)を含む
。一部の態様において、免疫細胞はT細胞である。一部の態様において、免疫細胞はB細胞
である。一部の態様において、免疫細胞はNK細胞である。一部の態様において、免疫細胞
は樹状細胞である。一部の態様において、免疫細胞はマクロファージ細胞である。
【００３５】
　広範囲の細胞比が適している。一部の態様において、上皮層は近位尿細管上皮細胞を含
むか、近位尿細管上皮細胞からなるか、または近位尿細管上皮細胞から本質的になる。一
部の態様において、間質層は、特定の比の線維芽細胞および内皮細胞を含むか、特定の比
の線維芽細胞および内皮細胞からなるか、または特定の比の線維芽細胞および内皮細胞か
ら本質的になる。適切な割合の線維芽細胞は、非限定的な例として、約5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、および95％の線維芽細胞を含み、その中の増加分を含む。適切な割合の内皮
細胞は、非限定的な例として、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45
％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、および95％の内皮細胞を
含み、その中の増加分を含む。ある特定の態様において、間質層は、指定された線維芽細
胞:内皮細胞比を含むか、指定された線維芽細胞:内皮細胞比から本質的になるか、または
指定された線維芽細胞:内皮細胞比からなる。ある特定の態様において、線維芽細胞:内皮
細胞比は、少なくとも5:95、10:90、15:85、20:80、25:75、30:70、35:65、40:60、45:65
、50:50、55:45、60:40、65:35、70:30、75:25、80:20、85:15、90:10、または95:5であ
り、その中の増加分を含む。ある特定の態様において、線維芽細胞:内皮細胞比は、わず
か5:95、10:90、15:85、20:80、25:75、30:70、35:65、40:60、45:65、50:50、55:45、60
:40、65:35、70:30、75:25、80:20、85:15、90:10、または95:5であり、その中の増加分
を含む。ある特定の態様において、線維芽細胞:内皮細胞比は約50:50である。ある特定の
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態様において、線維芽細胞:内皮細胞比は約60:40～約40:60である。
【００３６】
　広範囲の細胞濃度がバイオインクに適している。バイオインクは、非限定的な例として
、バイオインク1ミリリットルあたり、約100万個、200万個、300万個、400万個、500万個
、600万個、700万個、800万個、900万個、1000万個、2000万個、3000万個、4000万個、50
00万個、6000万個、7000万個、8000万個、9000万個、1億個、1億1000万個、1億2000個、1
億3000万個、1億4000万個、1億5000万個、1億6000万個、1億7000万個、1億8000万個、1億
9000万個、2億個、2億2500万個、2億5000万個、2億7500万個、3億個、またはそれより多
い細胞を含む細胞濃度を用いて、連続付着バイオプリンティング法のために適切に調製さ
れる。特定の態様において、連続付着バイオプリンティングのために調製されたバイオイ
ンクは約100万～2億個の細胞/mLを含む。バイオインクは、非限定的な例として、バイオ
インク1ミリリットルあたり、約25万個、50万個、100万個、200万個、300万個、500万個
、1000万個、1500万個、またはそれより多い細胞を含む細胞濃度を用いて、インクジェッ
ト付着バイオプリンティング法のために適切に調製される。特定の態様において、インク
ジェット付着バイオプリンティングのために調製されたバイオインクは約100万個～500万
個の細胞/mLを含む。特定の態様において、インクジェット付着バイオプリンティングの
ために調製されたバイオインクは約100万～400万個の細胞/mLを含む。特定の態様におい
て、インクジェット付着バイオプリンティングのために調製されたバイオインクは約100
万～300万個の細胞/mLを含む。特定の態様において、インクジェット付着バイオプリンテ
ィングのために調製されたバイオインクは約100万～200万個の細胞/mLを含む。
【００３７】
　ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり5000万～10億
個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあた
り5000万～9億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリ
リットルあたり5000万～8億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオ
インクは1ミリリットルあたり5000万～7億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎
臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり5000万～6億個の細胞を含む。ある特定の態様
において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり5000万～5億個の細胞を含む。あ
る特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり5000万～4億個の細
胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり5000
万～3億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリット
ルあたり5000万～2億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインク
は1ミリリットルあたり7500万～6億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質
バイオインクは1ミリリットルあたり1億～6億個の細胞を含む。ある特定の態様において
、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり1億～5億個の細胞を含む。ある特定の態
様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり1億～4億個の細胞を含む。あ
る特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり1億～3億個の細胞
を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあたり1億～2
億個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは1ミリリットルあ
たり1億～1億5000万個の細胞を含む。
【００３８】
　ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり25万～500万個
の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり2
5万～400万個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリ
ットルあたり25万～300万個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオイ
ンクは1ミリリットルあたり25万～200万個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓
上皮バイオインクは1ミリリットルあたり25万～100万個の細胞を含む。ある特定の態様に
おいて、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり50万～5百万個の細胞を含む。ある
特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり50万～400万個の細胞
を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり50万～3
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00万個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットル
あたり50万～200万個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1
ミリリットルあたり50万～100万個の細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バ
イオインクは1ミリリットルあたり100万～5百万個の細胞を含む。ある特定の態様におい
て、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり100万個～400万個の細胞を含む。ある
特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり100万個～300万個の
細胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは1ミリリットルあたり100
万個～200万個の細胞を含む。
【００３９】
　ある特定の態様において、上皮バイオインクの密度は間質バイオインクの密度より小さ
い。ある特定の態様において、間質バイオインクの密度と上皮バイオインクの密度の比は
、約300:1;約275:1;約250:1;約225:1;約200:1;約175:1;約150:1、約125:1;約100:1、約75
:1、または約50:1である。ある特定の態様において、間質バイオインクの密度と上皮バイ
オインクの密度の比は約300:1～約50:1である。ある特定の態様において、間質バイオイ
ンクの密度と上皮バイオインクの密度の比は約250:1～約75:1である。ある特定の態様に
おいて、間質バイオインクの密度と上皮バイオインクの密度の比は約200:1～約75:1であ
る。ある特定の態様において、間質バイオインクの密度と上皮バイオインクの密度の比は
約150:1～約75:1である。ある特定の態様において、間質バイオインクの密度と上皮バイ
オインクの密度の比は約125:1～約75:1である。
【００４０】
　ある特定の態様において、バイオインクは粘性液体である。ある特定の態様において、
バイオインクは半固体である。ある特定の態様において、バイオインクは固体である。あ
る特定の態様において、バイオインクの粘度は100センチポアズより大きい。ある特定の
態様において、バイオインクの粘度は200センチポアズより大きい。ある特定の態様にお
いて、バイオインクの粘度は500センチポアズより大きい。ある特定の態様において、バ
イオインクの粘度は1,000センチポアズより大きい。ある特定の態様において、バイオイ
ンクの粘度は2,000センチポアズより大きい。ある特定の態様において、バイオインクの
粘度は5,000センチポアズより大きい。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は1
0,000センチポアズより大きい。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は20,000
センチポアズより大きい。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は50,000センチ
ポアズより大きい。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は100,000センチポア
ズより大きい。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は100センチポアズ未満で
ある。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は200センチポアズ未満である。あ
る特定の態様において、バイオインクの粘度は500センチポアズ未満である。ある特定の
態様において、バイオインクの粘度は1,000センチポアズ未満である。ある特定の態様に
おいて、バイオインクの粘度は2,000センチポアズ未満である。ある特定の態様において
、バイオインクの粘度は5,000センチポアズ未満である。ある特定の態様において、バイ
オインクの粘度は10,000センチポアズ未満である。ある特定の態様において、バイオイン
クの粘度は20,000センチポアズ未満である。ある特定の態様において、バイオインクの粘
度は50,000センチポアズ未満である。ある特定の態様において、バイオインクの粘度は10
0,000センチポアズ未満である。
【００４１】
　一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも50μmである。一部の態
様において、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも100μmである。一部の態様において
、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも200μmである。一部の態様において、尿細管モ
デルの厚さの平均は少なくとも300μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さ
の平均は少なくとも400μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は少
なくとも500μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも60
0μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも700μmである
。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも800μmである。一部の態
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様において、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも900μmである。一部の態様において
、尿細管モデルの厚さの平均は少なくとも1000μmである。一部の態様において、尿細管
モデルの厚さの平均は50μm～1000μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さ
の平均は75μm～1000μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は100
μm～1000μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は200μm～1000μ
mである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は500μm～1000μmである。一
部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は50μm～500μmである。一部の態様にお
いて、尿細管モデルの厚さの平均は50μm～300μmである。一部の態様において、尿細管
モデルの厚さの平均は50μm～200μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さ
の平均は50μm～150μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は50μm
～125μmである。一部の態様において、尿細管モデルの厚さの平均は75μm～100μmであ
る。
【００４２】
　一部の態様において、尿細管モデルの表面積は少なくとも0.01cm2である。一部の態様
において、尿細管モデルの表面積は少なくとも0.02cm2である。一部の態様において、尿
細管モデルの表面積は少なくとも0.03cm2である。一部の態様において、尿細管モデルの
表面積は少なくとも0.04cm2である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は少な
くとも0.05cm2である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は少なくとも0.06cm2

である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は少なくとも0.07cm2である。一部
の態様において、尿細管モデルの表面積は少なくとも0.08cm2である。一部の態様におい
て、尿細管モデルの表面積は少なくとも0.09cm2である。一部の態様において、尿細管モ
デルの表面積は少なくとも0.10cm2である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積
は少なくとも0.11cm2である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は少なくとも0
.12cm2である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は0.5cm2未満である。一部の
態様において、尿細管モデルの表面積は0.4cm2未満である。一部の態様において、尿細管
モデルの表面積は0.3cm2未満である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は0.2c
m2未満である。一部の態様において、尿細管モデルの表面積は0.1cm2未満である。
【００４３】
尿細管モデルの構造特徴
　本開示の尿細管モデルは数多くの構成で構造的に配置することができる。ある特定の態
様において、上皮組織層および間質組織層は、直接接触している別々の構造的に異なる層
であるか、または1μm、2μm、3μm、4μm、5μm、6μm、7μm、8μm、9μm、10μm、15
μm、20μm分だけ、もしくはそれより長く、この中の増加分を含めて分離されている別々
の構造的に異なる層である。ある特定の態様において、この分離は、2つの層の間に細胞
外マトリックスが分泌および付着されたことによるものであり、本開示の目的では接触し
ているとみなされる。正常な生理学的組織では、細胞および細胞層は頂端(内腔に面する)
面と、他の細胞または組織マトリックスに面する側底面を有するように極性化している。
本明細書において開示された尿細管モデルの目的では、側底面とは、別の細胞、細胞外マ
トリックス、または生体適合膜もしくは培養容器の表面に面している面を指す。本明細書
において開示された尿細管モデルの目的では、頂端面とは、生体適合膜もしくは培養容器
の表面から離れた所に面している面を指す。ある特定の態様において、間質組織層の側底
面は、生体適合膜もしくは培養容器に取り付けられた面であり、間質組織層の頂端面は、
生体適合膜にも培養容器にも取り付けられていない面である。ある特定の態様において、
上皮組織層は間質組織層の頂端面に付着されるか、または間質組織層の頂端面に層を形成
し、従って、2つの構造的に異なる層が形成される。ある特定の態様において、上皮組織
層および間質組織層は途切れることなく接触している。ある特定の態様において、上皮組
織層の少なくとも99％は間質組織層と途切れることなく接触している。ある特定の態様に
おいて、上皮組織層の少なくとも95％は間質組織層と途切れることなく接触している。あ
る特定の態様において、上皮組織層の少なくとも90％は間質組織層と途切れることなく接
触している。ある特定の態様において、上皮組織層の少なくとも80％は間質組織層と途切
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れることなく接触している。ある特定の態様において、上皮組織層の少なくとも70％は間
質組織層と途切れることなく接触している。ある特定の態様において、上皮組織層の少な
くとも60％は間質組織層と途切れることなく接触している。ある特定の態様において、上
皮組織層の少なくとも50％は間質組織層と途切れることなく接触している。ある特定の態
様において、上皮組織層の99％未満は間質組織層と途切れることなく接触している。ある
特定の態様において、上皮組織層の98％未満は間質組織層と途切れることなく接触してい
る。ある特定の態様において、上皮組織層の97％未満は間質組織層と途切れることなく接
触している。ある特定の態様において、上皮組織層の95％未満は間質組織層と途切れるこ
となく接触している。ある特定の態様において、上皮組織層の90％未満は間質組織層と途
切れることなく接触している。ある特定の態様において、上皮組織層の80％未満は間質組
織層と途切れることなく接触している。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織
層の頂端面を完全に覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の
少なくとも99％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の少
なくとも95％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の少な
くとも90％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の少なく
とも80％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の少なくと
も70％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の少なくとも
60％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の少なくとも50
％を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の99％未満を覆う
。ある特定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の98％未満を覆う。ある特
定の態様において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の97％未満を覆う。ある特定の態様
において、上皮組織層は間質組織層の頂端面の95％未満を覆う。ある特定の態様において
、上皮組織層は間質組織層の頂端面の90％未満を覆う。ある特定の態様において、上皮組
織層は間質組織層の頂端面の80％未満を覆う。ある特定の態様において、上皮組織層は間
質組織層の頂端面の70％未満を覆う。
【００４４】
上皮組織層の構造
　通常、上皮組織細胞は、隣接する細胞と密着結合を形成する。密着結合は、膜貫通タン
パク質ファミリーであるカドヘリンを特徴とする。これらの1つであるE-カドヘリンは腎
臓組織にある密着結合において特に顕著であり、密着結合の形成を特徴とする。ある特定
の態様において、上皮組織層は、密着結合を形成する細胞からなる。ある特定の態様にお
いて、上皮組織層にある実質的に全ての細胞が、少なくとも1つの隣接する細胞と密着結
合を形成する。ある特定の態様において、上皮組織層にある細胞の少なくとも99％が、少
なくとも1つの他の細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、上皮組織層に
ある細胞の少なくとも95％が、少なくとも1つの他の細胞と密着結合を形成する。ある特
定の態様において、上皮組織層にある細胞の少なくとも90％が、少なくとも1つの他の細
胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、上皮組織層にある細胞の少なくとも
80％が、少なくとも1つの他の細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、上
皮組織層にある細胞の少なくとも70％が、少なくとも1つの他の細胞と密着結合を形成す
る。ある特定の態様において、上皮組織層にある細胞の少なくとも60％が、少なくとも1
つの他の細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、上皮組織層にある細胞の
少なくとも50％が、少なくとも1つの他の細胞と密着結合を形成する。
【００４５】
細胞層の生存率および密度
　本開示の方法によるバイオプリンティングの利点は高い密度および高い生存率で細胞を
プリントできることである。ある特定の態様において、間質細胞層の密度は少なくとも1x
106細胞/mLである。ある特定の態様において、間質細胞層の密度は少なくとも5x106細胞/
mLである。ある特定の態様において、間質細胞層の密度は少なくとも10x106細胞/mLであ
る。ある特定の態様において、間質細胞層の密度は少なくとも20x106細胞/mLである。あ
る特定の態様において、間質細胞層の密度は少なくとも50x106細胞/mLである。ある特定
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の態様において、間質細胞層の密度は少なくとも100x106細胞/mLである。ある特定の態様
において、間質細胞層の密度は少なくとも200x106細胞/mLである。ある特定の態様におい
て、間質細胞層の密度は少なくとも500x106細胞/mLである。ある特定の態様において、間
質細胞層の密度は約100x106細胞/mL～約900x106細胞/mLである。ある特定の態様において
、間質細胞層の密度は約100x106細胞/mL～約700x106細胞/mLである。ある特定の態様にお
いて、間質細胞層の密度は約100x106細胞/mL～約600x106細胞/mLである。ある特定の態様
において、間質細胞層の密度は約100x106細胞/mL～約500x106細胞/mLである。ある特定の
態様において、間質細胞層の密度は約100x106細胞/mL～約300x106細胞/mLである。ある特
定の態様において、間質細胞層の密度は約100x106細胞/mL～約200x106細胞/mLである。あ
る特定の態様において、間質組織層の生存率は99体積％生細胞より大きい。ある特定の態
様において、間質組織層の生存率は95体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において
、間質組織層の生存率は90体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、間質組織
層の生存率は80体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、間質組織層の生存率
は70体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、間質組織層の生存率は60体積％
生細胞より大きい。ある特定の態様において、間質組織層の生存率は50体積％生細胞より
大きい。ある特定の態様において、この生存率は、プリンティング後、少なくとも8時間
、12時間、24時間、48時間、72時間、96時間、またはそれより長く維持される。ある特定
の態様において、この生存率は、プリンティング後、少なくとも1日、2日、3日、4日、5
日、6日、7日、8日、9日、10日、11日、12日、13日、14日、21日、またはそれより長く維
持される。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は少なくとも1x105細胞/mLである
。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は少なくとも2x105細胞/mLである。ある特
定の態様において、上皮細胞層の密度は少なくとも5x105/mLである。ある特定の態様にお
いて、上皮細胞層の密度は少なくとも1x106細胞/mLである。ある特定の態様において、上
皮細胞層の密度は少なくとも5x106細胞/mLである。ある特定の態様において、上皮細胞層
の密度は少なくとも10x106細胞/mLである。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度
は少なくとも20x106細胞/mLである。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は少な
くとも50x106細胞/mLである。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は少なくとも1
00x106細胞/mLである。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は少なくとも200x106

細胞/mLである。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は少なくとも500x106細胞/m
Lである。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は1x105/mL未満である。ある特定
の態様において、上皮細胞層の密度は2x105/mL未満である。ある特定の態様において、上
皮細胞層の密度は5x105/mL未満である。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は1x
106細胞/mL未満である。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は5x106細胞/mL未満
である。ある特定の態様において、上皮細胞層の密度は10x106細胞/mL未満である。ある
特定の態様において、上皮組織層の生存率は99体積％生細胞より大きい。ある特定の態様
において、上皮組織層の生存率は95体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、
上皮組織層の生存率は90体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、上皮組織層
の生存率は80体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、上皮組織層の生存率は
70体積％生細胞より大きい。ある特定の態様において、上皮組織層の生存率は60体積％生
細胞より大きい。ある特定の態様において、上皮組織層の生存率は50体積％生細胞より大
きい。ある特定の態様において、この生存率は、プリンティング後、少なくとも8時間、1
2時間、24時間、48時間、72時間、96時間にわたって維持される。ある特定の態様におい
て、この生存率は、プリンティング後、少なくとも1日、2日、3日、4日、5日、6日、7日
、8日、9日、10日、11日、12日、13日、14日にわたって維持される。
【００４６】
組織構造の均一性
　本開示の方法を用いたバイオプリンティングの利点の1つは、対応する組織において反
映される、このプロセスによって成し遂げられる高度の均一性である。ある特定の態様に
おいて、尿細管モデルの厚さは実質的に均一である。ある特定の態様において、尿細管モ
デルの99％超が、尿細管モデルの全平均厚さの10％プラスまたはマイナス以内である。あ
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る特定の態様において、尿細管モデルの95％超が、尿細管モデルの全体平均厚さの10％プ
ラスまたはマイナス以内である。ある特定の態様において、尿細管モデルの90％超が、尿
細管モデルの全体平均厚さの10％プラスまたはマイナス以内である。ある特定の態様にお
いて、尿細管モデルの80％超が、尿細管モデルの全体平均厚さの10％プラスまたはマイナ
ス以内である。ある特定の態様において、尿細管モデルの70％超が、尿細管モデルの全体
平均厚さの10％プラスまたはマイナス以内である。ある特定の態様において、尿細管モデ
ルの99％超が、尿細管モデルの全体平均厚さの20％プラスまたはマイナス以内である。あ
る特定の態様において、尿細管モデルの95％超が、尿細管モデルの全体平均厚さの20％プ
ラスまたはマイナス以内である。ある特定の態様において、尿細管モデルの90％超が、尿
細管モデルの全体平均厚さの20％プラスまたはマイナス以内である。ある特定の態様にお
いて、尿細管モデルの80％超が、尿細管モデルの全体平均厚さの20％プラスまたはマイナ
ス以内である。ある特定の態様において、尿細管モデルの70％超が、尿細管モデルの全体
平均厚さの20％プラスまたはマイナス以内である。
【００４７】
バイオインクおよび細胞層の非細胞成分
　多くの場合、バイオプリントされる細胞またはバイオインクは、バイオプリンティング
に対する適性を改善する賦形剤または押出材料を含有する。押出材料の例には、ゲル、ヒ
ドロゲル、ペプチドヒドロゲル、アミノ酸ベースのゲル、界面活性剤ポリオール(例えば
、Pluronic F-127またはPF-127)、温度応答性ポリマー、ヒアルロン酸塩、アルギン酸塩
、細胞外マトリックス成分(およびその誘導体)、コラーゲン、ゼラチン、他の生体適合性
の天然ポリマーまたは合成ポリマー、ナノファイバー、ならびに自己組織化ナノファイバ
ーが含まれるが、これに限定されない。一部の態様において、押出材料は合成ポリマーを
含有する。一部の態様において、押出材料は、哺乳動物組織に通常、関連しない非合成ポ
リマーを含有する。一部の態様において、押出材料は、バイオプリンティング後に、物理
的手段、化学的手段、または酵素的手段によって除去される。一部の態様において、本開
示のバイオインクは1重量％超の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示の尿
細管モデルは1重量％超の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示のバイオイ
ンクは5重量％未満の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示のバイオインク
は2重量％未満の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示のバイオインクは1重
量％未満の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは5重量％
未満の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは2重量％未満
の押出材料を含有する。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは1重量％未満の押
出材料を含有する。一部の態様において、上皮バイオインクはヒドロゲルを伴わない。一
部の態様において、上皮バイオインクは押出材料を伴わない。一部の態様において、上皮
バイオインクは、賦形剤または押出材料として用いられる合成ポリマーを伴わない。一部
の態様において、尿細管モデルは、賦形剤または押出材料として用いられる合成ポリマー
を伴わない。一部の態様において、上皮細胞層は、賦形剤または押出材料として用いられ
る合成ポリマーを伴わない。一部の態様において、間質細胞層は、賦形剤または押出材料
として用いられる合成ポリマーを伴わない。
【００４８】
プリント表面
　生体適合面に取り付けられた尿細管モデルが本明細書において提供される。ある特定の
態様において、間質組織層は生体適合面にプリントされる。ある特定の態様において、生
体適合面は、孔径が0.4μm超の膜である。ある特定の態様において、生体適合面の孔径は
約1μmである。ある特定の態様において、生体適合面は、細胞付着または生存能力を改善
する組成物でコーティングされる。ある特定の態様において、尿細管モジュールは6ウェ
ルプレート、12ウェルプレート、24ウェルプレート、48ウェルプレート、96ウェルプレー
ト、または384ウェルプレートの中にプリントされる。ある特定の態様において、尿細管
モジュールは、直径が60mm、100mm、もしくは150mm、またはそれより大きい組織培養プレ
ートの中にプリントされる。ある特定の態様において、尿細管モジュールは組織培養フラ
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スコの中に、またはマイクロ流体チップ上にプリントされる。ある特定の態様において、
尿細管モジュールはトランズウェルインサート(transwell insert)の中/上にプリントさ
れる。
【００４９】
尿細管モデルを作製するためのプロセス
　本開示は、尿細管モデルを製作するための方法およびプロセスを助ける。ある特定の態
様において、人工の三次元生体尿細管モデルの製品はバイオプリンティングのプロセスに
よって作製される。ある特定の態様において、人工の三次元生体尿細管モデルの製品の少
なくとも1つの構成要素はバイオプリンティングのプロセスによって作製される。ある特
定の態様において、人工の三次元生体尿細管モデルを製作するプロセスは、腎臓間質バイ
オインクを調製する工程であって、間質バイオインクが複数の間質細胞タイプを含み、間
質細胞タイプが腎臓線維芽細胞および内皮細胞を含む、工程;腎臓上皮バイオインクを調
製する工程であって、上皮バイオインクが尿細管上皮細胞を含む、工程;腎臓間質バイオ
インクの層の少なくとも1つの表面に腎臓上皮バイオインクが層を形成するように腎臓間
質バイオインクおよび腎臓上皮バイオインクを付着させる工程;ならびに、細胞を密着さ
せて、人工の三次元生体尿細管モデルを形成するように、付着されたバイオインクを細胞
培養培地中で成熟させる工程を含む。ある特定の態様において、腎臓間質組織バイオイン
クは頂端面および側底面を有する腎臓間質組織の層を形成する。ある特定の態様において
、腎臓上皮バイオインクは腎臓間質組織の層の頂端面と接触して付着される。ある特定の
態様において、腎臓上皮バイオインクは尿細管上皮細胞から本質的になる。ある特定の態
様において、腎臓上皮バイオインクは初代尿細管上皮細胞から本質的になる。ある特定の
態様において、初代尿細管上皮細胞は、腎機能に影響を及ぼす疾患をもつ対象から単離さ
れている。ある特定の態様において、初代尿細管上皮細胞は、多発性嚢胞腎をもつ対象か
ら単離されている。ある特定の態様において、初代尿細管上皮細胞は、II型糖尿病をもつ
対象から単離されている。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは腎細胞癌細
胞を含む。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは単層で付着される。ある特
定の態様において、腎臓間質組織バイオインクは単層で付着される。ある特定の態様にお
いて、腎臓上皮組織の層は腎臓間質組織の層と途切れることなく接触して付着される。あ
る特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは、腎臓間質組織の層の頂端面を50％以上
覆う層を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは、腎臓間質組織の
層の頂端面を70％以上覆う層を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオイン
クは、腎臓間質組織の層の頂端面を90％以上覆う層を形成する。ある特定の態様において
、腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも50％は他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成する
。ある特定の態様において、腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少なくとも70％は他の腎臓上皮
細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、腎臓上皮層の腎臓上皮細胞の少な
くとも90％は他の腎臓上皮細胞と密着結合を形成する。ある特定の態様において、尿細管
モデルは50～500μm厚である。ある特定の態様において、尿細管モデルは約100μm厚であ
る。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオインクは押出材料をさらに含む。ある特定
の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は約95:5～約5:95の線維芽細胞:内皮細胞比
で腎臓間質バイオインクに存在する。ある特定の態様において、線維芽細胞および内皮細
胞は約75:25～約25:75の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バイオインクに存在する。あ
る特定の態様において、線維芽細胞および内皮細胞は約60:40～約40:60の線維芽細胞:内
皮細胞比で腎臓間質バイオインクに存在する。ある特定の態様において、線維芽細胞およ
び内皮細胞は、約50:50の線維芽細胞:内皮細胞比で腎臓間質バイオインクに存在する。あ
る特定の態様において、腎臓間質バイオインクは分泌細胞をさらに含む。ある特定の態様
において、腎臓間質バイオインクは免疫細胞をさらに含む。ある特定の態様において、腎
臓間質バイオインクは押出材料をさらに含む。ある特定の態様において、腎臓間質バイオ
インクは糸球体細胞を含む。ある特定の態様において、前記モデルは、前もって形成され
たスキャフォールドを実質的に伴わずに製作される。ある特定の態様において、腎臓線維
芽細胞、内皮細胞、および尿細管上皮細胞は哺乳動物細胞である。ある特定の態様におい
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て、腎臓間質バイオインクまたは腎臓上皮バイオインクのいずれかが、付着後に平らな層
を形成する。ある特定の態様において、尿細管モデルは均一な厚さの尿細管モデルである
。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは生体適合膜上に付着される。ある特
定の態様において、腎臓間質バイオインクは、孔径が0.4μm超の生体適合膜上に付着され
る。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは、孔径が約1μmの生体適合膜上に
付着される。ある特定の態様において、人工の三次元生体尿細管モデルはアレイを形成す
るように付着される。ある特定の態様において、人工の三次元生体尿細管モデルは、それ
ぞれの尿細管モデルの間に約20μm～約100μmのスペースをとるように構成されているア
レイを形成するように付着される。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは少
なくとも30体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは少な
くとも70体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは少なく
とも90体積％生細胞である。ある特定の態様において、腎臓間質バイオインクは押出しバ
イオプリンティングによって付着される。ある特定の態様において、腎臓上皮バイオイン
クはインクジェットバイオプリンティングによって付着される。ある特定の態様において
、腎臓間質バイオインクはインクジェットバイオプリンティングによって付着されない。
ある特定の態様において、尿細管モデルのどの層もインビトロ培養で培養状態で3日後に
生存可能である。ある特定の態様において、尿細管モデルのどの層もインビトロ培養で10
日後に生存可能である。
【００５０】
　ある特定の態様において、本明細書において開示された3D尿細管モデルは付加的な製造
プロセスによって作製される。本明細書における3D尿細管モデルのための付加的な製造プ
ロセスは、インビトロ用途の3D尿細管モデルのカスタマイズされた製作を可能にする。こ
のことは、ユーザーによって設定された設計によって組織が製作されるので重要な意味を
もつ。ある特定の態様において、3D尿細管モデルは、ユーザーが設定した細胞しか含有し
ない。ある特定の態様において、3D尿細管モデルは、ユーザーが設定した細胞タイプしか
含有しない。ある特定の態様において、3D尿細管モデルは、ユーザーが設定した数の細胞
または濃度の細胞しか含有しない。ある特定の態様において、3D尿細管モデルは、製作前
または制作中に、低分子、治療用分子、または治療用物質で処理された細胞を含有する。
治療用分子または治療用物質は、疾患を治療するか、または生物学的応答を誘発すること
を目的とする任意の分子である。ある特定の態様において、3D尿細管モデルは、生体適合
性プラスチックまたは組織培養プラスチック、生体適合性合成ポリマー、架橋性ゲル、可
逆的に架橋したゲル、および他の非細胞構成要素を含有する。
【００５１】
尿細管モデルの成熟
　ある特定の態様において、本開示の尿細管モデルは、バイオプリンティング後に、ある
一定の時間にわたって成熟される。ある特定の態様において、前記モデルは、使用前に少
なくとも1時間、2時間、3時間、4時間、5時間、6時間、7時間、8時間、9時間、10時間、1
1時間、12時間、16時間、18時間、24時間、またはそれより長く成熟される。ある特定の
態様において、前記モデルは、使用前に少なくとも1日、2日、3日、4日、5日、6日、7日
、8日、9日、10日、11日、12日、13日、14日、15日、16日、17日、18日、19日、20日、21
日、22日、23日、24日、25日、26日、27日、28日、29日、30日間、またはそれより長く成
熟される。一部の態様において、組織の出荷または移送は、一つの用途である。ある特定
の態様において、本開示の尿細管モデルの間質層は、バイオプリンティング後に、上皮層
が加えられる前に、ある一定の時間にわたって成熟される。ある特定の態様において、間
質層は、使用前に少なくとも1時間、2時間、3時間、4時間、5時間、6時間、7時間、8時間
、9時間、10時間、11時間、12時間、16時間、18時間、24時間、またはそれより長く成熟
される。ある特定の態様において、間質層は、使用前に少なくとも1日、2日、3日、4日、
5日、6日、7日、8日、9日、10日、11日、12日、13日、14日、15日、16日、17日、18日、1
9日、20日、21日、22日、23日、24日、25日、26日、27日、28日、29日、30日間、または
それより長く成熟される。一部の態様において、組織の出荷または移送は、一つの用途で
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ある。一部の態様において、上皮層は、間質層のバイオプリンティング後、1時間以内、2
時間以内、3時間以内、4時間以内、5時間以内、6時間以内、7時間以内、8時間以内、9時
間以内、10時間以内、11時間以内、12時間以内、16時間以内、18時間以内、24時間以内に
間質層上にバイオプリントされる。一部の態様において、組織の出荷または移送は、一つ
の用途である。一部の態様において、上皮層は、間質層のバイオプリンティング後、1日
以内、2日以内、3日以内、4日以内、5日以内、6日以内、7日以内、8日以内、9日以内、10
日以内、11日以内、12日以内、13日以内、14日以内、15日以内、16日以内、17日以内、18
日以内、19日以内、20日以内、21日以内、22日以内、23日以内、24日以内、25日以内、26
日以内、27日以内、28日以内、29日以内、30日以内に間質層上にバイオプリントされる。
【００５２】
インビトロアッセイ
　一部の態様において、本明細書において開示された尿細管およびアレイはインビトロア
ッセイにおいて使用するためのものである。一部の態様において、「アッセイ」とは、有
機試料または生物試料(例えば、細胞凝集物、組織、臓器、生物など)の中の物質(例えば
、化学物質、分子、生化学物質、薬物など)の存在または活性を試験または測定するため
の手順である。さらなる態様において、アッセイには定性アッセイおよび定量アッセイが
含まれる。なおさらなる態様において、定量アッセイは、試料中の物質、例えば、化学物
質または生体分子の量を測定する。
【００５３】
　様々な態様において、尿細管およびアレイは、非限定的な例として、画像をベースとす
るアッセイ、分泌タンパク質の測定、マーカーの発現、およびタンパク質またはmRNAの産
生において使用するためのものである。様々なさらなる態様において、尿細管およびアレ
イは、以下:分子結合(放射性リガンド結合を含む)、分子取り込み、活性(例えば、酵素活
性および受容体活性など)、遺伝子発現、タンパク質発現、タンパク質修飾(非限定的な例
には、リン酸化、ユビキチン結合、アセチル化、グリコシル化、脂質修飾(lipidation)な
どが含まれる)、受容体アゴニズム、受容体アンタゴニズム、細胞シグナル伝達、アポト
ーシス、化学受容性、トランスフェクション、細胞遊走、走化性、細胞生存能力、細胞増
殖、安全性、効力、代謝、毒性、感染性、ならびに乱用傾向の1つまたは複数を検出また
は測定するアッセイにおいて使用するためのものである。様々な態様において、尿細管は
毒物学試験、製剤試験、または毒性試験のためのものである。
【００５４】
　一部の態様において、尿細管およびアレイはイムノアッセイにおいて使用するためのも
のである。イムノアッセイには、例えば、フローサイトメトリー、ハイスループット画像
分析またはロースループット画像分析、免疫沈降、ラジオイムノアッセイ(RIA)、酵素結
合免疫測定法(ELISA)、ウエスタンブロット、ホモジニアスアッセイ(homogenous assay)
、例えば、AlphaLISA(商標)、および時間分解蛍光または蛍光共鳴エネルギー転移(FRET)
に頼る関連技術が含まれる。さらなる態様において、イムノアッセイは競合イムノアッセ
イまたは非競合イムノアッセイである。競合イムノアッセイでは、例えば、試料中の抗原
が、抗体と結合する標識抗原と競合し、次いで、抗体部位に結合した標識抗原の量が測定
される。非競合イムノアッセイ(「サンドイッチアッセイ」とも呼ばれる)では、例えば、
試料中の抗原が抗体部位に結合し、その後に、標識抗体が抗原に結合し、次いで、その部
位にある標識抗体の量が測定される。
【００５５】
　一部の態様において、尿細管およびアレイはELISAにおいて使用するためのものである
。さらなる態様において、ELISAは、試料における抗体または抗原の存在を検出するのに
用いられる生化学的技法である。ELISAでは、例えば、特定の抗原に対する特異性をもつ
少なくとも1種類の抗体が利用される。さらなる例として、未知量の抗原を含む試料は、
非特異的に(表面への吸着を介して)、または特異的に(「サンドイッチ」ELISAでは、同じ
抗原に特異的な別の抗体による捕捉を介して)、固体支持体(例えば、ポリスチレンマイク
ロタイタープレート)上に固定化される。なおさらなる例として、抗原が固定化された後
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に、検出抗体は添加されて、抗原と複合体を形成する。検出用抗体は、例えば、酵素に共
有結合的に連結されているか、または生体共役反応(bioconjugation)によって酵素に連結
された二次抗体によって、そのものが検出される。
【００５６】
　例えば、一部の態様において、薬物スクリーニングまたは創薬のために細胞、多細胞凝
集物、または組織のアレイ、マイクロアレイ、またはチップが用いられる。さらなる態様
において、薬物スクリーニング用または創薬用のキットの一部として組織のアレイ、マイ
クロアレイ、またはチップが用いられる。一部の態様において、それぞれの尿細管は生体
適合性マルチウェル容器のウェル内に存在し、この容器は1つまたは複数の自動薬物スク
リーニング手順および/または装置と適合する。さらなる態様において、自動薬物スクリ
ーニング手順および/または装置は、コンピュータまたはロボットの支援を受けた任意の
適切な手順または装置を含む。
【００５７】
　さらなる態様において、任意の治療分野において潜在的に有用な薬物を研究または開発
するために薬物スクリーニングアッセイ用または創薬アッセイ用のアレイが用いられる。
なおさらなる態様において、適切な治療分野には、非限定的な例として、感染症、血液学
、腫瘍学、小児科学、心臓病学、中枢神経系疾患、神経学、胃腸病学、肝臓学、泌尿器科
学、不妊、眼科学、腎臓病学、整形外科学、疼痛管理、精神医学、肺学、ワクチン、創傷
治癒、生理学、薬理学、皮膚科学、遺伝子療法、毒物学、毒性、および免疫学が含まれる
。
【００５８】
　一部の態様において、前記尿細管およびアレイは細胞ベースのスクリーニングにおいて
使用するためのものである。さらなる態様において、細胞ベースのスクリーニングは、1
種類または複数種の感染症、例えば、ウイルス感染症、真菌感染症、細菌感染症、または
寄生生物感染症を対象としている。さらなる態様において、細胞ベースのスクリーニング
は、腎細胞癌、傍糸球体細胞腫瘍(レニノーマ)、血管筋脂肪腫、腎オンコサイトーマ、ベ
リーニ管癌、腎臓明細胞肉腫、中胚葉腎腫、ウィルムス腫瘍、混合型上皮間質腫瘍(mixed
 epithelial stromal tumor)、および腎盂の移行上皮癌を含む腎臓癌を対象としている。
さらなる態様において、細胞ベースのスクリーニングは、糸球体腎炎、間質性腎炎または
尿細管間質性腎炎、腎盂腎炎、ループス腎炎、およびスポーツ性腎炎(athletic nephriti
s)を含む腎炎を対象としている。さらなる態様において、細胞ベースのスクリーニングは
高血圧を対象としている。さらなる態様において、細胞ベースのスクリーニングは糖尿病
、I型、II型、およびMODYを対象としている。さらなる態様において、細胞ベースのスク
リーニングは、IgA腎症、鎮痛薬腎症、または腫瘍腎症(onconephropathy)を含む腎症を対
象としている。一部の態様において、細胞ベースのスクリーニングは多発性嚢胞腎または
キサンチンオキシダーゼ欠損症を対象としている。他の態様において、尿細管およびアレ
イは、癌の開始、進行、または転移の研究において使用するためのものである。なおさら
なる態様において、尿細管およびアレイは、他の細胞タイプ、例えば、癌細胞、病原体を
有する細胞、病原性細胞、免疫細胞、血液由来細胞、または幹細胞/前駆細胞の相互作用
の研究において使用するためのものである。
【００５９】
　一部の態様において、前記構築物またはそのアレイは、抗体、哺乳動物細胞、細菌、生
物学的に活性なタンパク質、ホルモンなどを含む生物製剤の性能の評価において使用する
ためのものである。他の態様において、前記尿細管またはそのアレイは、前記構築物を含
む哺乳動物尿細管と、病原体を有する細胞、生きている病原性細胞、癌細胞、免疫細胞、
血球、幹細胞/前駆細胞、または遺伝操作された細胞を含むが、これに限定されない1種類
または複数種のさらなる細胞タイプとの間での細胞間相互作用および細胞-組織相互作用
の研究において有用である。
【００６０】
　一部の態様において、前記アレイは尿細管と、さらなる組織構築物を含む。さらなる態
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様において、尿細管構築物は、1つまたは複数の面で、さらなる組織構築物と直接接触し
ている。なおさらなる態様において、尿細管は、流体経路または共通の流体リザーバーを
介して1つまたは複数のさらなる組織構築物または細胞に接続される。なおさらなる態様
において、人工の尿細管構築物と接触する液体培地は、哺乳動物生細胞、例えば、免疫細
胞、血液由来細胞、または腫瘍由来細胞を含有する。他の態様において、尿細管と接触す
る液体培地は、細菌、菌類、ウイルス、寄生生物、または他の病原体を含有する。
【００６１】
　本明細書における開示はビジネス方法を含む。一部の態様において、移植するための、
またはインビトロアッセイなどの研究・開発用の細胞ベースツールの作製において使用す
るための尿細管および/または臓器を作製するための産業用施設および/または商業用施設
を設計、建設、および運転するために、本明細書において開示された技法および方法のス
ピードおよび拡張性が利用される。さらなる態様において、前記尿細管および/または臓
器ならびにそのアレイは、例えば、細胞アレイ(例えば、マイクロアレイまたはチップ)、
組織アレイ(例えば、マイクロアレイまたはチップ)、ならびに生物学的アッセイ用および
ハイスループット薬物スクリーニング用のキットとして生産、保管、配布、市販、宣伝、
および販売される。他の態様において、人工の尿細管および/または臓器ならびにそのア
レイは、生物学的アッセイおよび/または薬物スクリーニングをサービスとして行うため
に生産および利用される。
【００６２】
検証
　理想的な人工の腎臓組織は完全にヒトであり、かつ尿細管上皮細胞、腎臓間質線維芽細
胞、および内皮細胞を含む多細胞である。さらに、理想的な人工の腎臓組織は、CYP1A2、
CYP2C9、およびCYP3A4活性、アルブミン輸送、ならびにビタミンDヒドロキシル化、γ-グ
ルタミル-トランスフェラーゼ活性を含むが、これに限定されない特定の機能を示す。さ
らに、理想的な人工の腎臓組織は密着結合、カドヘリン、輸送体の極性、およびCD31発現
でも特徴付けられ、アルブミン輸送、CYP450活性、組織学、および生存能力を含む特定の
アッセイによって検証される。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは、1日より
長く、2日より長く、3日より長く、4日より長く、5日より長く、6日より長く、7日より長
く、8日より長く、9日より長く、10日より長く、またはそれより長く培養状態で維持され
ている2D共培養または組織外植片と比較して増加した特定の機能を示す。一部の態様にお
いて、本開示の尿細管モデルは、1日より長く、2日より長く、3日より長く、4日より長く
、5日より長く、6日より長く、7日より長く、8日より長く、9日より長く、10日より長く
、またはそれより長く培養状態で維持されている2D共培養または組織外植片と比較して2
倍増加した特定の機能を示す。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは、1日より
長く、2日より長く、3日より長く、4日より長く、5日より長く、6日より長く、7日より長
く、8日より長く、9日より長く、10日より長く、またはそれより長く培養状態で維持され
ている2D共培養または組織外植片と比較して5倍以上増加した特定の機能を示す。一部の
態様において、本開示の尿細管モデルは、21日より長く、またはそれより長く培養状態で
維持されている2D共培養または組織外植片と比較して2倍以上増加した特定の機能を示す
。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは、27日より長く、またはそれより長く培
養状態で維持されている2D共培養または組織外植片と比較して5倍以上増加した特定の機
能を示す。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは、27日より長く、またはそれよ
り長く培養状態で維持されている2D共培養または組織外植片と比較して2倍以上増加した
特定の機能を示す。一部の態様において、本開示の尿細管モデルは、21日より長く、また
はそれより長く培養状態で維持されている2D共培養または組織外植片と比較して5倍以上
増加した特定の機能を示す。ある特定の態様において、特定の機能はγ-グルタミル-トラ
ンスフェラーゼ活性である。ある特定の態様において、特定の機能はビタミンDヒドロキ
シル化である。
【００６３】
　一部の態様において、本明細書に記載の人工の組織は、以下:
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●尿細管上皮細胞wの極性化/細胞内密着結合(E-Cad、ZO-1、およびクローディン)の形成
、ならびに輸送体(頂端:OAT4、URAT1)およびインテグリン(側底)の正しい細胞内局在化
●尿細管細胞層と、その下にある間質との間での基底膜の発達
●組織様尿細管細胞の発達を含む広範囲にわたる間質内微小血管網:微小血管空間関係の
確立
●尿細管上皮輸送体(キュビリン、メガリン、アクアポリン)、OAT、URAT)、血管マーカー
(CD31、vWF)を含む区画(compartment)特異的マーカーの発現、EPOタンパク質産生の証明(
該当する場合)
●25-(OH)1ヒドロキシラーゼ(1OHアーゼ)を介したビタミンD合成
●アンジオテンシンIIの産生
●キュビリンを介した尿細管内腔からのアルブミン能動輸送
●側底面からのシメチジン輸送/蓄積
●代謝に関与するCYP450発現およびUGT発現(それぞれ、例えば、CYP2B6、3A5、4A11と、U
GT1A9、2B7)
を含むが、これに限定されない組織学的特徴および尿細管特異的機能を含む、インビボヒ
ト腎臓組織に関連する重要な構造的特性および機能的特性を有する。
【実施例】
【００６４】
　以下の例示的な実施例は、本明細書に記載のソフトウェアアプリケーション、システム
、および方法を代表するものであり、限定することは全く意図されていない。
【００６５】
実施例1-バイオプリント三次元尿細管細胞モデル
　寸法が3mmx3mmx0.75mmの3層カップ形状を、12ウェル組織培養プレートの中あるTranswe
ll膜上にバイオプリントした(図2Aおよび図2B)。底面シートと二層の壁は75％成人腎臓線
維芽細胞(aRF)と25％ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)で構成された。細胞を1億5000万細胞/
mlでNovogel(登録商標)2.0に再懸濁した。カップを、2％ゼラチンに溶解した100万～500
万細胞/mlの100％上皮細胞(MDCK)希釈懸濁液で満たした(「構造1」)。バイオプリントし
た直後に、構造を、溶けたNovogel(登録商標)1.0で取り囲み、次いで、腎臓線維芽細胞培
地、HUVEC培地、およびMDCK培地の混合物中で培養した。
【００６６】
　構造1の評価を細胞タイプ特異的マーカーの組織学的染色によって行った。構造1の代表
的なH&E染色を図3Aおよび図3Bに示した。HUVEC細胞および線維芽細胞の相対的な位置を評
価するために、それぞれ、構築物のCD31 410およびTE7 420を染色した(図4)。両細胞タイ
プとも間質層全体に分布している。このことは細胞密度が高いことを示している。CD31+
細胞の頑強な網は、分析した全ての構築物において見出された。一部の領域は、おそらく
、微小血管系形成の証拠を示している(図4、430)。上皮細胞を視覚化するために、組織を
、E-カドヘリン(図5、540)およびTE7(図5、520)に対する抗体で染色した。上皮細胞は間
質層に隣接して集中し、尿細管様構造を形成した。この構造には、極性化した上皮細胞の
増殖および組織化を支持する血管新生した間質層を含む、ヒト腎臓近位尿細管モデルに関
係する数多くの魅力的な特徴がある。
【００６７】
実施例2-バイオプリント三次元尿細管細胞モデル
　寸法が3mmx3mmx250μmのシートを、12ウェルプレートの中あるTranswell膜上にバイオ
プリントした。組織シートは、1億5000万細胞/mlでNovogel(登録商標)2.0に再懸濁した75
％成人腎臓線維芽細胞と25％HUVECで構成された。シートの端は、Novogel(登録商標)3.0
で構成される、500μm厚のバイオプリントヒドロゲルしかない壁で縁取られた。バイオプ
リントした直後に、50mM塩化カルシウムを用いて境界の壁を2分間、架橋した。次いで、
この溶液を吸引し、構築物を、溶けたNovogel(登録商標)1.0で取り囲んだ。次いで、100m
sの弁開口時間でインクジェットスプレーモジュールセットを用いて付着させることによ
って、100万細胞/mlの上皮細胞(MDCKまたはhTERT-RPTEC)希釈懸濁液を構造の上面に添加
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した(「構造2」)。構造2の模式図を図6Aおよび図6Bに示した。インクジェットスプレーモ
ジュールを用いることによって、プリントした直後に上皮細胞を付着させることが可能に
なる。または、間質組織をプリントし、数日間成熟させた後に、上皮細胞を付着させるこ
とができる。これにより、上皮細胞の正しい形態の支持を助ける可能性がある微小血管系
および細胞外マトリックスの形成が容易になる。
【００６８】
　構造2の評価を細胞タイプ特異的マーカーの組織学的染色によって行った。構造2の代表
的なH&E染色を図7Aおよび図7Bに示した。この組織は高い細胞密度を示し、薄い上皮細胞
層を観察することができる(図7Aおよび図7Bにある黒色の矢印)。驚いたことに、インクジ
ェットスプレーモジュールによって、上皮細胞を間質層の表面に付着させるのが楽になり
、組織表面の細胞密度がかなり小さくなった。極性化した単層を形成するには、組織表面
の細胞密度をかなり小さくすることが必要である。インクジェット噴霧の後に、細胞は高
い生存率:トリパンブルー排除によって測定された時にMDCK細胞については、97％超、hTE
RT-RPTEC細胞については94％を保持した。微小血管組織化の証拠はCD31染色810によって
検出され、上皮細胞組織化はE-カドヘリン染色840によって検証された(図8Aおよび図8B)
。
【００６９】
実施例3-バイオプリント三次元尿細管細胞モデル
　間質層の厚さおよび細胞充実性を小さくするために、細胞比を50％線維芽細胞/50％HUV
ECに変えた。これらの細胞の濃度は1.25x108細胞/mLであった。腎臓近位尿細管モデルの
間質層は、Novogel(登録商標)2.0に溶解した腎臓線維芽細胞とHUVECで構成される。本実
施例において作製された構築物は、3D腎臓組織内に、極性化の特徴を示す近位尿細管上皮
細胞(RPTEC)を示す。RPTECの間の外側膜にあるE-カドヘリン(明るい染色および940)が密
着結合に対応する(図9A、図9B、および図9C)。さらに、間質層に対応する基底膜はコラー
ゲンを産生する(図9Aおよび図9B; 920)。H&E染色を示し(図10A)、刷子縁を示した(図11A
、矢印)。トリクローム染色はコラーゲン分泌を示し(図10B、および図11B、矢印)、CD31(
図12、明るい染色)染色はHUVEC網の存在を示す(図12、星印)。バイオプリントされた組織
は、培養状態で経時増加するγ-グルタミル-トランスフェラーゼ(GGT)活性を示した。こ
れは、機能している上皮層を示している(図13)。3Dバイオプリント尿細管モデルの上皮成
分の成熟度および機能を評価するために、組織をホモジナイズし、γグルタミル-トラン
スフェラーゼ(GGT)活性についてアッセイした。GGTは、上皮細胞の頂端面で発現している
酵素であり、グルタチオンホメオスタシスおよび生体異物代謝に関与する。正の対照とし
て、2Dの単層として培養したhTERT-RPTEC細胞を評価した。負の対照として、検出されたG
GT活性が上皮特異的であることを検証するために、上皮を伴わないバイオプリント腎臓間
質組織もアッセイした。培養3日目、10日目、14日目、21日目、または28日目に、2D hTER
T-RPTEC、3D間質組織、または3Dバイオプリント尿細管組織をホモジナイズし、Sigma-Ald
richから入手可能な比色アッセイを用いて機能的GGT酵素活性について評価した。バイオ
プリント尿細管組織は培養10～28日目から安定したGGT活性を示し、バイオプリントされ
た間質しかない組織では、ごくわずかなGGT活性が検出された。2D hTERT-RPTEC単層培養
は、3Dバイオプリント尿細管組織において観察されるものと比較的等しいGGT活性を示し
たが、2D単層は21日目に機能低下を示し、28日目には生存不可能であった。
【００７０】
実施例4-様々な腎臓線維芽細胞:内皮細胞比を用いてバイオプリントした三次元尿細管モ
デル
　組織形態に及ぼす線維芽細胞:内皮細胞比の影響を確かめる実験を試みた。90:10、75:2
5、および50:50(線維芽細胞:内皮細胞)の比の腎臓線維芽細胞およびHUVEC細胞を含むバイ
オインクを用いて尿細管モデルをバイオプリントした。図14および図15は、この実験の結
果を示す。図14は、プリントした尿細管モデルを肉眼で見たものを示す。これに対して、
図15は、マッソントリクロームで染色した対応する組織構造を示す。プリントして6日後
に、50:50比を含む尿細管モデルは実質的に平ら、または平らであった。図14Cおよび図15
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C。90:10(図14Aおよび図15A)ならびに72:25(図14Bおよび図15B)でプリントした尿細管モ
デルは、プリントして6日後に反りを示した。
【００７１】
実施例5-三次元尿細管モデルの均一な厚さ
　尿細管モデルの厚さおよび表面トポロジーの均一性を確かめる実験を試みた。尿細管モ
デルを12ウェルプレートのウェルの中にバイオプリントし(図16A)、Keyence技術を用いて
分析した(図16B)。バイオプリント尿細管モデルを14日間、培養し、Keyence VHX-700デジ
タル顕微鏡を用いて表面積および厚さについて分析した。Novogel3.0縁端部(実施例3を参
照されたい)の内部にある面積は0.068cm2であると見積もられた。縁端部の内部にある組
織全体にわたって、厚さの平均は約106.8umであることが分かり、示されたヒートマップ
によって立証されたように厚さは比較的均一であった(極めて薄い領域が1650である)。色
の対比を強め、組織表面のマッピングを楽にするために、組織をメチルブルーで染色した
。2つ別々の領域がヒートマップの青色の範囲1650の中にある。これは、これらの領域が
、約20um厚のかなり薄い小さな「くぼみ」であることを示している。構築物の厚さの平均
は100μmである。データから、表面形態が極めて均一で、平らで、滑らかであり、小さな
くぼみの証拠があることが分かる。
【００７２】
実施例6-様々な濃度の初代腎臓上皮細胞を用いて製作された三次元尿細管モデル
　50:50の線維芽細胞:内皮細胞比を含む間質層を24ウェルプレートの各ウェルにバイオプ
リントした。構築物を、2％FBSを含有する培地の存在下(図17B、図17C、および図17D)ま
たは非存在下(図17A)で、1.25x105個(図17Aおよび図17B)、2.5x105個(図17C)、または5.0
x105個(図17D)のRPTEC細胞のいずれかとインキュベートした。組織構造を11日目に採取し
、H&E染色した。
【００７３】
実施例7-尿細管モデルを用いた毒性アッセイ
　インビトロ毒性アッセイ実験に対する尿細管モデルの適性を確かめるために、一般的な
細胞傷害剤であるアンホテリシンB、シスプラチン、およびTGFβを用いてインビトロ毒性
アッセイ実験を行った(図18～図23)。前の実施例の方法に従って尿細管モデルをプリント
した。
【００７４】
　図18は、間質組織および上皮組織の層を含むバイオプリント3D尿細管モデル(丸);hTERT
 RPTECの標準的な2D共培養(四角);ならびに間質組織のみ(三角)におけるalamarBlueアッ
セイによるアンホテリシンB(AmpB)毒性を示す。間質組織のみはAmpB処理に対して耐性が
あったのに対して、3D尿細管モデルは用量依存的な細胞傷害性を示した。
【００７５】
　3D尿細管モデルは、AmpBによる上皮細胞機能の用量阻害を示す。図19Aは、様々な濃度
のAmpBで処理した3D尿細管モデルからの細胞毒性指標である乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)
放出の時間経過を示す。低用量のAmpBでは3日目までにLDH放出が上昇したのに対して、高
用量では1日目までにAmpB放出レベルが高くなった。図19Bは、AmpB処理に応答した用量依
存的なGGT活性低下を示す。図20は、図19Bからの3D尿細管モデルの組織構造を図示し、未
処理対照(図20A)と比較して、10μM(図20B)および50μM(図20C)のAmpBでの上皮特異的な
細胞死を示す。
【００７６】
　3D尿細管モデルは、シスプラチンによる上皮細胞機能の用量依存的な阻害を示す。図21
Aは、AlamarBlueアッセイによる3D尿細管モデルにおける細胞傷害性の増加を示す。図21B
は、GGT活性の用量依存的な低下を示す。図21Cは、3日目に50μMシスプラチン、5日目に1
0μMシスプラチンで処理した尿細管モデルによるLDH放出の増加を示す。図22は、ビヒク
ル(図22A)、10μMシスプラチン(図22B)、50μMシスプラチン(図22C)、および50ng/mL TGF
β(図22D)で処理した尿細管モデルのマッソントリクローム染色を示す。特に、TGFβによ
る処理は、シスプラチン処理組織の明らかな細胞死を伴わず、線維症が増加したことを示
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【００７７】
　図23は、初代細胞(070615-RPTEC)を含む上皮層の効果と、不死化細胞株(hTERT-RPTEC)
を含む上皮層の効果を比較した実験から編集したデータを示す。両タイプの細胞とも、al
amarBlueアッセイによって、シスプラチン処理後の用量依存的な毒性増加(図23A)、GGT活
性(図23B)、およびLDH放出(図23C)を示した。特に、初代細胞はGGTアッセイにおいてシス
プラチンに対する高い感受性を示した。
【００７８】
実施例8-組織形態に及ぼすプリント表面の影響
　実施例8は、ヒドロゲルしかないNovogel3.0の縁端部を用いて作製されたバイオプリン
ト尿細管組織について説明する。この縁端部またはNovogel1.0の堀(moat)は、0.4μm孔径
のトランズウェルインサートが培養表面として用いられた時に、トランズウェル膜に組織
を付着させるのを容易にするのに必要である。尿細管モデル50:50腎臓線維芽細胞:HUVEC
のバイオプリント腎臓間質部分を様々な表面上で製作し、トランズウェル膜への付着につ
いて評価した。図24Aは、バイオプリント組織が縁端部または堀の非存在下では培養して3
日後に浮遊することを示す。無傷の障壁および輸送体機能を評価するために、培養表面全
体を覆う組織が必要である。バイオプリント尿細管組織の付着および成長を容易にするた
めに、ならびにバイオプリント尿細管モデルの表面積被覆度を改善するために、縁端部ま
たは堀の非存在下で組織付着を促進する培養表面を使用することが望ましい。図24Bに示
した、好ましい態様のバイオプリント腎臓間質組織(50:50腎臓線維芽細胞:HUVEC)は付着
し、堀もヒドロゲル縁端部も伴わない状態で1μm孔径膜上に広がる。
【００７９】
実施例9-培養状態での尿細管モデルの長期生存能力
　本開示の3D尿細管モデルの利点の1つは培養状態で持続的な生存能力があることである
。多くの場合、この生存能力は通常の2D培養または組織外植片の生存能力より長く続く。
図25は、培養状態で6日目(図25A)、10日目(図25B)、および27日目(図25C)の3D尿細管モデ
ルを示す。
【００８０】
　本発明の好ましい態様が本明細書において示され、説明されたが、このような態様は単
に例として示されたことが当業者に明らかである。今や、本発明から逸脱することなく、
非常に多くの変化、変更、および置換が当業者の頭に浮かぶ。本明細書に記載の本発明の
態様の様々な代案が本発明の実施において用いられ得ることが理解されるはずである。
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