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(57)【要約】
本発明者らは、hPSCを、ネフロン様構造体を形成するこ
とができる多分化能ネフロン前駆細胞（NPC）に分化さ
せるための効率的で化学的に明確なプロトコルを確立し
た。インビトロで後腎発生を再現することによって、本
発明者らは、分化から9日以内に90％の効率でSIX2+SALL
1+WT1+PAX2+ NPCを生成する。NPCは、それらのインビボ
対応物の発生能を有し、ネフロン構造体へと自己パター
ン形成するPAX8+LHX1+後腎胞（renal vesicle）を形成
する。2Dおよび3Dの両培養下で、NPCは、インビボのネ
フロンに類似する組織化された連続的な配置で蛸足細胞
、近位尿細管、ヘンレのループおよび遠位尿細管のマー
カーを発現する上皮ネフロン様構造体を含む腎臓オルガ
ノイドを形成する。本発明者らはまた、このオルガノイ
ド培養系が、ヒト腎臓の発生および毒性のメカニズムを
研究するために使用できることを示す。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　一定量のヒト多能性幹細胞（「hPSC」）を提供する工程、
　後期原始線条細胞を生成する工程、
　後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程、および
　後腎間葉細胞に分化させる工程
を含む、後腎間葉を生成するための方法。
【請求項２】
　ヒト多能性幹細胞が、ヒト胚性幹細胞（「hESC」）である、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　ヒト多能性幹細胞が、ヒト人工多能性幹細胞（「hiPSC」）である、請求項1記載の方法
。
【請求項４】
　後期原始線条細胞を生成する工程が、CHIR99021中で約3～5日間培養することを含む、
請求項1記載の方法。
【請求項５】
　ノギンの添加をさらに含む、請求項4記載の方法。
【請求項６】
　後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程が、アクチビンの存在下で約2～4日間培養す
ることを含む、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　後腎間葉細胞に分化させる工程が、FGF9の添加を含む、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　CHIR99021の添加によって後腎間葉系細胞をネフロン前駆細胞（NPC）にさらに分化させ
る、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　後期原始線条細胞が、TおよびTBXのうちの1つまたは複数を発現する、請求項1記載の方
法。
【請求項１０】
　後方中間中胚葉細胞が、WT1およびHOXD11のうちの1つまたは複数を発現する、請求項1
記載の方法。
【請求項１１】
　後腎間葉系細胞が、SIX2、SALL1、WT1およびPAX2のうちの1つまたは複数を発現する、
請求項1記載の方法。
【請求項１２】
　NPCが、SIX2、SALL1、WT1、PAX2およびEYA1のうちの1つまたは複数を発現する、請求項
8記載の方法。
【請求項１３】
　後腎間葉細胞への分化が、少なくとも50％の効率である、請求項1記載の方法。
【請求項１４】
　後腎間葉細胞への分化が、少なくとも70％の効率である、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　請求項1記載の方法によって生成される後腎間葉細胞の組成物。
【請求項１６】
　請求項8記載の方法によって生成されるネフロン前駆細胞の組成物。
【請求項１７】
　一定量のネフロン前駆細胞（「NPC」）を提供する工程、および
　懸濁培養下で約11日間該NPCを培養する工程
を含む、腎臓オルガノイドを生成する方法。
【請求項１８】
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　CHIR99021およびFGF9のうちの1つまたは複数の添加をさらに含む、請求項17記載の方法
。
【請求項１９】
　腎臓オルガノイドが、蛸足細胞様細胞、近位尿細管、ヘンレの下行脚、ヘンレの太い上
行脚および遠位曲尿細管から選択される1つまたは複数の細胞型を含む、請求項17記載の
方法。
【請求項２０】
　蛸足細胞様細胞が、NPHS1+、PODXL+およびWT1+のうちの1つまたは複数を発現する、請
求項19記載の方法。
【請求項２１】
　近位尿細管が、LTL+およびAQP1+のうちの1つまたは複数を発現する、請求項19記載の方
法。
【請求項２２】
　ヘンレの下行脚が、CDH1+およびAQP1+のうちの1つまたは複数を発現する、請求項19記
載の方法。
【請求項２３】
　ヘンレの太い上行脚が、CDH1+およびUMOD+のうちの1つまたは複数を発現する、請求項1
9記載の方法。
【請求項２４】
　遠位曲尿細管が、CDH1+ UMOD-のうちの1つまたは複数を発現する、請求項19記載の方法
。
【請求項２４】
　NPCが、ヒト多能性幹細胞（「hPSC」）由来である、請求項17記載の方法。
【請求項２５】
　hPSCが、疾患変異を有する患者由来である、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　hPSCが、CRISPRを用いてゲノム編集されたものである、請求項24記載の方法。
【請求項２７】
　請求項17記載の方法によって作製される、一定量のオルガノイド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　ネフロン前駆細胞および腎臓オルガノイドの生成に関連する方法および組成物が、本明
細書に記載される。本明細書に記載される技術は、再生医療において有用である。ヒト幹
細胞は、三次元培養下で培養され得、組織特異的な上皮形態形成、生理および疾患を再現
する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　慢性腎疾患は、米国の成人人口の9～13％に影響しており、世界中で深刻な公衆衛生問
題となっている。疾患の進行は、腎臓の基本機能単位であるネフロンの段階的、不可逆的
な喪失によって特徴づけられる。hPSCから機能的な腎臓組織を生成する能力は、腎疾患に
対する細胞療法の開発ならびに腎臓の発生および疾患をモデル化する戦略ならびに薬物ス
クリーニング戦略を実現可能にし得る。ネフロンは、尿を生成するために溶質および水分
を再吸収および／または分泌する多成分細管系へと血液血漿をろ過する糸球体から構成さ
れる。ネフロンにおける多くの異なる上皮細胞型が、インビトロでそれらを生成するため
に複雑な役割を果たしている。しかし、研究は、集合管におけるそれらを除くこれらの上
皮細胞型のすべてが、腎臓発生期に後腎帽子状間葉に存在する多分化能ネフロン前駆細胞
（NPC）集団に由来することを示している。マーカーSIX2、SALL1、WT1およびPAX2を発現
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するNPCは、ヒトにおいて腎臓の器官形成期にのみ見いだされ、これは誕生によって停止
し、誕生後は腎損傷後の修復中でさえも再開され得ない。しかし、これらのNPCマーカー
は、前方中間中胚葉（IM）由来であり、一過的に機能する中腎を形成するより原始的な中
腎間葉においても発現される。このことは、初期の前方 対 後方の中間中胚葉（IM）運命
の分離への注目が、後腎NPCの適切な誘導に重要であり得ることを示唆している（図13a）
。
【０００３】
　マウスおよびヒトPSCを腎臓系の細胞に分化させるために様々な研究が試みられている
。hPSCからSIX2+ NPCを生成するための公開されているプロトコルは、様々な制限を有す
る。第1に、NPCの大規模生産には分化効率が低すぎる。これに対する1つの説明は、ほと
んどのプロトコルが、誘導分化の早期段階で前方IMと後方IMを区別していないということ
であり得る。後腎間葉は、後方IMの細胞として存続する原始線条の細胞から生じる。これ
に対して、成体腎臓集合管系の前駆体である尿管芽は、前方IMから派生し、これは後腎間
葉を生成することができない細胞集団である。第2に、既存のプロトコルは、十分に明確
でない成分、例えばマウス胚脊髄を使用するものであり、臨床用途に適さないであろう。
最後に、以前の研究は、ネフロン原基を生成することができたが、成熟腎臓上皮細胞型を
含む成熟ネフロンセグメントまたは複数のネフロンセグメントにより特徴づけられる単一
の連続的なネフロン様構造体を生成することができず、それがヒト腎臓の発生、疾患およ
び損傷をモデル化する上でのそれらの使用を不可能にしている。
【０００４】
　本明細書において、本発明者らは、hPSCを、ネフロン様構造体を形成することができる
多分化能NPCに分化させるための、効率的で化学的に明確なシステムを記載する。二次元
単層培養下で後腎発生の段階を注意深く再現することによって、本発明者らは、分化開始
から9日以内に90％の効率で重要なマーカーであるSIX2、SALL1、WT1およびPAX2を共発現
するNPCを生成する - これは以前の方法と比べて相当な改善である（図13b）。このNPCは
、それらのインビボ対応物の発生能を示し、上皮ネフロン構造体へと自己パターン形成す
るPAX8+LHX1+後腎胞（renal vesicle）を自然に形成することができる。このプロセスは
、後腎胞形成を誘導するためにNPCをGSK-3β阻害剤CHIR99021（CHIR）およびFGF9で一過
的に処理することによりインビボネフロン誘導を模倣することによって顕著に改善され得
る。これに続いて、2Dおよび3Dの両培養下での蛸足細胞、近位尿細管、ヘンレのループお
よび遠位尿細管の逐次的特徴を有する連続構造体への自己編成的分化が行われる。
【発明の概要】
【０００５】
　一定量のヒト多能性幹細胞（「hPSC」）を提供する工程、後期原始線条細胞を生成する
工程、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程、および後腎間葉細胞に分化させる工程
を含む、後腎間葉を生成するための方法が、本明細書に記載されている。他の態様におい
て、ヒト多能性幹細胞は、ヒト胚性幹細胞（「hESC」）である。他の態様において、ヒト
多能性幹細胞は、ヒト人工多能性幹細胞（「hiPSC」）である。他の態様において、後期
原始線条細胞を生成する工程は、CHIR99021中で約3～5日間培養することを含む。他の態
様において、この方法はさらに、ノギンの添加を含む。他の態様において、後方中間中胚
葉細胞の形成を誘導する工程は、アクチビンの存在下で約2～4日間培養することを含む。
他の態様において、後腎間葉細胞に分化させる工程は、FGF9の添加を含む。他の態様にお
いて、後腎間葉系細胞は、CHIR99021の添加によってネフロン前駆細胞（NPC）にさらに分
化させられる。他の態様において、後期原始線条細胞は、TおよびTBXのうちの1つまたは
複数を発現する。他の態様において、後期中間中胚葉細胞は、WT1およびHOXD11のうちの1
つまたは複数を発現する。他の態様において、後腎間葉系細胞は、SIX2、SALL1、WT1およ
びPAX2のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、NPCは、SIX2、SALL1、WT1
、PAX2およびEYA1のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、後腎間葉細胞
への分化は、少なくとも50％の効率である。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は
、少なくとも70％の効率である。
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【０００６】
　一定量のヒト多能性幹細胞（「hPSC」）を提供する工程、後期原始線条細胞を生成する
工程、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程、および後腎間葉細胞に分化させる工程
を含む後腎間葉を生成するための方法によって生成される後腎間葉細胞の組成物が、本明
細書にさらに記載されている。他の態様において、ヒト多能性幹細胞は、ヒト胚性幹細胞
（「hESC」）である。他の態様において、ヒト多能性幹細胞は、ヒト人工多能性幹細胞（
「hiPSC」）である。他の態様において、後期原始線条細胞を生成する工程は、CHIR99021
中で約3～5日間培養することを含む。他の態様において、この方法はさらに、ノギンの添
加を含む。他の態様において、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程は、アクチビン
の存在下で約2～4日間培養することを含む。他の態様において、後腎間葉細胞に分化させ
る工程は、FGF9の添加を含む。他の態様において、後腎間葉系細胞は、CHIR99021の添加
によってネフロン前駆細胞（NPC）にさらに分化させられる。他の態様において、後期原
始線条細胞は、TおよびTBXのうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、後方
中間中胚葉細胞は、WT1およびHOXD11のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様におい
て、後腎間葉系細胞は、SIX2、SALL1、WT1およびPAX2のうちの1つまたは複数を発現する
。他の態様において、NPCは、SIX2、SALL1、WT1、PAX2およびEYA1のうちの1つまたは複数
を発現する。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも50％の効率である
。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも70％の効率である。記載され
る方法によって生成されるネフロン前駆細胞の組成物。
【０００７】
　一定量のネフロン前駆細胞（「NPC」）を提供する工程、および懸濁培養下でNPCを約11
日間培養する工程を含む、腎臓オルガノイドを生成する方法が、本明細書に記載されてい
る。他の態様において、この方法は、CHIR99021およびFGF9のうちの1つまたは複数の添加
を含む。他の態様において、腎臓オルガノイドは、蛸足細胞様細胞、近位尿細管、ヘンレ
の下行脚、ヘンレの太い上行脚および遠位曲尿細管から選択される1つまたは複数の細胞
型を含む。他の態様において、蛸足細胞様細胞は、NPHS1+、PODXL+およびWT1+のうちの1
つまたは複数を発現する。他の態様において、近位尿細管は、LTL+およびAQP1+のうちの1
つまたは複数を発現する。他の態様において、ヘンレの下行脚は、CDH1+およびAQP1+のう
ちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、ヘンレの太い上行脚は、CDH1+および
UMOD+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、遠位曲尿細管は、CDH1+ UM
OD-のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、NPCは、ヒト多能性幹細胞（
「hPSC」）由来である。他の態様において、hPSCは、疾患変異を有する患者由来である。
他の態様において、hPSCは、CRISPRを用いてゲノム編集されたものである。
【０００８】
　一定量のネフロン前駆細胞（「NPC」）を提供する工程、および懸濁培養下でNPCを約11
日間培養する工程を含む腎臓オルガノイドを生成する方法によって作製される一定量のオ
ルガノイドもまた、本明細書に記載されている。他の態様において、この方法は、CHIR99
021およびFGF9のうちの1つまたは複数の添加を含む。他の態様において、腎臓オルガノイ
ドは、蛸足細胞様細胞、近位尿細管、ヘンレの下行脚、ヘンレの太い上行脚および遠位曲
尿細管から選択される1つまたは複数の細胞型を含む。他の態様において、蛸足細胞様細
胞は、NPHS1+、PODXL+およびWT1+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において
、近位尿細管は、LTL+およびAQP1+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において
、ヘンレの下行脚は、CDH1+およびAQP1+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様に
おいて、ヘンレの太い上行脚は、CDH1+およびUMOD+のうちの1つまたは複数を発現する。
他の態様において、遠位曲尿細管は、CDH1+ UMOD-のうちの1つまたは複数を発現する。他
の態様において、NPCは、ヒト多能性幹細胞（「hPSC」）由来である。他の態様において
、hPSCは、疾患変異を有する患者由来である。他の態様において、hPSCは、CRISPRを用い
てゲノム編集されたものである。
【図面の簡単な説明】
【０００９】



(6) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

【図１－１】hPSCから後方中間中胚葉への分化。（a）後期原始線条および後方IMの誘導
について試験した作用物質。（b）それらの存在または非存在により下記の両方の状態を
特定するマーカーを用いた、hPSCから後期原始線条および後方中間中胚葉（IM)への逐次
分化の略図およびプロトコル。後方IMのプロトコルにおいて、hESCおよびhiPSCを、それ
ぞれ、CHIR 8μMおよび10μMを用いて分化させた。hiPSCについては、ノギン 5 ng/mlも
必要とした。（c）CHIR 8μMを用いた分化第4日のhESCにおけるTおよびTBX6の免疫細胞化
学。（d）第4日のhESCおよびhiPSCにおけるTまたはTBX6陽性細胞の比率。黒色のバーは平
均値を示す。hESCについてはn=3、hiPSCについてはn=3。スケールバー：100μm。
【図１－２】hPSCから後方中間中胚葉への分化。（e）第7日のhESCおよびhiPSCにおける
後方IMマーカーWT1およびHOXD11の免疫細胞化学。（f）第7日のhESCにおける前方IMマー
カーPAX2およびLHX1の免疫細胞化学。（g）第7日のhESCおよびhiPSCにおけるWT1またはHO
XD11陽性細胞の比率。黒色のバーは平均値を示す。hESCについてはn=7、hiPSCについては
n=4。スケールバー：100μm。
【図２－１】ネフロン前駆細胞への分化および後腎胞の自然形成。（a）ネフロン前駆細
胞の誘導のためのプロトコル。（b）（a）に示されるプロトコルを用いてhPSCから分化さ
せた細胞における第9日のネフロン前駆細胞マーカーSIX2、SALL1、WT1、PAX2およびEYA1
の免疫細胞化学。スケールバー：50μm。
【図２－２】ネフロン前駆細胞への分化および後腎胞の自然形成。（c）第9日のhESCおよ
びhiPSCにおけるSIX2、SALL1、WT1またはPAX2陽性細胞の比率。hESCにおけるSIX2、SALL1
、WT1またはPAX2について、それぞれ、n=7、5、4または7。hiPSCにおけるSIX2、SALL1、W
T1またはPAX2について、それぞれ、n=６、４、4または３。黒色のバーは、平均値を示す
。（d）第8日のhESCにおけるSIX2、SALL1およびWT1についてのフローサイトメトリー。二
次抗体のみで染色したサンプルを対照として使用した（灰色）。
【図２－３】ネフロン前駆細胞への分化および後腎胞の自然形成。（e）hESCにおけるOSR
1およびPAX2の遺伝子発現の第0日から第9日までのタイムコース。OSR1は、第7日および第
9日に上方調節され、PAX2は第9日に上方調節された。n=2。データは、平均+/-SEMを表し
ている。（f、g）FGF9 10 ng/mlで処理されたhESCにおける第7日から第14日までのSIX2お
よびLHX1発現のタイムコース。（g）FGF9を第14日まで継続した場合、SIX2発現は維持さ
れたが、LHX1+細胞の自然誘導は後腎胞への成熟と同じであった。画像は、培養皿内での
後腎胞形成の密度を代表するものである。スケールバー：100μm（f）、1 mm（g）。
【図３－１】ネフロン前駆細胞からの前尿細管凝集体および後腎胞の誘導。（a）後腎胞
への分化の略図。
【図３－２】ネフロン前駆細胞からの前尿細管凝集体および後腎胞の誘導。（b）分化第1
4日の24ウェルにおけるLHX1に関するウェル全体のスキャン。FGF9 10 ng/mlおよび一過的
なCHIR 3μM処理の組み合わせは、LHX1発現を増強した。n=2。スケールバー：5 mm。（c
）第14日のhESCにおけるPAX8およびLHX1についての明視野および免疫細胞化学の代表画像
。スケールバー：100μm。（d）第14日のhESCにおけるPAX8およびLHX1についてのフロー
サイトメトリー。二次抗体のみで処理したサンプルを対照として使用した（灰色）。（e
）分化第14日におけるBRN1、HNF1βおよびLAM（ラミニン）についての免疫細胞化学。n=6
。50μm（下パネル）。
【図３－３】ネフロン前駆細胞からの前尿細管凝集体および後腎胞の誘導。（f）第9日に
細胞を再懸濁し、超低接着性96ウェルプレートに移し、第14日に研究した後の、培養下で
形成されたオルガノイドの明視野画像。対照は、再懸濁後に基本分化培地（ARPMI）中で
培養した。FGF9およびCHIRは、オルガノイドのサイズを大きくした。スケールバー：100
μm。（g）第11日および第14日におけるオルガノイドのホールマウント染色。ラミニンに
囲まれた分極構造体が第14日に見出され、これにより後腎胞への分化が示唆された。n=2
。スケールバー：100μm。
【図４－１】2D培養下での自己編成的ネフロン形成。（a）ネフロンを誘導するためのプ
ロトコル。（b）分化第21日の代表的な明視野画像。スケールバー：1 mm。（c）第21日に
おけるCDH1、PODXLおよびLTLについての免疫細胞化学。スケールバー：1 mm。（d）第21
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～28日における蛸足細胞（PODXL、NPHS1）近位尿細管（CDH2、LTL）、ヘンレのループ（C
DH1、UMOD）および遠位尿細管（CDH1、BRN1）マーカーについての免疫細胞化学。n=7。そ
れ以外のことが示されていない限り、スケールバー：50μm。CDH1：カドヘリン-1（E-カ
ドヘリン）。PODXL：ポドカリキシン様（ポドカリキシン）。LTL：ロータス・テトラゴノ
ロバス（Lotus tetragonolobus）レクチン。NPHS1：ネフリン。UMOD:ウロモジュリン。CD
H2：カドヘリン-2（N-カドヘリン）。
【図４－２】2D培養下での自己編成的ネフロン形成。（e）第21～28日における蛸足細胞
（PODXL、NPHS1）近位尿細管（CDH2、LTL）、ヘンレのループ（CDH1、UMOD）および遠位
尿細管（CDH1、BRN1）マーカーについての免疫細胞化学。n=7。それ以外のことが示され
ていない限り、スケールバー：50μm。（f）第21日のhESCおよびhiPSC由来構造体におけ
るLTL+尿細管の数；n=2。値は、各サンプルの10個の視野（1 mm2/視野）から計算した。
データは、平均+/- SEMを表す。CDH1：カドヘリン-1（E-カドヘリン）。PODXL：ポドカリ
キシン様（ポドカリキシン）。LTL：ロータス・テトラゴノロバス（Lotus tetragonolobu
s）レクチン。NPHS1：ネフリン。UMOD:ウロモジュリン。CDH2：カドヘリン-2（N-カドヘ
リン）。
【図５－１】3D培養下での自己編成的ネフロン形成。（a、b）図4aのプロトコルを用いた
第28日（a）および第35日（b）におけるCDH1、PODXLおよびLTLについてのホールマウント
染色。スケールバー：50μm。（c、d）第21～28日のhESCおよびhiPSC由来構造体における
代表的な免疫組織化学。n=5。スケールバー：50μm。CDH1：カドヘリン-1（E-カドヘリン
）。PODXL：ポドカリキシン様（ポドカリキシン）。LTL：ロータス・テトラゴノロバス 
レクチン。AQP1：アクアポリン1。NPHS1：ネフリン。UMOD:ウロモジュリン。（c）低倍率
。（d）高倍率。
【図５－２】3D培養下での自己編成的ネフロン形成。（e）hESC由来の腎臓オルガノイド
の糸球体様および尿細管領域の代表的な電子顕微鏡画像。中央パネルは、左パネルにおい
て四角で囲まれた領域のより高倍率の拡大図を表す。n=5。サンプルは、第18日に採取し
一過的CHIR処理を行わなかった右上パネルを除いて、第21日に採取した。点線：ボウマン
嚢。矢印：足突起。矢じり：密着結合。アスタリスク：ミトコンドリア。ハッシュ：刷子
縁様構造体。（f）足突起（上パネル）および刷子縁（下パネル）を示す正常なヒト腎臓
の電子顕微鏡画像。
【図６－１】腎臓オルガノイドにおける腎臓発生および損傷のモデル化。（a）腎臓発生
分析および腎毒性アッセイの概要。（b）第14日から第21日までDAPT 10μMで処理されたh
ESC由来の構造体における免疫組織化学の代表画像。n=4。ノッチの阻害は、近位尿細管の
形成を抑制した。スケールバー：50μm。
【図６－２】腎臓オルガノイドにおける腎臓発生および損傷のモデル化。（c）第21日か
ら第23日までゲンタマイシン（5 mg/ml）でまたは第21日から第22日までシスプラチン（5
μM）で処理された構造体における代表的な免疫組織化学。n=6。スケールバー：50μm。
ゲンタマイシンおよびシスプラチンは、KIM-1の上方調節を誘導し、シスプラチンは、CDH
1の発現を抑制した。（d）ゲンタマイシン処理したオルガノイドの低倍率画像。スケール
バー：100μm。CDH1：カドヘリン-1（E-カドヘリン）。PODXL：ポドカリキシン様（ポド
カリキシン）。LTL：ロータス・テトラゴノロバス レクチン。KIM-1：腎損傷分子-1。(e)
示された用量のゲンタマイシンで処理された腎臓オルガノイドにおけるKIM-1のリアルタ
イム定量PCR。データは、平均+/-SEM（n=10）で表されている。
【図６－３】腎臓オルガノイドにおける腎臓発生および損傷のモデル化。（f）第23日か
ら第24日まで（24時間）シスプラチン（5または50μM）で処理されたオルガノイドの代表
的な免疫組織化学。n=4。スケールバー：50μm。
【図７－１】後腎発生および公開されているプロトコル。（a）中間中胚葉およびその後
の中腎および後腎への分化の概要。
【図７－２】後腎発生および公開されているプロトコル。（b）公開されているプロトコ
ルおよび本発明者らの新しいプロトコルの要約および比較。Takasato et al. Nat Cell B
iol. 2014。Taguchi et al. Cell Stem Cell. 2014。RA：レチノイン酸。
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【図８】用量およびCHIR処理時間の調節。（a）原始線条およびその後の各中胚葉系統へ
の分化の概要。（b）分化前にOCT4およびSOX2で染色することによって多能性を評価した
。CHIR 5μMを用いて分化させたhESCは、分化第1.5日でTおよびTBX6について陽性であっ
たが、細胞はHOXD11について着色しなかった。スケールバー：200μm。（c）CHIR（3～10
μM）を用いた分化の第4日における免疫細胞化学。細胞を高用量のCHIR（7～10μM）を用
いて分化させたときに、持続的なTBX6発現が観察された。スケールバー：100μM。（d）
第0日から第7日までのhESCにおけるMIXL1についてのリアルタイムPCR。hESCを、CHIR 8μ
Mを用いて4日間、およびアクチビン10 ng/mlを用いて3日間分化させた。原始線条の別の
マーカーであるMIXL1もまた、少なくとも分化第4日まで持続的発現を示した。発現は、第
7日までに非常に低いレベルに戻った。n=2。（e）分化第7日におけるWT1およびHOXD11に
よる染色。hESCを、CHIR 8μMを用いて4日間、その後に基本培地（ARPMI）を用いて3日間
分化させた。細胞は、WT1を発現したが、HOXD11を発現しなかった。スケールバー：100μ
m。
【図９－１】hiPSCにおけるプロトコルの調節。（a）第4日のT発現についてのCHIR用量の
比較。第4日のhiPSCにおける持続的なT発現には、やや高用量のCHIRが必要とされた。（b
）分化第4日におけるT、TBX6またはFOXF1についての免疫細胞化学。hESCをCHIR 8μMを用
いて分化させ、hiPSCをCHIR 10μMを用いて分化させた。特に、FOXF1は、hESCにおいては
陰性であったが、hiPSCにおいては陽性であった。スケールバー：100μm。
【図９－２】hiPSCにおけるプロトコルの調節。（c）試験されたプロトコルおよびhiPSC
における代表的な免疫細胞化学。＞5 ng/mlのノギンは、第4日にFOXF1発現を抑制した。
第7日にWT1発現を誘導するために、ノギン 5 ng/mlが最適であった。（d）分化プロトコ
ルならびにhESCにおける第4日のFOXF1についておよび第7日のWT1についての染色。追加の
ノギンまたはBMP4のいずれも、第7日にWT1発現を有意に抑制し、BMP4は、第4日にFOXF1発
現を誘導し、これによりCHIR処理のみを行うhESCにおいては内因性のBMP4シグナルが最適
であることが示唆された。スケールバー：100μm。
【図９－３】hiPSCにおけるプロトコルの調節。（e）プロトコルおよびhiPSCにおける第7
日のWT1およびHOXD11についての染色。CHIR 10μM＋ノギン 5 ng/mlおよびその後のアク
チビン10 ng/mlは、hiPSCにおいて最も効果的なWT1+HOXD11+細胞への分化を示した。スケ
ールバー：100μm。
【図１０－１】SIX2+細胞からネフロンへの自然分化および3D培養下での成長因子のスク
リーニング。（a）分化第10日のhESCにおけるPAX8およびLHX1を用いた染色。hESCを、CHI
R 8□M　を用いて4日間、アクチビン10 ng/mlを用いて3日間、およびFGF9 10 ng/mlを用
いて3日間分化させた。LHX1の散発的発現が、PAX8+細胞において観察された。スケールバ
ー：50μm。（b）分化第10日および第21日のhESCについての明視野画像。FGF9を第10日に
取り除き、細胞を第21日まで基本培地中で培養した。スケールバー：50μm。（c）分化第
28日のhESCにおけるLTLおよびNPHS1についての明視野および免疫細胞化学。スケールバー
：50μm。LTL：ロータス・テトラゴノロバス レクチン。NPHS1：ネフリン。
【図１０－２】SIX2+細胞からネフロンへの自然分化および3D培養下での成長因子のスク
リーニング。（a）分化第10日のhESCにおけるPAX8およびLHX1を用いた染色。hESCを、CHI
R 8□M　を用いて4日間、アクチビン10 ng/mlを用いて3日間、およびFGF9 10 ng/mlを用
いて3日間分化させた。LHX1の散発的発現が、PAX8+細胞において観察された。スケールバ
ー：50μm。（b）分化第10日および第21日のhESCについての明視野画像。FGF9を第10日に
取り除き、細胞を第21日まで基本培地中で培養した。スケールバー：50μm。（c）分化第
28日のhESCにおけるLTLおよびNPHS1についての明視野および免疫細胞化学。スケールバー
：50μm。（d）成長因子スクリーニングのプロトコル。細胞を、第10日に3D培養物に再プ
レーティングし、列挙されている成長因子および低分子を試験した。（e）オルガノイド
におけるLTL+尿細管の数。HGFは、LTL+尿細管を増加させる傾向を示した。n=2。LTL：ロ
ータス・テトラゴノロバス レクチン。NPHS1：ネフリン。
【図１０－３】SIX2+細胞からネフロンへの自然分化および3D培養下での成長因子のスク
リーニング。（d）成長因子スクリーニングのプロトコル。細胞を、第10日に3D培養物に
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再プレーティングし、列挙されている成長因子および低分子を試験した。（e）オルガノ
イドにおけるLTL+尿細管の数。HGFは、LTL+尿細管を増加させる傾向を示した。n=2。LTL
：ロータス・テトラゴノロバス レクチン。NPHS1：ネフリン。
【図１０－４】SIX2+細胞からネフロンへの自然分化および3D培養下での成長因子のスク
リーニング。（f）尿管芽細胞スフェアとの3D共培養の明視野画像。スケールバー：100μ
m。（g）第16日のオルガノイドにおけるLTLについてのホールマウント染色。スケールバ
ー：100μm。（h）第16日のオルガノイドの免疫組織化学。スケールバー：50μm。LTL：
ロータス・テトラゴノロバス レクチン。NPHS1：ネフリン。
【図１１】後腎胞を誘導する成長因子および低分子のスクリーニング。（a、b）後腎胞誘
導について試験したプロトコル。（c）分化第14日の構造体におけるSIX2およびLHX1につ
いての免疫細胞化学。第9日から第11日までのCHIR 3μMによる一過的処理は、第7日から
第14日までのFGF9 10 ng/mlと比較して、LHX1+細胞の数を増加させ、SIX2発現を抑制し、
これにより間葉上皮移行が示唆された。スケールバー：50μm。REGM：腎臓細胞成長培地
（Lonza、＃CC-3190）。
【図１２】腎臓の発生分析。（a）DAPTを使用して第14日から第21日までノッチシグナル
を抑制した。（b）2D培養下のhESC由来の細胞における第21日のCDH1、PODXLおよびLTL発
現。スケールバー：50μm。（c）第21日の対照およびDAPT処理におけるLTL+ネフロン構造
体の比率。ネフロン数を、各サンプル（n=2）の10個の視野（拡大率20倍）におけるCDH1+
尿細管として計数した。CDH1：カドヘリン-1（E-カドヘリン）。PODXL：ポドカリキシン
様（ポドカリキシン）。
【図１３】腎毒性アッセイ。（A）腎毒性アッセイのプロトコル。ゲンタマイシン5 mg/ml
を第21日から第23日まで添加した。（B)hESC由来の腎臓オルガノイドにおけるCDH1、KIM-
1およびLTLについての第23日のホールマウント染色。スケールバー：50μm。CDH1：カド
ヘリン-1（E-カドヘリン）。PODXL：ポドカリキシン様（ポドカリキシン）。LTL：ロータ
ス・テトラゴノロバス レクチン。KIM-1：腎損傷分子-1。
【図１４】hPSCから腎臓オルガノイドへの分化プロトコル。図は、分化日を特定する各分
化工程のマーカーを逐次的パターンで示している。LAM：ラミニン。プロトコルは、各成
長因子および低分子の濃度を示している。
【図１５】各分化工程におけるhPSCの形態変化。各分化工程における代表的な明視野画像
。第0日、分化が開始した際の未分化であるhPSC。第4日、後期原始線条段階。第9日、ネ
フロン前駆体段階。第14日、後腎胞段階。第21日、ネフロン段階。第4日のアクチビンA処
理に進めるための最適な細胞形態は、緩やかに密集したクラスターの目に見える存在であ
る。第4日の「疎ら過ぎである」または「密集し過ぎている」クラスターの代表的な明視
野画像も示されている。スケールバー：100μm。スケールバーは、すべてのパネルを代表
するものである。
【図１６】NPCおよびネフロンの免疫染色。（a）NPCを示す分化第9日におけるSIX2につい
ての免疫細胞化学。（b）分化第21日における2D培養下のネフロンセグメントを特定する
免疫細胞化学。スケールバー：50μm。（c）分化第21日の凍結切片を用いた3D培養下のネ
フロンセグメントを特定する免疫細胞化学。スケールバー：50μm。（d）3D培養下のネフ
ロンについてのホールマウント染色（左：高倍率、スケールバー：50μm、右：低倍率、
スケールバー：100μm）。PODXL：ポドカリキシン（蛸足細胞マーカー）。LTL：ロータス
・テトラゴノロバス レクチン（近位尿細管マーカー）CDH1：カドヘリン1（E-カドヘリン
としても公知）（ヘンレのループおよび遠位尿細管マーカー）。（e）第21日の3D培養下
のオルガノイドの明視野画像。矢印は、糸球体構造体を示す。スケールバー：100μm。
【図１７】腎毒性アッセイ。シスプラチン5μMを用いた24時間処理後の腎臓オルガノイド
におけるCDH1、KIM1およびLTL（ロータス・テトラゴノロバス レクチン）についての免疫
組織化学染色。LTL+尿細管は、同処理後に、近位尿細管損傷のマーカーであるKIM1を発現
した。3D培養下で生成された腎臓オルガノイドを、分化第23日から第24日まで、シスプラ
チン5μMを用いて24時間処理した。第24日にオルガノイドを固定し、分析した。スケール
バー：50μm。スケールバーは、対応する右パネルを代表するものである。
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【図１８】間質細胞および連結管／集合管の免疫染色。（a）3D腎臓オルガノイドにおけ
るPDGFRβおよびエンドムチン（endomucin）についての免疫染色。PEGFRβは、免疫組織
化学によって評価した。エンドムチンは、ホールマウント染色によって評価した。矢印は
、糸球体構造体におけるエンドムチン+内皮を示す。（b）3D腎臓オルガノイドにおけるα
-SMAについての免疫組織化学。腎臓オルガノイドに小さなα-SMA+間質細胞集団が存在し
た。（c）3D腎臓オルガノイド内のCDH1+尿細管におけるアクアポリン-2（AQP2）について
の免疫組織化学。AQP2+尿細管は、CDH1+尿細管のみで見いだされ、これにより腎臓オルガ
ノイドにおける連結管／集合管の存在が示された。スケールバー：50μm。
【図１９】腎臓オルガノイドは、インビボで腎臓のトランスポーターおよび機能的タンパ
ク質を発現する。
【図２０】腎臓オルガノイドは、複数の腎臓コンパートメントを含み、腎臓の機能的タン
パク質を発現する。
【図２１】腎臓オルガノイドは、複数の腎臓コンパートメントを含み、腎臓の機能的タン
パク質を発現する。まとめると、このオルガノイドは、ネフロン、集合管ならびに血管お
よび筋線維芽細胞を含む間質細胞を含み、このことは腎臓の細胞型の大部分が含まれてい
ることを意味する。
【図２２】嚢胞の自然形成。
【図２３】cAMPの増加は、嚢胞形成を促進する。
【図２４】ネフロンオルガノイドにおける常染色体劣性多発性嚢胞腎（ARPKD）のモデル
化。
【図２５】常染色体劣性多発性嚢胞腎（ARPKD）の特徴。これは、公開されている研究と
同様、嚢胞が遠位ネフロン（KIM1陰性）由来であることを示している。
【図２６】常染色体劣性多発性嚢胞腎（ARPKD）、3D培養下のオルガノイド。これは、96
ウェルプレートにおいて行われた。嚢胞形成は、フォルスコリン処理したARPKD-iPSにお
いて100％であった（24個のオルガノイド中24個）。PKHD1変異は、CRISPRを用いて作製し
た。嚢胞の表現型は、非常に早期の段階（第22日～）から現れ、このことは、培地交換が
非常に低い頻度となるため大規模薬物スクリーニングを実施可能であることを意味する。
【図２７】脱分化および線維症。腎臓線維症のモデル化。
【図２８】ネフロンオルガノイド：線維症のモデル化。
【図２９】薬物誘導腎損傷（シスプラチン24時間）。
【図３０】ネフロンオルガノイド：線維症のモデル化。
【図３１】ネフロンオルガノイド：線維症のモデル化。腎臓線維症は、尿細管細胞と間質
細胞の間の相互作用を伴う非常に複雑な病理プロセスである。本発明者らは、オルガノイ
ド内に両方を有していたので、新しいヒト腎臓線維症モデルを作製することができた。現
在のマウスモデルは、ヒトと全く異なるものである。線維症は、慢性腎疾患の最も重要な
原因である。
【図３２】糖尿病モデル。高グルコース処理は、線維症経路を増進した。グルコースチャ
ネルSLC2Aの活性化も確認された。Third rockもまた糖尿病性ネフロパシーモデルに興味
を示している。
【図３３】糸球体疾患のモデル化。本発明者らは、FSGS（巣状分節状糸球体硬化）を誘導
することが公知のピューロマイシンおよびアドリアマイシンを使用した。下の図により示
されるように、蛸足細胞の構造が、FSGSにおけるように崩壊した。
【図３４】AAは腎損傷バイオマーカーを用量依存的に上方調節する。アリストロキン酸（
AA)およびテノホビル（TFV）処理の代表的な免疫組織化学。第32日Kg由来オルガノイド。
A1/AA処理は24時間、すべてのTFV処理は48時間。スケールバー、50 gm。DAP/+細胞の比率
として決定された量。n=3。各処理における総DAP/+＞1000。（*）は、p値＜0.05を示す。
【図３５】プロベネシドによるOAT1阻害は近位尿細管をAA毒性から保護する。AA 2.5 gg/
mLの下でのプロベネシド処理の代表的な免疫組織化学。第38日Kg由来オルガノイド。すべ
ての処理は48時間。スケールバー、50 um。DAPI+細胞の比率として決定された量。n=3、
各処理における総DAPI+＞1000。（*）は、p値＜0.05を示す。プロベネシド単独では、オ
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ルガノイドに対して損傷を与えない。プロベネシド10 LIMは、AAに対する強力な腎臓保護
を提供した。
【図３６】シロスタミドによるホスホジエステラーゼ3型（PDE3）阻害はAA毒性モデルに
おけるミトコンドリアの生物発生および保護を向上させる。AA 2.5 gg/mLの下でのシロス
タミドおよびシルデナフィル処理の免疫組織化学。第38日H9由来オルガノイド。すべての
処理は48時間。スケールバー、50 gm。DAPI+細胞の比率として決定された量。n=3、各処
理における総DAPI+ ＞1000。（*）は、p値＜0.05を示す。
【図３７】リアルタイム定量PCR mRNAをオルガノイドサンプルから抽出し、Nanodropを用
いて確認した。逆転写によりcDNAライブラリを作製した。AQP-Iは、近位尿細管において
顕著に発現される。PGC1-aは、ミトコンドリア生物発生のマスターレギュレーターである
。シロスタミドは、AAに対する用量依存的な腎臓保護、近位尿細管の有意な保存を示す。
PGC-1aは、AAによって下方調節されるが、シロスタミドによって保護される。ネフロンの
各セグメントは、特定の薬物を取り込む特定のトランポーターを発現する。まとめると、
これらのデータは、オルガノイド内のネフロンが、ヒトにおいて観察されるのと同じ薬物
応答をもたらす、特定の機能的なトランスポーターを発現することを示している。
【図３８】生物工学により作製された腎臓。上記の細胞およびオルガノイドは、かん流RV
第15日への移行を含む、生物工学設計に適合させることができる。
【図３９】かん流下でのRV-HUVEC相互作用。
【図４０】かん流下でのRV-HUVEC相互作用。
【図４１】CD31+集団を含むRV。
【図４２】ゼブラフィッシュ腎臓の解剖およびcdh17:EGFPトランスジェニックゼブラフィ
ッシュ。
【図４３】cdh17:EGFPトランスジェニックゼブラフィッシュにおけるゲンタマイシン誘導
腎損傷およびネフロン再生。
【図４４】cdh17:EGFPトランスジェニックゼブラフィッシュにおけるゲンタマイシン誘導
腎損傷およびヒト腎臓前駆細胞移植。
【図４５】ネフロン前駆細胞移植はゲンタマイシン誘導AKI後のゼブラフィッシュの生存
性を改善する。NPC移植は、AKI後の生存性を改善した。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
詳細な説明
　本明細書で引用されているすべての参考文献は、それらが完全に示されているものとし
て、それらの全体が参照により組み入れられる。それ以外の定義がなされていない限り、
本明細書で使用される技術および科学用語は、本発明の属する技術の分野における通常の
知識を有する者によって一般に理解されているのと同じ意味を有する。Allen et al., Re
mington: The Science and Practice of Pharmacy 22nd ed., Pharmaceutical Press (Se
ptember 15, 2012); Hornyak et al., Introduction to Nanoscience and Nanotechnolog
y, CRC Press (2008); Singleton and Sainsbury, Dictionary of Microbiology and Mol
ecular Biology 3rd ed., revised ed., J. Wiley & Sons (New York, NY 2006); Smith,
 March's Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 7th ed.,
 J. Wiley & Sons (New York, NY 2013); Singleton, Dictionary of DNA and Genome Te
chnology 3rd ed., Wiley-Blackwell (November 28, 2012); およびGreen and Sambrook,
 Molecular Cloning: A Laboratory Manual 4th ed., Cold Spring Harbor Laboratory P
ress (Cold Spring Harbor, NY 2012)は、本願で使用される多くの用語に対する一般的手
引きを当業者に提供する。抗体の生成方法に関する参考文献につては、Greenfield, Anti
bodies A Laboratory Manual 2nd ed., Cold Spring Harbor Press (Cold Spring Harbor
 NY, 2013); Kohler and Milstein, Derivation of specific antibody-producing tissu
e culture and tumor lines by cell fusion, Eur. J. Immunol. 1976 Jul, 6(7):511-9;
 Queen and Selick, Humanized immunoglobulins, 米国特許第5,585,089号（1996 Dec）
；およびRiechmann et al., Reshaping human antibodies for therapy, Nature 1988 Ma
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r 24, 332(6162):323-7を参照のこと。
【００１１】
　当業者は、本発明を実施する上で使用することができる、本明細書に記載されているの
と同様または同等の多くの方法および材料を理解するであろう。実際、本発明は、記載さ
れている方法および材料に限定されるものではない。
【００１２】
　本明細書の説明の中でおよび添付の特許請求の範囲を通じて使用される場合、「a」、
「an」および「the」の意味は、文脈がそれ以外のことを明確に示していない限り、複数
の参照を包含する。また、本明細書の説明の中で使用される場合、「in」の意味は、文脈
がそれ以外のことを明確に示していない限り、「in」および「on」を包含する。
【００１３】
　ヒト多能性幹細胞（hPSC）は、再生医療およびインビトロでの疾患モデル化の魅力的な
ソースである。しかし、今日まで、多くの研究者が、十分に定義されていない誘導因子、
例えば胚脊髄を必要とせずに高い効率でhPSCから特定の腎臓細胞型に分化させるために使
用されるプロトコルに到達していない。過去10年の間に、本発明者らの腎臓発生に関する
知見に基づきPSCを腎臓系統の細胞に分化させるという大きな前進があった。後腎発生を
インビトロで再現することによって、本発明者らは、誘導分化プロトコルの間に部分集団
の選択を行うことなく、9日以内に約80～90％の純度でネフロン前駆細胞（NPC）を作製し
た。hPSC由来NPCは、ネフロン構造体へと自己パターン形成する後腎胞を形成するそれら
のインビボ対応物の発生能を有している。2Dおよび3Dの両培養下で、NPCは、インビボの
ネフロンと類似する組織化された連続的な構造の中で蛸足細胞、近位尿細管、ヘンレのル
ープ、遠位尿細管のマーカーを発現する上皮ネフロン様構造体を含む腎臓オルガノイドを
形成する。
【００１４】
　最近の研究は、後腎の起源が尿管芽または前／中腎系統と異なっていることを明らかに
した。彼らは、後腎が後方中間中胚葉から生じ、尿管芽および前／中腎が前方中間中胚葉
に由来することを示した。したがって、本発明者らは、hPSCからの後方中間中胚葉細胞の
特異的誘導がNPCの誘導を大きく促進し、前腎または中腎細胞の混入を回避するという仮
説をたてた。以前の研究は、原始線条における位置がその後の中胚葉の各セグメント、例
えば沿軸、中間または側板中胚葉への分化を定義することを明らかにした。加えて、原始
線条からの細胞遊走のタイミングは、中胚葉における前後軸を定義し、このことは原始線
条の後期段階が後方中胚葉を誘導することを示唆している。本発明者らは、後期段階の原
始線条を誘導するための、原始線条の誘導因子であるGSK-3β阻害剤CHIR99201（CHIR）に
よる処理の時期を最適化した。加えて、本発明者らは、高いBMP4活性が、側板中胚葉に発
展する原始線条のより後方の局面を誘導することから、BMP4阻害剤を使用した。このアプ
ローチを用いて、本発明者らは、分化の9日以内に80～90％の効率でヒトESCおよびiPSCの
両方からSIX2+SALL1+WT1+PAX2+EYA1+ NPCを誘導する高効率プロトコルを見出した。NPCの
誘導後、本発明者らは、CHIR（3μM）を用いて細胞を一過的に処理し、正常なネフロン構
造を反映する様式で自己集合した尿細管内に並ぶ蛸足細胞、近位尿細管、ヘンレのループ
および遠位尿細管の特徴を有する多セグメントネフロン構造体を生成した。他のオルガノ
イドコンパートメントのさらなる分析は、この腎臓オルガノイドにおいてCDH1+AQP2+尿細
管およびPDGFRβ+、エンドムチン+またはα-SMA+間質細胞を明らかにした（図7）。まと
めると、本発明者らのプロトコルは、ネフロンが腎皮質の約90％を占めるインビボ腎臓の
それと同様の細胞集団を含む複数の腎臓コンパートメントからなる腎臓オルガノイドを生
成した。
【００１５】
　hPSCをNPCおよび腎臓オルガノイドに分化させるプロトコルは、インビトロでヒト腎臓
の発生および発生障害、遺伝性腎疾患、腎損傷、腎毒性試験ならびに腎臓再生を研究する
ための新しいプラットフォームを提供する。加えて、このオルガノイドは、インビトロで
分化した細胞を用いて細胞内および細胞間腎臓コンパートメント相互作用を研究するため
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のシステムを提供する。このプロトコルは、本発明者らがインビボで知った腎臓発生の工
程を追随するよう誘導されるので、本発明者らは、各分化工程の中間細胞集団：後期中間
原始線条、後方中間中胚葉、NPC、前尿細管凝集体、後腎胞およびネフロンを誘導するこ
とができる（図1）。したがって、このオルガノイドは、各分化工程の細胞を評価するこ
とによって、ヒト腎臓の発生および腎臓の先天性異常の研究を可能にし得る。重要な用途
は、遺伝性腎疾患を研究することであろう。個々の変異が同定されている遺伝性腎疾患は
160種超存在する。遺伝性腎疾患を有する患者からiPSCを作製し、これらの細胞から腎臓
オルガノイドを生成することによって、遺伝性腎疾患の病理を調査することができる。さ
らに、hPSCにおけるCRISPR/Cas9ゲノム編集を用いて特異的に変異を導入し、それ以外で
は同一の遺伝的背景を有する変異系統と親系統由来のオルガノイドの比較を行うことによ
って遺伝性腎疾患を研究することも可能である。これらのアプローチは、遺伝性疾患の病
態生理の分析を可能にし、かつ新規の治療アプローチを見出すためのインビトロでの薬物
スクリーニングを実現するであろう。この腎臓オルガノイドの別の用途は、個体の遺伝子
型の特徴に基づく予想毒性の下で薬物の腎毒性を試験することであろう。この腎臓オルガ
ノイドは、蛸足細胞から遠位尿細管までのネフロンの連続するセグメントを反映する複数
の細胞型を含んでいるので、薬物毒性を特定のネフロンセグメントに割り当てることが可
能であろう。すでに、常染色体劣性多発性嚢胞腎（ARPKD）患者由来のhPSC（図24～26）
、線維症オルガノイド（図27～31）、糖尿病のモデル化に関する潜在的用途をさらに含む
こと（図32）、および薬物毒性（図33～36）に関する結果。これらの結果は、このプラッ
トフォームの有用性および柔軟性を実証している。
【００１６】
　インビトロでの分化表現型の維持もまた、細胞が通常脱分化される典型的な細胞培養研
究よりもインビボでのその状態を精密に模倣する様式で、コンパートメント間相互作用の
細胞生化学分析および研究を可能にするであろう。CDH1+AQP2+尿細管およびPDGFRβ+、エ
ンドムチン+またはα-SMA+間質細胞の存在は、ネフロン・間質細胞相互作用の研究を可能
にするであろう。究極的に、このプロトコルは、腎臓再生医療のためのオルガノイドを提
供する土台としての役割を果たす能力を有する。
【００１７】
　本発明者らのプロトコルと以前に公開された腎臓系細胞を誘導するプロトコルを比較す
ると、効率、特異性および単純さの点で多くの違いがある。本発明者らのプロトコルは、
本発明者ら自身のものを含む以前の研究と比較して、hESCおよびhiPSCの両方からずっと
高い誘導効率でNPCを生成する。各分化工程での高い誘導効率は、同時に、高い腎臓誘導
特異性を示す。1つの研究は、胚様体形成を用いた比較的高い効率（約60％）のSIX2+細胞
誘導を報告したものの、これは腎臓上皮細胞の生成にマウス胚脊髄との共培養を必要とす
るのに対して、本発明者らのプロトコルは、単層培養および化学的に明確な成分を使用す
る。本発明者らは、いかなる非精製非ヒト因子も添加することなく完全に明確な条件を用
いてNPCおよびオルガノイドを生成することができ、これはヒトにおける再生用途に望ま
しい。加えて、本発明者らのプロトコルは、3D腎臓オルガノイドを生成するために96ウェ
ル、丸底、超低接着性プレートを使用し、これにより腎臓オルガノイドの大量生産が可能
になるのに対して、他のオルガノイド生成プロトコルは、エッペンドルフチューブ内で細
胞をペレット化することまたはマウス胚脊髄との共培養を必要とする。以前の研究は、同
じ分化プロトコルの効率が個々のhPSC株で相違することを示しているので、異なる株で同
様の結果を達成するために調節が行われなければならない。本発明者らは、hPSCの異なる
株ごとにプロトコルを調節する方法を定義し、これが本発明者らの分化プロトコルの適用
をさらに容易にしている。成長因子の量は、誘導分化プロトコルの費用に大きく影響し得
る。本発明者らは、Takasatoらの素晴らしいプロトコルで使用されたよりも少量のFGF9を
使用することができた。これは、現時点で相当な経済的優位性を有する。
【００１８】
　他のプロトコルは、表面上本発明者らのプロトコルの至らない点であると考えられ得る
CD31+内皮様細胞およびCDH1+GATA3+集合管様細胞を生成する。他方、本発明者らは、ここ
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で、腎臓オルガノイドにおけるCDH1+AQP2+尿細管およびPDGFRβ+、エンドムチン+または
α-SMA+間質細胞の存在を実証した（図7）。これらのマーカーを発現する細胞は、さらな
る特徴づけを必要とし、本発明者らの目標の1つは、これらの集団が本発明のプロトコル
においてどのようにして増強され得るのかを理解することである。究極的に、非ネフロン
細胞は、潜在的に糸球体および尿細管間質性構造体の血管新生をもたらす多コンパートメ
ント環境を腎臓オルガノイドにおいて構築するのに有用である。高効率でNPCをおよび究
極的には多セグメント化ネフロンを生成する能力は、その後の機能的な腎臓組織のバイオ
エンジニアリングにとって非常に良い出発点となる。
【００１９】
　一定量のヒト多能性幹細胞（「hPSC」）を提供する工程、後期原始線条細胞を生成する
工程、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程、および後腎間葉細胞に分化させる工程
を含む、後腎間葉を生成するための方法が、本明細書に記載されている。他の態様におい
て、ヒト多能性幹細胞は、ヒト胚性幹細胞（「hESC」）である。他の態様において、ヒト
多能性幹細胞は、ヒト人工多能性幹細胞（「hiPSC」）である。他の態様において、後期
原始線条細胞を生成する工程は、hPSCをCHIR99021中で約3～5日間培養することを含む。
他の態様において、これは、約4日間を含む。様々な態様において、CHIR99021の濃度は、
約3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15μMである。様々な態様において、CHIR
99021の濃度は、約8～10μMである。他の態様において、この方法はさらに、ノギンの添
加を含む。様々な態様において、ノギンの濃度は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 ng
/mlである。様々な態様において、ノギンの濃度は、約5 ng/mlである。他の態様において
、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程は、アクチビンの存在下で約2～4日間培養す
ることを含む。他の態様において、これは、約3日間を含む。様々な態様において、アク
チビンの濃度は、約5～10、10～20～30 ng/mlである。様々な態様において、アクチビン
の濃度は、約10 ng/mlである。他の態様において、後腎間葉細胞に分化させる工程は、FG
F9の添加を含む。様々な態様において、FGF9の濃度は、約5～10、10～20～30 ng/mlであ
る。様々な態様において、FGF9の濃度は、約10 ng/mlである。他の態様において、後腎間
葉系細胞は、CHIR99021の添加によってネフロン前駆細胞（NPC）にさらに分化させられる
。様々な態様において、CHIR99021の濃度は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10μMであ
る。様々な態様において、CHIR99021の濃度は、約5μMである。他の態様において、後期
原始線条細胞は、TおよびTBXのうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、後
方中間中胚葉細胞は、WT1およびHOXD11のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様にお
いて、後腎間葉系細胞は、SIX2、SALL1、WT1およびPAX2のうちの1つまたは複数を発現す
る。他の態様において、NPCは、SIX2、SALL1、WT1、PAX2およびEYA1のうちの1つまたは複
数を発現する。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも50、60、70％ま
たはそれ以上の効率である。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも70
、80、90％またはそれ以上の効率である。
【００２０】
　例えば、hPSCは、単一細胞に分離され、ROCK阻害剤Y27632および任意でFGF2（10 ng/ml
）を補充された培養培地中で維持され得る。その後、約30、40、50、60または70％コンフ
ルエントである細胞が、後期原始線条細胞を誘導するために、CHIR99021（8～10μM）を
補充された基本分化培地中で4日間培養される。CHIR（10μM）に加えて、ノギン（5 ng/m
l）も、hiPSCの分化に使用した。次いで、後方中間中胚葉を誘導するために、細胞を3日
間、Advanced RPMI + １X L-GlutaMAX + アクチビン（10 ng/ml）中で培養した。次いで
、ネフロン前駆細胞の誘導のために、培地を7日間、Advanced RPMI + 1X L-GlutaMAX + F
GF9（10 ng/ml）に交換した。後腎胞を誘導するために、分化第9日から第11日までCHIR（
3μM）が培地に添加され得る。第14日に、細胞を基本分化培地に入れ替え、さらに7～14
日間培養した（合計21～28日間）。培地は2または3日ごとに交換した。様々な成長因子お
よび低分子を分化について試験した。オルガノイド形成のために、後腎間葉細胞を示す分
化第9日のhPSCを、CHIR（3μM）およびFGF9（10 ng/ml）を補充した基本分化培地に溶解
懸濁し、37℃、5％ CO2下で2日間培養する。次いで培地を、FGF9 10 ng/mLを補充した基



(15) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

本分化培地に交換し、さらに3日間培養する。その後、オルガノイドを、追加因子なしの
基本分化培地中で7～21日間培養した（合計21～35日）。
【００２１】
　一定量のヒト多能性幹細胞（「hPSC」）を提供する工程、後期原始線条細胞を生成する
工程、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程、および後腎間葉細胞に分化させる工程
を含む後腎間葉を生成するための方法によって生成される後腎間葉細胞の組成物が、本明
細書にさらに記載されている。他の態様において、ヒト多能性幹細胞は、ヒト胚性幹細胞
（「hESC」）である。他の態様において、ヒト多能性幹細胞は、ヒト人工多能性幹細胞（
「hiPSC」）である。他の態様において、後期原始線条細胞を生成する工程は、CHIR99021
中で約3～5日間培養することを含む。他の態様において、この方法はさらに、ノギンの添
加を含む。他の態様において、後方中間中胚葉細胞の形成を誘導する工程は、アクチビン
の存在下で約2～4日間培養することを含む。他の態様において、後腎間葉細胞に分化させ
る工程は、FGF9の添加を含む。他の態様において、後腎間葉系細胞は、CHIR99021の添加
によってネフロン前駆細胞（NPC）にさらに分化させられる。他の態様において、後期原
始線条細胞は、TおよびTBXのうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、後方
中間中胚葉細胞は、WT1およびHOXD11のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様におい
て、後腎間葉系細胞は、SIX2、SALL1、WT1およびPAX2のうちの1つまたは複数を発現する
。他の態様において、NPCは、SIX2、SALL1、WT1、PAX2およびEYA1のうちの1つまたは複数
を発現する。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも50％の効率である
。他の態様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも70％の効率である。記載され
る方法によって生成されるネフロン前駆細胞の組成物。
【００２２】
　一定量のネフロン前駆細胞（「NPC」）を提供する工程、および懸濁培養下でNPCを約11
日間培養する工程を含む、腎臓オルガノイドを生成する方法が、本明細書に記載されてい
る。他の態様において、この方法は、CHIR99021およびFGF9のうちの1つまたは複数の添加
を含む。他の態様において、腎臓オルガノイドは、蛸足細胞様細胞、近位尿細管、ヘンレ
の下行脚、ヘンレの太い上行脚および遠位曲尿細管から選択される1つまたは複数の細胞
型を含む。他の態様において、蛸足細胞様細胞は、NPHS1+、PODXL+およびWT1+のうちの1
つまたは複数を発現する。他の態様において、近位尿細管は、LTL+およびAQP1+のうちの1
つまたは複数を発現する。他の態様において、ヘンレの下行脚は、CDH1+およびAQP1+のう
ちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、ヘンレの太い上行脚は、CDH1+および
UMOD+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、遠位曲尿細管は、CDH1+ UM
OD-のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、NPCは、ヒト多能性幹細胞（
「hPSC」）由来である。他の態様において、hPSCは、疾患変異を有する患者由来である。
他の態様において、hPSCは、CRISPRを用いてゲノム編集されたものである。
【００２３】
　一定量のネフロン前駆細胞（「NPC」）を提供する工程、および懸濁培養下でNPCを約11
日間培養する工程を含む腎臓オルガノイドを生成する方法によって作製される一定量のオ
ルガノイドもまた、本明細書に記載されている。他の態様において、この方法は、CHIR99
021およびFGF9のうちの1つまたは複数の添加を含む。他の態様において、腎臓オルガノイ
ドは、蛸足細胞様細胞、近位尿細管、ヘンレの下行脚、ヘンレの太い上行脚および遠位曲
尿細管から選択される1つまたは複数の細胞型を含む。他の態様において、蛸足細胞様細
胞は、NPHS1+、PODXL+およびWT1+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において
、近位尿細管は、LTL+およびAQP1+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において
、ヘンレの下行脚は、CDH1+およびAQP1+のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様に
おいて、ヘンレの太い上行脚は、CDH1+およびUMOD+のうちの1つまたは複数を発現する。
他の態様において、遠位曲尿細管は、CDH1+ UMOD-のうちの1つまたは複数を発現する。他
の態様において、NPCは、ヒト多能性幹細胞（「hPSC」）由来である。他の態様において
、hPSCは、疾患変異を有する患者由来である。他の態様において、hPSCは、CRISPRを用い
てゲノム編集されたものである。他の態様において、NPCは、一定量のヒト多能性幹細胞
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（「hPSC」）を提供する工程、後期原始線条細胞を生成する工程、後方中間中胚葉細胞の
形成を誘導する工程、および後腎間葉細胞に分化させる工程を含む後腎間葉を生成するた
めの方法によってhPSCから得られる。他の態様において、ヒト多能性幹細胞は、ヒト胚性
幹細胞（「hESC」）である。他の態様にあおいて、ヒト多能性幹細胞は、ヒト人工多能性
幹細胞（「hiPSC」）である。他の態様において、後期原始線条細胞を生成する工程は、h
PSCをCHIR99021中で約3～5日間培養することを含む。他の態様において、これは、約4日
間を含む。様々な態様において、CHIR99021の濃度は、約3、4、5、6、7、8、9、10、11、
12、13、14、15μMである。様々な態様において、CHIR99021の濃度は、約8～10μMである
。他の態様において、この方法はさらに、ノギンの添加を含む。様々な態様において、ノ
ギンの濃度は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 ng/mlである。様々な態様において、
ノギンの濃度は、約5 ng/mlである。他の態様において、後方中間中胚葉細胞の形成を誘
導する工程は、アクチビンの存在下で約2～4日間培養することを含む。他の態様において
、これは、約3日間を含む。様々な態様において、アクチビンの濃度は、約5～10、10～20
～30 ng/mlである。様々な態様において、アクチビンの濃度は、約10 ng/mlである。他の
態様において、後腎間葉細胞に分化させる工程は、FGF9の添加を含む。様々な態様におい
て、FGF9の濃度は、約5～10、10～20～30 ng/mlである。様々な態様において、FGF9の濃
度は、約10 ng/mlである。他の態様において、後腎間葉系細胞は、CHIR99021の添加によ
ってネフロン前駆細胞（NPC）にさらに分化させられる。様々な態様において、CHIR99021
の濃度は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10μMである。様々な態様において、CHIR9902
1の濃度は、約5μMである。他の態様において、後期原始線条細胞は、TおよびTBXのうち
の1つまたは複数を発現する。他の態様において、後方中間中胚葉細胞は、WT1およびHOXD
11のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、後腎間葉系細胞は、SIX2、SAL
L1、WT1およびPAX2のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、NPCは、SIX2
、SALL1、WT1、PAX2およびEYA1のうちの1つまたは複数を発現する。他の態様において、
後腎間葉細胞への分化は、少なくとも50、60、70％またはそれ以上の効率である。他の態
様において、後腎間葉細胞への分化は、少なくとも70、80、90％またはそれ以上の効率で
ある。
【００２４】
　一定量の腎臓オルガノイドを提供する工程、1つまたは複数の化合物を腎臓オルガノイ
ドに添加する工程、腎臓オルガノイドの表現型または活性の変化を決定する工程、および
その変化を腎臓オルガノイドに対する化合物の効果と相関づけ、それによって腎臓オルガ
ノイドに対する効果について1つまたは複数の化合物をスクリーニングする工程を含む、
腎臓オルガノイドに対する効果について化合物をスクリーニングする方法も、本明細書に
記載されている。
【００２５】
　様々な態様において、表現型または活性の変化を決定する工程は、尿細管オルガノイド
において1つまたは複数のマーカーを検出することを含む。
【実施例】
【００２６】
実施例1
hPSCの維持
　H9ヒトESC（45～65継代）およびHDF-αヒトiPSC（健常線維芽細胞由来のhiPSC；22～42
継代）は、5％CO2、37℃のインキュベーター内の1％ vol/vol LDEVフリーhESC適合Geltre
x（Life Technologies、#A1413302）でコーティングされた6ウェル組織培養プレート（Fa
lcon、#353046）において、FGF2（10 ng/mL）（Peprotech、#100-18B）を補充したReproF
F2（ReproCELL、#RCHEMD006）中で維持した。hPSCを、Dissociation Solution for human
 ES/iPS cells（ReproCELL、#RCHETP002）を製造元のプロトコルにしたがい用いて7日ご
とに1：3の分割比で継代した。H9は、WiCellから購入した。HDF-αヒトiPSCは、本発明者
らの研究所において以前に樹立した。
【００２７】
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実施例2
hPSCの分化
　Geltrex上で成長させたhPSCを、PBS（Life Technologies、#10010-049）で一度洗浄し
、Accutase（STEMCELL Technologies、#07920）を用いて単一細胞となるよう分離させた
。次いで細胞を、ROCK阻害剤Y27632（10μM）（TOCRIS、#1254）およびFGF2（10 ng/ml）
を補充したReproFF2中1％のGeltrexでコーティングされた24ウェル組織培養プレート（TP
P、#92024）上に、2～2.4 x 104（H9）または1～1.4 x 104（HDF、2C）細胞/cm2の密度で
プレーティングした。72時間後、細胞（50％コンフルエント）をPBSで軽く洗浄し、次い
でCHIR99021（8～10μM）（TOCRIS、#4423）を補充したAdvanced RPMI 1640（Life Techn
ologies、#12633-020）および1X L-GlutaMAX（Life Technologies、#35050-061）からな
る基本分化培地中で4日間培養し、後期原始線条細胞を誘導した。CHIR（10μM）に加えて
、ノギン（5 ng/ml）もhiPSCの分化に使用した。次いで、後方中間中胚葉を誘導するため
に、細胞を3日間、Advanced RPMI + １X L-GlutaMAX + アクチビン（10 ng/mL）（R&D、#
338-AC-050）中で培養した。次いで、ネフロン前駆細胞の誘導のために、培地を7日間、A
dvanced RPMI + 1X L-GlutaMAX + FGF9（10 ng/ml）（R&D、#273-F9-025/CF）に交換した
。分化第9日から第11日までCHIR（3μM）を培地に添加し、後腎胞を誘導した。第14日に
、細胞を基本分化培地に入れ替え、さらに7～14日間培養した（合計21～28日間）。培地
は2日または3日ごとに交換した。様々な成長因子および低分子を分化について試験した。
【００２８】
実施例5
3D腎臓オルガノイド形成
　後腎間葉細胞を示す分化第9日のhPSCを、Accutaseを用いて分離させ、CHIR（3μM）お
よびFGF9（10 ng/mL）を補充した基本分化培地に再懸濁させ、96ウェル、丸底、超低接着
性プレート（Corning、#7007）にウェルあたり1 x 105細胞となるようプレーティングし
た。このプレートを1500 rpmで15秒間遠心分離し、次いで細胞を37℃、5％ CO2下で2日間
培養した。次いで培地を、FGF9 10 ng/mLを補充した基本分化培地に交換し、さらに3日間
培養した。その後、オルガノイドを、追加因子なしの基本分化培地中で7～21日間培養し
た（合計21～35日）。
【００２９】
実施例4
腎毒性アッセイ
　3D腎臓オルガノイドを、分化第21日後に、ゲンタマイシン 5 x 10-4、5 x 10-2、もし
くは5 mg/mL（Sigma、#G1264）を補充した基本分化培地中で48時間またはシスプラチン 5
もしくは50μM（Sigma、#P4394）を補充した基本分化培地中で2、6、24もしくは48時間培
養した。次いでオルガノイドを、ホールマウントおよび凍結切片免疫組織化学の両方のた
めに、4％パラホルムアルデヒド（Electron Microscopy Sciences、#RT15710）を用いて2
0分間固定した。
【００３０】
実施例5
免疫細胞化学
　細胞培養物をPBSで一回洗浄し、室温（RT）で15分間、4％パラホルムアルデヒド中で固
定した。固定した細胞を、PBS中で三回洗浄し、RTで1時間、ブロッキング緩衝液（0.3％ 
Triton X-100および5％正常ロバ血清）中でインキュベートした。次いで細胞を、4℃で一
晩またはRTで2時間、抗体希釈緩衝液（PBS中0.3％ Triton X-100および1％ BSA）中で、
一次抗体と共にインキュベートした。次いで細胞をPBS中で3回洗浄し、RTで1時間、抗体
希釈緩衝液中でAlexa Fluor 488、555または647結合二次抗体（1：500）（Life Technolo
gies）と共にインキュベートした。ビオチニル化LTL（Vector Labs、#B-1325）による免
疫染色のために、Streptavidin/Biotin Blocking Kit（Vector Labs、#SP-2002）およびA
lexa Fluor 488または647結合ストレプトアビジン（Lafe Technologies）を製造元の指示
にしたがい使用した。核をDAPI（Sigma、#D8417）で対比染色した。免疫蛍光を、倒立蛍
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光顕微鏡（Nikon Eclipse Ti）を用いて可視化した。定量は、ImageJを用いて、20倍の倍
率で、1回の実験あたり3～5つの代表的な視野において計数することによって行った。各
実験における生物学的複製物のサンプル数が、図の注釈に示されている。
【００３１】
実施例6
3Dオルガノイドのホールマウント免疫組織化学
　3D腎臓オルガノイドを、96ウェルプレートにおいて、RTで20分間、PBS中4％パラホルム
アルデヒドを用いて固定し、次いでPBS中で3回洗浄した。次いでこのオルガノイドを、RT
で1時間、ブロッキング緩衝液（0.3％ Triton X-100および5％正常ロバ血清）中でインキ
ュベートし、次いでPBS中で3回洗浄した。このオルガノイドを、4℃で一晩、抗体希釈緩
衝液（PBS中0.3％ Triton X-100および1％ BSA）中で、一次抗体と共にインキュベートし
た。次いでこのオルガノイドを、PBSを用いて3回、各々1時間洗浄し、3回目の洗浄を4℃
で一晩行った。ビオチニル化LTL（Vector Labs、#B-1325）による免疫染色のために、Str
eptavidin/Biotin Blocking Kit（Vector Labs、#SP-2002）を製造元のプロトコルにした
がい使用した。オルガノイドを、RTで1時間、抗体希釈緩衝液中の二次抗体と共にインキ
ュベートし、次いでPBSで3回、各々30分間洗浄した。核をDAPIで30分よりも長い間対比染
色した。次いでオルガノイドを、Vectashield（Vector Labs、#H-1200）を用いてマウン
トし、共焦点顕微鏡（Nikon C1, Tokyo, Japan）によって試験した。
【００３２】
実施例7
3Dオルガノイドの免疫組織化学
　3D腎臓オルガノイドを、96ウェルプレートにおいて、20分間、PBS中4％パラホルムアル
デヒドを用いて固定し、PBS中で3回洗浄し、次いで4℃で一晩、30％スクロース（w/w）と
共にインキュベートした。このオルガノイドを、O.C.Tコンパウント（Fisher Scientific
、＃23-730-571）を用いてマウントして凍結ブロックを作製し、10μm片に切断した。こ
の切片をPBS中で3回、各々5分間洗浄し、次いでブロッキング緩衝液（0.3％ Triton X-10
0および5％正常ロバ血清）中で1時間インキュベートした。この切片を、抗体希釈緩衝液
（PBS中0.3％ Triton X-100および1％ BSA）中で2時間、一次抗体と共にインキュベート
し、その後にPBSで3回洗浄した。この切片を、抗体希釈緩衝液中の二次抗体と共に1時間
インキュベートし、その後にPBSで3回洗浄した。次いでこの切片を、DAPIと共にVectashi
eldを用いて処理した。画像化は、Nikon C1共焦点顕微鏡を用いて行った。
【００３３】
実施例8
定量RT-PCR
　RNAeasy MiniKit（Qiagen）を用いて細胞から総RNAを精製した。500 ngのRNAを、High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Life Technologies、#4368814）を製造元の
プロトコルにしたがい用いる逆転写のために使用した。RT-PCR反応は、cDNA（1：10希釈
）、300 nMの順方向および逆方向プライマー、ならびにiTAQ SYBR Green Supermix（Bio-
Rad、#172-5122）を用いて二連で行った。定量RT-PCRを、iQ5 Multicolor Real-Time PCR
 Detection System（Bio-Rad）を用いて行った。すべてのサンプルを、2回の技術的複製
物を用いて試験した。β-アクチンを、ハウスキーピング遺伝子として使用した。値は、
デルタデルタCT法によって計算した。プライマー配列が表1に列挙されている。
【００３４】
　（表１）プライマー配列
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【００３５】
実施例9
フローサイトメトリー
　細胞を、Accutaseを用いて10分間分離させ、細胞塊を、40μm細胞ストレーナー（Corni
ng、#352340）を用いて取り出した。細胞を、氷上で15分間、2％パラホルムアルデヒドを
用いて固定し、次いで氷上で15分間、0.1％ Tritonを用いて透過処理した。次いで細胞を
、PBS+5％ロバ血清を用いて15分間ブロックし、一次抗体（PAX8 1:2500、LHX1 1:100、SI
X2 1:1000、SALL1 1:100、WT1 1:100）と共に30分間インキュベートした。PBS中1％ BSA
を用いて3回洗浄した後、細胞を二次抗体（Alexa Fluor 488結合ロバ抗ウサギ1:5000［Li
fe Technologies］、Cy5結合ロバ抗マウス1：2500［Jackson ImmunoResearch］またはAle
xa Fluor 647結合ロバ抗マウス1：5000［Life Technologies］）と共に氷上で20分間イン
キュベートした。次いで細胞を、PBS中1％BSAを用いて3回洗浄した。フローサイトメトリ
ーは、MACSQuant（Miltenyi Biotec）を用いて行った。抗体の最適な希釈比は、陰性対照
、未分化H9およびPAX8、LHX1、SIX2、SALL1またはWT1を発現しないヒト近位尿細管細胞株
（HKC-8）を用いて決定した。HCK-8は、Lorraine Racusen博士（Johns Hopkins Hospital
）から好意により提供された。
【００３６】
実施例10
透過電子顕微鏡法
　3D腎臓オルガノイドを、4％PFAを用いて20分間固定し、その後に4℃で一晩、水中1.5％
グルタルアルデヒド、1％パラホルムアルデヒド、70 mM NaPO4 pH 7.2および3％スクロー
スからなる電気顕微鏡（EM）固定緩衝液を用いて固定した。オルガノイドを、0.2Mカコジ
ル酸緩衝液pH 7.4中で3回、各10分間洗浄し、そして氷上で1時間、1％ OsO4と共にインキ
ュベートした。次いでこのオルガノイドを、0.2Mカコジル酸緩衝液pH 7.4中で3回、各10
分間洗浄し、段階的なエタノール溶液群を通して脱水し、Eponに包埋した。70 nm切片に
切断し、JEM-1010（JEOL）で分析した。
【００３７】
実施例11
細胞培養
　HKC-8は、5％CO2下の37℃インキュベーターにおいて、10％ウシ胎仔血清（FBS）を補充
したDMEM/F12（Life Technologies、#11320-033）中で維持し、3または4日ごとに継代し
た。NIH3T3-Wnt4は、5％CO2下の37℃インキュベーターにおいて、10％ FBSを補充したDME
M（Corning、＃10-013-CV）中で維持し、3または4日ごとに継代した。NIH3T3-Wnt4は、An
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drew P. McMahon博士から好意により提供された。マウス尿管芽細胞株は、5％CO2下の37
℃インキュベーターにおいて、10％ FBSを補充したDMEM（Corning、＃10-013-CV）中で維
持し、3または4日ごとに継代した。マウス尿管芽細胞株は、Jonathan Barasch博士から好
意により提供された。すべての細胞株において、DAPI染色によりマイコプラズマ混入を試
験した。
【００３８】
　PSCから腎臓系統の細胞への分化を誘導する最近の取り組みは、BMP4を含む成長因子の
組み合わせを用いた後方原始線条の誘導における分化の第1工程に向けられていた。BMP4
を含めることは、Wnt3aおよびBMP4の勾配が、マウス原始線条の前後軸をパターン形成す
るという証拠によって正当化される。しかし、初期の中胚葉パターン形成に対する最近の
発生研究は、我々にこの原理を再検討させた。第1に、後方原始線条を起源とする細胞は
、側板中胚葉を生じ、腎臓に派生するIMではない（図8a）。第2に、原始線条からの中胚
葉前駆体の遊走のタイミングが、前後軸に沿った中胚葉パターン形成を決定する。したが
って、より前方中胚葉側の前駆細胞が、後方中胚葉のそれらよりも早期に原始線条から遊
走する。したがって本発明者らは、後方IMの胚起源は後方原始線条の細胞ではなく、後期
段階原始線条の細胞であり、原始線条に沿った前後方向の位置および原始線条からの遊走
のタイミングの両方を定義する発生経路を正確に再現することがPSCから後方IMへの分化
を最適化するであろうという仮説をたてた。
【００３９】
　この仮説を試験するため、本発明者らは、それ単独でまたは複数の発生成長因子および
発生シグナル伝達経路の低分子阻害剤との組み合わせでhPSCをT+原始線条へと効率的に分
化させることができることを本発明者らが以前に示したCHIRを様々な用量および期間用い
てヒト胚性幹細胞（hESC；H9）を処理した（図1a、b）。4日間にわたる高用量CHIR（8μM
）は、T+TBX6+原始線条細胞の集団を強く誘導し維持した（図1b～d、図8b、c、d）。第4
日から第7日の間のアクチビン（10 ng/mL）を用いたその後の処理は、約90％の効率でWT1
+HOXD11+細胞を首尾よく誘導し、一方、WT1+HOXD11-細胞は、アクチビンなしで誘導され
た（図1e～g、図8e）。PAX2およびLHX1は、発現されず（図1f）、これにより、後期原始
線条細胞のアクチビン処理が前方ではなく後方IMの細胞を生成することが確認された。さ
らに、短縮または延長したCHIR処理は、その後のアクチビン処理後にWT1+HOXD11+細胞を
効果的に誘導せず、これによりCHIRの4日間の処理が後期原始線条およびその後の後方IM
の効果的な誘導に最適であることが示された。
【００４０】
実施例12
hPSCから後方中間中胚葉への分化
　他のhPSC株における後方IM誘導の再現性を確認するため、本発明者らは次に、HDF-αヒ
ト人工多能性幹細胞（hiPSC）において高用量CHIRとアクチビン、BMP4、FGF2、FGF8、FGF
9、IDE-1、JAG1、ノギンまたはY-27632の4日間の併用およびその後のアクチビン処理を試
験した。HDF-α hiPSCとH9 ESCの間の本質的な違いから、後方IM細胞の生成を最適化する
ためにプロトコルを若干修正する必要があった。HDF-α hiPSCは、H9 hESCのそれと同等
の効率でT+TBX6+原始線条を誘導するためにより高用量のCHIR（10μM）を必要とした（図
9a）。HDF-α hiPSCをCHIR 10μMで4日間処理し、その後にアクチビンで3日間処理したと
き、WT1ではなくHOXD11が第7日に発現された（図9e）。WT1の非存在は、これらの因子がh
iPSCにおいて後方IMを誘導しなかったことを示唆した。他の後方中胚葉サブタイプが本発
明者らの分化プロトコルによって誘導されたかどうかを決定するため、本発明者らは、CH
IR処理後の第4日にH9 hESCおよびHDF-α hiPSCを免疫染色した。hiPSCは、後方原始線条
および側板中胚葉のマーカーであるFOXF1を発現したが、hESCは発現しなかった（図9b）
。
【００４１】
　後方原始線条はBMP4シグナルの勾配によって誘導されるので、本発明者らは、HDF-α h
iPSCのCHIR処理が、後方原始線条およびその後の側板中胚葉への分化を促進する内因性BM
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P4の産生を誘導するという仮説をたてた。分化の第1工程においてCHIRと共にBMP4シグナ
ルのアンタゴニストである低用量のノギン（5 ng/mL）を添加すると、第4日にTおよびTBX
6を発現するがFOXF1を発現しない細胞を生成する最適レベルまでBMP4を抑制した（図9c）
。アクチビンを用いたその後の分化により、80～90％の効率でWT1+HOXD11+後方IM細胞が
生成された（図1b～g、図9e）。H9 hESCは、CHIRに応答して第4日にFOXF1を発現しなかっ
たが、低濃度のBMP4（1 ng/mL）の添加は、本発明者らがhiPSC株において観察したのと同
様に、第4日のFOXF1発現および第7日のWT1発現の抑制をもたらした（図9d）。まとめると
、これらの結果は、後方IM誘導の効果が、hPSCにおける原始線条段階でのBMP4シグナルの
存在に対して非常に敏感であることを実証した。それらの内因性BMP4産生に基づく個々の
細胞株におけるプロトコルの最適化は、後方IMの生成効率を最大化した。
【００４２】
実施例13
多分化能ネフロン前駆細胞の誘導
　WT1+HOXD11+後方IM細胞を後腎間葉のNPCに分化させるため、本発明者らは、第7日にこ
れらを、本発明者らが以前にSIX2+細胞を誘導することを示した様々な用量のFGF9（5～20
0 ng/mL）で処理した。低用量のFGF9（10 ng/ml）は、処理から1～2日以内に90％の効率
でSIX2+細胞を誘導するのに十分であった（図2a、b）。これらのSIX2+細胞は、免疫細胞
化学およびフローサイトメトリーによって評価されたように、SALL1、WT1、PAX2およびEY
A1を含む後腎間葉のNPCの他の重要なマーカーを共発現した（図2b～d）。したがって本発
明者らは、これらのSIX2+SALL1+WT1+PAX2+細胞を推定NPCとみなした。本発明者らは高度
に特異的な抗体を有していなかったためOSR1発現を免疫染色によりアッセイすることがで
きなかったが、本発明者らは、定量リアルタイムPCRにより第7日（後方IM）という早期か
ら第9日（NPC）まで継続的に高レベルのOSR1転写物を検出することができた（図2e）。こ
れらの細胞におけるSIX2発現は、FGF9に継続的に暴露することにより、少なくとも1週間
持続させることができた（図2f、g）。
【００４３】
実施例14
ネフロン前駆細胞への分化および後腎胞の自然形成
　継続的なFGF9処理においても、本発明者らは、分化第10日から第14日の間に、NPCの一
部がSIX2発現を自然に下方調節し、後腎胞を連想させるPAX8+LHX1+細胞の円形の分極した
クラスターに分化したことを観察した（図2f、g、図10a）。第10日にFGF9を取り除くと、
これらの後腎胞様クラスターは、インビボでのネフロン形成のプロセスのように、尿細管
構造体へと拡張および伸長し始めた（図10b）。伸長した構造体の免疫細胞化学は、それ
らが、近位尿細管および蛸足細胞を連想させる、それぞれ、ロータス・テトラゴノロバス
 レクチン（LTL）+ N-カドヘリン（CDH2)+およびネフリン（NPHS1）+ ポドカリキシン（P
ODXL）+ 細胞を含んでいたことを明らかにした（図10c）。したがって、第10日以降の外
的刺激の非存在下で、hPSC由来NPCは本質的に、ネフロンの早期段階の上皮構造体に分化
するようプログラムされる。
【００４４】
　上皮構造体の形成が3D培養条件によって促進され得るかどうかを試験するため、FGF9を
取り除いた第10日に、本発明者らは、NPCを、超低接着性、丸底96ウェルプレートに再プ
レーティングし、それらを1週間培養した。NPCは、懸濁培養下で、96ウェルプレートあた
り1つの3D球状凝集体を形成した。第16日における凝集体のホールマウント染色は、LTL+
尿細管およびNPHS1+PODXL+WT1+細胞のクラスターの存在を明らかにした（図10g、h）。以
前の報告とは異なり、3D下でNPCをWnt4発現NIH3T3マウス胚性線維芽細胞または尿管芽細
胞株と共培養しても、オルガノイド中のLTL+尿細管は有意に増加しなかった（図10d～f）
。同様に、6つの成長因子（BMP7、HGF、IGF-1、JAG1、WNT4およびマウスWnt9b）または3
つの低分子（CHIR、IWR-1、SB431542）の添加は、LTL+尿細管の数を有意に増加させなか
った（図10e）。これらの結果は、一過的なシグナル活性化のより正確な再現の必要性を
示唆した。
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【００４５】
実施例15
ネフロン構造体への自然形態形成
　本発明者らは、2Dおよび3Dの両培養下でSIX2+ NPCからPAX8+LHX1+後腎胞および初期ネ
フロン上皮への自然分化を観察したが、このプロセスの効率は、比較的低かった。マウス
腎臓形成の間に、尿管芽によって分泌されるWnt9bは、ネフロン前駆体におけるWnt4の上
方調節を通じて間葉上皮転換を起こす後腎帽子状間葉を誘導し、誘導性のWntシグナルは
その後、おそらくDkk1によって、後腎胞形成の間に抑制される。この誘導は、GSK-3β阻
害剤BIOによる単離されたマウス後腎間葉またはFACS選別されたSIX2+細胞の一過的処理に
よって、エクスビボまたはインビトロで模倣することができる。したがって本発明者らは
、NPCにおけるWntシグナルの持続的ではなく一過的な活性化を通じて後腎胞生成の効率を
改善することを試みた。2D培養下でのCHIR（図11a、b）を含む成長因子および低分子の体
系的スクリーニングを通じて、本発明者らは、第9日から2日間の低用量CHIR（3μM）を用
いてNPCを処理しつつ、同時に外因性FGF9シグナルを維持する（第7日～第14日）ことが、
SIX2を下方調節し、PAX8およびLHX1を共発現する細胞の数を顕著に増加させることを見出
した（図3a～c、図11c）。フローサイトメトリーによる定量は、分化した細胞の約75.9％
がPAX8+LHX1+であったことを明らかにした（図3d）。PAX8+LHX1+細胞は、形態学的にイン
ビボの後腎胞に類似するラミニンが結合し、分極した円形のクラスターを形成した（図3e
）。この細胞はまた、後腎胞の別のマーカーであるHNF1βおよびBRN1を発現しており、こ
れによりそれらが後腎胞であることが示唆された（図3e）。第9日からの3D培養において
、CHIRおよびFGF9を用いた同じ処理は、同様の構造体を誘導し、PAX8+LHX1+LAM-前尿細管
凝集体およびPAX8+LHX1+LAM+後腎胞が、それぞれ、第11日および第14日に現れ、時間と共
に大きく成長した（図3f、g）。
【００４６】
実施例16
ネフロン前駆細胞からの前尿細管凝集体および後腎胞の誘導
　分化第21日までに、後腎胞は、追加の因子なしで、伸長した上皮ネフロン構造体を自然
に形成した（図4a～c）。これらの構造体は、糸球体蛸足細胞（NPHS1+PODXL+）、近位尿
細管（LTL+CDH2+）およびヘンレのループ／遠位尿細管（E-カドヘリン（CDH1）+ ウロモ
ジュリン（UMOD）+ BRN1+）を含む連続的な配置でネフロンのセグメントマーカーを発現
した（図4c～e）。ネフロン様構造体は、本発明者らの以前のプロトコルのそれよりも＞2
0倍高い効率で、分化第21日までに生成し（図4f）20、少なくとも第56日まで維持できた
。後腎胞からの、尿管芽由来であり後腎間葉由来でない集合管（CDH1+ドリコス・ビフロ
ラス（Dolichos biflorus）凝集素（DBA）+）構造体の伸長は見られず、これにより、本
発明者らの分化プロトコルが後腎間葉のNPCの生成に関して特異的であることが確認され
た。
【００４７】
実施例17
2D培養下での自己編成的ネフロン形成、3D培養下でのインビトロ腎臓オルガノイドの生成
　次に、本発明者らは、3D培養環境が、内腔を有する尿細管を含むより組織化されたネフ
ロン構造体の形成を促進することができるかどうかを調査した。本発明者らは、NPC、前
尿細管凝集体および後腎胞に対応するそれぞれ第9、11および14日の2D培養された細胞を
、3D懸濁培養物中に再プレーティングし、2D時と同じプロトコルを適用した（図4a）。第
9日培養物の再プレーティングは、最大のネフロン様構造体の誘導を示した。分化第21日
から第35日までのオルガノイドのホールマウント免疫染色は、糸球体から遠位尿細管まで
のネフロンセグメントの特徴を示す多数の連続するネフロン様構造体を明らかにした（図
5a～c）。蛸足細胞様細胞（NPHS1+PODXL+WT1+）のクラスターは、ボウマン嚢様構造体に
囲まれ、近位尿細管（LTL+AQP1+）、ヘンレの下行脚（CDH1+AQP1+）、ヘンレの太い上行
脚（CDH1+UMOD+）および遠位曲尿細管（CDH1+UMOD-）のマーカーがインビボのネフロンと
同じ順で発現された尿細管構造体に接続されていた（図5d）。SIX2発現は、3D腎臓オルガ
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ノイドで見られず、これによりNPCがネフロン上皮に完全に分化したことが示唆された。
さらに、未成熟ネフロン尿細管において一過的に発現される別のNPCマーカーであるSALL1
の発現も、ネフロン様構造体において検出されず、これによりこれらの構造体が以前の報
告におけるそれらよりも成熟したものであることが示された。ネフロン様構造体の間に間
質コンパートメントを含むこの非上皮細胞の特徴づけは、これらの細胞が、後腎間質前駆
細胞マーカーFOXD1、内皮マーカーであるエンドムチンおよび線維芽細胞マーカーである
α-平滑筋アクチンについて陰性であることを明らかにし、これによりこれらの細胞型が
このオルガノイド内の主要な細胞集団を構成していないことが示された（データ示さず）
。
【００４８】
実施例18
3D培養下での自己編成的ネフロン形成
　分化第21日の腎臓オルガノイドの電子顕微鏡は、成熟した腎臓上皮の特徴を示す微細構
造的特徴を明らかにした。足突起に類似する構造体が、蛸足細胞様細胞の表面上で確認さ
れ、これらはボウマン嚢を連想させる細胞の層によって包まれていた（図5e、f、上パネ
ル）。尿細管構造体は、腎臓の尿細管と同様の個別の内腔および上皮の密着結合を示し、
尿細管のサブセットは、近位尿細管細胞を特徴づける特徴である刷子縁様構造を有するミ
トコンドリアが豊富な細胞を含んでいた（図5e、f、下パネル）。これらの知見は、懸濁
培養下でのNPCの分化が3D腎臓オルガノイドの形成およびネフロンを模倣する連続的かつ
逐次的な配置の個別の内腔を有する組織化された多コンポーネントのネフロン様構造体を
生じることを実証している。
【００４９】
実施例19
オルガノイドを用いた腎臓発生および毒性のモデル化
　hPSC由来後腎胞がより成熟したネフロン構造体を形成するのに追加の外部化合物を必要
としないという観察は、後腎胞が形成された後にネフロン形成のシグナルが内因的に活性
化されることを示した。その異なるセグメントへのネフロンのパターン形成は、発生時に
後腎胞段階で始まるので、本発明者らは、発生上のパターン形成がこれらの内因性シグナ
ルの化学的調整によって模倣され得るという仮説をたてた。分化第14日から第21日までの
ノッチシグナル阻害剤DAPTの添加は、ネフロンの近位パターン形成にノッチシグナルが関
与するという以前の研究と同様、2Dおよび3Dの両培養下で近位尿細管形成の顕著な抑制を
もたらした（図6a、b、図12a～c）。
【００５０】
実施例20
腎臓オルガノイドにおける腎臓発生および損傷のモデル化
　薬物の腎毒性は、入院患者における急性腎損傷の大きな原因である。現在、インビトロ
で腎毒性をアッセイするための患者特異的なモデルは存在しない。インビトロで腎損傷お
よび毒性を研究するために本発明者らのオルガノイドを使用することができるかどうかを
試験するため、本発明者らは、分化第21日後の3D hESC由来腎臓オルガノイドを、近位尿
細管毒性が十分に確認されている広く使用されている抗生物質であるゲンタマイシン（5 
mg/mL）で48時間、または近位および遠位尿細管毒性を有する抗癌薬であるシスプラチン
（5μM）で24時間処理した。次いでオルガノイドを固定し、そして近位および遠位尿細管
を同定するためのそれぞれLTLおよびE-カドヘリンと共に、急性腎損傷後に近位尿細管に
おいて高度に上方調節されるバイオマーカーである腎損傷分子-1（KIM-1）について免疫
染色した。
【００５１】
　ゲンタマイシン処理オルガノイドのホールマウントおよび凍結切片の両方の染色は、LT
L+尿細管の内腔表面における明確なKIM-1発現を示し、しかしE-カドヘリン+尿細管におい
ては示さず、リアルタイムPCRは、ゲンタマイシンによる用量依存的な様式のKIM-1上方調
節を示し（図6c、d、e、Fig.13a、b）、これによりゲンタマイシンがオルガノイドの近位
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尿細管に損傷を与えたことが示された。さらに、シスプラチンは、LTL+尿細管においてKI
M-1を有意に上方調節し、およびE-カドヘリン発現を抑制し（図6c）、これにより近位お
よび遠位尿細管毒性が示された。未処理オルガノイドにおいてはLTL+またはE-カドヘリン
+尿細管のいずれにおいてもKIM-1発現が観察されなかった。全体的な毒性効果とネフロン
セグメント特異的な損傷を区別するため、オルガノイドを、DNA損傷のマーカーであるγH
2AXについて免疫染色した（図6f）。5μMの用量のシスプラチンは、LTL+尿細管において
γH2AX発現を上方調節したが、PODXL+蛸足細胞においてはそうならず、より高用量のシス
プラチン（50μM）は、より全体的な細胞毒性に相当するより広範なγH2AX発現をもたら
した。これらの知見は、インビトロで薬物および他の化合物の腎毒性を試験するために使
用され得る毒物腎損傷の患者特異的なモデルとしての本発明者らの3D腎臓オルガノイドシ
ステムの有用性を示している。
【００５２】
実施例21
考察
　本発明者らは、誘導分化によりhPSCからセグメントパターン形成したネフロン構造体の
作製を報告そする。本発明者らのプロトコルは、2Dおよび3Dの両方の培養下で後腎胞を自
然に形成し、その後、ネフロンのそれと同様の連続的で秩序のある配置で糸球体、近位尿
細管、ヘンレのループおよび遠位尿細管を含む自立組織化ネフロン様構造体に分化するNP
Cを効率的に誘導する。本発明者らの知る限り、以前の研究で、hPSCを成熟した連続的な
秩序のあるセグメントを有するネフロン構造体に変換したものはない。参考文献18は、20
％の効率で、すべての上皮要素と共に孤立した尿細管構造体を含むが連続的なネフロン構
造体を含まない3D凝集体を形成するSIX2+細胞を生成し、そのプロトコルは、後腎間葉お
よび尿管芽の両系統の細胞を生成し、これらは、特異性の欠如を示唆している。比較する
と、本発明者らの方法は、90％の効率でSIX2+SALL1+WT1+PAX2+ NPCを生成し、その細胞は
、検出可能な尿管芽派生体を含まず後腎間葉のすべての主要な上皮派生体を含むネフロン
構造体を自然に生じる。本発明者らのプロトコルにおける後方IMからのSIX2+細胞の誘導
は、参考文献18における20倍高い濃度と比較して、ごく低用量のFGF9（10 ng/mL）しか必
要とせず、このことは、WT1+HOXD11+後方IM細胞がFGF9に応答するよう刺激され、NPCに分
化することを示唆している。Taguchiらは、体軸幹細胞および後方IMの標的化が後腎間葉
のNPCの誘導を容易にし得るという考え方を提案した。胚様体培養系に基づく彼らのプロ
トコルは、各工程でより多くの中間工程および成長因子を必要とし、細管形成を起こすよ
うNPCを誘導するためにマウスの胚脊髄を使用した。加えて、尿細管構造体におけるSALL1
の持続的発現は、それらが依然としてネフロン発生の未成熟段階にあることを示した。本
発明者らの後方IMおよびNPCを生成するプロトコルは、2D単層培養、少ない工程、少ない
化合物を使用し、完全に化学的に定義されており、より高速である。本発明者らのプロト
コルと以前のものの間の鍵となる違いは、本発明者らのストラテジーは、後方原始線条が
IMではなく側板中胚葉を生じることを示す発生研究に基づき、後方原始線条ではなく後期
段階中間原始線条を誘導することである。（CHIRの用量およびBMP4の抑制による）原始線
条内の適当な前後方向の位置および（CHIR処理の期間による）原始線条からの細胞遊走の
タイミングを正確に定義することによって、本発明者らは、NPCを生じ得る正確な前駆体
集団を生成することができた。予想された通り、BMP4の添加による原始線条の後方化（po
steriorization）は、hPSCをFOXF1+側板中胚葉に分化させる。最後に、本発明者らは、プ
ロトコルの微調整がhESCおよびhiPSCの両系統における誘導分化の効率を最適化すること
を示している。内因性BMP4シグナルのレベルのばらつきは、hiPSC系統を後方IMに分化さ
せる本発明者らの能力に大きく影響したが、これは、アンタゴニストであるノギンの添加
によりBMP4レベルを調節することによって対処することができた。
【００５３】
　hPSCから他の系統へと分化させる以前の研究において示されたように、本発明者らは、
インビトロでの重要な発生段階の精密な再現が分化効率を向上させ、インビボ対応物に非
常に綿密に類似する細胞を生成することを見出している。本発明者らのhPSC由来NPCは、
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後腎間葉のマーカーのすべてを発現し、後腎胞およびネフロンに自然に分化する固有の能
力を有する。本発明者らの系における尿管芽および血管前駆体の非存在は、それぞれ、集
合管および糸球体毛細管の生成を回避するが、このNPC由来後腎胞は、2Dおよび3Dの両方
の背景の下でこれらの要素を伴わずにネフロンに自立的に組織化する。
【００５４】
　自立的に組織化したネフロンを含む3D腎臓オルガノイドを生成する能力は、腎臓発生、
疾患および損傷の研究ならびに細胞補充療法の研究を促進するであろう。同様のオルガノ
イド系は、脳および胃の症状のモデル化に関して良好な結果を示している。ノッチ阻害が
近位尿細管分化を抑制することを示す本発明者らのデータは、現時点でそのモデルが存在
しないヒト腎臓発生のメカニズムの研究における本発明者らの系の有用性を確認するもの
である。ゲンタマイシンおよびシスプラチンを用いて、本発明者らはまた、オルガノイド
内のネフロンの主要な上皮要素の存在が複数のネフロンセグメントに対する毒性薬物効果
についてのスクリーニングをいかに実現するかを示した。ヒトにおける薬物感受性には個
体ごとのばらつきがあるので、ヒトiPSCからの腎臓オルガノイドの生成は、患者特異的な
様式での薬物試験を実現するであろう。
【００５５】
実施例22
ReproFF2を用いたフィーダーフリー培養下でのhPSCの維持
　本明細書に記載されるすべての維持培養実験は、ReproFF2および1％ LDEVフリーhESC適
合Geltrexでコーティングされた6ウェルプレートを使用する。
【００５６】
　1)　hPSCを継代する前に、細胞の状態および自然分化の程度をチェックする。健常な未
分化のhPSCは、境界が明瞭な円形のコロニー形態を示す。コロニーが約80％コンフルエン
トである場合に次の工程に進む。フィーダー培養で成長させた場合と異なり、いくつかの
結合したコロニーが観察されるのが通常である。
【００５７】
　分化した細胞が観察されたら、これらの細胞を吸引により取り除く。これらの分化した
細胞は通常、各コロニーのサイズが大きくなりすぎた場合にそのコロニーの中心で見られ
る。しかし、一部の分化した細胞は、ときどき、コロニーの辺縁部で線維芽細胞様の形態
を示す。その場合、それらの分化細胞を取り除くことは困難であり、したがって、最初か
ら「オン・フィーダー（on feeder）」から「フィーダーフリー」への移行に再挑戦する
のが良い。
【００５８】
　2）目視により分化したコロニーを吸引する。小さな分化コロニーは、継代の際に自然
に消失するので、大きな分化コロニーを取り除くだけで十分である。ReproFF2を吸引し、
ウェルの中心から200μlのDissociation Solution for human ES/iPS cells（CTK溶液）
を添加して、その溶液を全表面に行き渡らせるようにする。細胞を37℃のインキュベータ
ー内で2分間、コロニーの縁部が丸くなり始めるまでインキュベートする。CTK溶液を吸引
し、残ったCTK溶液を洗い流すために2 mLのPBSを添加する。
【００５９】
　細胞に長時間暴露するのは有害であり得るCTK溶液を用いた処理は慎重に行うことが重
要である。長い待ちすぎると、その後にPBSで洗浄した際にコロニーが失われるであろう
。したがって、CTKへの2分間の暴露後に細胞の剥離に関して顕微鏡を用いてまたは用いず
に目視検査を行うことが重要である。コロニーの縁部が丸くなり始めていることを確認し
たら、次の工程に進むときである。本発明者らは、CTK溶液との2分間のインキュベート以
降、15秒ごとに細胞をチェックすることを推奨する。
【００６０】
　3）PBSを吸引し、1 mlのReproFF2を添加する。細胞スクレーパーを用いてコロニーを剥
離させる。大きな凝集体が確認できなくなるまで1 mlピペットを用いてコロニーを解体す
る。ピペット操作は通常、（コンフルエンス度および細胞株に依存して）3～10回行う。
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【００６１】
　コロニーの最適サイズは、細胞株、コンフルエンス度およびフィーダーフリー培養下で
の継代数に依存する。コロニーの最適径は、細胞がフィーダーフリー培養に最適化されて
いる場合、100～200μmである。
【００６２】
　4）新しいプレートを室温（20～25℃）で30分間準備する。新しいウェルからGeltrex溶
液を吸引し、継代率に依存して1～1.7 mlのReproFF2を添加する（合計が2 mlとなるであ
ろう）。
【００６３】
　5）330μl～1 ml（1:1～1:3比）のコロニー片を新しいプレートの1つのウェルに移し、
コロニーがウェル内で均等に分配されるようプレートをおだやかに振とうする。
【００６４】
　6）細胞を、5％CO2インキュベーターにおいて37℃で維持する。3日後および5日後に培
地を交換する。細胞を7日ごとに継代する。
【００６５】
実施例23
ReproFF2培地におけるフィーダーフリーhPSC培養（工程1～6）
　本発明者らのプロトコルは、乳酸脱水素酵素上昇ウイルス（LDEV）フリーhESC適合Gelt
rexコーティングされたプレートを用いるReproFF2培地中でのフィーダーフリーhPSC培養
を使用する。本発明者らは、線維芽細胞成長因子2（FGF2）、10 ng/mlを補充したReproFF
2培地を用いて1％ LDEVフリーhESC適合Geltrexでコーティングされた6ウェルプレートに
おいてhPSCを維持する（工程1～6）。hPSCが最初にマウス胚性線維芽細胞（MEF）フィー
ダー上で培養された場合、本発明者らは、その細胞を、ReproFF2を用いたフィーダーフリ
ー条件下で少なくとも5回継代することを推奨する。ReproFF2中でhPSCを維持するのが過
度に困難である場合、本発明者らは、1％ LDEVフリーhESC適合Geltrexでコーティングさ
れた6ウェルプレートにおいて、FGF2（10 ng/ml）を補充したStemFit Basicを用いてhPSC
を維持することを推奨する（ボックス1）。hPSCは、ReproFF2またはStemFit Basicのどち
らが使用される場合も7日ごとに継代する。
【００６６】
実施例24
分化のためのhPSCの準備　タイミング3d
　すべての分化実験は、1％ LDEVフリーhESC適合Geltrexでコーティングされた24ウェル
プレートを使用する。
【００６７】
　7）継代日に細胞のコンフルエンス度および自然分化度をチェックする。通常、分化し
た細胞はごくわずかしか存在しないので、細胞を分化用に準備する際に分化細胞を取り除
く必要はない。分化細胞が観察される場合、分化細胞を吸引し、その後の継代でコロニー
を小さくする。
【００６８】
　コンフルエンス度が十分高くない場合、コンフルエンス度が約80％になるまで1：1比で
細胞を継代する。コンフルエンス度が低いと、細胞の生存度が低くなり、開始したとして
も分化が非効率的になるであろう。
【００６９】
　8）ReproFF2を吸引し、2 mlのPBSを添加する。プレートをおだやかに旋回させ、残った
ReproFF2を洗い流す。PBSを吸引し、500μlのAccutaseを添加する。細胞を37℃および5％
CO2のインキュベーター内で10分間インキュベートする。細胞の剥離を促進するようプレ
ートをタップする。さらに5分間インキュベートする。
【００７０】
　9）合計15分間のインキュベート後、細胞凝集体が確認できなくなるまで1 mlピペット
を用いて細胞を慎重に剥離および分離する。500μl ReproFF2を添加することによって15 
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mlチューブを準備する。
【００７１】
　10）分離させた細胞を、500μl ReproFF2で満たした15 mlチューブに収集する。細胞の
計数のために15 mlチューブから20μlをCellometer Counting Chamberに取り出す。
【００７２】
　11）チューブを室温で4分間、300 x gで遠心分離する。チューブを遠心分離している間
に、Cellometerを用いて細胞数を計数する。培地を吸引し、細胞を10,000細胞／μlとな
るようReproFF2中に再懸濁する。
【００７３】
　6ウェルプレートの1つのウェルから細胞を収集すると、通常200万～500万個の細胞が得
られる。細胞が100万個よりも少ない場合、維持hPSC培養における細胞のコンフルエンス
度が低すぎ、分化が開始した際に細胞の生存度が低くなっていたということであろう。
【００７４】
　12）上清を吸引し、細胞を10,000細胞／μlとなるようReproFF2中に再懸濁する。分化
実験のために、10μMのROCK阻害剤Y27632（1：1000希釈）を含む十分量のReproFF2を準備
する。細胞懸濁物を、44,000～86,000細胞/ml（12,000～24,000細胞/cm2）となるようY27
632を含むReproFF2に移す。24ウェルプレートのウェルあたり500μlとなるよう細胞をプ
レーティングする。
【００７５】
　プレーティング密度は、高効率の分化を達成するために非常に重要である。異なる細胞
株を使用する際には異なるプレーティング密度を試験することが肝要である。H9細胞の場
合、本発明者らの実験ではおよそ20,000細胞/cm2が最良であった。HDF-α iPS細胞の場合
、およそ14,000細胞/cm2が最適であった。加えて、ウェルのサイズも非常に重要である。
サイズを変えたい場合、異なるプレーティング密度を試験する必要がある。
【００７６】
　13）細胞を72時間、37℃の5％CO2インキュベーター内で培養する。培地を交換する必要
はない。
【００７７】
　分化をより早く開始させたい場合、分化を開始させる際にほぼ50％コンフルエンスの細
胞となるよう工程12においてより多くの細胞をプレーティングする必要がある。
【００７８】
実施例25
分化用のhPSCの準備（工程7～13）
　細胞を継代する際、細胞を分化用にプレーティングする（工程7～13）。本発明者らは
通常、6ウェルプレート中の2つのウェルを準備し、1つのウェルを分化用に、1つのウェル
を継続的な継代用に使用する。プレーティング密度は、分化効率に有意に影響し、hPSCの
各株は、調整を必要とする。hPSCの多能性は、未分化細胞において十分に維持される必要
があり、したがって分化コロニーは、吸引により取り除かれる必要がある。分化のために
、細胞を、Accutaseを用いて15分間分離させ、FGF2 10 ng/mlおよびY27632 10μMを補充
したReproFF2に再懸濁し、そして1％ LDEVフリーhESC適合Geltrexでプレコーティングさ
れた24ウェルプレートにプレーティングする。細胞がおよそ50％コンフルエンスに達する
まで細胞を72時間培養する。
【００７９】
実施例26
hPSCから後方中間中胚葉細胞への分化　タイミング6～7d
　14）細胞のコンフルエンス度をチェックする。約50％が分化を開始するのに最良である
。ReproFF2を吸引し、残ったReproFF2を洗い流すために500μl PBSを添加する。
【００８０】
　分化が開始される際のコンフルエンス度は、細胞生存率および分化効率に影響する。コ
ンフルエンス度が50％未満である場合、さらに数時間待つことにより分化を開始するタイ
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ミングを調節することができる。
【００８１】
　15）PBSを吸引し、CHIR 3～10μM +/- BMP4阻害剤（ノギン5～25 ng/mlまたはドルソモ
ルフィン100～500 nM）を補充した500μlの分化基本培地を添加する。
【００８２】
　CHIRの濃度およびBMP4阻害剤の追加は、細胞株、継代回数および維持培地条件に依存す
る。H9の場合、ReproFF2培養において8μMのCHIRが最良であった。HDFの場合、10μMのCH
IRおよび5 ng/mlノギンが最良であった。他の細胞株または他の培養培地を使用する場合
、プロトコルを以下のように調節する：第1に、分化開始時に50％コンフルエンスとなる
ようプレーティングする細胞数を調整する。第2に、4日間のCHIR処理の間に細胞の剥離お
よび死滅がおこらない最も高い濃度のCHIR（3～10μM）を見出す。第3に、プレーティン
グする細胞数およびCHIRの調節がSIX2+細胞の誘導に不十分だった場合、BMP4阻害剤（ノ
ギン5～25 ng/mlまたはドルソモルフィン100～500 nM）の添加を試験する。
【００８３】
　16）37℃、5％CO2インキュベーター内で細胞を2日間培養する。
【００８４】
　17）分化培地を吸引し、（BMP4阻害剤と共にまたはそれなしで）同じ濃度のCHIRを補充
した500μlの新鮮な分化培地を細胞に供給する。
【００８５】
　18）37℃、5％CO2インキュベーター内で細胞を2日間培養する。
【００８６】
　19）細胞の形態をチェックする。ゆるやかに形成された密集した細胞クラスターの存在
は、次の分化処理に切り替えるのに最適な時期であることを示す（図15）。通常、96時間
の分化が、最良のタイミングであるが、そのタイミングを細胞の形態に依存して調節する
ことができる。培地を吸引し、アクチビンA 10 ng/mlを含む750μlの分化培地を添加する
。
【００８７】
　この段階は、NPCへの高効率の分化を達成するために重要である。その形態を非常に注
意深くチェックする。細胞が依然として均一で平坦な単層を形成している場合（疎ら過ぎ
である、図15）、（BMP4阻害剤と共にまたはそれなしで）同じ濃度のCHIRを含む分化培地
を細胞に供給し、半日から1日待つ。細胞が、未分化のマウス胚性幹細胞に類似するドー
ム様の円形クラスターを形成したら（密集し過ぎている、図15）、それは多くの場合、次
の工程に進むには遅すぎる。CHIRの濃度を下げて分化の最初から再挑戦する。
【００８８】
　20）37℃、5％CO2インキュベーター内で細胞を2～3日間培養する。細胞への供給は必要
ない。SIX2+細胞の誘導が十分でない場合、3日間に代えて2日間のアクチビンA処理を試験
する。
【００８９】
実施例27
hPSCからNPCへの分化　タイミング1～2d
　21）培地を吸引し、FGF9、10 ng/mlを補充した500μlの基本分化培地を添加する。
【００９０】
　22）37℃、5％CO2インキュベーター内で細胞を1～2日間培養する。細胞への供給は通常
必要ないが、培地が黄色になった場合は、FGF9、10 ng/mlを補充した基本分化培地を細胞
に供給する。
【００９１】
実施例28
ネフロン前駆細胞の誘導（工程14～22）
　図15は、分化開始時の細胞形態を示している。開始時のコンフルエンス度は、分化効率
に有意に影響するので、本発明者らは、最良の条件を見出すまで異なるプレーティング密
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度を準備することを強く推奨する。第1に、残ったReproFF2（または、これを使用するこ
とが選択された場合は、StemFit）を取り除くために、細胞をPBSで1回軽く洗う。次に、C
HIR99021（CHIR）3～10μM +/- BMP4阻害剤（ノギン5～25 ng/mlまたはドルソモルフィン
100～500 nM）を用いて分化を開始させる。hPSCの各株は、CHIRの用量調節を必要とする
。4日間のCHIR処理の間に細胞の剥離および死滅をもたらさない最大用量を推奨する。BMP
4阻害剤の追加は、使用される細胞株および維持条件に依存する。本発明者らがReproFF2
中で維持されたH9細胞を使用する際、本発明者らはCHIR 8μMへのBMP4阻害剤の追加を必
要としない。この分化の第1工程は、通常4日間かかる。培地は、分化第2日に交換される
べきである。分化第4日に、細胞は、ゆるやかに密集したクラスターを形成する（図15）
。これが、10 ng/mlのアクチビンAを用いた細胞の処理を含む分化の次の工程に進む最良
の時期を示す。
【００９２】
　3日間のアクチビンA処理の後、後方中間中胚葉のマーカー、すなわちWT1およびHOXD11
が陽性になる。その後、NPCを誘導するために、細胞をFGF9、10 ng/mlで2日間処理する。
分化第9日に、NPCの重要なマーカーであるSIX2が陽性になる。SIX2染色は、分化が適切に
誘導された場合、非常に明るい（図16a）。
【００９３】
実施例29
hPSCから腎臓オルガノイドへの分化（二次元）～タイミング12d
　23）培地を吸引し、FGF9 10 ng/mlおよびCHIR 3μMを含む500μl～1 mlの分化培地を添
加する。
【００９４】
　細胞の形態をチェックする。多くの細胞が、後腎胞に類似する内腔を有する円形の分極
構造を形成している場合（図15）、この工程の処理時間を2日から1日に短縮することによ
って調節すべきである。培地の色がすぐに黄色に変化した場合は、次の実験で培地の量を
1 mlまで増やすべきである。
【００９５】
　24）細胞を37℃の5％CO2インキュベーター内で2日間培養する。
【００９６】
　1日の培養後に培地の色が黄色になったら、細胞に、同じ濃度のCHIRおよびFGF9を用い
た分化培地を工程23と同じ量供給する。
【００９７】
　25）培地を吸引し、FGF9、10 ng/mlを含む750μl～1 mlの分化培地を添加する。
【００９８】
　26）細胞を37℃の5％CO2インキュベーター内で2～3日間培養する。
【００９９】
　1日または2日の培養後に培地の色が黄色になったら、細胞に、同じ濃度のFGF9を用いた
分化培地を工程25と同じ量供給する。後腎胞と類似する内腔を有する円形の分極構造が観
察されたら、次の工程に進めることができる。後腎胞構造が3日以内に観察されない場合
、免疫染色によってLHX1が発現されているかどうかを確認するべきである。LHX1が大部分
の細胞で陽性の場合、次の工程に進めることができる。
【０１００】
　27）培地を吸引し、いかなる成長因子も含まない500μlの基本分化培地を添加する。
【０１０１】
　28）2～3日ごとに、細胞に500～750μlの基本分化培地を供給する。腎臓オルガノイド
は、少なくとも分化3か月目まで安定である。ネフロン構造体は、顕微鏡を用いて確認す
ることができる（図15、図16e）。
【０１０２】
実施例30
hPSCから三次元腎臓オルガノイドへの分化　タイミング12～d
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　29）NPCが誘導される工程22において、三次元培養に切り替える。培地を吸引し、500μ
l PBSを添加する。残った分化培地を洗い流す。
【０１０３】
　30）PBSを吸引し、24ウェルプレートの1つのウェルに300μl Accutaseを添加する。細
胞を37℃の5％CO2インキュベーター内で10～15分間インキュベートする。CHIR 3μMおよ
びFGF9 10 ng/mlを補充した300μlの基本分化培地を含む15mlチューブを準備する。
【０１０４】
　31）1 mlピペットを用いて細胞を分離させ、細胞を工程30で準備した15 mlチューブに
移す。Cellometerによる細胞計数のために15mlチューブから20μlを取り出す。
【０１０５】
　32）室温で4分間、300gでチューブを遠心分離する。Cellometerを用いて細胞数を計数
する。
【０１０６】
　33）培地を吸引し、CHIR 3μMおよびFGF9 10 ng/mlを補充した基本分化培地に500,000
細胞/mlとなるよう細胞を再懸濁する。200μlの分化培地中100,000細胞/ウェルを96ウェ
ル、丸底、超低接着性プレートにプレーティングする。
【０１０７】
　34）プレートを300 x gで15秒間遠心分離し、細胞を37℃の5％CO2インキュベーター内
で2日間培養する。
【０１０８】
　35）200μlピペットを用いて培地を慎重に吸引し、FGF9 10 ng/mlを補充した200μlの
基本分化培地を添加する。
【０１０９】
　36）顕微鏡で後腎胞様の円形構造体が確認できるようになるまで、細胞を37℃の5％CO2
インキュベーター内で2～3日間培養する。
【０１１０】
　37）200μlピペットを用いて培地を吸引し、追加の成長因子を含まない基本分化培地を
添加する。
【０１１１】
　38）細胞を37℃の5％CO2インキュベーター内で少なくとも1週間培養する。2～4日ごと
に85μlの培地を吸引し、100μlの基本分化培地を添加する。
【０１１２】
　39）培地を吸引し、200μlの4％ PFAを添加する。プレートを室温で15～30分間インキ
ュベートする。
【０１１３】
実施例31
腎臓オルガノイドの誘導（工程23～39）
　このネフロン前駆細胞段階から、本発明者らは同じ分化処理を2Dまたは3Dのいずれの培
養にも適用することができる。本発明者らが3D培養に切り替える場合、本発明者らは、96
ウェル、丸底、超低接着性プレートを使用し、100,000細胞／ウェルをプレーティングす
る。通常、本発明者らは、24ウェルプレートの1つのウェルから200万～300万細胞を得、
これは多くのオルガノイドを生成するのに十分である。2Dおよび3Dの両培養下で、本発明
者らは、前尿細管凝集体（PAX8+LHX1+）を誘導するためにNPCをCHIR 3μMおよびFGF9 10 
ng/mlで2日間処理する。その後、本発明者らは、FGF9、10 ng/ml単独に戻し、細胞を3日
間培養し、それらを後腎胞（PAX8+LHX1+LAM+）に分化させる。その後、本発明者らは、成
長因子を含まない基本分化培地のみを使用し、細胞は、1週間以内にセグメント化ネフロ
ン構造体を形成する。本発明者らのプロトコルによって生成される腎臓オルガノイドは、
2～3日ごとに供給することで、最大3か月間、基本分化培地中で安定である。
【０１１４】
　40）4％ PFAを吸引し、500μl PBSを添加する。ウェルを穏やかに洗浄し、PBSを吸引す
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る。
【０１１５】
　41）工程41を2回以上繰り返す。
【０１１６】
　42）PBSを吸引し、150～200μlのブロッキング緩衝液を添加する。プレートを室温で1
時間インキュベートする。
【０１１７】
　43）ブロッキング緩衝液を吸引し、所望の一次抗体を含む150～200μlの抗体希釈緩衝
液を添加する。プレートを4℃で一晩インキュベートする。
【０１１８】
　ウェルの表面が抗体希釈緩衝液で完全に覆われていない場合、抗体溶液の量を150から2
00μlに増やす。ビオチニル化LTLで染色する場合、ストレプトアビジン／ビオチンブロッ
キングキットを使用する必要がある。
【０１１９】
　44）プレートを室温下に置き、15分間待つ。抗体溶液を吸引し、500μl PBSを添加する
。残った抗体を洗い流す。
【０１２０】
　45）500μl PBSによる洗浄を2回以上繰り返す。
【０１２１】
　46）PBSを吸引し、所望の二次抗体を含む150～200μlの抗体希釈緩衝液を添加する。プ
レートを、暗い引き出しの中で、室温で1時間インキュベートする。
【０１２２】
　47）二次抗体含有緩衝液を吸引し、500μl PBSを添加する。残った抗体を洗い流す。
【０１２３】
　48）500μl PBSによる洗浄を2回以上繰り返す。
【０１２４】
　49）PBSを吸引し、DAPI（1：5000）を含むPBSを添加する。
【０１２５】
　50）免疫蛍光顕微鏡下でサンプルを観察する。DAPIを洗い流す必要はない。免疫細胞化
学によるSIX2+細胞の定量が必要な場合、標準的な画像ソフトウェア、例えばImageJを使
用する。あるいは、免疫細胞化学の場合と同じ抗体希釈比（1：500）を用いてSIX2+細胞
についてのフローサイトメトリーを使用する。
【０１２６】
実施例32
エンドポイント分析（工程40～81）
　典型的に、ネフロン構造体は、2D培養下での「後腎胞段階」後の3～5日の培養後に確認
できる（図15）。2D培養において、セグメント化ネフロン構造体は、蛸足細胞（PODXL）
、近位尿細管（ロータス・テトラゴノロバス レクチン（LTL））、ヘンレのループ（カド
ヘリン1（CDH1）、ウロモジュリン（UMOD））および遠位尿細管（CDH1）のマーカーにつ
いての標準的な免疫細胞化学によって分析することができる（工程40～51）（図16b）。3
D培養において、凍結切片を標準的なプロトコルによって作製することができ、ネフロン
構造体を免疫組織化学によって分析することができる（工程52～67）（図16c）。あるい
は、共焦点顕微鏡による3Dネフロン構造体の観察を可能にするホールマウント染色も実施
され得る（工程68～81）（図16d）。糸球体および尿細管構造は、時に、オルガノイドの
表面付近の明視野画像において確認され得る（図16e）。
【０１２７】
実施例33
エンドポイント分析（三次元、凍結切片）タイミング2d
　51）先端が幅広いピペット（単に先端をハサミで切断したもの）を用いて腎臓オルガノ
イドをエッペンドルフチューブに移す。
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【０１２８】
　52）200μlピペットを用いて培地を慎重に吸引し、500μl 4％PFAを添加する。オルガ
ノイドを室温で1時間インキュベートする。
【０１２９】
　53）200μlピペットを用いて4％ PFAを慎重に吸引し、1 ml PBSを添加する。オルガノ
イドを洗浄する。
【０１３０】
　54）1 ml PBSによる洗浄を2回以上繰り返す。
【０１３１】
　55）ピペットを用いてPBSを慎重に吸引し、500μl 30％（w/w）スクロースを添加する
。オルガノイドを4℃で一晩インキュベートする。
【０１３２】
　56）先端が幅広いピペットを用いてオルガノイドをクリオモルドの中心に移し、200μl
ピペットを用いて30％スクロースを慎重に吸引する。クリオモルドの縁部の周囲をOCTコ
ンパウンドを添加する。
【０１３３】
　57）液体窒素およびアセトンを用いてサンプルを凍結させる。
【０１３４】
　58）クリオスタットを用いて凍結切片を5～10μm厚に切断し、切片をガラススライド上
にマウントする。
【０１３５】
　59）PBSで満たした3つのコプリンジャーを用いてOCTコンパウンドを連続的に洗い流す
。
【０１３６】
　60）疎水性ペンを用いて切片を周回させたのちに各切片に約30μlのブロッキング洗浄
液を上乗せする。スライドを室温で1時間インキュベートする。
【０１３７】
　ビオチニル化LTLで染色する場合、ストレプトアビジン／ビオチンブロッキングキット
を使用する必要がある。
【０１３８】
　61）ブロッキング緩衝液を吸引し、所望の一次抗体を含む約30μlの抗体希釈緩衝液を
添加する。スライドを室温で1～2時間インキュベートする。
【０１３９】
　62）抗体希釈緩衝液を吸引し、PBSで3回洗浄する。
【０１４０】
　63）PBSを吸引し、所望の二次抗体を含む約30μlの抗体希釈緩衝液を上乗せする。スラ
イドを、暗い引き出しの中で、室温で1時間インキュベートする。
【０１４１】
　64）抗体希釈緩衝液を吸引し、PBSで3回洗浄する。
【０１４２】
　65）カバーガラススライドおよびDAPIを含むVectashieldマウンティング培地を用いて
切片を密封する。
【０１４３】
　66）免疫蛍光顕微鏡下でまたは共焦点顕微鏡によってサンプルを観察する。
【０１４４】
実施例34
エンドポイント分析（三次元、ホールマウント染色）タイミング3d
　67）先端が幅広いピペット（単に先端をハサミで切断したもの）を用いて腎臓オルガノ
イドをエッペンドルフチューブに移す。
【０１４５】
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　68）ピペットを用いて培地を慎重に吸引し、500μl 4％PFAを添加する。オルガノイド
を室温で1時間インキュベートする。
【０１４６】
　69）4％ PFAを吸引し、1 ml PBSを添加する。オルガノイドを洗浄する。
【０１４７】
　70）1 ml PBSを用いた洗浄をさらに2回繰り返す。
【０１４８】
　71）200μlピペットを用いてPBSを慎重に吸引し、200μlブロッキング緩衝液を添加す
る。オルガノイドを室温で1時間インキュベートする。
【０１４９】
　72）200μlピペットを用いてブロッキング緩衝液を慎重に吸引し、所望の一次抗体を含
む200μlの抗体希釈緩衝液を添加する。オルガノイドを4℃で一晩インキュベートする。
【０１５０】
　73）200μlピペットを用いて抗体含有溶液を慎重に吸引し、1 ml PBSを添加する。オル
ガノイドを室温で1時間インキュベートする。
【０１５１】
　74）200μlピペットを用いてPBSを慎重に吸引し、1 ml PBSを添加する。オルガノイド
を室温で1時間インキュベートする。
【０１５２】
　75）200μlピペットを用いてPBSを慎重に吸引し、1 ml PBSを添加する。オルガノイド
を4℃で一晩インキュベートする。
【０１５３】
　76）ピペットを用いてPBSを慎重に吸引し、所望の二次抗体を含む200μlの抗体希釈緩
衝液を添加する。オルガノイドを室温で1時間インキュベートする。
【０１５４】
　77）200μlピペットを用いて二次抗体含有溶液を慎重に吸引し、1 ml PBSを用いてオル
ガノイドを3回洗浄する。
【０１５５】
　78）200μlピペットを用いてPBSを慎重に吸引し、200μlのDAPI（1：5000）を含むPBS
を添加する。オルガノイドを室温で1時間インキュベートする。
【０１５６】
　79）先端が幅広いピペットを用いてオルガノイドをガラススライド上に移す。DAPI溶液
を吸引し、Vectashieldおよびカバーガラススライドを用いて密封する。
【０１５７】
　80）共焦点顕微鏡下でサンプルを観察する。
【０１５８】
実施例35
シスプラチンを用いた腎毒性アッセイ　タイミング2d
　81）少なくとも分化第21日後の2Dまたは3Dのいずれかの培養下の腎臓オルガノイドを準
備する。
【０１５９】
　82）シスプラチン5μM（1：1000希釈）または陰性対照としての滅菌水を補充した基本
分化培地を準備する。3D培養または2D培養の1つのウェルに対して必要な量は、それぞれ
、200μlまたは500μlである。
【０１６０】
　アリコート中にシスプラチンの沈殿がないことを確認する。冷凍庫からアリコートを取
り出した際に沈殿物が確認された場合、シスプラチンが完全に溶解するまでそのアリコー
トを37℃の水槽内で温める。
【０１６１】
　83）培地を慎重に吸引し、シスプラチン5μMまたは滅菌水を補充した200μl（3D）また
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は500μl（2D）の基本分化培地を添加する。
【０１６２】
　腎臓オルガノイドの吸引は、尿細管に損傷を与える可能性があり、これはKIM-1発現を
誘導し得る。腎臓オルガノイドを吸引しないように注意する。
【０１６３】
　84）細胞を37℃の5％CO2インキュベーター内で1日培養する。分析のためにサンプルを
採取する。
【０１６４】
実施例36
シスプラチンを用いた腎毒性アッセイ（工程90～91）
　NPCおよび腎臓オルガノイドを用いる潜在的用途は様々ある。これらの用途の1つの例と
して、本発明者らは、公知の腎毒性剤であるシスプラチンを用いる腎毒性アッセイを示す
（図17）。腎臓オルガノイドにおいてネフロン構造体が形成されたら（第21日～）、その
オルガノイドを、腎毒性を調査したい薬剤で処理することができる。本発明者らは、公知
の腎毒性剤であるシスプラチンに対する応答を実証する。本発明者らは、近位尿細管の損
傷を検出するためにKIM-1染色を使用した。
【０１６５】
実施例37
制限
　分化効率は、hPSC株に固有のばらつきによる影響を受ける。本発明者らは、2つの異な
る培養培地および複数のhPSC株を用いた本発明者らの実験を反映する、異なる培養条件下
で当初生育された異なる細胞株に対してプロトコルを調節する方法を明確にした。本発明
者らは、それが高い分化効率を達成する上で最も単純な方法であるという理由で、H9およ
びReproFF2の使用を推奨する。本発明者らは、本発明者らの調節方法により、異なる環境
下にある研究者が、異なる培養系および異なる細胞株を用いてNPCおよび腎臓オルガノイ
ドを作製できるようになると考える。
【０１６６】
　本発明者らのプロトコルの別の制限は、腎臓オルガノイドの間質領域の細胞が、ヒト腎
臓サンプルにおいて検証された抗体および明確な形態学的特徴の欠如が理由で、本発明者
ら自身の研究において十分に特徴づけられなかったことである。これらの細胞は、NPC段
階の細胞の10～20％を占めるSIX2陰性集団由来であると考えられ、公開された研究によれ
ば集合管細胞、周皮細胞、内皮細胞、平滑筋細胞、線維芽細胞または他の細胞であり得る
。本発明者らの最近の結果は、オルガノイドにおいて（接続管／集合管の特徴である）CD
H1+AQP2+尿細管および（周皮細胞の特徴である）PDGFRβ+、（内皮細胞の特徴である）エ
ンドムチン+または（筋線維芽細胞の特徴である）α-SMA+間質細胞を示した（図18）が、
これらの細胞のさらなる定義づけ分析が進行中である。したがって本発明者らは、我々お
よび他の研究者によるさらなる研究が間質領域における細胞型の特徴および状態を解明す
ることを期待する。本発明者らは、本発明のプロトコルから得られるオルガノイドシステ
ムが、ネフロン上皮細胞と間質細胞の間の相互作用を、インタクトな器官におけるこれら
の相互作用の複雑さを再現するヒトインビトロモデルシステムにおいて研究するのに適し
ていると考える。そのようなことから、本発明者らは、慢性腎疾患を引き起こす根底にあ
るプロセスである腎臓線維症等のプロセスに関する新たな知見が見出されることを望む。
【０１６７】
　上記の様々な方法および技術が、本発明を実施するための多く手段を提供する。当然、
記載されるすべての目的または利点が、本明細書に記載される任意の特定の態様にしたが
い達成され得るとは限らないことを理解されたい。したがって、例えば、当業者は、この
方法が、本明細書に教示される1つの利点または複数の利点を達成または最適化する様式
で実施され得るが、それによって本明細書に教示または示唆され得る他の目的または利点
が達成されるとは限らないことを理解するであろう。様々な有利なおよび有利でない代替
態様が、本明細書で言及されている。いくつかの好ましい態様は、1つの、別のまたはい



(35) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

くつかの有利な特徴を個別に含み、他は、1つの、別のまたはいくつかの有利でない特徴
を個別に排除し、さらに他のものは、1つの、別のまたはいくつかの有利な特徴を含むこ
とによって存在する有利でない特徴を個別に軽減することを理解されたい。
【０１６８】
　さらに、当業者は、異なる態様由来の様々な特徴の応用を理解するであろう。同様に、
上で議論されている様々な要素、特徴および工程、ならびに各々のそのような要素、特徴
または工程に対する他の既知の等価物は、本明細書に記載される原理にしたがい方法を実
施するために当業者によって組み合わされ結合され得る。様々な態様において、様々な要
素、特徴および工程の中のいくつかが個別に含まれ、他が個別に除外される。
【０１６９】
　本発明は、特定の態様および実施例の文脈で開示されているが、本発明の態様は、具体
的に開示されている態様を超えて、他の代替の態様および／または使用ならびにそれらの
改変物および等価物に及ぶことが当業者によって理解されるであろう。
【０１７０】
　多くの派生物および代替要素が、本発明の態様の中に開示されている。なおさらなる派
生物および代替態様も、当業者に明らかであろう。これらの派生物には、非限定的に、中
間中胚葉、後腎間葉、ネフロン前駆細胞を生成するためのソース、中間中胚葉、後腎間葉
、ネフロン前駆細胞を生成する方法、および本発明の教示を通じて作製される生産物の具
体的用途が含まれる。本発明の様々な態様は個別に、任意のこれらの派生物または要素を
含み得るまたは除外し得る。
【０１７１】
　いくつかの態様において、本発明の特定の態様を説明するおよび特許請求するために使
用される、成分の量、特性、例えば濃度、反応条件等を表す数値は、いくつかの例におい
て、「約」という用語によって修飾されることが理解されるべきである。したがって、い
くつかの態様において、詳細な説明および添付の特許請求の範囲に示される数値パラメー
タは近似値であり、それは特定の態様によって得ようとする所望の特性に依存して変化し
得る。いくつかの態様において、数値パラメータは、報告されている有効数字に照らして
および通常の丸め技法を適用することによって解釈されるべきである。本発明のいくつか
の態様の広範な範囲を示す数値範囲およびパラメータは近似値であるが、個々の実施例に
示される数値は、実用的な程度に正確に報告されている。本発明のいくつかの態様におい
て示される数値は、それらの各々の試験測定で見出される標準偏差から必然的に生じる一
定の誤差を含み得る。
【０１７２】
　いくつかの態様において、本発明の特定の態様を表す上で（特に添付の特許請求の範囲
において）使用される「a」、「an」および「the」という用語ならびに類語は、単数およ
び複数の両方を包含するものと解釈され得る。本明細書における値の範囲の記載は、その
範囲内に含まれる各々の個別の値を個々に参照するのを省略する方法としての役割を果た
すことが意図されているにすぎない。それ以外のことが本明細書に示されていない限り、
各々個々の値は、それが本明細書で個別に言及されているものとして本明細書に組み入れ
られる。本明細書に記載されるすべての方法は、それ以外のことが本明細書に示されてい
ない限りまたは文脈と明確に矛盾しない限り、任意の適切な順序で実施され得る。任意か
つすべての実施例の使用、または本明細書における特定の態様に関して提供される例示の
語（例えば、「例えば（such as）」）は、本発明をより明確にすることが意図されてい
るにすぎず、そうでなければ特許請求される本発明の範囲に対する限定を提示するもので
はない。本明細書のいかなる文章も、本発明の実施に必須の任意の特許請求されていない
要素を示すものと解釈されるべきでない。
【０１７３】
　本明細書に開示される本発明の択一的な要素または態様のグループは、限定を構成する
ものではない。各グループメンバーは、個別にまたはグループ内の他のメンバーもしくは
本明細書で見出される他の要素との任意の組み合わせてで参照され特許請求され得る。グ
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ループの1つまたは複数のメンバーは、便宜上および／または特許性の理由からグループ
に加えられまたはグループから除かれ得る。任意のそのような加入または除外があるとき
、本明細書は、その変更されたグループを含むとみなされ、したがって添付の特許請求の
範囲で使用されるすべてのマーカッシュグループの書面上の説明を全うするものとみなさ
れる。
【０１７４】
　本発明を実施するために、本発明者らが知る限りのベストモードを含む、本発明の好ま
しい態様が、本明細書に記載されている。それらの好ましい態様に対するバリエーション
は、上記の詳細な説明を読めば当業者に明らかとなるであろう。当業者はそのようなバリ
エーションを適切に使用することができ、本発明は本明細書に具体的に記載されている以
外の方法で実施することができることが想定されている。したがって、本発明の多くの態
様は、適用される法律によって許容される、添付の特許請求の範囲に記載される主題のす
べての改変物および等価物を含む。さらに、本明細書にそれ以外のことが示されていない
限りまたは文脈と明確に矛盾しない限り、それらのすべての可能性のあるバリエーション
における上記の要素の任意の組み合わせも、本発明に包含される。
【０１７５】
　さらに、本明細書を通して、特許および印刷された刊行物に対する多くの参照がなされ
ている。上記の参考文献および印刷された刊行物の各々は、個々に、それらの全体が参照
により本明細書に組み入れられる。
【０１７６】
　最後に、本明細書に開示される本発明の態様は、本発明の原理を例示するものであるこ
とが理解されるべきである。使用され得る他の改変物もまた、本発明の範囲内であり得る
。したがって、限定ではない一例として、本発明の代替の構成が、本明細書の教示にした
がい使用され得る。したがって、本発明の態様は、詳細に示され説明されているものに限
定されない。
【図１－１】 【図１－２】
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【図６－３】 【図７－１】

【図７－２】 【図８】



(41) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図９－１】 【図９－２】

【図９－３】 【図１０－１】



(42) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図１０－２】 【図１０－３】

【図１０－４】 【図１１】



(43) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】



(44) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図１６】 【図１７】

【図１８】 【図１９】



(45) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図２０】 【図２１】

【図２２】 【図２３】



(46) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図２４】 【図２５】

【図２６】 【図２７】



(47) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図２８】 【図２９】

【図３０】 【図３１】



(48) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図３２】 【図３３】

【図３４】 【図３５】



(49) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図３６】 【図３７】

【図３８】 【図３９】



(50) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図４０】 【図４１】

【図４２】 【図４３】



(51) JP 2018-527007 A 2018.9.20

【図４４】 【図４５】

【配列表】
2018527007000001.app



(52) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20

30

40

【国際調査報告】



(53) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20

30

40



(54) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ａ６１Ｌ   27/38     ３００　        　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   15/09     　　　Ｚ        　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,H
N,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KW,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA
,NG,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,
TZ,UA,UG

(74)代理人  100119507
            弁理士　刑部　俊
(74)代理人  100142929
            弁理士　井上　隆一
(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100205707
            弁理士　小寺　秀紀
(74)代理人  100114340
            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072
            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  ボンベンター　ジョセフ　ブイ．
            アメリカ合衆国　０１７７８　マサチューセッツ州　ウェイランド　ボストン　ポスト　ロード　
            １０１
(72)発明者  モリザネ　リュウジ
            アメリカ合衆国　０２４４６　マサチューセッツ州　ブルックライン　ロングウッド　アベニュー
            　６０　＃８０１
Ｆターム(参考) 4B065 AA90X AB01  AC20  BD39  CA44 
　　　　 　　  4C081 AB11  BA12  BC01  CD34  DA16  EA01 

【要約の続き】



(55) JP 2018-527007 A 2018.9.20

10

20


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

