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腎 領 域 の 研 究
―最新の話題―

桐　　田　　雄　　平＊

京都府立医科大学大学院医学研究科腎臓内科学

Latest Topis of Kidney Research

Yuhei Kirita

Department of Nephrology, 
Kyoto Prefectural University of Medicine Graduate School of Medical Science 

抄　　録
　近年の研究手法の発達は凄まじく，特に人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell: iPS細胞）
の出現や，次世代シーケンサー（NGS）の発達によるオミクス解析の進歩，コンピューターの発
達による機械学習・深層学習を用いたバイオインフォマティクス，一細胞レベルでのオミクス解析，
遺伝子改変技術の発達がもたらした影響は計り知れない．現在はそれらを巧みに組み合わせた研究
も多く，情報量が増え，質が向上している一方，より難解さが増している．本稿ではこれらの最新
の研究手法について概説し，最近の研究を読み解く足掛かりとしたい．

キーワード：バイオインフォマティクス，オルガノイド，遺伝子編集．

Abstract

　　The development of research technologies in recent years has been tremendous, especially as the 
emergence of induced pluripotent stem cells（iPS cells）, advances in omics analysis with the 
development of next-generation sequencers（NGS）, bioinformatics using machine learning and deep 
learning with the development of computers, and the development of gene editing techniques.  Many 
studies are now combining these technologies, increasing the volume and quality of information, but 
also making it more difficult to understand.  In this paper, we will review these newest research 
technologies and provide a springboard for reading recent studies.
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は　じ　め　に

　高齢化や生活習慣病の増加により慢性腎臓病
（chronic kidney disease: CKD）患者は年々増

加しており，その健康寿命への影響から CKD
への対応は喫緊の課題といえる．CKDの原因
疾患は様々で，日々その病態・治療法について
研究がなされている．しかし，腎臓の構造・役
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割の複雑さや，血液透析・腹膜透析・腎移植に
よる腎代替療法がすでに発達している背景から
か，筆者が基礎研究を始めた当時の腎領域の基
礎研究は，他臓器に比べて少なからず遅れを
とっていた印象があった．しかし近年の研究手
法の凄まじい発達により，腎領域の基礎研究も
加速度的に発展していると感じている．特に人
工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell: 
iPS細胞）の出現や，次世代シーケンサー（NGS）
の発達によるオミクス解析の進歩，コンピュー
ターの発達による機械学習・深層学習を用いた
バイオインフォマティクス，1細胞レベル・空
間でのオミクス解析，遺伝子改変技術の発達が
もたらした影響は計り知れない．
　本稿では，これらの技術を用いた最新の研究
について概説する．

iPS細胞を用いた研究

　2006年に iPS細胞が樹立され1），様々な臓器
における再生医療への応用が期待されたが，腎
領域においてはその構成細胞腫の多さや構造の
複雑さから他臓器に比べて遅れをとっていた．
その様な中でも発生学の進歩とともに，iPS細
胞から腎臓前駆細胞を誘導し，腎臓の高次構造
を再現する臓器様組織（オルガノイド）の作製
が可能となった2-4）．さらに近年，後述するシン
グルセルシーケンスという研究手法の出現もあ
り，腎発生の理解が飛躍的に進み，かつ作製し
たオルガノイドの構成細胞や成熟度を解析する
ことが可能となったことから，オルガノイド作
製プロトコルの改良がすすみ，移植可能な人工
腎臓の作製という究極の目標へ向けて大きく前
進している5）．また，これまでは遺伝子改変マ
ウスなどのモデル動物が用いられることが一般
的であった病態再現実験において，腎臓オルガ
ノイドの使用が試みられている．方法は大きく
2種類に分かれており，後述する遺伝子編集技
術である CRISPR-Cas9を用いて正常な iPS細
胞に変異遺伝子を導入する方法と，実際に疾患
を持つ患者由来の iPS細胞を用いる方法があ
る．前者は異常遺伝子がすでに明らかである必
要性があるが，実際の患者へのアプローチが不

要であることと，変異遺伝子以外は同じ遺伝的
背景で比較できることが大きなメリットであ
る．後者は実際の患者で起こっている病態が文
字通り試験管内で再現され，変異遺伝子の同定
に結び付けられる．実例をあげると，Kuraoka
らは CRISPR-Cas9を用いて PKD1変異を導入
した iPS細胞と，ADPKD患者由来の iPS細胞
の両方を用いた腎臓オルガノイドで嚢胞の形成
の病態を再現した6）．これらの技術を用いたさ
らなる病態解明や遺伝子治療への応用が期待さ
れる．

オミクス解析

　我々の体の設計図は核酸であるアデニン（A）・
グアニン（G）・チミン（T）・シトシン（C）の
4塩基の配列で構成される二重螺旋構造のDNA
として保存されている．我々の細胞は，設計図
である DNAから必要部分をmessenger RNA
（mRNA）に転写（transcription）し，mRNAか
らタンパク質に翻訳（translation）して様々な
働きをする．
　オミクス（omics）とは総体（ome：オーム）
を解析することである．オームには遺伝子
DNAの総体であるゲノム（genome），DNA
を修飾するエピゲノム（epigenome），DNAの
転写産物であるmRNAの総体であるトランス
クリプトーム（transcriptome），RNAの翻訳
産物であるタンパク質の総体であるプレオテ
オーム（proteome）があり，それぞれの網羅
的解析がゲノミクス，エピゲノミクス，トラン
スクリプトミクス，プロテオミクスである（図）．
「網羅的解析」とあるように，それぞれのデー
タは膨大であり，データの取得も解析も簡単で

図　omeの概念
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はなかった．しかし近年の次世代シーケンサー
（Next Generation Sequencer: NGS）の登場と
発達により膨大な塩基配列を短時間で一度に読
み取ることができるようになり，加えてコン
ピューターの発達によりその膨大なデータを機
械学習・深層学習を用いて短時間で解析するこ
とが可能となった．
　ゲノミクスでは，ヒトのDNAはヒトゲノム
プロジェクトにより 2003年に解読は完了し，
AGTCの塩基配列で表されるデータベースと
して使用可能となっている．健常者とある疾患
の患者のDNAを比較することにより，疾患原
因遺伝子を明らかにできる．古くから行われて
いる手法として連鎖解析があり，家系内での遺
伝情報と疾患の受け継がれ方を比較することで
原因遺伝子を同定できる．この手法は，単一遺
伝子病の疾患原因遺伝子の同定には効果的で
あったが，多因子疾患の発症に関わる疾患感受
性遺伝子の大半は，単独では発症リスクを高め
る効果は小さいため，同定することは困難で
あった．近年はNGSの出現・発達によるゲノ
ム情報の取得時間・コストの大幅な低減と，そ
れに付随する研究の大規模化，遺伝統計学の発
展によりゲノムワイド関連解析（genome-wide 
association study: GWAS）と呼ばれる研究手
法が確立・発展した．GWASは特定の疾患な
どの表現型を持つ群と健常者それぞれの全ゲノ
ムを網羅的に解析することにより，疾患感受性
遺伝子を同定することができる．腎領域でもス
テロイド感受性ネフローゼ症候群や IgA腎症
などの原発性糸球体疾患や糖尿病性腎臓病，
CKDなどで GWASが用いられ，多くの疾患感
受性遺伝子が明らかになっている7-10）．
　エピゲノムとは，DNAの塩基配列の変化を
伴わない後天的な遺伝子制御であり，DNAの
メチル化や，DNAを折りたたむクロマチンを
構成するヒストンの修飾（アセチル化・リン酸
化・メチル化），microRNAなどの非翻訳性
RNA（non coding RNA）がある．エピゲノム
は環境の影響で変化して細胞の記憶として定着
し，世代を超えて継承されうる．癌や生活習慣
病との関わりが指摘されており，近年では

CKDとの関連も研究されている．Yanらはシ
トシンメチル化部位の網羅的解析によるエピゲ
ノムワイド関連解析（epigenome-wide associa-
tion study: EWAS）と単一細胞レベルでのオー
プンクロマチン領域の網羅的解析を組み合わせ
ることにより，腎臓病発症のリスクとなるエピ
ジェネティックな変化を明らかにした11）．
　トランスクリプトーム解析は，細胞や臓器に
おける全てのmRNAの発現状況を網羅的に解
析し，そのふるまいを明らかにすることである．
例えば，健常者の腎臓と AKIの腎臓のトラン
スクリプトーム解析を行うことにより，AKI時
の腎臓で何が起こっているのかを網羅的に明ら
かにできる．2017年に AKIについて RNA-seq
を用いてその病態を詳細に研究した論文が Liu
らから発表された12）．AKIの動物実験モデルで
ある両側腎虚血再灌流傷害（IRI）を成体マウ
スに施し，傷害後 1年までの腎臓を経時的に採
取し，RNA-seqおよび組織学的検討を行なっ
た．RNA-seqの解析結果から，数時間，数日，
1～4週間，6～12ヶ月に分けられる，それぞ
れの期間で特徴的な遺伝子発現の変化が明らか
となった．特に IRI後 1～4週間の腎臓では，
炎症や線維化に関わる遺伝子群の発現が顕著で
あった．

1細胞レベルでのオミクス解析

　技術の進歩は凄まじく，最近では組織レベル
ではなく，単一細胞レベルでの RNA-seq（single 
cell RNA-seq，scRNA-seq）が可能となった13-15）．
現在最も使用されている 10X  Genomics社の
Chromiumシステムは，数千から 100万の細
胞のトランスクリープトームを短時間のうちに
一度に取得することができる．これまでの
RNA-seqでは，ある遺伝子の発現が亢進して
いることがわかっても，それが一体どの細胞で
発現されているのかはわからなかったが，scR-
NA-seqではそれを明らかにできる．例えば，
障害腎において炎症を惹起する遺伝子が発現し
ていたとしても，組織レベルの RNA-seq（bulk 
RNA-seq）では尿細管細胞，線維芽細胞，炎症
細胞などのいずれの細胞が発現していたのかわ
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からないが，scRNA-seqではこれを明らかに
できるため，病態をより詳細に解明できる．し
かし，scRNA-seqのデータは単一細胞それぞ
れから得られた RNA-seqデータが数千から数
万個分集合した形として出力されるため，デー
タ量は膨れ上がり，通常のコンピューターでは
ファイルを開けることすらできない．そのため，
ワークステーションやサーバーなどの高性能な
コンピューターが必須となる．NGSデータを
処理することにより，細胞と遺伝子発現量の膨
大な行列（Digital gene expression matrix）が
出力され，この行列を Rや Pythonなどの統計
ソフトを用いた機械学習でクラスタリング
（Clustering）や次元削減をして可視化する．
クラスタリングとは，遺伝子発現情報の行列か
ら類似した細胞を分類していくことであり，腎
臓であれば尿細管細胞・線維芽細胞・内皮細胞
などに機械学習で分類されていく．ただし，分
類された集団（Cluster）はどういった細胞種
なのかは自動で判断されないため，既知の情報
と照らし合わせて細胞の種類を同定する（An-
notation）．Clustering・Annotation後は通常の
bulk RNA-seqと同様に DEG解析やパスウェ
イ解析を行なう．また scRNA-seqの強みとし
て，複数の細胞種の遺伝子発現情報が得られて
いるため，リガンドやその受容体の発現強度か
ら，細胞間の相互作用やネットワークを推測す
ることができる16）．
　筆者らは，マウス急性腎傷害モデル（両側腎
IRI）に対して経時的に scRNA-seqを行い，急
性腎傷害時の全腎臓構成細胞の遺伝子発現の変
化を明らかにした17）．急性腎障害後の腎臓では，
大半の尿細管は完全に再生するが，一部の尿細
管上皮細胞は「FR-PTC; Failed Repair Proxi-
mal Tubular Cell」と呼ばれる不完全な再生に
よる新たな細胞状態になることを発見した．
FR-PTCは線維化や炎症を惹起する遺伝子を発
現していたため，急性腎傷害から慢性腎臓病に
至る「鍵」となる細胞群と考えられた．FR-
PTCは IRI後2週間で最も多く観察されたため，
前述の bulk RNA-seqで明らかとなった IRI後
1～4週間の炎症・線維化に関わる遺伝子群は，

主に FR-PTCから発現していたと考えられる．

空間的トランスクリプトーム解析

　scRNA-seqではどの細胞種がどのような遺
伝子を発現しているかが網羅的にわかるが，組
織は三次元構造であるため，その細胞がどこに
存在するのかはわからない．これまで，遺伝子
発現の局在を調べるためには，組織切片で in 
situ hybridizationなどの手法で単一もしくは数
個の遺伝子の局在を調べるしかなかった．しか
し最近，空間的トランスクリプトーム解析
（Spatial transcriptomics）という，位置情報を
保持したトランスクリプトーム解析を行う手法
が開発された18）．現在では 10X Genomics社が
発売する Visiumなどが主に用いられており，
2021年にDixonらがマウスの AKIモデルにお
いて使用している19）．先述の scRNA-seqと同
様に IRIによる AKI後の腎臓を経時的に評価
しており，scRNA-seqでは明らかにできなかっ
た空間的情報が見事に補完されている．

遺伝子編集技術

　遺伝子編集は，任意の標的部位のDNA二本
鎖を切断し（double-strand break: DSB），DSB
修復機構を利用して標的配列の欠失や挿入など
の変異による遺伝子機能の破壊（ノックアウト）
や，外来遺伝子の挿入（ノックイン）を行う．
1996年に ZFN（zinc-finger nuclease）が報告
されて以降，遺伝子編集技術が生命科学分野に
おいて一般的となって久しいが，2012年の
CRISPR-Casシステムの出現は世界に衝撃を与
えた．CRISPR-Cas以前の遺伝子編集技術は人
工制限酵素を用いて標的DNAの塩基配列を改
変していたが，タンパク質のDNA結合ドメイ
ンを標的配列に応じて作製するのが煩雑であっ
た．しかし，CRISPR-Casシステムは RNA誘
導型 DNA切断酵素であり，短い RNA（ガイ
ド RNA）とそれに結合するCasヌクレアーゼに
よって簡便に遺伝子編集を行うことができる画
期的なツールである．細胞実験や遺伝子改変マ
ウスの作成などで広く活用されているが，遺伝
子スクリーニングにも活用されている．CRIS-
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PRスクリーニングは CRISPR-Cas9による遺伝
子ノックアウトをゲノムスケールで行うこと
で，特定の表現型に関連する遺伝子を網羅的に
検出する技術である．Liらは IRIによる障害機
序のひとつであるフェロトーシスという細胞死
において，7-DHC（デヒドロコレステロール）
のレベルを規定する酵素群が重要であることを
CRISPRスクリーニングで明らかにし，腎臓の
IRIにおいて 7-DHCを薬理学的に調整すること
でその障害を低減できることを明らかにした20）．
腎移植や心血管手術による腎機能の低下を予防
し得る画期的な報告である．
　また，最近は移植領域においても CRISPR-
Casは活用されている．生体腎移植での提供臓
器不足は世界共通の問題であり，その解決策と
して異種移植（xenotransplantation）が注目さ
れている．特にブタは，多胎妊娠であり繁殖が
しやすく安定した供給が可能であり，また成長
が早く 6ヶ月程度で臓器サイズがヒトと同等と
なることから，臓器供給源として期待されてい
る．しかし，異種臓器への超急性期拒絶反応や
移植臓器からの感染症伝搬の問題が指摘されて
おり，それを解決する手段として CRISPR-Cas

システムによる遺伝子編集が活用されている．
最近，ブタの細胞上の異種自然抗原の除去と補
体の活性化およびそれに伴う消費性凝固障害や
炎症反応を抑制するヒト遺伝子の導入により，
正着率が飛躍的に向上している21）．国内でも，
本学や東京慈恵会医科大学などがブタ腎臓を用
いた異種移植の臨床研究を計画しており，近い
将来の腎代替療法の選択肢として現実味を帯び
始めている．

お　わ　り　に

　iPS細胞，オミクス解析，遺伝子編集技術を
主体に腎臓領域の最近の研究について概説し
た．研究手法の飛躍的な進歩により，研究成果
も飛躍的に増加・向上しているが，その分研究
は複雑化，コストも増大し，かつ競争は激化し
ており，優秀な人材と時間，豊富な資金の必要
性がより浮き彫りになってきている．日本では
すでに科学技術力の低下が囁かれており，研究
資金・人材の確保のための対応が急務と考えら
れる．

　開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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