
(２０１８年９月１５日、名古屋)

第２７回発達腎研究会

ヒト由来幹細胞から作った‘腎芽‘を育てる戦略

Eiji Kobayashi, MD,PhD
Keio University, School of Medicine

COI: EK is a medical adviser for Sysmex Ltd. and Screen Ltd. 

特別講演

会長：琉球大学医学部小児科 中西浩一教授
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(高里 実、発達腎研究会誌 Vol. 26 No.1 p2-7, 2018)

腎臓オルガノイドと医療応用への道のり
The application potential of kidney organoids
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(高里 実、発達腎研究会誌 Vol. 26 No.1 p2-7, 2018)

腎臓オルガノイドの課題
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再生医療におけるＲ＆Ｄで大動物を用いる意義

(寺谷、小林. 再生医療学会誌２０１３年) 4/45



豚での関節鏡

(Nakamura T, et al. Cytotherapy 2012) 

滑膜由来MSC

関矢教授、宗田教授らとの
（東京医科歯科大学との共同研究）

患者での関節鏡非臨床・臨床一体型評価法の
導入でいち早く臨床応用へ

（ＭＳＣによる軟骨再生療法）
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Methods How to
Use Pigs

Experiments for
Proof of Concept by Small Animals 

In Pursuit of Fabricating 
Humanized Pigs

1) Whole Body
(Animal Factory)

Pancreas（Yamaguchi T, et al. Nature 2017）

Kidney（Usui J, et al. Am J Path 2012）

Liver（Hata T, et al. Ann Surg 2012）

Pancreas（Matsunari H, et al. PNAS 2013）

Liver（Fisher JE, et al. Liver Transplant 2013）

Liver (Hsu HC, et al. Transplant Proc 2017)

3)    Genesis Organs
(Fetus Genesis Grafts)

Kidney（Takasato M, et al Nature 2015）

2)    Use by Processing
(Decellularized Graft)

Heart（Ott HC, et al. Nature Med 2008）

Kidney（Ross EA, et al. JASN 2009）

Liver（Uygun BE, et al. Nature Med 2010）

Lung（Ott HC, et al. Nature Med 2010）

Heart (Kitahara H, et al.Cardio Thrac Surg 2016)

Kidney（Orland G, et al. Ann Surg 2012）

Liver（Yagi H, et al. Cell Transplant 2012）

Lung ( Nichols JE et al, Science Trans Med 2018)

Kidney（Hammerman M, et al. Organogenesis 2012）

Kidney（Mae S, et al Nature Communi 201３）

（Modified Document for Bioethics Committee, Cabinet Office in 2013 Eiji Kobayashi）

Strategies for Human Organ Fabrication

Liver（Takebe T, et al. Nature  2013）

Kidney（Yokote S, et al. PNAS 2013）

Pig/Human Chinera （Wu J, et al Cell 2017) 

Kidney（Yamanaka S, et al Nature Communi 2017）
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(Yamaguchi T, et al. Nature2017)

白熱する「動物の体内でヒトの臓器を作る」 第３次ブタブーム

(Wu J, et al. Cell 2017)
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Human original
Stem cell

Chimeric liver

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28

(Hata T, et al. Ann Surg 2012)

Transplantation of engineered chimeric liver with 
autologous hepatocytes and xenobiotic scaffold
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Production and transplantation of bioengineered 
lung into a large-animal model

Left Lung 
Scaffolds

Culture 
Chamber

BEL on 
Culture 
day 30

Grafted 
BEL

(Nichols JE, et al. Science Transl Med 2018)
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Perfusion based Decellularized Technique for Pig Organs 

(Modified from Kobayashi E. Cell Medicine 2016) 10/45



Vascularized and Complex Organ Buds from Diverse 
Tissues via Mesenchymal Cell-Driven Condensation

Takebe T, Enomura M, Yoshizawa E, Kimura M, Koike 
H, Ueno Y, Matsuzaki T, Yamazaki T, Toyohara T, 
Osafune K, Nakauchi H, Yoshikawa HY, Taniguchi H.
Cell Stem Cell. 2015
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臨床に使える尿路作成への挑戦

B

クローン豚由来メタネフロスの尿管吻合

A
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(Yokote T, et al. PNAS 2015) 15/45



Liver bud can not grow at the heterotopic site

Day

Day

Day

Heterotopic Transplantation Orthotopic Transplantation
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Pancreatic Islet-Like Three-Dimensional Aggregates Derived  
From Human Embryonic Stem Cells Ameliorate Hyperglycemia  
in Streptozotocin-Induced Diabetic Mice

(Shim JH, et al. Cell Transplant 2015)

Organ budの機能発現には時間がかかる
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Liver sinusoid Sinus of the spleen

18/16

Anatomical Similarity of Sinus between  
Liver and Spleen 
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In Situでブタ脾臓内でヒト細胞を入れる技術
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ヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞（移植時）
位相差像 初期倍率 10倍 回収細胞スメア 初期倍率 20倍

2次抗体対照

回収細胞スメア 初期倍率 20倍

抗ヒトアルブミン染色

回収細胞スメア 初期倍率 20倍

抗ヒトビメンチン染色

100μm 50μm

50μm50μm

（成育医療センターとの共同研究） 20/45

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
ヒト線維芽細胞由来iPS細胞から分化させた肝細胞様細胞の位相差顕微鏡像と、それを回収した細胞のスメアの免疫染色像。細胞は単層、一部重層している。トリプシン消化は比較的容易で、遠心後に凝集することもなかった。細胞は大小様々で、そのうち一部のやや大型の細胞がアルブミン陽性、ビメンチン（間葉系細胞の細胞骨格タンパク）はやや染色が弱いながら多くの細胞で陽性だった。



ヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞移植

50μm

Cell
Tx

(Pretreatment)
Immunosuppression        Immunosuppression

Tacrolimus Tacrolimus
MMF                                MMF

Day -5 or -3
Day 0                                       Day28

Pretreated with
Mitomicin C

Sampl
ing

Inlet - Artery

Outlet - Vein

Spleen

Cell suspension

サンプリング時の脾臓
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
マイクロミニブタには細胞移植5日前からMMFを、3日前からタクロリムスを経口投与した。移植は脾動静脈へのカニュレーションによって体外回路を形成、マイトマイシンCで脾内免疫担当細胞を不活性化した後に細胞移植を行った。4週後に犠死、サンプリングした。脾臓の一部に腫脹が見られた。



Human Albumin in the Pig Serum after 
Transplantation of iPS-Derived Hepatic Cells
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ヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞移植後４週間の脾臓

ＨＥ染色 初期倍率 40倍 ２次抗体対照 初期倍率 40倍

抗ヒトアルブミン染色 初期倍率 40倍 抗ヒトビメンチン染色 初期倍率 40倍

25μm 25μm

25μm25μm
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
先の組織像の拡大。



1980 1990 2000 2010 2015

1,600

1,000

500

1,661例腎移植数/年

12,825人

324,986人

献腎移植
登録者数

透析患者数

生体移植

心停止下献腎移植
脳死下

献腎移植

ファクトブック２０１６
Fact book 2016 of Organ Transplantation in Japan より
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( R.S.Sung, et al.  Am  J Trasuplntation 8(2); 922, 2008)

ECD; Expanded Criteria Donor

SCD; Standard Criteria Donor

DCD; Donation after Cardiac Death

Organ Donation and Utilization in US  
(1997-2006)
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(Hosgood SA & Nicholson ML. Transplantation 2011)

Schematic diagram of  ex vivo normothermic perfusion system

34 ℃ for 35 min

50 mL

67-70 mm Hg

Plasma -free  
RBC
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First in Man Renal Transplantation 
After Ex vivo Normothermic Perfusion

(Normothermic Perfusion)

(Cold Storage)

(Dialysis)

(Hosgood SA & Nicholson ML. Transplantation 2011) 28/45



Image of liver during
normothermic machine perfusion

NMP device and circuit. 
OrganOx metra (generation 1)

A randomized trial of normothermic 
preservation in liver transplantation

50 | NATURE | VOl 557 | 3 MAY 2018
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Don Quixote Project for Organ Resurrection

(Kobayashi E with Screen Ltd. from 2015) 30/45



In 1912, Dr. Alexis Carrel was awarded the Nobel Prize in 
Physiology or Medicine for pioneering vascular suturing techniques

A New techniques in vascular sutures in 1902
(1873-1944)
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1812
Le Gallois Proposal for idea

1866
de Cyron Frog heart  

Beating for 48 hours 
Liver   Urea production

Brown-Sequard Brain circulation 

The Culture of Whole Organs

A cat's thyroid gland, varying in weight from 85 to 
110 mgs, demands about 230 cc of nutrient fluid.

The solutions contain protein split-products, hemin, 
cysteine, insulin, thyroxine, glutathione, vitamin A, 
ascorbic acid, blood serum, et. The apparatus is kept 
in an incubator at a temperature of 37-38C.

Thyroid glands were kept more than 20 days with 
pulsating arteries and active circulation.

Background
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(Ishikawa J, et al. Scientific Reports 2015)
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(TTS 2018, Madrid)

A Novel Machine Perfusion System Continuously from 
Ex-vivo to “In-situ” on Marginal liver transplantation 
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https://screen.co.jp/index.html


右腎臓

クラン
プ

右腎臓
摘出

左腎臓
摘出

左腎臓
保存

右腎臓
保存

左腎臓

移植開
始

右腎臓
移植開始

血管吻
合終了

血管吻
合終了

尿管吻
合終了

尿管吻
合終了

１時間３０分

１ ドナー

レシピエント 1

レシピエント 2

循環停止腎臓の‘蘇生還流法’開発のプロトコール

左腎臓

クラン
プ

リフ
ロー

リフ
ロー

KCLによる
心停止

(Kobayashi E 2018)
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左腎移植

A

C

右腎移植

B

D

移植腎
移植腎
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循環停止腎臓の機能回復パターン；ブタモデル
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Operational SCID Pigの誕生

（Unpublished）

ヒト由来の細胞・組織を数カ月
にわたって受け入れるブタ作出の技術
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fetus neonate

Human Stem/
Progenitor Cells

Mature pig

Actively Acquired Toleranceによるヒト細胞の増幅

（岐阜大学獣医学部との共同研究） 40/45



1945

41/45



42/45



43/45



44/45



Acknowledgement /共同研究者

慶應義塾大学 医学部
循環器内科 遠山周吾、藤田淳、福田恵一
心血管外科 川口新治、平野暁教、志水秀行
消化器外科 八木洋、北川雄光
消化器内科 杉本真也、佐藤俊朗

京都大学 医学部
胆管膵・移植外科 八木真太郎、上本伸二

理化学研究所
多細胞システム形成研究センター
石川潤、辻孝

東京女子医科大学
先端生命医科学研究所 関根秀一、清水達也

国立成育医療センター
先端医療開発室 許懐哲、絵野沢伸

北里大学
獣医学部 岩井聡美

明治大学 農学部
発生工学研究室 松成ひとみ、長嶋比呂志

九州大学 医学部
小児外科 柳佑典、田口智章

佐賀大学 医学部
臓器再生医工学講座 中山功一

自治医科大学
先端医療技術開発センター 花園 豊

東京医科歯科大学
再生医学 関矢一郎

日本獣医生命大学
獣医看護 袴田陽二

慈恵医科大学
高血圧内科 横尾隆

45/45
岐阜大学
獣医 森教授、高須准教授


	スライド番号 1
	スライド番号 2
	スライド番号 3
	スライド番号 4
	スライド番号 5
	スライド番号 6
	スライド番号 7
	スライド番号 8
	スライド番号 9
	スライド番号 10
	スライド番号 11
	スライド番号 12
	スライド番号 13
	スライド番号 14
	スライド番号 15
	スライド番号 16
	スライド番号 17
	スライド番号 18
	スライド番号 19
	ヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞（移植時）
	ヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞移植
	Human Albumin in the Pig Serum after Transplantation of iPS-Derived Hepatic Cells
	ヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞移植後４週間の脾臓
	スライド番号 24
	スライド番号 25
	スライド番号 26
	スライド番号 27
	スライド番号 28
	スライド番号 29
	スライド番号 30
	スライド番号 31
	スライド番号 32
	スライド番号 33
	スライド番号 34
	スライド番号 35
	スライド番号 36
	スライド番号 37
	スライド番号 38
	スライド番号 39
	スライド番号 40
	スライド番号 41
	スライド番号 42
	スライド番号 43
	スライド番号 44
	スライド番号 45

