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研究成果の概要（和文）：下垂体は生体の恒常性維持において重要な働きをしているが、その下垂体は視床下部
の制御のもとで機能している。下垂体機能低下症に対する現行のホルモン補充療法では、視床下部の働きを代償
することが出来ないため、きめ細かく変動するべき血中ホルモンを再現できない場合がある。ヒト ES /iPS 細
胞を用いた再生医療でこの点を解決すべく、下垂体と、その上位制御器官である視床下部との同時誘導技術を開
発した。分化誘導したひとつの細胞塊の中に視床下部組織と下垂体組織とが併存し、機能的に連携していること
を示した。

研究成果の概要（英文）：The pituitary gland plays an important role in maintaining homeostasis in 
the living body. It functions under the control of the hypothalamus. In the current hormone 
replacement therapy for clinical hypopituitarism, it may not be possible to reproduce the blood 
hormone changes that should be finely tuned, because the function of the hypothalamus cannot be 
compensated. To solve this problem in regenerative medicine using human ES / iPS cells, we have 
developed a technique for simultaneous generation of the pituitary gland and the hypothalamus, which
 is the upper control organ to pituitary. In the induced cell-aggregate, hypothalamic tissue and 
pituitary tissue coexist and linked functionally.

研究分野： 内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
視床下部と下垂体が機能的に連携する仕組みを試験管内で初めて再現可能とし、低血糖など周囲の環境に反応す
る機能的な組織となっていることが判明した。下垂体機能低下症の再生医療においてより精密なホルモン分泌を
再現できる新しい技術になり得る。加えて、下垂体と視床下部の両方を有した組織を試験管内で再現できている
ため、下垂体と視床下部の関連を解明する上でのモデルとしても期待でき、下垂体疾患の発症メカニズムの解明
にも役立つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
下垂体ホルモン分泌が障害されると、副腎皮質ホルモン、甲状腺ホルモン、成長ホルモン、性

腺ホルモンなど、多くのホルモンの分泌低下を来す。放置すれば脱水、電解質異常、血圧低下、
意識障害などが出現し、生命予後に重大な影響を与える場合がある。 
 現在の治療法は、不足しているホルモンを投与する補充療法であるが、適正に補充することは
必ずしも容易ではない。例えば、下垂体 ACTH ホルモン欠乏症例に対しては生涯にわたって副腎
皮質ホルモンを補充するが、その必要量は日内変動するばかりかストレスの度合いにより日に
よって 10倍程度変動する。この変動する需要を、例えば 1日 2回の内服薬で過不足なく供給を
ぴたりと合わせるのは難しいと想像される。 
 最近、幹細胞を用いた再生医療が注目されているが、糖尿病以外の内分泌疾患への再生医療の
取り組みはまだ少ない。しかしながら、前述のように、生涯にわたる補充の必要性と、ホルモン
の種類によっては必要量が変動する性質を考えると、失われた下垂体を再生する治療法が既存
の補充療法よりも優れた治療法となる可能性があると考えられる。 
 申請者らはこれまでに、マウス ES 細胞を無血清浮遊培養で立体的に培養することで、下垂体
前葉ホルモン産生細胞を誘導することに成功し、続いてこれをヒト ES 細胞に応用することにも
成功した。申請者らの分化法は、胎児内の発生を in vitro で再現する点に特長がある。その中
で、ヒト ES 細胞由来 ACTH 細胞は in vitro での検討で、上位の CRH ホルモンに反応して分泌
し、下位のステロイドホルモンに反応して停止するという、内分泌細胞ならではの機能性を保持
していた。in vivo 実験として、下垂体機能不全マウスの腎皮膜下へ異所性移植したところ、活
動性と生存率とを改善する効果を示した。しかし一方でこの移植法には限界もある。分化誘導し
た ACTH 細胞そのものは確かに機能性を備えている。
問題はその上位ホルモンである CRH で、CRH は本来
視床下部ニューロンから分泌され、下垂体門脈内に
おいて有効な濃度を示し、末梢血中では ACTH 細胞を
制御しうる濃度より低い。従って、ACTH 細胞の異所
性移植のみでは、視床下部からの制御を再現できな
い可能性がある。 
 そこで本課題では視床下部 CRH ニューロンと下垂
体 ACTH 細胞とを同時誘導する方法を開発すること
にした。もし、視床下部CRHニューロンと下垂体ACTH
細胞が機能的にリンクしたユニットを誘導できれ
ば、異所性の移植であっても、ひとつのシステムと
して、現状よりも高度な内分泌系を構築できると考
えた。 
 
２．研究の目的 
申請者らが既に報告した下垂体分化法は、胎児発生を再現している点に特徴がある。発生学上、

下垂体はそれのみで分化するのではなく、隣接する視床下部とシグナルを相互作用させて形成
されていく。申請者らの分化法でも、視床下部前駆細胞と下垂体原基細胞とが同時に隣接して分
化するように調整してある。しかし現状では、それ以降の成熟段階において、下垂体の成熟に重
点を置いて培養条件を構築したため、視床下部ニューロン分化が途中で停止してしまう。この問
題点を解決し、下垂体のみならず視床下部も成熟する分化条件を見出せば、視床下部と下垂体と
をまとめた 1つのユニットが出来上がると考えた。 
 以上より本課題では、CRH ニューロンによる上位制御機構も組み込むことで、自律的な視床下
部-下垂体複合ユニット（すなわちオルガノイド）作出を目指す。ACTH 分泌が必要な状況である
かどうかをユニット内で感知して ACTH 分泌を促すことができるようにする。 
 
３．研究の方法 
前述の目的をふまえ、本研究課題では以下の実験テーマに沿って研究を進める。 

（1）：CRH ニューロンを含んだ視床下部ニューロンが分化する条件を確立する。 
（2）：下垂体 ACTH 細胞と視床下部 CRH ニューロンとが同時誘導される条件を確立する。 
（3）：（2）で得られた CRH-ACTH ユニットの in vitro 機能テストを行う。 
（4）：（2）で得られた CRH-ACTH ユニットの in vivo 移植テストを行う。 
(1)(2)にて分化条件を導き出し、(3)(4)にて視床下部と下垂体との相互作用・機能性を評価する。 
 
４．研究成果 
（1）：CRH ニューロンを含んだ視床下部ニューロンが分化する条件を確立する 
 視床下部分化培養系でヒト iPS 細胞から CRH ニューロンを分化誘導する条件を確立した。CRH
ニューロンと ACTH 細胞との共存条件探索を行う前にまず、視床下部のみの分化法で CRH ニュー
ロンを誘導できる条件の確立を目指した。これまでに、ヒト ES細胞から視床下部 AVP ニューロ
ンへの分化法確立に取り組んできており、その方法で分化誘導して得られた視床下部ニューロ
ンを詳細に検討すると、CRH が陽性に染まる細胞が含まれていることを見い出した（Ogawa K et 
al. 2018 Scientific Reports）。この分化条件をベースにして、CRH を含む視床下部ニューロン



を安定して分化させる培養条件を確立した。使用する細胞としては将来の汎用性を考慮してヒ
ト iPS 細胞とし、201B7 株・409B2 株・454E2 株など一般に広く用いられているものを複数用い
ることで、ロバストな分化方法へと洗練させるようにした。ストレス応答を中枢性に制御する役
割を果たす視床下部 CRH ニューロンは一般に、視床下部室傍核（PVN）の小細胞性ニューロンで
ある。その部位の胎児での発生様式を、in vitro で再現できるように分化条件を調整した訳で
ある。具体的には、視床下部前駆細胞に発現する RAX、その後、背側視床下部へと分化したこと
を示す PAX6 陽性かつ NKX2.1 陰性、などをマーカーとして分化ステップごとに条件を決めてい
った。ヒト iPS 細胞株ごとに誘導因子添加の濃度や時期に多少の違いはあるものの、最終的には
いずれの細胞株でも CRH ニューロンが分化誘導可能であることを確認した。 
 
（2）：下垂体 ACTH 細胞と視床下部 CRH ニューロンとが同時誘導される条件を確立する 
下垂体 ACTH 細胞と視床下部 CRH ニューロンとが in vitro で同時誘導される条件を見出した。 

 我々が本研究課題より以前に開発した「ヒト ES/iPS 細胞から下垂体前葉への分化法」では、
分化前半は視床下部と下垂体の前駆細胞がそれ
ぞれ共存して誘導されているが、そこから先の成
熟過程では、下垂体前駆細胞は ACTH 細胞などへ
最終分化を達成しているのに対して、視床下部前
駆細胞は途中で分化を止めてしまい、うまく最終
分化しない。そこで、（1）にて開発した「ヒト iPS
細胞から視床下部 CRH ニューロンへの分化法」の
条件のうち、下垂体前葉分化法との違いを検討し
た上で、神経成熟に重要と想定される条件を下垂
体前葉分化条件に加えた。その結果、一つの細胞
塊の中に、ACTH の染まる細胞と CRH の染まる細
胞とが共存する状態を作り出すことに成功した。
言い換えれば、CRH ニューロンと ACTH 産生細胞
とが 1 つの細胞塊内に共存したユニットが誘導
できたと言える。 
 
（3）：（2）で得られた CRH-ACTH ユニットの in vitro 機能テスト 
 in vitro で同時誘導された CRH と
ACTH とが一つのユニットとして機能す
ることを示した。 
 （2）で作出した CRH-ACTH ユニットが
機能的に連携しているかどうかを in 
vitro で検討した。外因性の CRH を添加
しなくても培養液中の ACTH 分泌が高ま
る結果を得たことから、ユニット内の
CRH ニューロンが機能して内因性に CRH
を分泌していることが示唆された。ま
た、低グルコース培地への暴露により
ACTH 分泌が高まること、この作用は CRH
レセプター阻害薬により有意に抑制さ
れること、などから CRH のコントロール
下に ACTH が置かれていることが示唆さ
れた。 
 
（4）：（2）で得られた CRH-ACTH ユニットの in vivo 移植テスト 
 ヒト iPS 細胞塊を in vitro で成熟させた CRH-ACTH ユニットを、下垂体機能低下マウスの腎
皮膜下に移植することで、機能を示唆する結果を得た。 
 免疫不全 SCID マウスの下垂体を除去し、CRH 負荷試験によって ACTH 自己分泌が完全枯渇した
ことを確認した個体をレシピエントとして用いた。腎皮膜下に、ヒト iPS 細胞由来 CRH-ACTH ユ
ニットを移植し、効果を検討した。移植によりマウス血中 ACTH 濃度が上昇することを確認した。
以上から、生着が得られたと考えられる。このマウスにインスリンを投与することで低血糖を誘
発したところ、血中 ACTH が著増した。低血糖状態を、移植ユニット内のグルコース感受性神経
が感知し、CRH 神経、ACTH 細胞へとシグナルが伝わった可能性がある。一方で、マウスなど生体
を用いた in vivo 実験では、低血糖刺激は他のホルモン系も賦活化し、移植片の ACTH 細胞へ別
経路で刺激が伝わる可能性がある。今後条件を詰めることで、移植片の CRH 神経が関与している
か否か詳細に検討していく。ただし、CRH-ACTH ユニット移植は、CRH 神経を含有する視床下部組
織内に分化が不十分な状態に止まった細胞も残存しており、移植によって神経系細胞を主とし
た良性腫瘍が生じる個体が多発した。従って今後、腫瘍化を阻止する方法の検討も必要である。 
 副産物的な結果として、CRH神経を含む視床下部組織と一緒に成熟させた下垂体ACTH細胞は、
電子顕微鏡で非常に豊富な分泌顆粒を含むことが判明した（Kasai T et al. Cell Rep. 2020）。



これを踏まえ、本分化法で視床下部と下垂体が一緒になって成熟する点を in vitro モデルとし
て利用することで、視床下部から分泌される FGF シグナルや BMP4 シグナルが下垂体成熟に重要
であることを、ヒト細胞において明確に示した。 
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