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研究成果の概要（和文）：本研究では血管発生分化に関わる内分泌因子を探索し、その機能的意義の解明を行っ
た。今回、整備改良したヒトES/iPS細胞からの血管細胞分化誘導法において、Flk1(+)VE-cadherin(-)TRA1-60
(-)分画の細胞がBNPを高発現・分泌し、分化が進むとその発現・分泌量は低下を認めた。この分画の細胞の解析
によりこれらは血管幹細胞として機能していることが示唆され、血管細胞分化にBNPが深く関与していると推測
された。BNPの効果を検討するためsiRNAや添加実験を行い、BNP添加で未分化細胞の割合が減少する、血管壁細
胞の増殖率が増加するなどの結果が得られており、今後さらなる検討を行う。

研究成果の概要（英文）：In this research, we searched for endocrine factors associated with vascular
 development and differentiation and tried to elucidate the functional significance. At first, we 
further improved the vascular differentiation system of human ES/iPS cells we had reported. In the 
improved vascular differentiation system, we found that Flk1(+)VE-cadherin(-)TRA1-60(-) cell 
fraction highly expressed and secreted BNP and that the expression and the secretion decreased as 
the cells differentiated. The analyses of these cells indicated that they would function as vascular
 stem cells and we presumed BNP should be closely related to vascular development and 
differentiation. Then, we examined the effect of BNP on the vascular differentiation. The results 
suggested addition of BNP induced decreasing the percentage of undifferentiated cells and increasing
 the proliferation rate of mural cells, so we need further investigation in future.

研究分野： 内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究室は、ヒトES/iPS細胞からの血管構成細胞（血管内皮細胞、壁細胞）への分化誘導に関する研究で着
実な成果を上げている。本研究は、実験動物ではなく、ヒトの血管の発生分化過程における内分泌因子の働きを
解析するという点が特色であり、動脈硬化性疾患の予防・治療に関する新たなアプローチ、根治的治療の開発を
目的とする。本研究により、心血管ホルモン（BNP）がヒトの血管発生分化に深く関与することが示唆された。
その意義が十分に解明されれば、動脈硬化性疾患に対する新たな血管再生療法として臨床応用も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

わが国では、近年の高齢化社会やライフスタイルの欧米化に伴い、肥満、糖尿病、高血圧、

脂質異常症などの生活習慣病罹患患者が増加し、これら患者に合併する動脈硬化性疾患は、生

活の質（QOL）、生命予後を規定する重要な因子となっている。生活習慣病に対する薬物治療、

および虚血性心疾患・脳血管障害に対するカテーテル治療や手術治療は大きく進歩してきたが、

より効果的な動脈硬化抑制、医療費削減のためには、動脈硬化の病態を見据えた予防・治療に

関する新たなアプローチ、根治的治療の開発が極めて重要である。 

我々の研究室はヒト ES/iPS 細胞からの血管構成細胞（血管内皮細胞、壁細胞）や副腎皮質

ステロイド産生細胞などへの分化誘導システムの構築についての研究で着実な成果を上げて

いる(Arterioscler Thromb Vasc Biol. 27(10):2127-34, 2007)(Arterioscler Thromb Vasc 

Biol. 29(7):1100-3, 2009)(Endocrinology. 153(9):4336-45, 2012)。生体の血管は、おも

に内面を覆う血管内皮細胞（EC）とその外側を裏打ちする壁細胞（MC）からなる。MCは発生

分化において ECとは由来が異なると考えられていたが、我々は、ヒト ES/iPS 細胞から分化

誘導後、FACS にて Flk1(+)VE-cadherin(+)および Flk1(+)VE-cadherin(-)の細胞分画をそれぞ

れソーティングし、前者からは EC、後者からは MCのいずれをも分化誘導することに成功して

いる。 

一方、当研究室では、心血管ホルモンの血管障害や血管再生に与える影響についても研究実

績があり、ナトリウム利尿ペプチドである ANP(Endocrinology. 149(2):483-91, 2008）、 

BNP(Proc Natl Acad Sci USA. 100(6):3404-9, 2003）、CNP(Circulation. 105(14):1623-6, 

2002)やアドレノメデュリン(Endocrinology. 147(4):1642-53, 2006) が血管再生促進効果を

有することを報告してきた。 

我々のヒト ES/iPS 細胞からの血管構成細胞分化誘導技術と心血管ホルモンの研究の知見か

ら、ヒト ES/iPS 細胞を用いることで、実験動物ではなく、ヒト における内分泌因子（心血管

ホルモン）の血管分化に対する影響を検討できることが本研究の特徴であり、血管の再生を促

す因子の同定や動脈硬化抑制のための新規治療法の開発に繋がる考えられる。 

 
２．研究の目的 

我々の血管細胞誘導系は血管内皮細胞（EC）と壁細胞（MC）の双方を簡便に誘導できること

を特徴、利点として持つ。MC は細小血管では pericyte、中等度以上の血管では血管平滑筋の

形態をとるとされているが、その origin についてはまだ確定的ではない。DNA マイクロアレ

イ法による遺伝子網羅的解析データベースを作成し検討した結果、我々の誘導した MC とヒト

成熟血管平滑筋では異なる点が多く見られた。本研究では、MC 誘導の技術改良を行い、成熟

した SMC を安定して誘導できる系を確立することを第一の目標とする。さらに、ヒト ES/iPS

細胞からの血管細胞分化誘導技術を用いて、内分泌因子（各種心血管ホルモン）のヒトの血管

発生・分化に対する影響を解析することで、血管の再生を促す因子を探索し、その生理的意義、

作用を解明することを目的とする。本研究で動脈硬化性疾患の予防・治療に関する新たな知見

が得られれば、臨床への応用も期待できる。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト ES/iPS 細胞からの血管平滑筋細胞（SMC）の分化誘導技術の改良 

SMC 分化に影響を与えると報告されている各液性因子や細胞外基質により、SMC、pericyte

マーカーがどのように発現変動するかを解析することで、SMC と pericyte を分けて考え、

双方を分化誘導できる技術を確立する。 



（2）各種心血管ホルモンのヒトの血管発生・分化における作用の解析 

ヒト ES/iPS 細胞未分化状態、Flk1 陽性血管前駆細胞（VPC）、分化誘導された血管内皮細胞

（EC）・血管壁細胞（MC）、および対象として用意したセルラインヒト大動脈 EC・ヒト大動

脈 SMC の 6 検体にて、各血管分化段階での心血管ホルモンおよびその受容体の mRNA 発現を

解析する。 

（3）BNP 産生の人体内での生理的な意義の解明 

  上記の検討により、Flk1 陽性血管前駆細胞（Flk1(+)VE-cadherin(-)TRA1-60(-)分画の細

胞）で BNP が高発現し、実際にこれら細胞が BNP を分泌するという結果がられた。BNP の人

体内での生理的意義、作用機序を明らかにするため、まず Flk1 陽性血管前駆細胞がどのよ

うな性質を持つ細胞であるかの解析を行う。また、我々の血管細胞分化誘導系において

siRNA を用いて BNP 発現を低下させる実験系を確立する一方で、BNP を添加することで分化

誘導に影響を与え得るかについても検討する。 

 

４．研究成果 

本研究では、ヒト ES/iPS 細胞からの血管細胞分化誘導技術の改良、血管細胞分化誘導過程

における BNP の機能的意義の検討を行った。 

複数のヒト ES/iPS 細胞株から誘導した EC、MC、さらにはヒト成熟 EC、SMC をサンプルとし

て、 DNA マイクロアレイ法を用いた遺伝子網羅的解析データベースの充実を行った。その結

果、我々の誘導した MC とヒト成熟 SMC の比較では異なる点が多く見られた。そのため、より

成熟した MC を誘導するため、各種液性因子添加による効果を検討した。後期血管平滑筋マー

カーである SM22 を用いて誘導効果判定を行った結果、TGFβを誘導初期に使用することで、よ

り成熟した SMC を選択的に誘導する系を確立できた。その結果、血管関連疾患特異的 iPS 細胞

を用いた他施設との共同研究において、これまでは、もやもや病や多発性嚢胞腎で、EC 誘導

を解析の中心に据えた研究を実施し成果を挙げていたが、今回、Notch3 が病因遺伝子である

遺伝性脳動脈症（CADASIL）で MCを主に解析する研究を実施することができた（論文投稿中）。 

次に、改良した血管細胞分化誘導の系において、各分化誘導過程での心血管ホルモンおよび

その受容体の発現につき検討した。BNP は分化誘導過程で得られる Flk1(+)VE-cadherin(-) 

TRA1-60(-)細胞分画で強発現しており、分化に従ってその発現は低下した（図 1）。さらにこ

れらの細胞が培養液中に BNP を産生することも確認できたため、その意義の解明を進めた。 

未熟な中胚葉の細胞と考えられる Flk1(+)VE-cadherin(-)TRA1-60(-)分画は、形態的にも多

様な細胞集団であるため、まず、これらがどのような性質をもつ細胞であるかを確認した。こ

の分画の細胞は、CD73、CD90、CD105 などの中胚葉系幹細胞マーカー、Nkx2.5 などの心筋幹細

胞マーカーをいずれも発現しておらず、既存の複数の誘導法にて心筋、脂肪、軟骨、骨への分

化を認めなかったことより、血管幹細胞としての性質を強く持つことが示唆された。この細胞

で BNP は高発現しており、分化が進むに従い、BNP 発現量の減少を認めることから、BNP は血

管細胞分化自体に機能的に影響していると考えられた。また、BNP が主に作用する受容体であ

る GC-A は壁細胞ではなく血管内皮細胞に強く発現していた。その意義を検討するため、今後、

Flk1(+)細胞または壁細胞と血管内皮細胞の共培養実験を行う予定である。 

現在では、StemFit®を用いて未分化維持培養の継代状態を小細胞塊から単細胞に変更するこ

とで、血管細胞誘導も単細胞から開始可能となり、その後の解析や定量が容易となった。血管

細胞誘導を単細胞から開始することで、ヘテロな細胞集団である Flk1(+)VE-cadherin(-) 

TRA1-60(-)分画のうち、どのような細胞が BNP を高発現・産生しているのかを詳細に解析でき



るとともに、この分画から EC, MC の双方が分化するのかということに関して直接的な証明が

できると考えられる。 

一方、BNP の血管細胞分化に対する効果を検討するため、siRNA 実験、添加実験を行った。

Flk1(+)VE-cadherin(-)TRA1-60(-)分画に対する siRNA 実験で BNP 発現を 60%ほど低下させる

ことに成功したが、誘導される血管細胞の性質および効率に明らかな変化は認めなかった。 

次に、未分化 iPS 細胞への siRNA 実験を行ったが、BNP 発現低下率はまだ十分ではないため、

現在、至適実験法を検討中である。今後は、BNP ノックダウン iPS 細胞株の作成による解析も

予定している。また、培養液への BNP 添加実験では、血管細胞誘導過程の 1-3 日目、4-6 日目

に 0.01-10μMの BNP を添加した際に複数の異なる ES/iPS 細胞株で未分化細胞（TRA1-60(+)細

胞）の割合の減少を認めた（図 2）。その意義に関しては、今後解析を進めていく必要がある。

またソーティングした Flk1(+)細胞から MC への誘導過程において 0.01-1μM の BNP を添加し

た際に MC の増殖率の増加を認めたが、濃度依存性は明らかでなく、再現性に関しても現在の

評価法では確実ではないため、今後さらなる検討を行いたい。 

 

（図 1）ヒト ES/iPS 細胞からの血管分化誘導過程における心血管ホルモンの発現の評価 

（Cell line：H9） 

 

（図 2）ヒト ES/iPS 細胞からの血管分化誘導過程における BNP 添加による影響の評価 

（Cell line：H9） 
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