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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞からの副甲状腺細胞分化誘導法の開発を試みた。開発した
分化誘導法では、各発生段階に応じた分化マーカーの発現が確認され、in vitroにおいて発生期の分化系譜に沿
った副甲状腺誘導が行われていることが確認された。分化細胞において、副甲状腺ホルモン（PTH）を産生する
細胞が一部存在することが明らかとなった。さらに、カルシウム感受性受容体（CaSR）と上皮細胞接着分子
（EpCAM）を発現する細胞が分化誘導された副甲状腺細胞と想定された。以上より、iPS細胞から副甲状腺の分
化・成熟過程をin vitroで再現した分化誘導による副甲状腺細胞分化の可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a new method of inducing the differentiation 
of parathyroid cells from human iPS cells based on embryologic development. We also succeeded in 
identifying differentiated parathyroid cells using an immunofluorescence analysis and flow 
cytometric analyses. Furthermore, we determined whether TGFα/epidermal growth factor receptor 
(EGFR) signaling, which is considered to be one of the causative pathways of parathyroid 
hyperplasia, is involved in the parathyroid cell proliferation that was observed in our 
differentiation model. As a result, the number of differentiated parathyroid cells increased due to 
TGFα stimulation. On the other hand, the number of differentiated parathyroid cells decreased due 
to the administration of erlotinib, which is an EGFR antagonist. Thus, using our method, we enabled 
the evaluation of the mechanism underlying parathyroid hyperplasia, as it mimics the developmental 
process of the parathyroid gland.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
副甲状腺は骨の代謝に重要な臓器であるが、in vitroでの副甲状腺細胞の維持培養が実現していない。そのた
め、副甲状腺過形成などの副甲状腺疾患における治療法や医薬品の開発が進展してこなかった。副甲状腺過形成
のメカニズム解明や副甲状腺疾患治療薬の開発において、本研究の成果である副甲状腺細胞分化誘導法は非常に
有用であり、過形成の抑制薬スクリーニングに応用することで、副甲状腺機能亢進症の根治的な治療薬の開発に
寄与することができると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
副甲状腺は骨の代謝回転に重要な臓器である。副甲状腺疾患、特に副甲状腺機能亢進症は骨粗
鬆症の発症と密接に関係している。しかしながら、副甲状腺疾患の治療法は外科的切除や対症療
法が主であり、十分な治療法が確立していない。新たな治療法の開発には、生理的な副甲状細胞
の単離培養が重要となるが、ヒト副甲状腺細胞は過形成組織以外では得られず、長期培養も困難
である。新たな治療法の開発には、ヒト培養細胞を用いた病態解明や薬剤のスクリーニング、薬
効評価が重要と考えられる。しかしながらヒト副甲状腺細胞は、過形成組織以外では単離培養す
ることができない。副甲状腺疾患には発症メカニズムの詳細が明らかとなっていない疾患もあ
るが、生理的なヒト副甲状腺細胞を用いることが出来ないことは、病態解明などの研究開発にも
影響を及ぼしている。 
 患者自身の体細胞から樹立され、ほぼ無限に増殖する能力を有する多能性幹細胞である iPS
細胞を用い、ヒト副甲状腺細胞の分化誘導法を開発することは、これらの問題解決に非常に有用
である。これまでヒト iPS細胞は製薬、再生医療、病態研究など幅広く利用されている。さらに
希少疾患や遺伝性疾患に対する、疾患特異的 iPS 細胞の樹立などへの応用も進められている。
そのため、副甲状腺の分化誘導法の確立は、副甲状腺機能亢進症や副甲状腺機能低下症の治療薬
開発や病態解明に役立つと考えられるが、副甲状腺においては iPS 細胞から生理的機能を有す
る細胞の分化誘導法の確立には至っていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
副甲状腺疾患の治療では、副甲状腺機能亢進症では外科的切除が主であり、副甲状腺機能低下
症に至っては根治的治療法が確立していない。新規治療の開発や副甲状腺を用いた硬組織研究
の発展を妨げる要因としては、生理的なヒト副甲状腺細胞の単離培養が困難であることが考え
られた。多能性幹細胞から副甲状腺細胞の分化誘導については、ヒト ES細胞から副甲状腺ホル
モン（PTH）を発現する副甲状腺細胞様の細胞の作製が報告されている。しかしこれらの報告で
は、細胞の機能評価はされておらず、また分化誘導法にマウス胎児線維芽細胞が用いられている。
そのため医薬品開発や移植医療への応用には適さない。一方、副甲状腺と発生の起源を同じくす
る胸腺では、多能性幹細胞から分化誘導法が複数報告されている。分化した細胞から副甲状腺細
胞への分化転換では、胸腺細胞からの分化転換により細胞外カルシウム濃度に応答して PTHの
発現を変化させる細胞の作製が報告されている。しかし、胸腺は T 細胞の分化成熟に必要であ
り、また成人になると退縮してしまうため、分化誘導用の細胞供給源としては問題を含んでいる。
一方で iPS 細胞は多分化能と増殖能を有しており、これまでにも様々な組織の細胞への分化誘
導が報告されている。iPS細胞の分化誘導系において、発生期の分化系譜を理解し、その分化プ
ロセスを模倣することが重要である。副甲状腺の発生分化のプロセスについては、多くのことが
解明されており、分化誘導法に応用できるものもある。また、iPS細胞を分化誘導する際に、副
甲状腺の予定領域を含む領域を効率良く振り分ける手法が開発され、効率の良い分化誘導技術
が確立されつつある。 
これらの先行研究から、iPS細胞からの副甲状腺の分化誘導は十分に可能と考えられたが、分
化誘導法は未だ確立しておらず、長期にわたる細胞の維持や in vivo移植などの機能的評価の報
告は無い。そこで、本研究では、iPS細胞を用い生理的機能を有する副甲状腺細胞を作製するこ
とを目的とし研究を行った。 

 
 
３．研究の方法 
ヒト iPS細胞からの副甲状腺細胞分化誘導 
生体の発生において副甲状腺は胚体内胚葉から前方前腸内胚葉を介し、第 3（第 4）咽頭弓を
経て形成される。また、胸腺は発生の起源を副甲状腺と同じくするため、胸腺の分化誘導法も
参考にした分化誘導を行った。フィーダーフリー培養した iPS細胞を各ステップに応じて分化
誘導した。それぞれのステップについて、分化した細胞から mRNA を抽出し各分化段階のマ
ーカー遺伝子発現を PCRにより解析するほか、フローサイトメトリー（FCM）解析により細
胞表面マーカー発現を解析することで、胚体内胚葉の誘導、第 3鰓弓の誘導、副甲状腺の誘導
の各段階に分けて評価した。 

 
(1) 胚体内胚葉（definitive endoderm, DE）の誘導 

iPS 細胞を DE に分化誘導し、マーカー発現を解析した。DE への分化誘導は、既報
（Differentiation. 2016）に則って行った。 

 



(2) 第 3咽頭弓（branchial arch）の誘導 
胸腺と副甲状腺は共に第 3、第 4咽頭弓から発生する。この過程において、レチノイン
酸とWntシグナル抑制の重要性が報告されている。そこで、レチノイン酸とWnt/beta-
cateninシグナル阻害剤（Wnt inhibitor; IWR1-endo）により第 3咽頭弓系譜への誘導
を行った。 

 
(3) 副甲状腺の誘導 
副甲状腺分化は Sonic Hedgehog （SHH）により促進される。また、胸腺細胞からの分
化転換の報告（Tissue eng part C methods. 2011）では Activin Aと SHHが有効とさ
れている。そこで、第 3鰓弓に誘導した細胞から、SHHと Activin Aによる副甲状腺分
化誘導を試みた。 

 
ヒト iPS細胞由来分化副甲状腺細胞の同定 
これまでの分化誘導法の開発に至る報告において、分化した副甲状腺細胞の形態学的な同定や
分化効率の具体的な評価はされてこなかった。そこで、分化した副甲状腺細胞の形態学的同定
を試みた。さらに、細胞表面上の Calcium sensing receptor （CaSR） および Epithelial cell 
adhesion molecule （EpCAM）発現を指標としたセルソーティングと PTHのmRNA発現解
析を組み合わせることによる分化した副甲状腺細胞の分離同定を試みた。 

 
副甲状腺細胞分化誘導の効率化 

In vivoにおいて、副甲状腺の過形成は ErbB2の過剰なリン酸化により引き起こされることが
示唆されている。生体の副甲状腺において、ErbB2 は TGFα によりリン酸化されることが示
されており、TGFα からの ErbB2 を介する経路が副甲状腺の過形成に関与していると考えら
れることから、TGFαによりヒト iPS細胞からの副甲状腺細胞分化が促進するかを第 3鰓弓に
誘導した細胞への TGFα 刺激により確かめた。また、この分化誘導促進が EGFR のリン酸化
の抑制により低下するかを、Erlotinibを用いた副甲状腺分化により調べた。 

 
 
４．研究成果 
ヒト iPS細胞からの副甲状腺細胞分化誘導 

iPS細胞を、Activin Aを含む分化誘導培地によって分化誘導することで胚体内胚葉（DE）お
よび前方前腸内胚葉（AFG）へと分化誘導した。DEへの分化誘導によって未分化幹細胞のマ
ーカー（SSEA4, TRA1-60, OCT4, SOX2）の発現が低下し、一方で DEおよび AFGのマーカ
ー（CXCR4、SOX17, FOXA2）の発現が上昇した。胸腺の分化誘導法を基にし、レチノイン
酸と IWR1-endoを用いた第 3咽頭弓誘導を行った。その後、細胞を Sonic hedgehogおよび
Activin A で刺激することで副甲状腺へと分化誘導した。分化誘導のステージに応じて、第 3
咽頭弓のマーカー（HOXA3, TBX1）や副甲状腺マーカー（GCM2, PTH）を有意に発現する分
化細胞が出現することが明らかとなった（図 1）。 
 

 
 
ヒト iPS細胞由来分化副甲状腺細胞の同定 
副甲状腺細胞へ分化した細胞を同定するため、分化誘導した細胞を副甲状腺マーカー（PTH, 
GCM2）の免疫蛍光染色を行った。分化誘導した副甲状腺細胞は生体組織でみられるような細
胞塊として存在しており、PTH, GCM2を発現していた。細胞塊における PTHは、一部にお
いて小胞様に発現している様子が観察された。分化誘導後の細胞について、副甲状腺細胞で発
現しているとされる CaSR および EpCAM を用いた FCM 解析を行った。さらに、
CaSR+EpCAM+細胞、CaSR+EpCAM-細胞、CaSR-EpCAM+細胞と CaSR-EpCAM+細胞をソー
ティングし、これらの細胞における副甲状腺マーカー（PTH, CaSR, GCM2）および胸腺細胞
マーカー（FOXN1）の mRNA 発現を比較解析した。その結果、分化誘導により、CaSR や
EpCAM を発現する分化細胞がみられた。また、PTH を発現する副甲状腺細胞は CaSR 陽性
細胞分画に存在し、特に CaSR+EpCAM+細胞に集約されることが明らかとなった（図 2）。 

図 1 分化誘導に伴う遺伝
子発現の変化 
胚体内胚葉（Day3）、前方前
腸内胚葉（Day6）、第 3咽
頭弓（Day10）、副甲状腺
（Day15,24）における各マ
ーカー遺伝子の発現。 



分化誘導の時間経過により、分化した副甲状腺細胞（CaSR+EpCAM+）の割合がどのように変
化するのか経時的に解析した。未分化細胞を除外した細胞（SSEA4-TRA1-60-）の CaSR と
EpCAM発現を FCMにより解析した。分化誘導の初期段階で、DEから AFEへの分化により
EpCAM+細胞が出現し、その後に CaSR+細胞が出現することが明らかとなった。さらに、SHH
の刺激を 1 週間から 2 週間続けることにより CaSR+EpCAM+の割合が上昇した。これらの結
果より、EpCAM陽性の上皮細胞様細胞から副甲状腺細胞が分化、成熟が進むに従い出現する
ことが示唆された。 

 
 
副甲状腺細胞分化誘導の効率化 
TGFαの刺激により、副甲状腺細胞への分化誘導効率が変化するかを調べた。副甲状腺細胞の
分化、成熟が進むと考えられる分化段階より SHHとともに TGFαによる刺激を行った。また、
EGFRのリン酸化を阻害する Erlotinibを用い、副甲状腺分化が EGFRからの刺激に関係して
いるかを調べた。分化した副甲状腺細胞が含まれると考えられる CaSR+EpCAM+分画は、
TGFα 処理群において濃度依存的に増加していることが示された。一方で、Erlotinib 処理に
より CaSR+EpCAM+分画の有意な減少と、CaSR-EpCAM-分画の有意な増加が認められた（図
3）。これらの結果より、TGFα から EGFR を介するシグナルが副甲状腺細胞の分化を促進し
ている可能性が示唆された。 
 

 

図 2 分化細胞の同定 
誘 導 後 の 細 胞 か ら
EpCAM+CaSR+細胞（分化細
胞と想定される）をソーティ
ングし、PCR で解析した。
EpCAM+CaSR+細胞の PTH
および GCM2 発現が高いこ
とから、この分画の細胞が副
甲状腺分化細胞であること
が推測される。 

図 3  TGFα 刺激による分
化副甲状腺細胞の増加 
副甲状腺細胞の分画は、
TGFα 処理群において濃度
依存的に増加し、200ng/mL
では未処理群に対し有意に
増加していることが示され
た。Erlotinib（EGFRチロシ
ンキナーゼ阻害剤）処理によ
り副甲状腺細胞分画の有意
な減少が認められた。 
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