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研究成果の概要（和文）： 

ヒト胚性幹(ES)細胞・ヒト誘導多能性幹(iPS)細胞をステロイド産生細胞に分化誘導する方法の
確立を目指して研究を行った。ヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞を Wnt シグナルの活性化を介してま
ず中胚葉系の細胞に分化させ、そののちにステロイド産生細胞分化の主要な制御因子である
steroidogenic factor-1(SF-1)を遺伝子導入することにより、コルチゾールを産生し副腎皮質
に近いステロイド合成酵素発現プロファイルを有する細胞に分化誘導することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of our present study was to establish a method for inducing differentiation 
of human ES/iPS cells into steroid-producing cells. We showed that human ES/iPS cells 
can be induced to differentiate into mesodermal lineage cells by Wnt signaling pathway 
activation and that subsequent introduction of SF-1 can induce the mesodermal lineage 
cells to differentiate into steroid-producing cells with the characteristics of adrenal 
cortical cells. 
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１．研究開始当初の背景 

副腎・性腺などのステロイド産生臓器の機能

不全症においては、内服および注射によるス

テロイドホルモンの補充療法が確立してい

るが、多くの場合一生の補充を必要とし、副

作用も皆無ではない。また、副腎機能低下症

の患者の場合、補充不足による副腎不全は生

命にかかわることもある。これらの問題を解

決するためには新たな治療法の開発が求め

られる。副腎・性腺の領域では、現在までの

ところ再生医療として実際の臨床の場で実

用化されているものは皆無である。しかしな

がら、近年これらのステロイド産生臓器の発

生・分化過程は急速に解明されつつあり、遺

伝子治療の試みや再生研究が少しずつ報告

されてきている。 
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こ の よ う な 状 況 の 中 で 、 胚 性 幹 細 胞

(Embryonic Stem Cell: ES 細胞)や誘導多能

性幹細胞(Induced Pluripotent Stem Cell: 

iPS 細胞)を用いた、副腎・性腺再生療法への

期待が高まっている。特に内分泌細胞は、刺

激に応答してホルモンを産生することがで

きれば複雑な組織構造を必要としないこと、

必ずしも大量の細胞を必要としないことか

ら、ヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞を用いた再

生医療の実用化も期待し得る分野である。 

しかしながら、本研究開始時点において、マ

ウス ES 細胞やマウス、及びヒト間葉系幹細

胞をステロイド産生細胞に分化誘導するこ

とができたとの報告は存在していたが、ヒト

ES 細胞、ヒト iPS 細胞を用いてステロイド産

生細胞を誘導したという報告は存在しなか

った。 

 

２．研究の目的 

副腎皮質・性腺は中胚葉由来の副腎性腺原基

から分化することが知られている。我々の研

究室では、ヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞から、

同じく中胚葉由来である血管、脂肪への分化

誘導に成功していたが、本研究では、これら

の技術を応用することにより、ヒト ES細胞、

ヒト iPS細胞を用いて血管や脂肪と同様に中

胚葉由来である副腎・性腺を含めたステロイ

ド産生細胞の分化誘導を行い、ステロイドホ

ルモン補充療法に代わる新たな副腎・性腺機

能不全症の治療方法を提唱することを主眼

として検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞由来の胚様

体(embryoid body, EB)は、ヒトの初期発生

過程を in vitro で模倣したものであり、3胚

葉の全てに分化しうる。申請者らは、ヒト ES

細胞、ヒト iPS 細胞から、EB 形成を介して脂

肪細胞への分化誘導に成功している。この EB

形成を介して、ステロイド産生細胞への分化

誘導を試みた。 

(2) また、もうひとつの方法として、ヒト ES

細胞、ヒト iPS 細胞より Flk1・PDGF-Rαなど

の中胚葉系マーカー陽性細胞を誘導・分離し、

そこからステロイド産生細胞の分化誘導を

検討した。内皮細胞増殖因子(VEGF)の受容体

の一つである Flk1 は中胚葉のマーカーの一

つと考えられており、実際申請者らの研究室

ではヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞から分化誘

導した Flk1 陽性細胞から、中胚葉系由来で

ある血管を誘導することができることを報

告してきた。これらの中胚葉系細胞に、ステ

ロイド産生細胞分化の主要な制御因子であ

る SF-1 を遺伝子導入することにより、副腎・

性腺などのステロイド産生細胞の分化誘導

を検討した。 

(3) 2 種類のヒト ES 細胞ライン(H9, KhES1)

と 1種類のヒト iPS 細胞ライン(B7)を用いて

検討を行った。 

ステロイド産生の評価は、培養液中のコルチ

ゾール、エストロゲン、テストステロンを含

むステロイドホルモンの濃度測定、RT-PCR に

よるステロイド合成酵素の評価、および上記

ステロイド合成酵素の免疫染色によって行

った。 

 

４．研究成果 

(1) ヒト ES 細胞・iPS 細胞を浮遊培養して

EB 形成を行い、その後に EB を接着培養で 10

日間培養したところ、一部のステロイド合成

酵素(CYP11A1、HSD3B)の遺伝子発現を認めた

(図 1)。また、培養液中にはプロゲステロン

を検出することができた。しかし、培養液中

には同時にヒト胎盤性ゴナドトロピン(hCG)

も 検 出 さ れ 、 得 ら れ た 細 胞 は 胎 盤 の

trophoblast に近い細胞であると考えられた。 



 

 

(2) 次にヒト ES 細胞・iPS 細胞を中胚葉系細

胞に分化誘導した後に SF-1 を導入する方法

を試みた。ヒト ES 細胞・iPS 細胞を、GSK3

β阻害薬の存在下に分化誘導し、flow 

cytometry を用いて未分化な細胞を取り除い

たところ、FLK1 及び PDGFRαを発現する中胚

葉系の細胞が得られた(図 2)。この細胞には、

中間中胚葉のマーカーである Osr-1の発現も

認めた。この細胞に、プラスミドベクターを

用いて SF-1 を導入し、更に 1 週間分化誘導

したところ、CYP11A1、HSD3B のみならず、

CYP17A1、CYP21A2、CYP11B1 などのステロイ

ド合成酵素の発現が認められ(図 3)、免疫染

色で多くの細胞にステロイド合成酵素の一

つである 3β-HSD の発現を認めた(図 4)。培

養液中にはプロゲステロンのみならず、コル

チコステロン、コルチゾールが検出された

(図 5)。さらに、SF-1 導入後の培養過程にお

いて 8-Bromo-cAMP を添加したところ、ステ

ロイド合成酵素の遺伝子発現は上昇を認め

た(図 3)。一方、培養液中には hCG は検出さ

れず、得られたステロイド産生細胞は

trophoblast とは異なる細胞と考えられ、ス

テロイド合成酵素の発現プロファイルや培

養液中にコルチゾールが検出されることか

ら、副腎皮質細胞に近い細胞であると考えら

れた。 

本研究成果は、ヒト ES・iPS 細胞からのステ

ロイド産生細胞への分化誘導法を初めて確

立したものである。本研究成果をさらに発展

させることにより、将来的に副腎不全などの

疾患の細胞治療に応用可能であると考えら

れるのみならず、副腎を含めたステロイド産

生臓器の分化過程の解明にも応用可能であ

ると考えられる。 

 

 

 

(図 1) EB 形成法で誘導した細胞の RT-PCR に

よるステロイド合成酵素の発現の評価 

StAR、CYP11A1、HSD3B、CYP17A1 の発現を認

めた 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

(図 2) GSK3β阻害薬添加にて分化誘導後のヒ

ト ES 細胞、iPS 細胞の RT-PCR による中胚葉

マーカーの発現の評価 

FLK1、PDGFRα、OSR-1 の発現を認めた 

 

 

 

 

 

(図 3) 中胚葉系に誘導後 SF-1 を遺伝子導入

して培養した細胞の RT-PCR によるステロイ

ド合成酵素の発現の評価 

StAR、CYP11A1、HSD3B、CYP17A1、CYP21A2、

CYP11B1 の発現を認めた。 

8-Bromo-cAMP 添加によりこれらの遺伝子の

発現はさらに上昇を認めた 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

(図 4) 抗ヒト 3β-HSD 抗体による免疫染色 

中胚葉系細胞に分化誘導後 SF-1 を遺伝子導

入した細胞で 3β-HSD の染色を認めた。 

 

 

 

 

 

(図 5) 培養上清中のステロイドホルモン測

定 

中胚葉系細胞に分化誘導後 SF-1 を遺伝子導

入した細胞の培養上清にプロゲステロン、コ

ルチコステロン、コルチゾールを検出した。 
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