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研究成果の概要（和文）：口腔外胚葉から下垂体原基、歯のエナメル質原基、鼻腔上皮、口腔上皮などが分化するが、
マウス胚性幹細胞を口腔外胚葉に分化誘導した報告は少ない。我々の既報での分化誘導方法は効率が低かったが、物質
Xを加えることで口腔外胚葉の高効率での誘導に成功した。さらに物質Yを追加することで下垂体前葉原基の誘導を確認
した。本研究で開発した誘導方法はFBS(胎児ウシ血清)やKSR(knockout serum replacement)のロットに影響を受けない
、安定した口腔外胚葉の分化誘導方法である。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that the oral ectoderm differentiates into anterior pituitary
, tooth enamel, nasal epithelium and oral epithelium. In our previous report, we showed the the oral ectod
erm differentiation method from mouse ES cells, but the differentiation efficiency was still low. In this 
study, we succeeded in oral ectoderm induction at high rate by the addition of component X. Moreover, with
 component Y treatment, mouse ES-derived oral ectoderm differentiates into Rathke's pouch. We established 
robust differentiation method from mouse ES cells into oral ectoderm, regardless of the lot difference of 
FBS or KSR.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1)下垂体機能低下症の患者数は比較的多い
が、根治療法は未確立。 
 
 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。疫学調査によると、
わが国における成人下垂体機能低下症患者
の 1年間の受療患者数は約 7,000 人（厚生労
働省特定疾患間脳下垂体機能障害調査研究
班、班長：加藤譲、1996 年 4〜2002 年 3 月）
とされているが、実際には医療機関を受診す
るに至らない症例も相当数あると考えられ、
別の推計では脳外科手術によるものだけで
年間 1,200 人の新規発症（成人成長ホルモン
分泌不全症 診断と治療のガイドライン、平
成 19 年、成長科学協会）を指摘するものも
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。補充量が不足すれば副腎不全で生命に
危険を及ぼし、過多となれば数年の経過後に
肥満、高血圧、糖尿病、骨粗鬆症、易感染性、
精神神経疾患など重大な合併症を来す。 
 
(2)新しい治療法としての再生医療。 
 
 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。 
 申請者らはこれまでに、マウス ES 細胞を
無血清浮遊培養（SFEBq 法）で立体的に培養
することで、下垂体原基であるラトケ嚢様組
織を誘導することに成功した（Suga, H. 
et.al. Nature. 2011;480:57-62）。生体にお
いてラトケ嚢は、視床下部神経組織と口腔外
胚葉組織が相互作用した結果形成されるが、
ES 細胞から誘導した細胞塊においても同様
に、視床下部様組織と口腔外胚葉様組織とが
作用しあってラトケ嚢様組織を形成するこ
とを確認した。これは器官形成のモデルとも
言うことができ、多種類の細胞が複雑な立体
構造をもち、細胞間の連鎖的な相互作用の結
果として生み出される器官や臓器も、試験管
内で形成可能であることを示している。 
 また、ES 細胞から誘導したラトケ嚢様組織

の培養を続け、ACTH ホルモン産生細胞に分化
させることにも成功した。分化効率は、細胞
塊内部の非神経細胞のうち 30〜40%程度と高
く、in vitro での CRH 添加による刺激試験に
おいて生体と同じオーダーの ACTH を分泌す
ることを確認した。副腎皮質ホルモン添加に
よるネガティブフィードバック機構も保た
れていた。また、下垂体除去マウスに異所性
に移植し、高い内分泌機能が保たれているこ
とを確認した。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)マウス ES細胞から GHおよび LH/FSH 産生
細胞への分化を高効率化する。 
 
 前述のマウス ES 細胞より分化させたラト
ケ嚢様組織からは、ACTH 以外にも全種類の下
垂体ホルモン産生細胞が低効率ながら分化
することを確認している。全ての下垂体内分
泌細胞を生み出す Lim3+前駆細胞は効率よく
分化させることが可能となっており、本研究
では、それ以後の培養方法を改良することで
前駆細胞から GH、LH/FSH 産生細胞への分化
の効率化を目指す。 
 一般に、GHは、小児期の成長に必要のみな
らず、成人においても重要な役割を果たすホ
ルモンで、成人 GH 分泌不全症では肥満、骨
量減少、心血管系疾患による死亡率の上昇、
うつなどを来す。わが国においては、小児の
みならず成人についてもリコンビナント GH
製剤の皮下注射が保険適応となったが、それ
でも高額な医療費が理由で中断を余儀なく
されることがある。また、性腺ホルモンであ
る LH や FSH の欠損では、男女共に不妊を引
き起こす。 
 下垂体ホルモンの欠損としては他に、TSH
や PRL、MSH などがあるが、臨床的希求度の
比較的低い PRL、MSH や、甲状腺ホルモン投
与で安定した効果が得られるTSHに比較して、
GH、LH/FSH および ACTH の臨床医学的利用価
値は高い。以上のことから、既報の ACTH 以
外では、まず GH および LH/FSH 分泌細胞の分
化効率を上げることに大きな意義があると
考えている。 
 ヒトでの臨床応用を目指すには、ヒト ES
細胞やヒトiPS細胞での研究が不可欠である
が、これらヒト幹細胞は分化に長期間を要す
るため、当初は分化の速いマウス ES 細胞で
実験し、得られた知見をヒト幹細胞に応用す
る戦略が効率的である。本研究で得られる成
果を、ヒト細胞での分化誘導法に適応できる
ものと考える。 
 
(2) 下垂体機能不全マウスへの移植法を検
討する。 
 
 前述の ACTH 分泌細胞は、下垂体除去マウ
スの腎被膜下に異所性移植した。移植 1週間



後から自発活動性の改善がみられ、2 ヶ月後
の生存率を有意に改善した。本研究では、生
着率の改善および長期生着の向上などのた
め、マウスにて多様な移植方法を検討し、効
果的な細胞投与法を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス ES 細胞から GH および LH/FSH 産
生細胞への高効率分化 
 
 研究を開始するにあたり、前述の先行研究
で確立した分化法を用いても、Lim3+ラトケ
嚢様組織を効率よく誘導できない事態が発
生した。 
 そこでまず、 
① 既報の口腔外胚葉への誘導方法の再現性
を 複 数 の ロ ッ ト の KSR(knockout serum 
replacement)を用いて評価した。 
 
次に、 
② 既報の口腔外胚葉の誘導方法に、発生学
的に口腔外胚葉の分化に重要なシグナルを
追加することや、分化培養液の栄養成分の組
成の最適化を行い、口腔外胚葉の誘導効率を
上昇させた。 
 
③ 前項目②で開発された口腔外胚葉の誘導
方法に、再び発生学上の見地から、次の発生
ステップで重要と考えられるシグナルを追
加することで、口腔外胚葉から下垂体前葉原
基への誘導効率を上昇させた。 
 
④ 前項目③で開発された誘導方法が、異な
るロットの KSR や胎児ウシ血清(FBS)を用い
た分化誘導培養でも、口腔外胚葉や下垂体前
葉原基を安定して誘導できることを確認し
た。 
 
その上で、 
⑤ 新たに確立した高効率の下垂体前葉原基
誘導法をもとに、GH 細胞系列のマーカーとし
ての Prop1 や Pit1 発現を上昇させる分化法
を検討した。 
 
(2) 下垂体機能不全マウスへの移植法検討 
 
 本来、下垂体は血管の豊富に発達した臓器
であることを踏まえ、異所性移植の対象箇所
としては、血流が豊富な箇所を中心に検討し
た。具体的には、腎被膜下、皮下、胃大網、
腸間膜への移植を行った。また、正所性移植
として、定位脳装置誘導下で下垂体内への移
植も施行した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス ES 細胞から GH および LH/FSH 産

生細胞への高効率分化 
 
① マウス胚性幹細胞(EB5)を、異なる 3種類
のロットの KSRを使用した培養液で 14-18 日
間継代を行って馴化した後、既報の誘導方法
を用いて口腔外胚葉へ分化培養した。分化誘
導後 12 日目の凝集体を口腔外胚葉のマーカ
ー(Pitx1、E-cadherin)や視床下部マーカー
(Rax)などを用いた免疫染色法で評価するこ
とで、口腔外胚葉への誘導の再現性を確認し
た。 
 分化後 12 日目の凝集体を免疫染色で検討
したところ、3 種類のロット（既報とは別の
ロット）の KSR すべてにおいて、Pitx1 陽性
の口腔外胚葉はほとんど認められなかった。
多くの凝集体は表面に上皮様の構造物を形
成していたものの、その上皮構造を免疫染色
で検討すると、E-cadherin 陽性ではあるもの
の Pitx1 は陰性であった。従って、上皮構造
が完全には成熟していない、不完全な状況で
分化が停止していることが推察された（図 1）。
内層に関してはRax陽性の神経層であること
を免疫染色で確認した。内層の分化には問題
がないものと考えた。 

 
② 口腔外胚葉への分化誘導効率を上昇させ
る目的で、条件検討を行った。具体的には、
既報の分化培養方法を基本としつつ、そこに
新たな外因性シグナル(物質 X、物質 Y、ソニ
ックヘッジホッグシグナル)を加えたり、分
化培養液中の栄養成分(FBS 濃度、KSR 濃度、
脂質濃縮液濃度)を変化させたりすることで、
最適化を試みた。各種条件で分化誘導し、分
化後７日目の凝集体を口腔外胚葉のマーカ
ー(Pitx1、E-cadherin) や視床下部マーカー
(Rax)を用いた免疫染色法や半定量 PCR 法に
て評価した。 
 その結果、物質 Xを加えることで、分化後
7 日目のほぼ全ての凝集体で Pitx1 陽性の口
腔外胚葉を誘導することに成功した(図 2)。
一般に、KSR にはロットチェックが必要とさ
れているが、その主な理由は、KSR 内に含ま
れる血清由来成分の違いによるものだと考
えられている。今回発見した誘導物質 X は、
その血清由来成分に含まれるものと考えら
れており、従来は KSR のロット次第であった
分化誘導効率を、コントロール下に置くこと
が出来る可能性を見出した。 
 
③ 前述②の方法で分化誘導した口腔外胚葉



を下垂体前葉原基へ分化誘導させる目的で、
発生学的に口腔外胚葉から下垂体前葉原基
への分化に重要とされるシグナルを加えて
条件検討を行った。分化後 14 日目の凝集体
を下垂体前葉原基のマーカー(Lim3、Pitx1、
E-cadherin)や口腔外胚葉のマーカー(Pitx1、
E-cadherin)、視床下部マーカー(Rax)を用い
た免疫染色法にて評価した。 
 その結果、物質 Yを加えることにより、分
化後 14 日目の凝集体において Lim3 陽性、
Pitx1 陽性、E-cadherin 陽性の下垂体前葉原
基構造を誘導できることが判明した(図 3、黄
色矢頭参照)。 

 
④ それぞれ3種類のロットのKSRおよびFBS
を用いた培養液で12-16日間維持継代を行っ
て馴化させた後、③で判明した誘導方法で分
化し、分化開始後 10 日目、14 日目、18 日目
の凝集体における口腔外胚葉や下垂体前葉
原基の誘導効率の再現性を評価した。免疫染
色法で下垂体前葉原基のマーカー(Lim3、
Pitx1、E-cadherin)や口腔外胚葉のマーカー
(Pitx1、E-cadherin)、視床下部マーカー
(Rax)の発現を確認した。 
 分化後 10 日目において、ほぼ全ての凝集
体でPitx1陽性の口腔外胚葉が分化誘導され
た(図 4 左)。また、分化後 14 日目において
Lim3 陽性、Pitx1 陽性、E-cadherin 陽性の下
垂体前葉原基が誘導された(図 4 右、黄色矢
印参照)。これらの結果から、KSR や FBS のロ
ットに影響されない安定した口腔外胚葉へ
の分化誘導方法を本研究で確立したと考え
られる。 

 
⑤ 前述④の方法を用いて、DLL1 や DLL4、
Jagged2 などを用いて、GH 細胞系列のマーカ
ーである Prop1 や Pit1 の発現量を PCR にて
検討したところ、それらの処理にて発現量が
上昇することを確認した。その結果、分化方
法の更なる改良の可能性を見出した。 

 
(2) 下垂体機能不全マウスへの移植法検討 
 
 異所性、正所性ともに、移植後 2週間での
生着率を免疫染色で検討した。その結果、腎
皮膜下の生着率が最も高いことが判明した。
生着の良い移植片には、ホスト側から血管が
侵入している像を認めた。移植手技が簡便な
皮下移植では生着率が低かったが、今後、血
流を確保する工夫を追加すれば皮下移植の
生着率を上昇しうる可能性を見出した。 
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