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研究成果の概要（和文）：我々が目的としたＥＳ細胞から甲状腺組織への分化誘導は、ベルギーのAntonica博士らが20
12年に成功し、マウス体内に移植し甲状腺機能を回復させるに至った(Nature. ;491(7422):66-71.2012)。
我々はこの分化効率とES細胞の未分化能維持の機能に重要な関係があるのではないかと考え、それを解析することによ
りES細胞の分化誘導の効率を上げることを目指した。その結果、我々が以前から注目している転写因子Liver receptor
 homologue 1（LRH1)がSox2とGabpによって直節発現誘導をうけ、self　renewalの重要な一角を担っていることが分か
った。

研究成果の概要（英文）：Differentiation induction from embryonic stem cells to thyroid tissues, which we i
s our objective, was accomplished by Dr. Antonica and others from Belgium in 2012, leading to transplantat
ion into the body of a mouse and thus to recovery of thyroid function (Nature 491(7422):66-71.2012).
We inferred an important relation between this differentiation efficacy and the potency of embryonic stem 
cells to maintain the undifferentiated state. We analyzed it further to improve the differentiation induct
ion efficacy of embryonic stem cells. Results demonstrated that the liver receptor homologue 1 (LRH1), whi
ch we specifically examined, was induced directly by Sox2 and Gabp. It played an important role in self re
newal.
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１．研究開始当初の背景 

(1). 本研究の重要性 

甲状腺機能低下症により甲状腺ホルモン

剤を内服している患者数は全国に 60 万人と

推計されている（2011 年製薬会社調べ）。そ

の原因は橋本病やクレチン症といった疾病

によるものや、腫瘍などの理由により甲状腺

を外科的に切除されたものなど多様である。

甲状腺機能低下症を放置すれば代謝機能の

低下をもたらし、強い倦怠感やむくみが生じ

たり、心機能の悪化を招き、時に生命にも影

響しかねない状況となる。東日本大震災の際

に製薬工場の被災により甲状腺ホルモン製

剤が不足し全国的に深刻な影響が出たこと

は記憶に新しい。 

安定した甲状腺ホルモン分泌細胞を作製

し安全に臨床利用できれば、多くの患者が甲

状腺ホルモン剤を毎日内服する必要から解

放され、ホルモン製剤が不足するといった事

態の心配もなくなる。患者の QOL と医療経

済に対する貢献は非常に大きなものとなる。 

 

(2). 本研究の妥当性 

ＥＳ細胞（胚性幹細胞：embryonic stem 

cells）からの甲状腺ホルモンの分泌細胞への

分化誘導の研究は 3 編報告されているが、そ

の方法はまだ確立されていない。(Jiang N et 

al. Thyroid. 2010)（Ma R,et al. 

Endocrinology. 2009）(Lin RY, et al. 

Endocrinology. 2003) 

確立された方法は無いものの、すでに甲状

腺ホルモンを分泌する甲状腺濾胞上皮細胞

様の細胞への分化誘導の成果が報告されて

おり、本研究が分化誘導段階まで実現されう

る妥当性は十分にある。申請者らはこれらの

手法に独自の方法を加え、さらに甲状腺濾胞

上皮細胞に酷似し、より安定した甲状腺ホル

モン分泌能を有する細胞へと分化誘導する。 

 

２．研究の目的 

甲状腺機能低下症は橋本病などの疾患に

よるものや、甲状腺手術による 2 次的なもの

など生じる原因は多く、患者数は 60 万人以

上と推定されている。甲状腺ホルモンが不足

すると身体機能が低下し多様な臨床症状を

呈するため、患者はレボチロキシンナトリウ

ムを日々経口摂取し続ける必要がある。本研

究はマウスＥＳ細胞を分化させて安定的に

甲状腺ホルモンを分泌する細胞を作成し、マ

ウス体内への移植生着を試みるものである。

将来的に甲状腺機能低下症を再生医療によ

って治療するという臨床応用のための基礎

実験として行う。 

 

３．研究の方法 

これまで、ES 細胞から甲状腺濾胞上皮細

胞様の細胞への分化誘導に関しては一定の

成果がある。これらはいずれも胚葉体から直

接的に甲状腺ホルモン分泌細胞へと分化さ

せている。申請者らは ES 細胞→胚葉体→内

胚葉系幹細胞という生理的な分化経路をた

どることにより、より甲状腺濾胞上皮細胞に

酷似した細胞へと分化誘導させることを試

みる。そのために、新たな誘導因子として内

胚葉への分化誘導因子であるアクチビンお

よび bFGF 等のいくつかの候補を持ってい

る。このように分化させた細胞を橋本病のモ

デルの 1 つである nonobese diabetic (NOD)

マウス等に、腎被膜下移植法を行い移植細胞

の機能評価と安全性の解析をおこなう。また、

直接甲状腺内に移植することも考慮してい

る。 

 

４．研究成果 

まとめ 

当初、我々が目的としたＥＳ細胞（胚性幹

細胞：embryonic stem cells）から甲状腺

組織への分化誘導は、ベルギーの Antonica

博士らによって 2012 年に成功し、マウス体



内に移植し甲状腺機能を回復させるに至っ

た(Nature. ;491(7422):66-71.2012)。今回

の発表により甲状腺への分化誘導は

NKX2-1 と PAX8 にて分化誘導ののちに TSH

による継続的な刺激が必要であるというこ

とが判明した。 

我々はこの転写効率と ES 細胞の未分化能

維持の機能に重要な関係があるのではない

かと考え、ES 細胞の自己再生を解析するこ

とにより ES 細胞の分化誘導の効率を上げ

ることを目指した。 

我々が以前から注目している転写因子に

Liver receptor homologue 1（LRH1)がある。

LRH-1はES細胞の分化初期のエピブラス

ト期に発現し、Oct3/4 の発現に必須であり、

ノックアウトしたマウスは致死的な経過を

たどることがわかっている。このことより

LRH-1 が細胞分化の面でも重要な役割を

果たしている可能性が示唆されていた。し

かし、その転写調節機構は依然として不明な

ままであった。今回我々は胚性腫瘍細胞（EC

細胞）である F9 細胞と ES 細胞を用いて ES

細胞特異的 Lrh1 のプロモーター領域を解析

し、重要な２領域を同定した。さらにそれぞ

れの領域にはSox2とGabpが結合し直節発

現誘導に働いていることを発見し、証明し

た。SOX2 は OCT4、Nanog とともに

pluripotency circule を作ってお互いを活性

化しあい、多分化能を維持に働いているこ

とが知られている。ES 細胞特異的 Lrh1 が

Sox2 により直接活性化を受けているとい

う今回の我々の成果により、Sox2 が Lrh1

を介し Oct4 を間接的にも活性化している

ということを初めて証明した。そしてこの

結果はES細胞特異的LRH-1が多分化能維

持に深く関与することを示唆している。 

また、SOX2 と OCT4 は iPS 細胞誘導の４

因子としても知られており、LRH1 がそこ

に介在する可能性が強く示唆されたことに

なる。これは非常に重要な発見であり、

LRH１の発現調節因子を解析することは、

幹細胞研究や生殖内分泌発生の分野にとっ

て非常に重要な意味を持つ。 

 

胚性腫瘍細胞（EC 細胞）である F9 細胞で

ES 細胞特異的 LRH1 のプロモーター領域を

ルシフェラーゼアッセイで解析し、重要な２

領域を同定した。転写開始点より上流-393～

-388bp および-179～-174bp の２領域であり、

この部位に mutation を入れることによって

プロモーター活性が低下することを確認し

た。

 

図 1 LRH1 の組織特異的プロモーター領域 

 

 
図２ A；プロモーターアッセイ  

B；結合領域のミューテーション 

 

また、それぞれの位置には GABP(αβ)

および SOX2 が直接結合することを

EMSA によって証明した。 



 

図３ ES 細胞を用いた各転写因子の EMSA 

 

さらに、pcDNA 発現ベクター導入により

GABP(αβ)および SOX2 を過剰発現す

ることによって LRH1 のプロモーター

活性は正に制御されることを実証した。 

 

図 4 Sox2 過剰発現によるプロモーター活性 

 

さらに EC 細胞を分化誘導することで

SOX2 に引き続き LRH1 の発現量も著

しく低下することをリアルタイムPCR

およびウェスタンブロット法を用いて

確認し、SOX2 および GABP(αβ)が

ES 特異的 LRH1 の発現を制御してい

ることを明らかにした。 

 

 
図 5 A；リアルタイム PCR 法 

   B；ウェスタンブロット法 

 

ES 細胞特異的 LRH1 が Sox2 により直

接活性化を受けているという今回の我々の

成果により、Sox2 が Lrh1 を介し Oct4 を

間接的にも活性化しているということを初

めて証明した。そしてこの結果は ES 細胞

特異的 LRH-1 が多分化能維持に深く関与

することを示唆している。 

 

図 6 Lrh-1 周囲のネットワークのまとめ 
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