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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞、脳梗塞などの動脈硬化病変を基盤とした虚血性疾患に対する血管再生療法、さら
には新たな治療法開発を目的とし、ヒトES/iPS細胞からの血管内皮細胞および血管平滑筋細胞分化誘導技術の開発、改
良に取り組んだ。さらに構築した血管細胞分化誘導法を血管関連疾患特異的iPS細胞に応用することで多発性嚢胞腎に
おける動脈瘤形成機序、高安病の遺伝的要素、もやもや病の病態解明といった共同研究を推進できた。

研究成果の概要（英文）：Embryonic stem (ES) cells and induced pluripotent stem (iPS) cells have the 
potential to serve as a tool to investigate human development/differentiation. We modified our vascular 
differentiation system of human ES/iPS cells and we have induced vascular cells more effectively and 
stably from various ES/iPS cell clones without any feeder cells.
Using the iPS cells from patients with genetic abnormalities (patient-specific iPS cells) in vessels, we 
can observe vascular differentiation/development in vitro and identify new susceptibility genes 
associated with vascular abnormalities. Applying our differentiation system for Moyamoya-iPS, ADPKD-iPS 
and Takayasu-iPS cells, we have identified several molecules whose expression levels were upregulated or 
downregulated in vascular cells differentiated from patient-specific-iPSCs as compared to those from 
normal Japanese iPSCs. These results would contribute to a novel understanding of vascular abnormalities 
in each disease.

研究分野： 再生医学
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１．研究開始当初の背景 
(1)近年のライフスタイルの欧米化により糖
尿病患者が増加しており、さらに高齢化社会
に伴い、動脈硬化を基盤とする虚血性疾患患
者は増加している。このため、心血管障害、
脳血管障害などを含めた循環器疾患の治療
は大きな課題であり、動脈硬化性疾患やメタ
ボリックシンドロームという病態自体に対
する新しいアプローチの開発は極めて重要
なテーマである。PCI などの intervention が
日進月歩している現在の循環器科臨床にお
いても、これら疾患に対する根治的な治療法
開発の意義は大きい。 
 (2) このため申請者の研究室では、心筋梗塞、
脳梗塞などの動脈硬化病変を基盤とした虚
血性疾患に対する血管再生療法、さらには新
たな治療法開発を目的とし、胚性幹細胞から
の血管分化につき研究を重ね、マウス ES 細
胞から血管内皮細胞と壁細胞の双方へ分化
可能な血管前駆細胞と呼び得る細胞の単離
同定に成功した(Nature 408: 92-96, 2000)後
に、ヒト ES 細胞、さらにはヒト iPS 細胞か
らの血管細胞分化誘導に成功した (ATVB 
2007,2009)。これらヒト ES/iPS 細胞からの
血管細胞分化誘導システムは、将来的な臨床
の現場で再生医療への貢献以外に、血管細胞
の分化、生理機構に関する各種遺伝子の新た
な作用の同定といった応用研究にも貢献が
期待できる。特に in vivo の動物実験では他
動物種の生理機構は解明できてもそれが人
体においても当てはまるかに関しては常に
疑問が残るため、in vitro での解析に限定さ
れやすいという欠点はあるが、ヒト由来の細
胞を用いることのできる実験系を確立でき
る。 
２．研究の目的 
本研究では、まず現在までに構築されている
ヒト ES/iPS 細胞血管細胞分化誘導法の細部
を再検討し改築する。次に構築した誘導法を
用いてヒトにおける血管細胞の分化、発生、
再生機構をより詳細に解析する。さらに先天
的な異常により血管の障害を発症する患者
から iPS 細胞を樹立し、その iPS 細胞から血
管細胞を分化誘導し、その機能や遺伝子発現
の異常を研究することで、血管障害のターゲ
ットになる蛋白や診断マーカーを見つける
ことを目的とする。 
３．研究の方法 
(1)既に構築したヒト ES/iPS 細胞からの血管
細胞誘導法に関し、各種 ES/iPS clone を用い
た検討を行い、手技に改良を加えることで、
安定した分散 feeder less 培養法を確立する。
確立した新規誘導法において、各誘導段階の
細胞の性質を再検討する。 
(2)血管の障害に先天的な遺伝子異常が関与
していると想定される患者から iPS細胞を樹
立する。具体的には当研究室では家族歴のあ
る高安病患者の親子および若年発症の重症
冠攣縮性狭心症患者からの iPS細胞樹立をす
でに開始している。樹立した後にはそれら疾

患特異的 iPS細胞からの血管細胞分化を施行
し、得られた血管細胞と正常 iPS 細胞由来血
管細胞に、遺伝子発現の差や機能的な違いが
見られるかを検討する。さらに当研究室では
共同研究として PKD およびもやもや病患者
から樹立された iPS細胞を用いた血管細胞分
化研究も行っているため、これら研究を継続
し、網羅的な遺伝子データベース構築を目指
す。 
４．研究成果 
(1)血管細胞分化誘導技術の改良 
これまで血管細胞分化誘導の第一段階は、ヒ
ト ES/iPS 細胞の未分化コロニーを適当なサ
イズに分割し、培養 dish に接着させること
であったが、この手技の再現性が乏しく、今
回、Rho/ROCK inhibitor をこの step にのみ
導入することで single cell 状態からの分化
誘導が可能となった。結果、セルラインや各
実験runによる血管内皮細胞誘導効率の差異
が減少し、より安定した誘導系を確立できた。
さらに使用するVEGF濃度他も詳細に検討し、
現在ではヒト iPS 細胞のラインによっては
40%程度を超える誘導効率で血管内皮細胞を
簡便に誘導できるシステムを構築できてい
る（図 1）。改良した誘導法において得られる
細胞の性質に、従来のものと比べ、差は見ら
れなかった。 
（図 1）フローサイトメトリーによる解析
(day8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)血管平滑筋分化誘導法の改良 
こ れ ま で に も sort し た Flk1 陽 性
VE-cadherin 陰性細胞分画に追加誘導を施す
ことで、αSMA や calponin が陽性の血管壁細
胞(mural cell)を誘導できていたが、これら
細胞は血管平滑筋細胞(SMC と似た細胞性質
を示すものの、DNA マイクロアレイでクラス
ター解析を行うとヒト成熟血管平滑筋細胞
との差異が観察され、十分に成熟した血管平
滑筋細胞ではなく、むしろ NG2 や PDGFRβと
いった pericyte マーカーを発現しており、
pericyte としての性質を強く持つことが判
明した。このため、より成熟した SMC 誘導を
目指し、各種液性因子添加の影響および誘導
に用いる血清濃度に関して検討した。結果、
誘導の中期にのみ TGFβ1 を加え、低血清で
培養することで、血管平滑筋細胞への分化誘
導が促進され、αSMA、calponin のみならず
更に SMC 分化の後期マーカーと考えられる
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SM2やSM22陽性の細胞を誘導することに成功
した。 
(3)ヒト ES/iPS細胞由来血管構成細胞の内分
泌学的評価 
我々が誘導した血管構成細胞 ECまたは MCが
内分泌学的見地からもヒト血管細胞と相同
するものかを確認するため、各種心血管ホル
モンおよびその受容体の発現が、我々の構築
した血管細胞分化誘導法において経時的に
どのように変化するかにつき解析した。結果、
アドレノメデュリンが EC、MC の双方で発現
しているのに対し、エンドセリンは誘導して
得られた EC でのみ発現しており、その発現
はヒト成熟血管内皮細胞と同等であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 2) 上段はアドレノメデュリン、下段はエ
ンドセリンの mRNA 発現を示す。サンプルは
左 か ら 順 に  未 分 化 iPS 細 胞 、
Flk1(＋)Ve-cadherin(-)細胞、iPS 由来 EC、
iPS 由来 MC、さらにコントロールとして、右
二列にヒト成熟血管内皮細胞およびヒト成
熟血管平滑筋細胞を示した。 
 
さらに、ナトリウム利尿ペプチドファミリー
の中で、BNP のみが、分化誘導過程で得られ
る Flk1(＋)Ve-cadherin(－)細胞分画で強発
現、実際に培養液中にも産生されていること
を見出した。その受容体である GC-A 発現は
同細胞では弱く、血管内皮細胞にまで誘導し
た後に強い発現を示したため、血管細胞分化
において、幼弱な血管細胞と考えられる
Flk1(＋ )Ve-cadherin(－ )細胞が産生する
BNP はパラクラインに何らかの作用を及ぼ
しているのではないかと推測し、この BNP
発現・産生に生理的意義があるかに関して現
在検討を重ねている。 
(4)疾患特異的 iPS 細胞への応用 
家族発症高安病患者の母、娘から同意の上、
iPS 細胞を樹立、それらを用いた解析を行っ
た。正常 iPS 細胞由来 EC をコントロールと
して使用し、高安病 iPS 由来 EC の遺伝子発
現を DNA マイクロアレイ法により網羅的に
確認した。結果、細胞免疫に関するいくつか
の遺伝子が高安病 iPS細胞で高発現している
ことが判明し、高安病における血管病変の病
態解明に繋がる知見が得られたと考えてい
る。 
共同研究として実施しているもやもや病患
者由来 iPS 細胞を用いた研究では、もやもや
病患者由来 iPS 細胞から誘導して得た

EC(moyamoya-EC)の tube formation 能が低い
ことを見出し、さらに DNA マイクロアレイ解
析から、moyamoya-EC では細胞周期に関連す
るいくつかの遺伝子発現が有意に変動して
いることを発見した。これら結果はもやもや
病感受性遺伝子 RNF213 に関する研究が進む
ことに貢献した。 
また当大学iPS細胞センターとの共同研究で
継続して実施している ADPKD(多発性嚢胞腎)
患者由来 iPS 細胞を用いた研究では、
ADPKD-iPS由来ECを用いてADPKDで高頻度に
脳動脈瘤を呈する病態解明を目指した。コン
トロールとして正常 iPS 細胞を用いた他、臨
床的に脳動脈瘤を呈する PKD 患者、呈さない
PKD 患者それぞれから複数の iPS 細胞ライン
を樹立した。結果、臨床的に脳動脈瘤を呈す
る PKD 患者由来 iPS 細胞から誘導した EC で
のみ発現が異なる遺伝子の同定に成功、この
分子の血清濃度が臨床上、ADPKD 患者の中で
脳動脈瘤を呈する危険因子としてスクリー
ニングに有用であるという結果が得られ、現
在論文投稿中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 3) ADPKD 患者由来 iPS 細胞からの血管内皮細
胞分化誘導研究によって見出した A を臨床的に脳
動脈瘤を呈しない ADPKD 患者群(ICA(-))と臨床的
に脳動脈瘤を呈する ADPKD 患者群(ICA(＋))で血
清中濃度として測定した。結果、mean ± SD;  
15.6 ± 10.9 vs 11.2 ± 6.9 ng/mL P=0.048 と
いう結果で有意差が得られた。 
 
上記の結果はいずれもヒト iPS 細胞からの血管内
皮細胞分化誘導技術を応用したものであるが、改
良した血管平滑筋細胞分化誘導技術を血管関連疾
患特異的 iPS 細胞に応用することで、血管病変の
主体が血管内皮ではなく、血管平滑筋にある疾患
に関しても更なる研究が可能となった。実際、現
在 CADASIL 他の病態解明のため、CADASIL 患者由
来 iPS 細胞を用いた血管内皮細胞分化および血管
平滑筋細胞分化研究にも、共同研究として取り組
んでいる。 
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