
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

もやもや病患者由来iPS細胞を用いた血管平滑筋細胞の分化誘導と機能解析

Induction of smooth muscle cells from iPS cells derived from moyamoya disease 
patient

９０２２９１４６研究者番号：

寳金　清博（Houkin, Kiyohiro）

北海道大学・大学病院・教授

研究期間：

１５Ｋ１５５２０

平成 年 月 日現在２９   ５ ２２

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：もやもや病の病態を解析するため、もやもや病特異的iPS細胞から平滑筋細胞を分化
誘導した。まず、iPS細胞から神経堤細胞を分化誘導し、それらの細胞は99%以上でp75陽性であることを確認し
た。それらの細胞に対して平滑筋細胞へと分化誘導を行ったが、分化誘導の途中で細胞の老化、増殖能力の低下
が認められた。最終的に残った細胞に対して免疫染色を行ったところ、ほぼ全ての細胞でα-SMA、SM22陽性であ
り、平滑筋細胞へと分化していることが示された。しかし、細胞の増殖能力低下のため、解析に必要な十分な細
胞数を得ることが困難であった。今後、細胞の老化を防ぐために分化誘導方法を改良する必要があると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：To investigate the pathogenesis of moyamoya disease, we induced smooth 
muscle cells from iPS cells derived from moyamoya disease patients. First, we induced neural crest 
cells from iPS cells. We found more than 99% of the cells were positive for p75. Next we 
differentiated these neural crest cells into smooth muscle cells, however, the cells become 
senescent during differentiation. Although surviving cells were almost positive for α-SMA and SM22,
 these cells could not be used for next analysis because of cell senescence. Improvement of the 
protocol is necessary to prevent cell senescence in the future.

研究分野： neurosurgery
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１．研究開始当初の背景 
もやもや病の原因として、近年 RNF213 

が感受性遺伝子として報告されたが、未だ病
態の解明には至っていない。もやもや病の主
病変である内頚動脈終末部の病理所見は、著
明に肥厚した内膜による狭窄を呈する。その
ため、血管細胞の増殖亢進などの機能異常の
存在が推測されるが、これまで in vitro, in 
vivo において、もやもや病の疾患モデルは報
告されておらず、病態解析、治療薬開発を進
める上で大きな壁となっている。2008 年に
山中らがヒト iPS 細胞作製の成功を報告し
て以来、疾患 iPS 細胞から分化誘導させた細
胞を用いた病態解析が注目されている。もや
もや病においても、患者由来の iPS 細胞から
作成した血管内皮細胞を用いた研究が報告
されている。しかし、予想に反し、もやもや
病血管内皮細胞では血管形成能が低下して
おり、増殖能力に関しては正常血管内皮細胞
と有意な差が認められていない。この結果は、
臨床上観察される phenotype と明白な関連
があるとは言えず、血管内皮のみを標的とし
た研究の限界を示唆するものと考えられる。 
そこで、我々は、もやもや病発症の原因とし
て、新たに血管平滑筋細胞に注目した。もや
もや病患者から作成した iPS 細胞由来の血
管平滑筋細胞を解析することで、血管内皮細
胞では明らかにできなかった、もやもや病の
特性を解明できる可能性があると考えられ
る。 
２．研究の目的 
これまで、もやもや病の内膜肥厚を形成す

る原因として血管内皮細胞が注目され、近年
ではもやもや病 iPS 由来血管内皮細胞を用
いた研究が報告されている。しかし、この細
胞では血管形成能が低下しており、増殖能力
は正常血管内皮細胞と有意な差が認められ
ず、内膜肥厚による血管狭窄を呈する本疾患
の病型を反映しているとは言い難い。本研究
では、内膜肥厚を形成する要因として新たに
血管平滑筋細胞に注目する。もやもや病患者
由来 iPS 細胞を血管平滑筋細胞へと分化誘
導し純化した後に、増殖力、浸潤能などの解
析を行い、もやもや病血管平滑筋細胞の特性
を明らかにし、平滑筋細胞が新たな疾患モデ
ルとなりうるかを検討する。 
 
３．研究の方法 
健常者由来 iPS 細胞 3 クローン、もやも

や病由来 iPS 細胞 3 クローンから血管平滑
筋細胞を誘導する。iPS 細胞を collagenase 
により dish から剥がし、ゼラチンコートし
た dish へと播種し、FGF2 および ActivinA 
添加培地で 24 時間培養する。その後 FGF2
および SB431542 を含む培地へと切り替え、
7 日間培養する。細胞を剥がして sigle cell 
とし、PDGF-BB および TGF-β添加培地に
懸濁し、ゼラチンコートした dish に播種す
る。その後 11 日間ほど培養すると、血管平
滑 筋 細胞が 認 められ る ように な る 。

PDGF-BB および TGF- β 添加培地にて平
滑筋細胞を増殖させる。その後、細胞増殖能、
遊走能、マイクロアレイ、内皮細胞と平滑筋
細胞間の paracrine regulation の解析を行
う。 
 
４．研究成果 
(1)まず、iPS 細胞から神経堤細胞の分化誘導
を行った。分化誘導 8日目にフローサイトメ
トリーにてp75陽性率を測定したところ、99%
以上で陽性を示し(図 1)、高い効率で神経堤
細胞への分化誘導が起こっていることが示
された。 

 
(2)次いで、神経堤細胞から平滑筋細胞への
分化誘導を行った。作成した神経堤細胞に対
して平滑筋細胞への分化誘導を行い、平滑筋
細胞マーカーの免疫染色を行った。大部分の
細胞で αSMA, SM22 が陽性であり(図 2)、平
滑筋細胞へと分化していることが示された。 

 
(3) 本プロトコールにより得られた平滑筋
細胞は大部分が老化現象により増殖能力を
失っており、機能解析に適した細胞を得るこ
とができなかった。 
 
(4)今後、老化を起こす原因を究明し、分化
誘導のプロトコールを見直していく必要が
あると考えられた。 
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