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研究成果の概要（和文）：本研究により、ヒトiPS細胞からOSR-1陽性中間中胚葉を経て性腺ステロイドおよび副
腎皮質ステロイドを産生する細胞を誘導する技術を確立した。SF-1発現後の副腎性腺原基と思われる段階のステ
ロイド産生細胞へのDAX-1導入、LRH-1導入の効果も検討し、さらに三次元での培養がステロイド産生細胞として
の成熟に寄与することも示された。しかしながら、in vitroにて性腺と副腎皮質を細分化させる技術の獲得に
は、さらなる研究が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We tried to elucidate the steroidogenic differentiation processes using 
hiPSC-derived intermediate mesoderm (IM) that is known to be the origin of the human adrenal cortex 
and gonads. IM cells expressing Odd-skipped related 1 (OSR1), an early IM marker, were sorted and 
transfected with steroidogenic factor-1 (SF-1) /adrenal 4 binding protein. Analysis of OSR1+ cells 
transfected with SF-1 revealed that dopamine D1 receptor agonist upregulated expression of various 
steroidogenic enzymes and increased secretion of steroid hormones synergistically with 
adrenocorticotropic hormone. These OSR1+ cells transfected with SF-1 secreted both gonadal and 
adrenal steroid hormones. 3-dimensional culture of these cells upregulated the expression of various
 steroidogenic enzymes. We are now trying to elucidate the mechanism of organ-specific 
differentiation into gonadal cells and adrenocortical cells.

研究分野： 内分泌代謝

キーワード： adrenal　gonad　iPS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、世界で初めてヒトiPS細胞から中間中胚葉を経て副腎皮質ステロイド産生細胞を誘導することに成功し
ており、本研究はその手法のさらなる発展とin vitroでの発生研究への応用を目指したものである。ヒトiPS細
胞を利用することによりヒトの発生・分化メカニズムをin vitroで解明することを目指したもので学術的意義は
高く、また将来の副腎・性腺の再生療法への応用も考えられるため社会的意義も高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
副腎皮質ホルモンは生体内の電解質や代謝のホメオスタシスを司る、生命の維持に必須のホル
モンである。一方、性腺ホルモンは生殖を司るホルモンであり、筋肉や骨の代謝への作用も注目
されている。両者は共通のステロイド骨格を持ち、その生合成経路にも共通している部分が多い。
また、これらステロイドホルモンとその受容体にはクロストークがあり、進化の過程で細分化し
てきたことが伺われる。転写因子の発現解析などにより、副腎皮質と性腺は中間中胚葉から共通
の副腎性腺原基を介して分化すると考えられているが、副腎性腺原基の特性や詳細は明らかに
なっていない。以前より申請者らはヒト ES/iPS 細胞を用いた副腎分化の研究を行っており、両
者からコルチゾールを含むステロイド産生細胞を誘導することに成功し、報告している
（Sonoyama T, et al. Endocrinology. 153(9):4336-45. 2012）。さらに、共同研究者らが開発した
中間中胚葉マーカーOsr-1 のレポーターヒト iPS 細胞（Mae S, et al. Nat Commun. 4:1367. 
2013）を用いて、中間中胚葉細胞を純化し、ケミカルスクリーニングの手法をもちいてステロイ
ド産生細胞分化に関わる因子を探索し、ドーパミン D1 受容体がステロイド産生細胞分化に重要
な役割をはたしていることを見いだした（Matsuo K, et al. Sci Rep. 7(1):15120. 2017）。その研
究過程で、分化途上の細胞で副腎皮質ステロイドホルモンのみならず、テストステロン・エスト
ラジオールなどの性腺ステロイドの分泌も認められたことが、本研究の背景になっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト iPS/ES 細胞由来 Osr-1 陽性中間中胚葉細胞からの、副腎皮質ステロイド産生
細胞、性腺ステロイド産生細胞の分化過程を解析し、その過程における共通の副腎性腺原基の存
在の確認と、そのキャラクタリゼーションを行う。さらに、副腎性腺原基と副腎皮質・性腺分化
過程における分化制御因子の探索も行う。再生医療の材料となり得る副腎皮質ステロイド産生
細胞、性腺ステロイド産生細胞の樹立を目指すと共に、副腎皮質・性腺の分化とステロイド産生
能獲得に重要な役割を果たしている因子を同定することにより、副腎皮質・性腺の機能不全を改
善する新規治療薬の開発への足がかりも得る。 
 
３．研究の方法 
 ヒト iPS 細胞(3D45、OSR1-GFP knock-in)は mitomycin C で処理したマウス胚線維芽細胞のフ
ィーダー層上で培養した。培地は 1% penicillin/streptomycin と 4ng/mL recombinant human 
bFGF を含む Primate ES medium を使用した。細胞は、0.25％トリプシン、1mg/ml コラゲナーゼ
IV、20％KnockOut™ Serum Replacement(KSR)、1mM CaCl2 を含む生理食塩水(PBS)リン酸緩衝液
を使用して、7日ごとに継代した。 
未分化なヒト iPS 細胞を回収し、100ng/mL recombinant human/mouse/rat activin A、2μM 

CHIR99021 を含む Stage1 medium(0.5% penicillin/streptomycin と 2% foetal bovine 
serum(FBS)を添加した DMEM/F12+Glutamax)で 2 日間培養して EB を形成させた。EB はゼラチン
コーティングしたプレートに播種し、100ng/mL recombinant human BMP7 と 2μM CHIR99021 を
含む Stage2 medium(0.1mM Non-Essential Amino Acid Solution、0.5% penicillin/streptomycin、
0.55mM 2-mercaptoethanol、10% KSRを添加したDMEM/F12+Glutamax)で 12日間培養することで、
OSR1 陽性細胞を誘導した。 
細胞は AccumaxTMを用いて解離して回収し、Hank’s Balanced Salt Solution で洗浄した。死

細胞は BD Via-ProbeTMを用いて染色した。機器としては FACS AriaTM Ⅱを用い、推奨されるマニ
ュアルに従って細胞のソーティングを行った。 
フローサイトメトリーで回収した OSR1 陽性細胞は、collagenⅠコーティングしたプレートに

播種し、10 µMの Y-27632 を含んだ Stage3 medium(0.5% penicillin/streptomycin、10% FBS、
2mM L-Glutamine、1x Insulin-Transferrin-Selenium media supplement、0.1ng/mL bFGF を添
加した DMEM/F12)で 1日間培養した。その後、2日目にレンチウイルスベクターまたはエレクト
ロポレーション法によって SF-1 をトランスフェクションした。レンチウイルスベクターを用い
る場合、SF-1 発現レンチウイルスベクターは MOI 100～500 で、DAX-1 発現レンチウイルスベク
ターは MOI 50 でトランスフェクションした。薬剤選択は、SF-1 トランスフェクション時は 1.0
μg/mL puromycin 3 日間、DAX-1 トランスフェクション時は 50μg/mL hygromycin 2 日間とし
た。エレクトロポレーション法の場合、約 5×105個の細胞に対して 2μg の SF-1 または LRH-1
発現プラスミドをトランスフェクションした。トランスフェクションは NucleofectorTM のプロ
トコル通りに行った。トランスフェクション効率は約 60%であった。 
 Total RNA は NucleoSpin® RNA Kit を用いてプロトコル通りに抽出した。cDNA は PrimeScriptTM 
RT Reagent Kit を用い、1μgの total RNA から合成した。逆転写反応は、37℃15 分→85℃5秒
とした。qRT-PCR には Step One PlusTMと Fast SYBRTM Green Master Mix を用いた。PCR のプロ
トコルは、95℃ 10 秒で変性させ、その後 95℃ 5 秒と 60℃ 31 秒を 1サイクルとして 40サイク
ルとした。mRNA 発現量はハウスキーピング遺伝子としてβ-actin を用いノーマライズした。 
 
４．研究成果 
 ヒト iPS 細胞由来の OSR1 陽性中間中胚葉細胞に転写因子 SF-1 を導入した細胞は、StAR、3β
-HSD、CYP11A1、CYP21A2、CYP11B1、CYP11B2、CYP17 のみならず、17β-HSD、アロマターゼも発



現し、副腎性腺細分化前、すなわち、副腎性腺原基の段階にあたると考えられた。 
まず、SF-1 の導入について、これまでエレクトロポレーション法で行っていたが、より導入

効率を上げるため、新たにレンチウイルスベクターを作成した(pLVSIN-EF1α Pur Vector, 
Takara)。MOI 50～100 でトランスフェクションすることにより、従来のエレクトロポレーショ
ン法と同程度以上に SF-1 および各種ステロイド合成酵素を発現させることができた。それらの
レンチウイルスベクターにより SF-1 を導入した細胞において、ACTH と Dopamin D1 agonist、
およびそれらの細胞内シグナルである cAMP の効果を検討した。まず、2.4μM ACTH と 1μM 
SKF83822(Dopamine D1 agonist)を投与したところ、CYP11B1 の発現は 4.2 倍、CYP11B2 の発現は
4.4 倍、アロマターゼの発現は 1.3 倍と、いずれも投与しない場合より上昇した。さらに、1mM 
8-Br-cAMP を投与すると、トランスフェクション 10日後時点において、CYP11B1 の発現は 17倍、
CYP11B2 の発現は 24倍、アロマターゼの発現は 3.0 倍と、いずれもさらに高く保たれた。ただ、
ステロイド合成酵素は上記のように全体的に上昇し、副腎皮質あるいは性腺への特定の方向へ
の細分化傾向は認められなかった。 
次に、それらの細胞をさらに副腎皮質方向、あるいは性腺方向へ細分化させる可能性のある因

子として、分化過程において SF-1 の後で発現し副腎・性腺への細分化を調節していると考えら
れている転写因子 DAX-1、および、SF-1 と相補的に働く転写因子 LRH-1 について検討した。転写
因子 DAX-1 についてはレンチウイルスベクターを(pLVSIN-CMV Hyg Vector, Takara)作成し、
LRH-1 についてはプラスミドベクターを作成した。 
 OSR1 陽性細胞に SF-1 発現レンチウイルスベクターをトランスフェクションし、トランスフェ
クション後 5日目に DAX-1 発現レンチウイルスベクターを MOI 50、100、500 でトランスフェク
ションした。MOI 100 と 500 では、ウイルスベクターそのものの毒性あるいは細胞選択に用いた
hygromycin の影響で細胞活性が低下し、十分量の RNA を回収することができなかった。SF-1 に
次いで DAX-1 を MOI 50 でトランスフェクションした細胞は、SF-1 のみをトランスフェクション
した細胞と比較して、トランスフェクション後 10 日目の時点において、SF-1 の発現は 0.27 倍
と低下した。また、ステロイド合成酵素の発現も、CYP11B1 の発現は 0.25 倍、CYP11B2 の発現は
0.19 倍、アロマターゼの発現は 0.10 倍と、副腎特異的なものも性腺特異的なものもいずれも低
下した。今回検討した SF-1 と DAX-1 の発現バランスでは、DAX-1 の SF-1 活性を抑制する作用が
強く出たため、副腎皮質・性腺への細分化以前に、ステロイド産生細胞としての能力獲得に弊害
を生じた可能性が考えられ、ステロイド産生細胞としてもう少し成熟した段階での再検討が必
要と考えた。 
 次に、LRH-1 について、OSR1 陽性細胞に SF-1 発現レンチウイルスベクターをトランスフェク
ションし、トランスフェクション後 5日目に、LRH-1 発現プラスミドをエレクトロポレーション
法でトランスフェクションした。トランスフェクション効率は 60 %程度であった。SF-1 トラン
スフェクション後 10日目の時点において、CYP11B1 の発現は 1.0 倍、CYP11B2 の発現は 0.94 倍、
アロマターゼの発現は 0.68 倍と、ステロイド合成酵素の発現は SF-1 のみをトランスフェクシ
ョンした細胞と著変を認めなかった。LRH-1 は SF-1 と相補的に働くとされるが、SF-1 が発現し
た状態で LRH-1 をさらに発現させても、分化誘導を進める作用は乏しい可能性が考えられた。 
さらなる細分化の検討には、まずステロイド産生細胞としてのさらなる成熟が必要と考え、こ

れまで行ってきた in vitro での平面培養法に加え、in vitro にて 3次元培養法を導入した。3
次元培養法は平面培養と比較して、細胞形態を in vivo に近い状態に保つことができ、細胞間相
互作用をより強く促して、細胞の分化誘導を進めるのに有用な手法と考えられている。3次元培
養の手法として、porous membrane を用いる方法では、多孔質膜に播種した OSR1 陽性細胞の凝
集性が低く十分な大きさの spheroid を形成することができなかった。collagenⅠゲルを用いる
方法では、ゲルの粘稠度が高いためか、spheroid の径を均一にすることができなかった。最終
的に、超低接着プレートを用いる手法によって、OSR1 陽性細胞から安定的に spheroid を形成す
ることが可能となった。 
 
(図 1) 超低接着プレートによる spheroid 形成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OSR1 陽性細胞に SF-1 発現レンチウイルスベクターをトランスフェクションし、3日間平面培養
を行ったのちに一旦回収し、約 2×105 cells/well で 96 well の超低接着プレート(Corning® 
Elplasia®)に播種した。2 日間培養することで細胞が自己凝集し、均一な径の spheroid が形成
された(図 1)。形成された spheroid を回収して matrigel® 20μL に包埋し、37℃で 30 分間
incubate した後に Stage3 medium 1mL を加え、Medium には 1mM 8-Br-cAMP を添加して 5日間培



養した。上記手法で 3次元培養を行ったところ、同期間平面培養を行った場合と比較し、SF-1 の
発現は 3.7 倍と高く保たれていた。そして、ステロイド合成酵素に関しては、HSD3βの発現は 11
倍、CYP11B1 の発現は 3.9 倍、アロマターゼの発現は 21 倍と、副腎皮質および性腺のいずれの
ステロイド合成酵素も上昇しており(図 2)、ステロイド産生細胞としての成熟度を高めるのに有
用な手法と思われた。一方、上記の３次元培養系において培養期間を延長したところ、細胞の増
殖能や生存能の低下が認められ、副腎特異的あるいは性腺特異的な方向への分化をさらに進め
るためには、培養法の改良や添加因子の投与量、転写因子導入のタイミングなどに関して今後の
さらなる検討を要すると考えられた。 
 
(図２) 3 次元培養によるステロイド合成酵素発現の上昇（縦軸はログスケール） 
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