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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒトでのホルモンの生理作用、破綻による疾患の病因病態の理解に貢献し、診断
治療での実用化をめざすトランスレーショナルリサーチ（TR）である。本研究は、間葉系細胞由来の心血管系や脂肪細
胞から分泌されるホルモンのナトリウム利尿ペプチドファミリー（ANP,BNP,CNP）とレプチンの基礎研究とその臨床応
用を目指す。TRの最終目標として「脂肪萎縮症を対象としたレプチン補充療法」と「軟骨無形成症を対象としたＣＮＰ
治療」はこれまで治療法の確立されていない難病疾患に対する治療の開発となる。更に、稀少難病の新規治療法の開発
からcommon diseasesの新規治療戦略への展開をめざす。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that the BP of CNP ecKO mice is significantly elevated. Their vasc
ular relaxation reaction of mesenteric artery was diminished significantly. We showed that circulating CNP
 rescues chondrodysplastic CNP ko mice from impaired skeletal growth. We revealed that GC-A protects podoc
ytes from aldosterone-induced glomerular injury.
 We demonstrated the insufficiency of postprandial suppression of food-related neural activity by fMRI and
 satiety feeling in lipodystrophic patients, which was restored by leptin, and that the beneficial effect 
of leptin /amylin coadministration on glucose and lipid metabolism in DIO mice. Owing to our investigator-
initiated trial, marketing and manufacturing of recombinant human leptin for lipodystrophy were approved i
n 2013 in Japan. We demonstrated on adipogenic potential of human iPS/ES cells in vitro, and that these ad
ipocytes can survive for at least 4 weeks after transplantation.
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１．研究開始当初の背景 
 間葉系ホルモンの研究として、ナトリウム
利尿ペプチド、レプチンと脂肪細胞、間葉系
ホルモンの探索の３点からの研究である。 
(1)ナトリウム利尿ペプチド 
①心血管系 ホルモンは発生学的に上皮系
細胞である内分泌細胞から分泌される化学
的細胞間情報伝達物質であるとされてきた。
しかし、1980 年代以降心筋細胞や血管内皮
細胞からナトリウム利尿ペプチドファミリ
ーなどの心血管ホルモンが発見され、発生学
的に間葉系細胞に由来する細胞が上皮系細
胞と同等の内分泌機能を有することが明ら
かになってきた。 
②血管細胞 ナトリウム利尿ペプチドは血
管内皮・平滑筋においても重要な役割を果た
していることが知られ、我々はヒト ES/iPS
細胞から血管構成細胞を in vitroで選択的に
分化誘導する系を有している。 
③骨軟骨系 CNP/GC-B 系が強力な内軟骨性
骨化による骨伸長促進作用を有することを
代表者らはその遺伝子改変マウスを用いた
検討から明らかにし、骨伸長障害をきたす骨
系統疾患への臨床応用の可能性を示してき
た。 
④摂食･エネルギー消費系 CNP/GC-B 系は
中枢神経系にも多く存在するが、CNPを脳室
内投与することにより摂食抑制をきたすこ
とを明らかにした。 
⑤腎臓系 ANP、BNP が GC-A を介して、
糖尿病性腎症・抗糸球体基底膜腎症・腎硬化
症モデル動物において、尿中アルブミン排泄
減少ならびに抗線維化作用を発揮すること
を報告してきた。しかしながら、細胞内シグ
ナルについては不明であった。 
 
(2)レプチン系 
①レプチン 脂肪細胞由来ホルモンのレプ
チンは、強力な抗肥満作用を有する事から、
生活習慣病の新規治療薬として臨床応用に
大きな期待が寄せられている。我々はこれま
でに様々なモデル動物を用いて、摂食抑制作
用、エネルギー消費亢進作用、インスリン感
受性亢進作用、抗糖尿病作用、脂質代謝改善
作用などレプチンの多彩な機能を明らかに
してきた。また、以上の成果を踏まえて、脂
肪萎縮症患者を対象にレプチンの臨床試験
を実施し、長期間の有効性と安全性を証明し
てきた。 
②脂肪細胞 脂肪萎縮症は脂肪組織の欠如
により著明な高血糖、インスリン抵抗性、高
中性脂肪血症、脂肪肝を呈する予後不良な難
治性疾患である。レプチン補償療法以外の治
療法の開発等をめざし iPS細胞研究を行う。 
 
(3)間葉系ホルモンの探索 心筋細胞や脂肪
細胞などの間葉系細胞に由来する細胞がナ
トリウム利尿ペプチドやレプチンなどの生
理活性ペプチドを分泌することが明らかと
なり、現在様々な病態における診断薬や治療

薬として使用されている。 
 
２．研究の目的 
(1)ナトリウム利尿ペプチド 
①心血管系  Cre-loxP system を用いた
CNP-GC-B システムの組織特異的 KO マウ
スを開発して CNP-GC-B システムの意義を
解析する。 
②血管細胞 ヒト ES/iPS 細胞を用いてヒト
血管分化におけるナトリウム利尿ペプチド
の役割を検討する。 
③骨軟骨系 骨伸長における CNP/GC-B 系
の意義を検討し、骨系統疾患への展開研究を
おこなう。 
④摂食･エネルギー消費系 摂食・エネルギ
ー代謝に対する中枢神経系における
CNP/GC-B系の意義を検討する。 
⑤腎臓系 全身性GC-Aならびにポドサイト
特異的 GC-A ノックアウトマウスを用いて、
腎保護のメカニズムを明らかにする。 
 
(2)レプチン系 
①レプチン 本研究ではレプチンの展開医
療において、その治療効果を高め、脂肪萎縮
症のみならず、肥満症、糖尿病、メタボリッ
ク症候群など common diseaseへの臨床応用
の可能性を追求する事を目的としている。 
②脂肪細胞 脂肪萎縮症患者由来 iPS細胞等
を用いて脂肪萎縮症の病態解明と新規治療
法の開発をめざす。 
 
(3)間葉系ホルモンの探索 間葉系細胞から
分泌される新規生理活性ペプチドを同定し
その機能解明を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)ナトリウム利尿ペプチド 
①心血管系 本研究では CNP-GC-B システ
ムの組織特異的 KO マウスを開発して
CNP/GC-B 系の生理作用と臨床的意義につ
いて成長板軟骨に加えて心血管系組織など
で解析した。具体的には心筋特異的、血管内
皮特異的、血管平滑筋特異的、心線維芽細胞
にそれぞれ特異的なノックアウトマウスを
作製し解析を行った。 
②血管細胞 ヒト ES/iPS 細胞から血管前駆
細胞を経て血管構成細胞（血管内皮細胞・平
滑筋細胞）に至る分化各段階におけるナトリ
ウム利尿ペプチドの役割を検討する。 
③骨軟骨系 軟骨あるいは骨特異的 CNP あ
るいは GC-B ノックアウトマウスを作成し、
骨における形態学的解析、あるいは組織学的
解析をおこなう。また、CNPノックアウトラ
ットを作成し、同様に解析する。 
④摂食･エネルギー消費系 中枢神経特異的
GC-B ノックアウトマウスを作製し、摂食・
体重等エネルギー代謝における変化を解析
する。 
⑤腎臓系 全身性 GC-A ノックアウトマウス
に片腎摘出後、アルドステロン・高食塩負荷



を行い、腎障害モデルを作製した。さらに
p38MAPK 阻害薬の投与ならびにポドサイト特
異的 GC-A ノックアウトマウスを用いた解析
を行った。 
 
(2)レプチン系 
①レプチン 種々の動物モデルを用いて、糖
尿治療薬としてのレプチン、脂肪毒性、脳高
次機能調節におけるレプチンの意義を明ら
かにする。神経核特異的レプチン感受性検出
系でレプチン抵抗性の発症および改善メカ
ニズムを明らかにする。fMRI を用いて、ヒト
におけるレプチンの食欲調節機構を明らか
にする。医師主導治験行い、脂肪萎縮症に対
するレプチン補充治療の長期安全性、有効性、
合併症、予後に及ぼす効果を検討する。 
②脂肪細胞 ヒトiPS細胞からの脂肪細胞分
化系を確立し、細胞治療の可能性について検
討する。脂肪萎縮症患者から iPS 細胞を樹立
しバンクへ寄託する。脂肪萎縮症 iPS 細胞を
用いて主要な病因遺伝子 seipin の機能解明
を行う。 
 
(3)間葉系ホルモンの探索 種々のバイオア
ッセイ、細胞内シグナル、オーファン受容体
発現細胞などを用いて、間葉系細胞由来の組
織から新規生理活性ペプチドの探索を行い、
同定した生理活性ペプチドの機能解明を行
う。 
 
４．研究成果 
(1)ナトリウム利尿ペプチド 
①心血管系 組織特異的遺伝子改変を可能
とする CNPおよび GC-B の flox マウスの作成
にまず成功した。次に血管組織における CNP
の意義を探るために、Tie2-cre マウスと交配
し、血管内皮特異的 CNP KO を作製した(CNP 
ecKO)。CNP ecKO は血管内皮における CNP 遺
伝子発現が野生型マウスの約 20％程度まで
低下していた。CNP ecko は体長に差はなく、
外観の亜明らかな異常を示さなかったが、血
圧が、対照マウスに比し、約５mmHg 程度有意
に高いことを見出した。CNP ecKO の腸間膜動
脈の血管弛緩反応は有意に減弱しており、血
管内皮由来CNPが血圧制御に重要な役割を果
たしていることが明らかとなった。また血管
内皮由来CNPが血圧制御にかかわる分子機構
を明らかにするため、SM22-creマウスとGC-B 
flox マウスを交配し、血管平滑筋細胞特異的
に GC-B を KO したマウス(GC-B smcKO)、およ
び血管内皮特異的 GC-B KO(GC-B ecKO)を作製
し、現在その分子機構の解明を行っている。
本研究により、血管壁における CNP-GC-B シ
ステムを中心とする血管ナトリウム利尿ペ
プチドシステムの意義が明らかになると考
えている。 
 また、CNP-GC-B システムは心臓にも発現し、
心筋リモデリングに関与するとの報告があ
る。そこで、alphaMHC-cre マウスを用いて心
筋特異的 GC-B KO マウス(GC-B ccKO)の作成

に成功した。GC-B ccKO は通常の飼育条件で
は明らかな心形態、心機能の異常は認めなか
った。現在、圧負荷などの心負荷条件下にお
ける GC-B ccKO の表現型についての解析を進
めている。また心筋特異的 CNP KO および心
繊維芽細胞特異的 CNP KO の作成にも取り掛
かっており、これら研究により心筋リモデリ
ングにおける CNP-GC-B システムの意義が明
らかとなることが期待できる。 
 BNP 遺伝子発現調節に関与する転写因子と
し て Myocardin-related transcriptional 
factor (MRTF)-A を同定し、さらに血管リモ
デリングにおける MRTF-A の病態的意義を解
明した。 
②血管細胞 ヒト ES/iPS 細胞を用いた検討
において、特に血管前駆細胞の段階において
ナトリウム利尿ペプチドおよびその受容体
が重要な働きをしていることが示唆される
結果を得た。 
③骨軟骨系 CNP 及び GC-B KO マウスより明
らかとなった CNP/GC-B 系の内軟骨性骨化促
進作用をより詳細に検討するため、軟骨特異
的 CNP 及び GC-B KO マウスを作製した。軟骨
特異的 CNP KO マウス、GC-B KO マウスでは全
身 CNP あるいは GC-B KO マウスとほぼ同程度
の骨伸長障害が認められ、内軟骨性骨化にお
ける局所のCNP/GC-B系の意義が証明された。
軟骨特異的 CNP KO マウス、GC-B KO マウス組
織学的解析により、CNP/GC-B 系は成長板軟骨
細胞の分化を強力に促進し、また増殖につい
ても軽度の促進をおこなうことにより、成長
板幅を増大させ、骨伸長を促進することが明
らかとなった。さらに、I 型コラーゲンプロ
モーターの Cre マウスを用いることにより、
骨特異的 CNP あるいは GC-B ノックアウトマ
ウスの作製にも成功した。骨特異的 CNP ある
いは GC-B ノックアウトマウスは骨伸長を認
めないものの、骨密度に変化をきたす可能性
があり、現在詳細な検討をおこなっている。
また、Zn-finger nuclease を用いて、CNP ノ
ックアウトラットの作製にも成功し、作出さ
れたノックアウトラットはノックアウトマ
ウスと同様の骨伸長障害を認めることが証
明された。一方、ヒト軟骨無形成症に対する
有効性を検証し機序を解析する目的でヒト
iPS 細胞から軟骨細胞への分化誘導法を確立
し軟骨無形成症患者由来iPS細胞の樹立に成
功した。 
④摂食･エネルギー消費系 神経系における
CNP/GC−B 系の摂食やエネルギー代謝に対す
る生理的意義を解明するために、神経での特
異的発現を可能とする Nestin プロモーター
−Cre トランスジェニックマウスを用いて、神
経特異的 GC-B ノックアウトマウスを作製し
た。神経特異的 GC-B ノックアウトマウスは
骨伸長等外見にまったく異常を認めず、また、
摂食・エネルギー代謝に関しても、通常食餌
下では摂食量、体重ともに変化を認めなかっ
た。しかし、高脂肪食下で体重増加が抑制さ
れ、有意な肝重量の低下を認めることが明ら



かとなった。現在その原因について詳細に解
析をおこなっており、メカニズムについても
今後検討予定である。 
⑤腎臓系 ANP・BNP/GC-A 系の腎保護機序の
解明に関して、片腎摘後にアルドステロン・
高食塩負荷を行い、高血圧・高度アルブミン
尿（約 260 倍）・分節性糸球体硬化を発症す
ることを明らかとし、その機序として、ポド
サイトのアポトーシスの増加、p38MAPK の活
性化、酸化ストレスの増加を見出した(J Am 
Soc Nephrol 2012)。またこの腎障害は ARB
で一部キャンセルされることから、アルドス
テロンの下流で angiotensin II の活性化メ
カニズムが腎局所で存在していることを明
らかとした。 
 さらには、p38MAPK 阻害薬の投与により、
尿中アルブミン排泄は約 90%減少し、アポト
ーシスの減少、腎病理組織像の改善が認めら
れた。また培養ヒトポドサイトを用いた検討
では、アルドステロン添加による p38MAPK の
活性化が、ANP 添加により抑制されており、
ポドサイトにおいてはp38MAPKがアルドステ
ロン系ならびに ANP・BNP/GC-A 系の刺激を
merge させる重要な分子であることを提唱し
た。また、GC-A floxed マウスを用いて、ポ
ドサイト特異的 GC-A ノックアウトマウスを
作製し、片腎摘・アルドステロン・高食塩負
荷を行うと、血圧が上昇せずに尿中アルブミ
ン排泄が約 13 倍増加することから、ポドサ
イトにおける GC-A の役割を明らかとした。 
 
(2)レプチン系 
①レプチン 
（糖尿病治療薬としてのレプチン）独自開発
したレプチン Tg マウス（LepTg）とインスリ
ン分泌低下型糖尿病マウス（Akita）を交配
して、LepTg/Akita マウスを作製し、インス
リン分泌低下型糖尿病におけるレプチン治
療の長期（一年間）的な有用性を明らかにし
た。これまで報告してきた成果と合わせ、糖
尿病治療薬としてのレプチンの有用性を示
した。 
（脂肪毒性とレプチン）レプチンは肝臓への
直接作用ではなく、中枢神経および交感神経
系α作用を介して肝 AMPK を活性化すること
を明らかにした。さらに、非アルコール性脂
肪肝モデルマウスである Fatty Liver 
Shionogi マウス、肝臓特異的 PTEN KO マウス
を用いて、レプチンの脂肪肝治療薬としての
有用性を明らかにした。また、著明な脂肪肝
を呈するレプチン欠損ラットで肝臓レプチ
ン反応遺伝子を明らかにした。ヒトの脂肪萎
縮症モデルであるセイピン欠損ラットで脂
肪萎縮発症メカニズムの一端を明らかにし
た。さらに、STZ と高脂肪食負荷による軽症
肥満 2型糖尿病マウスにおいて、レプチンは
膵臓内の脂肪含量を減少させ、GLP-1 による
インスリン初期分泌促進作用を増強するこ
とを明らかにした。 
（レプチンによる脳高次機能調節）肥満に

「うつ」や認知障害の合併が知られているの
で、レプチン欠損マウスや LepTg マウスを用
いて検討し、うつ発症における内因性レプチ
ンの抗うつ作用を証明した。また DIO マウス
を検討し、海馬におけるレプチン抵抗性を証
明した。DIO マウスでは認知機能も障害され
ており、その一部は BDNF 系が関与している
ことを明らかにした。 
（レプチン抵抗性）LepTg マウスに高脂肪食
を負荷することで、肥満を伴わずにレプチン
抵抗性を示す動物モデルを確立した。マウス
の脳神経核特異的レプチン感受性検出系を
確立した。また高脂肪食誘導肥満マウス
（DIO）を用いて、膵臓由来ホルモンである
アミリンが体重や摂食量のみならず糖脂質
代謝改善作用においてもレプチン抵抗性を
改善することを明らかにした。 
 （レプチンによる食欲調節）健常者と脂肪
萎縮症患者を対象に functional MRI（fMRI）
を用いて食欲刺激に対する脳神経活動を解
析し、低レプチン血症である脂肪萎縮症では
健常者と比較し、空腹時に有意差を認めなか
ったが、食後には多くの食欲関連領域で脳神
経活動の残存が認められた。レプチン補充治
療により、脂肪萎縮症患者における食後の脳
神経活動の残存は抑制され、レプチンは食後
の満腹(満足)感の形成に関与していること
が示唆された。 
 (レプチンのトランスレーショナルリサー
チ) 脂肪萎縮症を対象としたレプチン補充
療法の薬事承認を目指し、医師主導治験およ
び長期有効性と安全性を評価する高度医療
（第 3 項先進医療）を行った。2013 年 3 月
25 日、脂肪萎縮症レプチン補充治療の薬事承
認を得て、製造承認、薬価収載に至り、世界
で初めての臨床応用を日本で実現した。さら
に、その長期安全性、有効性、合併症、予後
に及ぼす効果を検討した。 
②脂肪細胞 代表者らはこれまで胚様体
（EB）形成を介する分化誘導法にてヒト iPS
細胞がヒト ES 細胞に相当する脂肪細胞への
分化能をもつことを報告した(FEBS Letters 
2009)。またヒト iPS・ES 細胞由来脂肪細胞
はインスリン応答性や脂肪分解能を有し、皮
下移植にて少なくとも 4週間は生着・維持す
ることを示した（Stem Cells Dev 2013）。京
都大学医学研究科・医学部医の倫理委員会か
らの承認を得て、脂肪萎縮症患者から皮膚組
織を採取し Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc のレ
トロウイルスを用いて iPS 細胞を作製した。
先天性脂肪萎縮症患者5例と後天性脂肪萎縮
症患者 2例と部分性脂肪萎縮症患者 1例から
疾患特異的 iPS 細胞の樹立を行った。一部の
クローンを RIKEN BRC へ寄託した。さらに現
在、疾患特異的 iPS 細胞を脂肪細胞分化誘導
し脂肪蓄積等に関して検討している。 
 
(3)間葉系ホルモンの探索 ラット脂肪組織、
やマウス株化脂肪細胞から組織抽出画分の
調整を行い、抽出の過程で生じる脂肪細胞由



来の油層を物理的に除去することで、これま
で報告のなかった脂肪組織・脂肪細胞からの
組織抽出画分作成法を確立した。この画分を
用いて、新規ペプチドの探索を行い、アドレ
ノメデュリンやPACAPなど既知のペプチドを
単離同定した。また高脂肪食負荷ラットの脂
肪組織からは通常食ラットと異なる生理活
性を確認した。 
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