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研究成果の概要：マウスのみならずヒトの骨髄間葉系幹細胞においても、さらには脂肪由来の

骨髄間葉系幹細胞においても、転写因子 Ad4BP/SF-1遺伝子を導入することによりステロイド
産生細胞への誘導が確認された。また、Ad4BP/SF-1 遺伝子導入により発現が誘導される遺伝
子のなかで、その発現の抑制によりステロイド産生細胞への誘導が変化する遺伝子を少なくと

も２つ同定した。残念ながらステロイド産生を誘導する可溶性因子の同定には成功しなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
副腎疾患のなかでも慢性副腎皮質機能低

下症をきたすアジソン病は高齢者に多く見
られ、その治療は糖質コルチコイド(GC)の投
与による補充療法がなされるが、投与量によ
っては GC の副作用としての糖尿病、骨粗鬆
症、動脈硬化の問題に一生直面し、かつ疫学
調査によれば発熱、手術等のストレス時にし
ばしば副腎クリーゼを起こし、生命の危機に
さらされることが明らかになっている。 
 先天性副腎低形成はその成因として DAX-1
あるいは Ad4BP/SF-1 という転写調節因子の
遺伝子異常によることが解明されている。特
に Ad4BP/SF-1 は、そのノックアウトマウス

では副腎、性腺の無形成が起こることから、
副腎の発生、分化に極めて本質的な役割を果
たす因子と考えられ、Ad4BP/SF-1 を用いた遺
伝子治療は副腎皮質細胞の再生を促す可能
性を秘めている。副腎皮質機能低下症の患者
におけるステロイド補充療法は一生必要な
ものであるが、副腎皮質細胞の再生が可能に
なれば、補充療法の必要性がなくなり、より
生理的な加療が可能となる。以上のことより、
特に Ad4BP/SF-1 遺伝子導入による副腎皮質
細胞の再生をめざした新しい副腎皮質機能
低下症の治療法開発は有望と思われる。 
 副腎皮質再生に関して Thomas らは単一ク
ローン化副腎細胞の移植から副腎皮質組織
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そのものが形成される成績を示し、多分化能
を秘めた幹細胞が副腎にはもともと存在し
ている可能性を示唆している(Thomas M. et 
al. Nature Med 3, 978-983, 1997)。一方、
組織幹細胞の代表である骨髄間葉系幹細胞
は、中枢神経、筋肉、心筋、肝臓、脂肪、軟
骨、骨芽細胞等の組織に分化することが注目
されている。 
 このような背景のもと、われわれは、骨髄
間葉系幹細胞に近い性格をもつと考えられ
る骨髄細胞に Ad4BP/SF-1 の遺伝子導入を行
い、ACTH 反応性のステロイド産生細胞の誘導
に成功した。この細胞は、長期間安定して、
各種ステロイド合成酵素遺伝子の発現、なら
びに各種ステロイドの産生を行うことがで
きた（Gondo et al. Genes Cells. 9:1239-1247, 
2004）。さらに、in vivo においても両側副腎
摘出マウスの生存を延長させることが可能
であった。また上記研究は、細胞融合ではな
くて細胞自身の分化プログラムの変化によ
り骨髄細胞が異なった系統の細胞に分化で
きることを明らかにした、大変意義のある研
究である。 
 同様な実験として ES 細胞への Ad4BP/SF-1
の遺伝子導入の試みが報告されているが、ご
く一部のステロイド合成が、不完全な形でし
か誘導されないため（Crawford et al. Mol. 
Cell. Biol. 17, 3997-4006, 1997）、ES 細胞
を用いた研究はその後ほとんど進展していな
い。 
 
２．研究の目的 
(1) 今回の研究では、第一に上記研究をさら
に発展させて、Ad4BP/SF-1 の遺伝子導入によ
って引き起こされる一連の情報伝達カスケ
ードを明らかにすることを目指す。われわれ
は既に DNA チップを用いた解析により、
Ad4BP/SF-1 の標的遺伝子である可能性のあ
るものを相当数同定している。これらのうち
ステロイド産生細胞への分化に関与するも
のを明らかにして、その機能を明らかにする
と同時に、可溶性因子による副腎再生への応
用の可能性を検討する。 
(2)第二に、各種細胞株ならびに primary 
culture の培養液ならびに各種既知の生理活
性物質を用いて、骨髄細胞からステロイド産
生細胞への誘導能のあるものをスクリーニ
ングし、ステロイド産生細胞誘導能を有する
可溶性因子の同定をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) 副腎細胞分化誘導能を有する可溶性因
子の同定 
 われわれはマウス骨髄細胞を Dexter 
culture にて付着細胞のみを長期間培養する
ことにより、未分化な間葉系幹細胞様の細胞
を濃縮できることを見いだした。そこでこれ

らの細胞を用いて、ステロイド産生細胞への
誘導能のあるものをスクリーニングする。 
 まず、各種細胞株約３０種類の培養液を添
加する。スクリーニングは、プロゲステロン
を EIA にて測定する。スクリーニングが成功
すれば、さらに副腎および性腺の種々のステ
ロイド産生、ステロイド合成酵素の誘導を検
討する。具体的には、P450scc、3β-HSD、
P450c21、P450c11、17β-HSD type3、StaR 等
のステロイド合成酵素の発現を real time 
PCR にて、またプレグネノロン、コルチコス
テロン、デオキシコルチコステロン、テスト
ステロン等のステロイドを EIA または RIA に
て測定する。 
(2)Ad4BP/SF-1 遺伝子導入による副腎再生の
分子メカニズムの解明 
 DNAchip を用いた解析により同定した、
Ad4BP/SF-1 の標的遺伝子候補のいくつかの
ものについて、以下の検討を行う。 
①RNAi の方法を用いて、Ad4BP/SF-1 遺伝子 
導入による副腎再生に必須な因子、作用を仲
介する因子を同定する。RNAi としては、shRNA
ならびに siRNA を用いる。 
②上記の解析にて Ad4BP/SF-1 の作用を仲介
する可溶性因子が見つかれば、その可溶性因
子を精製し、上記(1)で記した方法で、ステ
ロイド産生細胞への分化誘導能を調べる。 
(3)ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞を用いてマ
ウスと同様の検討を行う。 
(4)マウス脂肪由来の間葉系幹細胞を用いて
同様の検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1)マウス骨髄細胞由来の未分化な間葉系幹
細胞様の細胞に３０種類の各種培養細胞株
の培養上清を添加し、培養上清に含まれると
考えられる可溶性因子によるステロイド産
生細胞への誘導の有無を検討したが、誘導能
を持つ培養上清は認められなかった。 
(2) commercial base で販売されているヒト
の骨髄間葉系幹細胞を用いて同様の実験を
行い、マウスと同様に Ad4BP/SF-1 遺伝子導
入によりステロイド産生細胞への誘導が確
認された。また、ヒトにおいてはマウスと比
較して ACTH 受容体ならびに LH 受容体の発現
誘導に伴う ACTH ならびに LH 反応性の獲得が
顕著であった。 
(3) マウスでのDNA チップで解析した結果同
定された、Ad4BP/SF-1 標的遺伝子候補のうち
の数種類について shRNA による RNAi の効果
を検討した。なお shRNA の安定形質転換株取
得の過程で骨髄細胞の分化能に大きな影響
は認めなかったため、この方法の有用性が確
認された。 
また、ヒトにおいても DNA チップでの解析
を行い、Ad4BP/SF-1 発現により遺伝子発現が
著明に増加するものが相当数同定され、その



 

 

うちのいくつかはマウスで得られたものの
ヒトホモログと考えられた。これらは
Ad4BP/SF-1 のステロイド産生細胞誘導作用
を媒介する因子である可能性が考えられる。  

ヒトにてそれらの遺伝子発現をsiRNAを用
いたRNAiによりノックダウンすることによ
り、骨髄間葉系幹細胞へのAd4BP/SF-1遺伝子
導入によるステロイド産生細胞への誘導系
への影響を検討した結果、ステロイド合成酵
素ならびにステロイド産生ともに再現性よ
く影響を与える遺伝子がみつかった。 

そのうち、ヒトならびにマウスでともに発
現誘導が認められ, その発現をノックダウ
ンすることにより、Ad4BP/SF-1遺伝子導入に
よるステロイド産生細胞への誘導が障害さ
れることが見出された２つの遺伝子に注目
した（それぞれ遺伝子X、遺伝子Yと呼ぶこと
にする）。遺伝子Xは既知の可溶性因子であ
り、一方遺伝子Yは機能が全く不明な未知の
因子である。 
可溶性因子であるXの精製物を骨髄間葉系

幹細胞類似の細胞に添加する実験を行ったが
、ステロイド産生への影響は全く認められな
かった。Ｘと複合体を形成するpartnerの精製
物をXと一緒に添加することも試みたが結果
は変わらなかった。一方、機能が全く不明なY
に対して抗体の作成を試み、特異性の高い抗
体が得られた。 
(4) 骨髄由来のみならずマウス脂肪由来の
間葉系幹細胞を用いた検討も行った。骨髄由
来のものと同様に、Ad4BP/SF-1 の遺伝子導入
によりステロイド産生細胞の誘導が認めら
れたが、脂肪由来の間葉系幹細胞では副腎性
のステロイド産生が優位であり、一方骨髄由
来の間葉系幹細胞では性腺性のステロイド
産生が優位であった。このことは、用いる間
葉系幹細胞のソースが骨髄由来か脂肪由来
かにより、ステロイド産生のプロファイルが
異なることを示しており、副腎型もしくは性
腺型のステロイド産生の分離への第一歩と
考えている。脂肪由来の間葉系幹細胞は採取
が比較的容易で、採取細胞量も多いことより、
臨床応用の面では有望であるかもしれない。 
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