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研究成果の概要（和文）：副腎・性腺ステロイド産生細胞は中間中胚葉から分化することが知られている。我々
は、ヒトiPS細胞から誘導されたOSR1陽性中間中胚葉細胞を用いて、ステロイド合成酵素を誘導する化合物のス
クリーニングを行い、ドーパミンD1受容体がOSR1陽性細胞の3β-HSD2発現上昇に寄与していることを見いだし
た。OSR1陽性細胞に転写因子SF-1/Ad4BPを強制発現させるとACTH受容体及び多くのステロイド合成酵素が発現
し、そこにD1受容体アゴニストを添加すると、種々のステロイド合成酵素の発現が増強し、コルチゾールなどの
産生が増大した。これらの結果は、副腎皮質分化における髄質-皮質相互作用の重要性を示唆した。

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. We first performed chemical screening to identify small molecules that induce 
steroidogenic differentiation of IM cells expressing OSR1, an early IM marker. We identified 
cabergoline as an inducer of 3β-HSD2, an essential enzyme for steroidogenesis. Although cabergoline
 is a potent dopamine D2 receptor agonist, additional experiments showed that cabergoline exerted 
effects as a low-affinity agonist of D1 receptors. Further analysis of OSR1+ cells transfected with 
SF-1/Ad4BP revealed that D1 receptor agonist upregulated expression of various steroidogenic enzymes
 and increased secretion of steroid hormones. These results suggest the importance of dopamine D1 
receptor signalling in steroidogenic differentiation, which contributes to effective induction of 
steroidogenic cells from hiPSCs.

研究分野： 内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
副腎皮質ホルモンはヒトの生命の維持に必
須のホルモンであり、数多くのホルモンの中
でもその喪失が重篤な命の危機をもたらす
ホルモンの一つである。副腎不全患者では一
生涯に渡るコルチゾールの補充療法が必要
であるが、コルチゾールの必要量は体調やス
トレス状況によって変化するため、体の必要
量に合わせた補充量の調整は容易ではない。
そのため、患者は補充量不足による副腎不全
や補充量過多による代謝障害、骨粗鬆症など
に生涯悩まされることになる。 
 近年、ヒトの幹細胞を用いた副腎再生の研
究も行われるようになり、ヒトの間葉系幹細
胞に SF-1/Ad4BP 遺伝子を導入することによ
りコルチゾールを含むステロイド産生細胞
への誘導に成功したという報告がなされて
いる（J. Mol. Endocrinology. 39(5):343-50. 
2007）（Endocrinology. 149 (9) :4717-25. 
2008）。しかし、副腎皮質は発生学的に OSR1
陽性の中間中胚葉から分化することが近年
の molecular fate mapping で明らかになっ
て お り （ Developmental Biology. 
324(1):88-98. 2008）、生体内で副腎が骨髄
から由来しているとは考えにくい。 
 一方、受精卵からの発生を mimic する胚性
幹細胞（ES 細胞）を用いた副腎分化の研究に
ついては、これまではマウス ES 細胞につい
ての報告（Mol Cell Biol. 17(7):3997-4006. 
1997 ）（ Mol Cell Endocrinol. 336(1-2): 
127-32. 2011）があるのみで、霊長類におい
ての報告はなかった。そこで、申請者らは、
ヒト ES 細胞/iPS 細胞を用いて副腎分化の研
究を開始し、最近、ヒト ES および iPS 細胞
から中胚葉分化を介してコルチゾールを含
むステロイド産生細胞を誘導することに世
界 で 初 め て 成 功 し 、 報 告 し て い る
（Endocrinology. 153(9):4336-45. 2012）。
しかし、ヒト ES/iPS 細胞から生体内で働く
真に成熟した内分泌細胞を作るのは容易で
はない。例えば、世界で最も多く行われてい
るのは膵β細胞分化の研究であり、ある程度
のインスリン産生能を有する細胞は誘導さ
れているが、成人の膵β細胞と同等に成熟し
正常な内分泌学的フィードバック機能を有
したヒト膵β細胞は未だに得られていない。
そのため、様々な手法による分化制御因子の
探索が行われており、近年、化合物ライブラ
リーを用いたハイスループットのケミカル
スクリーニングにて、ヒトの膵β細胞分化に
おける重要分子の同定が報告されている
（Nature Chemical Biology. 5(4):258-65. 
2009）。副腎を含む他の内分泌臓器において
も、これらハイスループットスクリーニング
の手法を応用することが可能と考えられる。
また、再生医療への応用を考えると、試験管
内で誘導した細胞を生体内に単純に移植す
るだけでは、正常な内分泌臓器として機能的
に働くのは難しいと考えられる。これまでヒ
ト iPS/ES から様々な内分泌臓器を分化誘導

したという報告はあるが、実際に再生医療へ
の応用に至った例はまだ乏しい。臓器の再生
においては、臓器の元となる細胞（幹細胞・
前駆細胞）と、それら細胞が分化・成熟し臓
器として機能を維持できるような生体内の
刺激や環境の両者が必要となる。 
 
 
２．研究の目的 
申請者らは、昨年までに、ヒト iPS 細胞およ
び ES 細胞から中胚葉細胞を誘導し、そこに
遺伝子導入を行うことで副腎皮質ステロイ
ド産生細胞を誘導することに成功している
（Endocrinology. 153(9):4336-45, 2012）。
本研究ではその研究をさらに発展させ、中間
中胚葉マーカーOSR1レポーターiPS細胞を用
いて、中間中胚葉→副腎性腺原基→副腎皮質
ステロイド産生細胞への分化過程に関係す
る化合物の探索をハイスループットで行う。 
それらの結果から、ヒトにおける中間中胚葉
から成熟副腎皮質細胞への分化機構に関す
る知見を得る。さらに、ヒト iPS 由来副腎皮
質ステロイド産生細胞の生体内での機能獲
得や自己の副腎皮質の再生に関わる重要因
子を同定し副腎再生に関わる新規薬剤の開
発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
BAC クローンを用いて樹立した、中間中胚葉
マーカーである OSR1 のレポーターヒト iPS
細胞ライン（OSR1 陽性になった細胞が GFP を
発現するレポーターライン）について、15日
間の分化誘導後 Osr-1陽性中間中胚葉細胞を
フローサイトメトリーにてソーティングし
た。それら OSR1 陽性細胞の遺伝子発現を解
析して、ステロイド産生細胞の原基としての
性質を確認した。 
また、それら OSR1 陽性細胞を 386 well プレ
ートに散布し、各 well 毎に異なったケミカ
ルを添加して分化誘導後、副腎・性腺ステロ
イド産生細胞に共通して発現するステロイ
ド合成酵素である 3β-HSD2 をターゲットに
して免疫染色を行い、陽性細胞の比率をイン
セルアナライザーでの自動解析によるハイ
スループットスクリーニングを行った。 
添加するケミカルには、山中伸弥らが JST の
特別プロジェクトで樹立した iPS細胞用のケ
ミカルライブラリーを用いた。 
ヒット化合物については、それら化合物が
OSR1 陽性中間中胚葉細胞に及ぼす各種ステ
ロイド合成酵素の発現への影響、各種ステロ
イドホルモンの産生能の変化、上流シグナル
への応答能に与える影響を解析し、ステロイ
ド産生細胞分化過程におけるそれら化合物
の意義を検討するとともに、下流の分子メカ
ニズムについても解析した。 
それらの結果から、ヒトの副腎皮質分化の分
子機構について新たな知見の獲得を目指し
た。 



 
 
４．研究成果 
中間中胚葉マーカーOSR1レポーターヒト iPS
細胞ラインから、既報の手法（Mae S, et al. 
Nat Commun. 4:1367. 2013）を用いて中間中
胚葉に誘導し、OSR1 陽性細胞をフローサイト
メトリーにて純化した。OSR1 陽性細胞におけ
るステロイド合成酵素の発現を RT-PCR にて
確認したところ、StAR、3β-HSD2 は一部発現
していたが、CYP11A1、CYP21A2、CYP11B1、
CYP11B2、CYP17 など他のステロイド合成酵素
の発現は認めなかった。また、培養上清中に
はステロイドホルモンの分泌を検出できな
かった。 
それら OSR 1 陽性細胞にライブラリーのケミ
カルを添加し、3β-HSD の陽性細胞を増加さ
せるケミカルを探索し、3648 個のケミカルの
うち、8つを Hit 化合物と判定した。 
私たちは、その中で No.1857（カベルゴリン）
に着目してその作用の解析を行った。 
カベルゴリンは mRNAレベルでも 3β-HSD2 の
発現を上昇させ、用量依存性を検討したとこ
ろ、その効果は 10-20μM と高濃度で最も高
かった。カベルゴリンはドーパミン D2 受容
体アゴニストとして知られている物質であ
り、D2受容体の発現を検討したところ、OSR1
陽性細胞にもその発現が認められた。しかし、
D2 受容体に対する別の 3 種類のアゴニスト
（ブロモクリプチン、キンピロール、プロピ
ルノルアポモルフィン）を添加してみたとこ
ろ、それらはいずれも 3β-HSD2 の発現上昇
作用を認めなかった。次に、カベルゴリンは
弱いながらもドーパミン D1 受容体に対する
作用も持ち、上述の用量依存曲線にて高濃度
で効果を発揮したことと合わせ、D1受容体に
対する低親和性アゴニストとして働いてい
る可能性を考え、その受容体発現を検討した
ところ、D1受容体は未分化 iPS 細胞で発現し
ていないにもかかわらず、OSR1 陽性細胞では
強い発現を認めた。D1 受容体に対する他の 3
種類のアゴニスト（ペルゴリド、A68930、
SKF83822）を添加したところ、いずれも
3β-HSD2 の発現上昇作用を認めた。また、そ
の作用は D1 受容体のアンタゴニスト
SKF83566 によりほぼ完全に阻害された。この
ことから、OSR1 陽性細胞におけるカベルゴリ
ンの 3β-HSD2 発現上昇作用はドーパミン D1
受容体を介するものであると考えられた。し
かし、カベルゴリンやドーパミン D1 受容体
アゴニスト単独では、OSR1 陽性細胞において
StAR、3β-HSD2 以外の他のステロイド合成酵
素の発現を誘導することはできなかった。 
胎児の発生においては、3β-HSD2 は約 20 週
から発現してくると考えられており、ドーパ
ミンも 15 週くらいから発現が増えてくると
考えられている。しかしながら、OSR1 陽性中
間中胚葉細胞は発生学的には 4-5週に相当す
ると考えられ、ステロイド産生細胞分化にお
ける D1 受容体の働きを十分に検討するには

OSR1 が陽性になったばかりの段階ではまだ
未熟であると推測された。 
そこで、次に、OSR1 陽性細胞に様々のステロ
イド合成酵素を制御する転写因子である
SF-1/Ad4BP を強制発現させ、それら SF-1/ 
Ad4BP 強制発現後の OSR1 陽性細胞にて D1 受
容体アゴニストの作用の検討を行った。 
まず、SF-1/Ad4BP を強制発現させた OSR1 陽
性細胞では、StAR、3β-HSD2 のみならず、
CYP11A1、CYP21A2、CYP11B1、CYP11B2、CYP17
の発現も認めた。CYP19 の発現は認めなかっ
た。また、これらの細胞では ACTH 受容体も
発現していた。そこで、それら細胞を ACTH
で刺激したところ、StAR、3β-HSD2、CYP11B1
の有意な発現上昇を認めた。 
次に、ACTH 存在下で D1 受容体アゴニストを
添加したところ、StAR、3β-HSD2、CYP11A1、
CYP21A2、CYP11B1、CYP11B2、CYP17 いずれの
発現も有意に上昇し、培養上清中へのコルチ
ゾール、アルドステロン、DHEA の分泌上昇も
認めた。 
我々はヒト iPS 細胞から初めて ACTH 反応性
を持つ副腎皮質ステロイド産生細胞を誘導
するのに成功した。また、これらの結果から、
ドーパミン D1 受容体は中間中胚葉から
SF-1/Ad4BP を発現する段階に至った副腎原
基あるいは副腎性腺原基において発生学的
に重要な働きをしている可能性が示され、胎
生期のヒト副腎発生における副腎皮質-髄質
連関の重要性も示唆する結果であった。 
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