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第 12 回
多能性幹細胞から in vitro で誘導する下垂体細胞

名古屋大学大学院医学系研究科 糖尿病・内分泌内科学
須賀英隆

 器官形成を研究するための 3D 幹細胞生物学

- in vitro アプローチが in vivo アプローチに及ぼす付加
価値

　 胚発生中の器官形成は複雑だと言われるが、それは
分子および力学レベルでの局所的な細胞間相互作用がい
くつも働いているからであろう。これを解き明かそうと
様々な挑戦がなされ、細胞分化の遺伝子調節機構、幹細
胞の維持およびリプログラミングへの理解が大きく進展
した。in vivo における器官形成の研究には、条件的ノッ
クアウト、細胞破壊、多色系譜追跡、深部イメージング
など様々なツールが適用されてきた。しかし、胚内の器
官形成領域では時空間軸で動的な細胞間相互作用が関与
しているため、これらの in vivo ツールであっても調べ
られない事柄がある。もし哺乳類の器官形成を、定義さ
れた条件下で in vitro にて扱えれば、より精密に解析す
ることが可能になる。近年のオルガノイド技術の向上に
よってそれらの複雑な相互作用が徐々に再現可能とな
り、器官形成を in vitro でモデル化することが可能となっ
てきた。

- 視床下部 - 下垂体オルガノイド

　 再生医療技術の発展により、様々なオルガノイドが登
場している。我々が利用しているのは、故・笹井芳樹先
生らが開発された SFEBq 法と呼ばれる再凝集技術であ
る。SFEBq 法は、ES/iPS 細胞の立体的凝集体を効果的に
形成させるのみならず、分化条件を工夫することで外胚
葉系の細胞を高効率で誘導できる特徴がある 1)。

- 胚発生と同じ、視床下部と口腔外胚葉の組合せ

　 視床下部神経と下垂体の発生を示す（図 1）。我々の
分化法はこの発生のルールに従うように作ってある 1,2）。
何かの因子を強制発現するのではなく、培地中の条件を
整えることで、発生のステップに従って自己組織化する
ように誘導しているのが要である。

　 特に下垂体分化法においては、下垂体が単独で分化す
るのではなく視床下部と関係を保ちながら分化する点を
重視し、in vitro でも視床下部と下垂体とを同時に誘導
する条件で仕上げることに注力した。下垂体細胞を得る
ためには、下垂体だけを分化させる方が一見効率が良さ

図１
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そうに思われるが、最終的な成熟度を高めるのには隣接
した視床下部の同居が重要であることが分かってきてい
る。

- in vitro の発見を踏まえた in vivo 発生の再解釈

　 in vitro の 3D 培養では、ES 細胞凝集体内で、視床下
部神経外胚葉と接する口腔外胚葉のなかのランダムな位
置に複数の下垂体原基（ラトケ嚢）が自己形成される。
この in vitro での現象から 2 つのことが言えるだろう。
ラトケ嚢形成プロセスそのもの（形態形成やおおまかな
サイズの決定を含む）は、内因的な自己組織化メカニズ
ムによって局所的に駆動されている。一方で、ラトケ嚢
の具体的な位置や数は、領域特異的な調節因子による位
置情報の制御を受けていると言える。

　 後者のプロセスは胚内で厳密に制御されており、Tcf4
のようなさまざまな転写因子 3）や、その下流にある誘
導シグナル（例えば Shh、Wnt、BMP、noggin など）4,5,6,7)

による調節の組み合わせが関与している。さらに、胚内
での下垂体発生を考える際には、口腔外胚葉と視床下部
神経外胚葉の物理的な分離という空間的制約も重要であ
ろう。

  浮遊培養 in vitro システムの特徴

　 私たちの構築した in vitro 下垂体分化システムには 3
つの特徴がある。発生研究に用いる場合には、この 3 点
を認識したうえで利用するのがよい。

　 1 つ目は、パターンを持たない細胞から始まることで
ある。細胞分化培養は未分化 ES 細胞の凝集によって開
始され、信号勾配のない均一な培地で培養される。

　 2 つ目は、細胞が浮遊凝集体として成長することであ
る。浮遊型 3D 培養であることが、器官形成における形
態形成や自然発生的なパターン形成を解析するのに有力
だと考えられる。例えば、硬いプラスチックやガラス表
面上での培養は、細胞力学的影響のみならず増殖や分化
にも強い影響を与えることが示されている 8,9）。これに
対して浮遊培養であれば外からの制約を受けず、自由な
組織変形が可能である。言い換えれば、凝集体の境界条
件が内部の状態やルールに従っており、時間経過に応じ
て変化することが特徴と言える。

　 3 つ目は、誘導されるオルガノイドが明確な頂端 - 基
底極性を持つ上皮構造を示すことである。この上皮特性

は、成長、集団的挙動、制御された変形、および組織内
コミュニケーションを促進する利点があり、頂端 - 基底
極性は組織内での細胞の整然とした配列や方向性を助け
る可能性がある。

 臨床への応用

- ヒト胚発生モデルとしての利用

　 下垂体の分化法については、ラトケ嚢と呼ばれる下垂
体原基（LHX3 を発現する）を経て、ACTH 細胞を主に、
すべての下垂体前葉ホルモン産生細胞が分化することを
確認した 10,11）。この下垂体オルガノイドは、成熟した
下垂体として機能するだけでなく、胚における下垂体発
生過程も再現している点が特長である。それを利用した
病態検討を提示する 12）。

　 ヒトの先天性下垂体機能低下症は動物モデルと表現
型が異なることも少なくなく、その場合発症機序は不明
のままである。生下時より下垂体機能低下症があり、画
像検査で下垂体が欠如、遺伝子解析で OTX2 異常と判
明した患者さんから疾患特異的 iPS 細胞を樹立、下垂体
へ分化誘導した。内部に視床下部原基・表層に口腔外
胚葉組織が誘導できるところまでは野生型 iPS 細胞と同
様であった。しかし、OTX2 異常 iPS 細胞ではその先の
LHX3 が発現せず、下垂体原基が萎縮、ACTH や GH 産
生細胞へ分化しなかった。臨床像に合致した表現型を示
したといえる。そこで下垂体萎縮を生ずる原因を更に検
討した。野生型と疾患特異的 iPS 細胞とを混ぜて分化さ
せたところ、疾患特異的 iPS 細胞で構成された口腔外胚
葉であっても、隣接する視床下部組織が野生型由来であ
る領域については、LHX3 発現がレスキューされること
を見出した（図 2）。OTX2 異常 iPS 細胞では視床下部
からのシグナルが欠如している可能性を示唆している。
OTX2 異常 iPS 細胞から誘導した細胞塊に視床下部因子
である FGF10 を添加したところ、LHX3 発現がある程度
回復したこともこれを裏付けている（図 2）。疾患特異的
iPS 細胞は様々な病態モデルに応用されているが、下垂
体疾患の発生モデルはこれが初である。

- オルガノイド内各組織の相互作用による成熟

　 先の先天性下垂体機能低下症の in vitro 検討でも示さ
れたように、視床下部 - 下垂体オルガノイドでは視床下
部組織と下垂体組織とが相互作用して成熟している。下
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垂体の ACTH 産生量で検討すると分化 300 日まで分泌量
が徐々に上昇することを確認している 13）。

　 実験として分化途中で視床下部組織を物理的に取り除
いてみると、その後の下垂体の成熟が低下する。そこに
FGF シグナルや BMP4 シグナルを添加すると下垂体成熟
がある程度回復することから、視床下部の役割の少なく
とも一部は FGF や BMP4 シグナルが担っていると言え
る 13）。

　 ヒト ES/iPS 細胞から誘導される下垂体 ACTH 細胞だ
が、我々の 3 次元培養法以外に 2 次元培養法の報告があ
る 14,15）。出来上がった細胞から分泌されるホルモンを
検討したところ、2 次元培養では ACTH 分子のプロセシ
ングが不十分で Pro-ACTH までの未熟な ACTH が産生さ
れており ACTH 刺激ホルモン（corticotropin-releasing 
hormone, CRH）に対する反応性も不十分であった。一方

で 3 次元培養では成熟した ACTH が分泌されることが分
かった。3 次元培養では 2 次元培養と比較して FGF8/10
の発現が上昇しており、隣接する視床下部組織に発現し
た FGF8/10 が ACTH 細胞の成熟を促している可能性を
ここでも示唆している。

　 しかし一方で、これらの液性因子を加えても完全に
は補償できていないことも事実である。まだ認識して
いない液性因子や、あるいは細胞外マトリクス（Extra 
Cellular Matrix）などの貢献も想定され、それらのベス
トミックスが下垂体成熟に寄与するものと思われる。こ
れこそがオルガノイドとして成熟させる意味合いのひと
つである。最終的に分化させた下垂体細胞 1 細胞あたり
の ACTH 分泌能力を測定すると、マウス成体から採取し
た下垂体 ACTH 細胞の分泌能力と同等なレベルを達成し
ている（図 3）。

図２　

図３　
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図 4　

- 周辺領域への拡張性

　 分化の際に用いられる位置情報は様々存在するが、例
えば SHH と BMP4 シグナルをコントロールすることで
ヒト ES/iPS 細胞から出来上がる組織を図に示す（図 4）。
図の辺縁部は誘導の限界を示すものではなく、それ以外
への近接組織への拡張性もある。例えば、ヒトの視交差
上核（体内時計を司る核）や食欲関連神経などへの応用
が可能であろう。

　 また、自己組織化を利用して in vitro 組織分化を促し
ていることから、組織幹細胞も分化組織の中に含まれう
る。生体内にはごく僅かしか存在せず、従ってその性質
も研究途上の視床下部組織幹細胞や下垂体組織幹細胞に
ついて、ES/iPS 細胞技術を利用することで量の問題を解
決できる可能性がある 16,17,18)。

- ライフコースを in vitro で再現する

　 視床下部細胞としては、体の水分量を制御するバソプ
レシン（AVP）神経に注力している。ヒト ES 細胞から
AVP 分泌能を再現した神経分化が可能である 19）。オル
ガノイドのまま維持する視床下部組織は、100 日の単位
で機能を維持する。従って、時間経過とともに訪れる変
化を観察することが可能である。

　 家族性中枢性尿崩症 (FNDI) は視床下部の AVP 神経が
失われ多尿（尿崩症）を来す疾患であるが、現状では根
本的治療法が無く難病指定されている。遺伝子変異を原
因とし、生下時は問題ないものの青年期頃に徐々に発症
する神経変性疾患である。従って、発症予防法や進行抑
制法が奏功する可能性がある。

　 蛋白質の折り畳みなど品質管理を行う分子をシャペ

ロンと呼ぶ。その分子シャペロンを補って、蛋白質の折
り畳みに関わる低分子化合物を化学シャペロンと呼ぶ。
正常の AVP 前駆体は、AVP とそのキャリア蛋白である
ニューロフィジン II （NP2）とがセットで合成される。
これらは小胞体で合成され、ゴルジ体から分泌顆粒へと
輸送されていく。一方で FNDI では、その変異の殆どが
キャリア蛋白である NP2 領域に存在する。これまでの
検討で、変異蛋白が小胞体内に蓄積し、あるとき破綻し
て細胞死に至るという時系列が分かってきた。ここに適
切な化学シャペロンが加わると、折り畳み異常を改善し
て、輸送を改善、結果として AVP が分泌される事により
尿崩症は改善し、なおかつ変異蛋白蓄積が改善して AVP
ニューロンの細胞死も免れる、という仕組みである。

　 これまでに、疾患特異的 iPS 細胞から誘導した in 
vitro 疾患モデルにて化学シャペロンのひとつである
4PBA が細胞死を軽減することを示し 20,21)、FNDI モデ
ルマウスにおいても 4PBA 内服投与により尿量減少を認
め、AVP ニューロン変性が抑制されることを示した。

- 視床下部 - 下垂体の機能的ユニット

　 生体内では、視床下部と下垂体とは機能的に連携して
いる。我々の分化法では視床下部と下垂体を同時に誘導
できることから、この連携が in vitro の下垂体オルガノ
イドでも再現できるか、500 日間培養を継続して検討し
た。

　 下垂体オルガノイドでは、視床下部 CRH と下垂体
ACTH の機能的連携が再現可能である。例えば低血糖と
いうのは緊急事態のひとつであり、もし我々の体が低血
糖に曝されると、視床下部のグルコース応答神経が CRH
神経に入力、CRH 分泌による ACTH 細胞刺激、という順
で緊急時対応を行う。我々の誘導した下垂体オルガノイ
ドでも低グルコース培地に暴露すると ACTH が素早く分
泌され、CRH 受容体阻害薬でその反応が邪魔されること
が判明した（図 5）。視床下部 - 下垂体系の伝達経路を in 
vitro のみで再現できたと言える。また、低血糖のような
一般的な情報に反応する機能ユニットを形成させること
ができたとも言えよう 13)。

　 視床下部や下垂体は、生体内で非常に小さな組織で機
能も複雑であるため、生検をめったに行わないし、行っ
ても研究に供するのに十分な細胞数は採取できない。ま
た組織幹細胞も十分ではない。従って、ヒト多能性幹細
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胞を用いた in vitro モデルは利用価値がある。視床下部 -
下垂体軸の研究はこれまで主に実験動物を利用してきた
が、生きた動物である以上、条件を厳密に設定しきれて
いないものもある。in vitro モデルが役に立つ状況があ
るだろう。

- 移植医療に向けて

　 もうひとつは再生医療の移植材料としての利用があ
る。下垂体オルガノイドで分化させた ACTH 細胞は、上
位の視床下部ホルモンから正の制御を受け、下位の末梢
ホルモンから負の制御を受ける性質を再現している。下
垂体機能不全モデルマウスの腎皮膜下に下垂体オルガノ
イドを移植することで生存率が改善することを示した
2,10,22)。ヒト臨床への展開においても、内分泌細胞なら
ではの自律性を活かしたい。

　 ヒトへの移植方法は、時代の進展や分化精製技術の発
達によって、いくつかのステップに分かれるだろう（図
5）。

　 第一段階は、ACTH 細胞だけを取りだしてきて、皮下
など異所性（本来下垂体の存在するトルコ鞍内以外の場
所）に移植する形であろう 22, 23,24)。この方法論が最も
安全を確保しやすいと想定されるからである。この移植
でも negative feedback は保たれる 22）。またマウスを用
いた移植データからは、常に少量の ACTH が補充される
ことで活動性や生命予後の改善を得ている。一番のリス
クである副腎不全による生命の危機的状況に陥るリスク
をかなり軽減するものと期待される 22）。しかし一方で、
視床下部 CRH の刺激からは遠く、完全な自律性の再現
は難しいだろう。

図５　

　 次に、ACTH 細胞だけを取りだして視床下部付近に移
植した場合、視床下部との連絡が回復するようであれば
自律性の高い再生医療にできる。小さなマウスでは検討
することが難しく、移植方法や条件を今後詰めていく必
要がある。また、皮下などと比べて視床下部付近への移
植は体の奥に位置しているため、安全性担保に一層の配
慮が必要である。

　 更に先の世代では、オルガノイドを高度化した上での
まま皮下に移植するアイデアもある。視床下部の視交叉
上核までを含有し機能的にリンクしたオルガノイドを、
時に作り出すことができる。まだその分化を完全には制
御できていないが、制御可能となった暁には、それはサー
カディアンリズム（日内変動）を再現するオルガノイド
ということになる。この日内変動付き視床下部 - 下垂体

ユニットを移植すれば、かなり高い自律性が再現できる
可能性がある。一方で、安全性の担保にはまだ解決すべ
き点が数多い。ヒト臨床で用いるには薬としての定義が
必要であるが、オルガノイドのように種々の機能性細胞
が集結した組織をそのまま使うことを考えた場合、その
構成各要素の割合をすべて定義することができるであろ
うか。ここに breakthrough が必要となってくる。

　 以上が現在の到達地点である。これから解決すべき点
は多く存在するが、ひとつひとつ着実にステップを踏ん
で進めていきたい。
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