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緒 言 

 

先天性下垂体形成不全は小児下垂体機能低下症の中で比較的頻度の高い疾患であり、多くは新生児期に低血糖や低

Na 血症、乳幼児期に成長障害などで診断される一方、成人期に副腎不全など重篤な病態を契機に初めて診断されるこ

ともまれではない。これまでその原因として下垂体関連転写因子であるPROP1、 HESX1、 LHX3、 LHX4、 GLI2
などの遺伝子変異が報告されているが、未だ 80～90%の原因は不明である。さらにこれらの遺伝子のノックアウトマ

ウスは必ずしもヒトの表現型と合致しないこと、同じ変異を持っていても浸透率が低いことがその病態解明を困難にし

ている。 
今回これまで報告された先天性下垂体形成不全とは明らかに異なる先天性前葉･後葉形成不全の症例に遭遇したこと

が本研究のきっかけとなった。近年 iPS 細胞から様々な組織への分化誘導法が開発され、再生医療、疾患モデル作製、

創薬スクリーニングなどに応用されつつある。下垂体／視床下部への分化誘導法も報告されているが［1～3］、これま

でに疾患モデルを作製した報告はされていない。本分化誘導法は下垂体の原基である口腔外胚葉と視床下部を試験管内

で同時に分化誘導し、それらの相互作用を in vitroで再現し自己組織化を誘導する方法であることから胎生期の下垂体

発生をよく再現しており、先天性下垂体機能低下症の疾患モデル作製に最適だと考えられる。本研究では、エクソーム

解析と疾患特異的 iPS細胞を用いた in vitroモデルの病態解析により先天性下垂体形成不全の原因および病態解明を目

指して研究を行った。 
 

方 法 

 
1．ヒト iPS細胞からの下垂体分化プロトコールの確立 
これまでヒトES細胞からの下垂体分化プロトコールはほぼ確立されているが、ヒト iPS細胞を用いる場合には最適

化が必要であることが明らかになった。培養条件、増殖分化因子のよる刺激条件の最適化を行った結果、ヒト iPS細胞

から下垂体前葉細胞（ACTH, GH）、後葉細胞への分化が可能になった。 
2．先天性下垂体低形成症例から疾患特異的 iPS細胞の樹立 
原因不明症例、LHX4、GLI2 異常症患者の末梢血単核球にエピソーマルベクターを用いて OCT4、SOX2、KLF4、

L-MYC、shP53を導入することにより疾患特異的 iPS細胞を樹立した。 
3．原因不明の先天性下垂体前葉、後葉機能低下症、LHX4、GLI2異常による先天性下垂体低形成症例疾患特異的 iPS
細胞の病態解析 
樹立した疾患特異的 iPS細胞 in vitro分化の過程における分化異常の有無と臨床的表現型の関連についての解析を行

った。また下垂体分化異常を認めた場合にはその機序の詳細について、解析を行った。 
4．原因不明の先天性下垂体前葉、後葉機能低下症例におけるエクソーム解析、責任遺伝子の同定とその証明 
原因不明の症例については、エクソーム解析（本人、両親のトリオ解析）によって候補遺伝子を同定し、疾患特異的

iPS細胞においてCrisper/CAS9法による遺伝子修復を行い in vitroの表現型がレスキューされるかどうかの検討を行

った。 
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結果および考察 

 
原因不明の先天性下垂体前葉、後葉機能低下症より樹立した疾患特異的 iPS細胞を既報［2］に従い、下垂体-視床下

部組織に in vitroにおける分化誘導を行い、健常人由来コントロール iPS細胞株（201B7、409B2、HC01#1）と比較

を行ったところ、三次元培養により、疾患 iPS 細胞株（OTX2-iPSC）、コントロールともに口腔外胚葉-視床下部の二

重構造を持つ組織に分化誘導が可能であった。しかしさらに長期間の培養による分化誘導を行うと、コントロール株で

は視床下部ホルモンに反応してACTHやGHといった下垂体前葉ホルモンを分泌する機能的なホルモン産生細胞を誘

導可能であったが、OTX2-iPSCではこれらのホルモン産生細胞への分化が著しく障害されていた（図1）。 
 

 
図1．疾患特異的 iPS細胞からのACTH産生細胞分化誘導と患者 iPS細胞における産生細胞分化異常 

コントロール株由来の下垂体細胞はACTH 産生細胞に分化し、視床下部ホルモンであるCRH に反応するが、患者 iPS
細胞（OTX2）では、ACTHはほとんど産生分泌されなかった。検定はANOVAを用いた。**P < 0 .01 

 
 次に下垂体発生のどの過程が障害されているのか、分化誘導過程を継時的に解析したところ、PITX1、E-cadherin
などを発現する口腔外胚葉への分化まではコントロールと明らかな違いはないものの、その後の分化過程において口腔

外胚葉から発生する下垂体の原基であるラトケ嚢のマーカーである転写因子 X の発現が著明に低下していることが明

らかとなった。この転写因子Xはラトケ嚢の細胞増殖・維持に重要であることが報告されている。そこで分化誘導組織

の細胞増殖およびアポトーシスを評価したところ、細胞増殖は変化していないものの、アポトーシス細胞が増加してお

り、これによって下垂体分化異常が生じているものと考えられた。 
 また同時に行ったエクソーム解析によって、下垂体、視床下部において発生過程で発現する転写因子 OTX2 遺伝子

においてde novoのヘテロのミスセンス変異を同定した。in vitroにおけるOTX2変異体の機能解析では、核内に移行

することができず、機能を喪失していることが明らかになった。OTX2遺伝子は下垂体発生過程において口腔外胚葉に

発現し下垂体発生に関わるHESX1などの転写因子を直接制御する一方で、視床下部にも発現している可能性があるこ

とからコントロール分化誘導組織において OTX2 の発現を調べたところ、口腔外胚葉よりもむしろ視床下部に強く発

現していた。 
 そこで視床下部から口腔外胚葉へ作用する分泌分子に着目して発現を調べたところ、視床下部（口腔外胚葉）から分

泌され下垂体に作用する増殖因子 Y の発現が低下していた。この増殖因子シグナルの低下が OTX2 異常症の発症に関

わっているのかを明らかにするために、分化誘導培地にその増殖因子Yを添加したところ、下垂体における転写因子X
の発現がレスキューされた。さらにOTX2変異がこれらの表現型の原因であるかを確かめるため、CRISPR/Cas9シス

テムを用い、OTX2-iPSCの変異修復株を樹立し、下垂体-視床下部への分化誘導を行った。変異修復株では視床下部組

織での増殖因子 Y 発現が回復しており、同時に転写因子 X の発現も回復していたことより、この変異が原因であるこ

とを証明することができた。 
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 以上の結果から、OTX2 は下垂体発生過程において視床下部に発現し、視床下部から口腔外胚葉への増殖因子 Y シ

グナルを調節し、転写因子 X の発現を上昇させることで下垂体発生に関わっていることが明らかとなった。OTX2 遺

伝子変異はこれまでも下垂体前葉低形成の原因になることが報告されていたが、今回の我々の検討から下垂体前葉だけ

ではなく後葉形成不全もきたしうること、そして視床下部におけるOTX2 が視床下部における増殖因子 Y の発現を調

節することによって下垂体分化に必須の転写因子Xを発現させ、下垂体分化を進めるという新たな機序を明らかにした

（図 2）。さらに本研究は疾患特異的 iPS 細胞を下垂体疾患の病態解析に初めて応用し、有用な手法であることを示し

た。 

 
図2．下垂体低形成疾患特異的 iPS細胞解析から明らかになった新たなヒト下垂体分化の機序 

転写因子OTX2は視床下部における増殖因子Y発現を促進し、下垂体における転写因子Xの発現を調節する。 
OTX2の変異により下垂体転写因子X発現が障害され、下垂体分化異常をきたした。 

 
本研究で用いた in vitroの下垂体分化法は、視床下部と下垂体を同時に分化させることができることから、両組織の

相互作用を再現しながらのヒト下垂体発生の詳細な機序の解明や、ノックアウトマウスでは再現困難な先天性下垂体低

形成のモデルとしても応用可能であると考えられた。 
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