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学位論文の内容要旨

Retinoic acid receptor'Yactivation promotes differentiation of human 

induced pluripotent stem cells into esophageal epithelium 

レチノイン酸レセプターッの活性化はヒト iPS細胞から

食道上皮への分化を促進する
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【背景】

食道は前腸由来の臓器である。しかし、この前腸から食道の分化に関わる分子メカニズムは

不明な点が多い。これまで食道の発生に関する多くの研究はマウスを用いて行われてきた

が、マウスとヒトでは、扁平刊柱上皮境界の位置が違うこと、またマウスの食道上皮の表層

は角化しているが、ヒトでは非角化であるなど解剖学的に異なる点も多く、マウスで得られ

た知見がヒトに外挿できるかは不明である。

近年、ヒトのInducedpluripotent stem cell（ヒト iPS細胞）から特定の細胞へ分化誘導を

行い、その発生や疾患のメカニズムを解明する研究が盛んに行われている。ヒト iPS細胞を

用いて食道への分化誘導方法を確立することは、そのメカニズムに関わる因子を解明する上

でも有効であると考えられる。

これまでのヒト iPS細胞を用いた研究でレチノイン酸 (RA)シグナルが前腸から肺や胃へ

の分化を促進することが報告されている。一方で、前腸から食道の分化における ATRAの効

果は明らかではない。

【目的】

ヒト iPS細胞を用いて食道上皮への分化誘導のプロトコールを確立し、 ATRAがその分化を

促進するか明らかにする。

【方法】

食道上皮への分化誘導を内胚葉 (Day3)、前腸 (Day6)、背側化前方前腸 (Day13)、食道上

皮 (Day21)の4つのステップに分けて、ヒト iPS細胞株を用いて分化誘導方法を構築し

た。つぎに、レチノイン酸レセプター (RAR) o:、{3、ッのアゴニストである All-transーレ

チノイン酸 (all-trans-retinoicacid: ATRA)を前腸 (Day6)に投与することによって食道

上皮への分化誘導が促進するか、 RNAシークエンスにて評価を行った。最後に、 ATRAは

RARo:、B、ッにおいて、どのレセプターを介して分化を促進するか、それぞれのアゴニス

ト、アンタゴニストを用いてRT-PCRで評価を行った。

【結果】

まず、食道上皮への分化プロトコールを確立した。各分化ステップにおいてマーカー遺伝子

の発現（内胚葉： FOXA2、前腸： SOX2、FOXA2、背側化前方前腸： SOX2、P63、食道上

皮： SOX2、PAX9、CK13、P63、CK5)をRT-PCRと免疫染色にて確認した。このiPS細

胞由来の食道上皮は、ルゴール染色で陽性であった。また、ヘマトキシリン・エオジン染色

で重層化していることが確認され、免疫染色にて細胞接着分子である E-cadherinや

Claudin4の発現も認めた。これらの結果から、重層扁平上皮によって構成される食道上皮

への分化が確認できた。

次に、 ATRAの有無によって食道上皮への分化が促進するか検討を行った。まず、前腸

(Day6)から背側化前方前腸 (Dayl3)まで、 ATRAの投与によって背側化前方前腸への

分化が促進するかRT-PCRにて検討したところ、 ATRAの投与によって背側化前方前腸のマ

ーカーである SOX2、P63の発現が有意に上昇した。次に、前腸 (Day6)から食道上皮



(Day21)までATRAの投与におって食道上皮への分化が促進するか、 RNAシークエンス

で評価をしたところ、 ATRAによって、食道の特異的マーカーの発現 (MAL,DSG3、

EROlA、CK13、SPRRlB、CK4、HMGN4など）が上昇した。これらの結果によって

ATRAは、食道の分化を促進することが明らかになった。

最後に、前腸 (Day6)以降にRARa、B、yのアゴニストを投与し食道上皮 (Day21)の

分化が促進するかRT-PCRにて評価したo RARッアゴニストを用いたところ、 ATRAと同

様に食道マーカー (CK13、S100A14)の発現が有意に上昇した。一方で、 RARaと0アゴ

ニストを用いてもこれらの上昇は認めなかった。さらに、 ATRAとRARッアンタゴニスト

を同時に投与すると、 ATRAによって得られていたこれらのマーカーの発現は上昇しなかっ

た。これらの結果によって、 ATRAはRARッを介して食道分化を促進することが明らかに

なった。

【考察】

本研究によって、ヒト食道上皮モデルの確立が可能となった。現時点での iPS由来の食道は

未熟であり、食道前駆細胞の採取や培養期間の検討など、成熟化のためにさらなる検討が必

要である。また、食道上皮への分化にATRAが重要な役割をもっており、さらにその作用は

RARッを介して行われることが明らかとなった。このモデルを用いてさらなる分化や疾患の

メカニズムの解明につながることが期待される。

【結語】

RARyの活性化はヒト iPS細胞由来の前腸から食道への分化誘導を促進する。
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【背景l
食道は前腸由来の臓器である。しかし、この前腸から食道の分化に関わる分子メカニズム

は不明な点が多い。これまで食道の発生に関する多くの研究はマウスを用いて行われてき

たが、マウスとヒトでは、扁平円柱上皮境界の位置が違うこと、またマウスの食道上皮の

表層は角化しているが、ヒトでは非角化であるなど解剖学的に異なる点も多く、マウスで

得られた知見がヒトに外挿できるかは不明である。

近年、ヒト Inducedpluripotent stem cell (iPS細胞）から特定の細胞へ分化誘導を行い、

その発生や疾患のメカニズムを解明する研究が盛んに行われている。ヒト iPS細胞を用い

て食道への分化誘導方法を確立することは、そのメカニズムに関わる因子を解明する上で

も有効であると考えられる。

これまでのヒト iPS細胞を用いた研究でAlltransレチノイン酸 (ATRA)シグナルが前腸

から肺や胃への分化を促進することが報告されている。一方で、前腸から食道の分化にお

ける ATRAの効果は明らかではない。

【目的】

ヒト iPS細胞を用いて食道上皮への分化誘導のプロトコールを確立し、 ATRAがその分化

を促進するか明らかにする。 P 

【方法】

食道上皮への分化誘導を内胚葉 (Day3)、前腸 (Day6)、背側化前方前腸 (Day13)、食道

上皮 (Day21)の4つのステップに分けて、ヒト iPS細胞株を用いて分化誘導方法を構築

した。つぎに、レチノイン酸レセプター (RAR)a、/3、ッのアゴニストであるATRAを

前腸 (Day6)に投与することによって食道上皮への分化誘導が促進するか、 RNAシーク

エンスにて評価を行った。最後に、 ATRAはRARa、/3、yにおいて、どのレセプターを

介して分化を促進するか、それぞれのアゴニスト、アンタゴニストを用いて RT-PCRで評

価を行った。

【結果】

まず、食道上皮への分化プロトコールを確立した。各分化ステップにおいてマーカー遺伝

子の発現（内胚葉： FOXA2、前腸： SOX2、FOXA2、背側化前方前腸： SOX2、P63、食

道上皮： SOX2、PAX9、CK13、P63、.CK5)をRT-PCRと免疫染色にて確認した。この

iPS細胞由来の食道上皮は、ルゴール染色で陽性であった。また、ヘマトキシリン・エオ

ジン染色で重層化していることが確認され、免疫染色にて細胞接着分子である E・cadherin

や Claudin4の発現も認めた。これらの結果から、重層扁平上皮によって構成される食道

上皮への分化が確認できた。



次に、 ATRAの有無によって食道上皮への分化が促進するか検討を行った。まず、前腸

(Day6)から背側化前方前腸 (Day13)まで、 ATRAの投与によって背側化前方前腸への

分化が促進するかRT・PCRにて検討したところ、 ATRAの投与によって背側化前方前腸の

マーカーである SOX2、P63の発現が有意に上昇した。次に、前腸 (Day6)から食道上皮

(Day21)までATRAの投与におって食道上皮への分化が促進するか、 RNAシークエン

スで評価をしたところ、 ATRAによって、食道の特異的マーカーの発現 (MAL、DSG3、

EROlA、CK13、SPRRlB、CK4、HMGN4など）が上昇した。これらの結果によって

ATRAは、食道の分化を促進することが明らかになった。

最後に、前腸 (Day6)以降にRARa、[3、ッのアゴニストを投与し食道上皮 (Day21)

の分化が促進するかRT-PCRにて評価した。 RARッアゴニストを用いたところ、 ATRAと

同様に食道マーカー (CK13、S100A14)の発現が有意に上昇した。一方で、 RARaと[3

アゴニストを用いてもこれらの上昇は認めなかった。さらに、 ATRAとRARッアンタゴニ

ストを同時に投与すると、 ATRAによって得られていたこれらのマーカーの発現は上昇し

なかった。これらの結果によって、 ATRAはRARッを介して食道分化を促進することが明

らかになった。

【考察】

本研究によって、ヒト食道上皮モデルの確立が可能となった。現時点でのiPS由来の食道

は末熟であり、食道前駆細胞の採取や培養期間の検討など、成熟化のためにさらなる検討

が必要である。また、食道上皮への分化にATRAが重要な役割をもっており、さらにその

作用はRARッを介して行われることが明らかとなった。このモデルを用いてさらなる分化

や疾患のメカニズムの解明につながることが期待される。

【結語】

RARyの活性化はヒト iPS細胞由来の前腸から食道への分化誘導を促進する。

本研究は、食道の発生について、その分化のメカニズムを研究したものであるが、従来ほ

とんど行われなかった iPS細胞を用いてヒトの食道の分化について重要な知見を得たもの

として価値ある集積であると認める。

よって、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




