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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、幹細胞を介さずダイレクトリプログラミング(直接変換)法によって
高効率で体細胞から膵島様細胞の作製方法を確立すること、作製した膵島様細胞を糖尿病モデルマウスに移植
し、血糖改善できることである。これまでに本研究において、レトロウイルスベクターを用いてマウス胎児線維
芽細胞(MEF)等の体細胞から高効率でダイレクトリプログラミングにより膵島様細胞を作出すること、膵島様細
胞をストレプトゾトシン(STZ)投与の1型糖尿病モデルマウスの腎皮膜下に移植したところ、血糖値の改善が有意
に観察された。レトロウイルスベクターのみならず他の安全な方法で内在性インスリンを発現誘導する方法を確
立した。

研究成果の概要（英文）：The research purpose is to establish the protocol of making efficiently 
somatic cells-derived islet-like cells and  to improve blood glucose level in type 1 diabetic model 
transplanted with the cells. We found that somatic cells such as mouse embryonic fibroblasts (MEF) 
can be efficiently reprogrammed to make islet-like clusters using retrovirus vector system, and 
transplantation of islet-like cells in the kidney capsule of type 1 diabetic mice administered with 
streptozotocin (STZ) ameliorated high blood glucose level. Novel protocols not only with retrovirus 
system but also other safety methods to induce endogenous insulin have established.

研究分野：分子生物学・再生医学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により下記の学術的ならびに社会的意義が期待できると考えられる。１）癌化の可能性が低く、安全
性が担保される。２）高血糖(インスリン依存性糖尿病)を改善する。３）1型糖尿病患者が生涯を通じて15万回
以上インスリン注射と血糖管理の負担から解放できる。４）低血糖による昏睡の心配がなくなる。５）創薬利用
；本細胞を使い糖尿病治療薬候補物質のスクリーニングに利用する。６）10歳未満の糖尿病患者では97%がI型糖
尿病であるため、生涯を通じて10万回以上インスリン注射と血糖管理の負担から解放することができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 1 型糖尿病は、自己免疫疾患によりインスリン産生細胞が破壊され、インスリンが欠乏すると

高血糖状態が続き、腎症や失明などの合併症を引き起こす重篤な病気である。 1 型糖尿病の治

療において、インスリン注射や膵島移植が広く行われているが、患者負担が大きいことやドナ

ー不足・移植による拒絶応答など全ての患者に満足のいく治療を提供できないのが現状である。

最近、幹細胞から膵β細胞を作る新たな再生医療アプローチ法が期待されており、ヒト iPS 細

胞やES細胞等の幹細胞から膵β細胞への最新誘導プロトコ-ルが報告され(Melton et al, 2014, 

Kiefer et al, 2014)、グルコース応答性を獲得した膵β細胞の誘導効率が約 38%に達し、糖尿

病の再生医療の実現に向け見通しが立ってきたといえる。近年、カプセル化したブタ膵島を 1

型糖尿病患者に移植する臨床研究が行われており、糖尿病の再生医療の実用化の期待が高まっ

ている。しかしながら、これらのアプローチ法は、癌化リスクの回避、膵β細胞の分化機序が

不明、免役拒絶の回避、長期にわたる分化誘導が煩雑で莫大なコストを要することなどの深刻

な課題が残されている。カプセル化技術においては、カプセル内の細胞への酸素･栄養因子の安

定供給が必要であることが指摘され、膵島中心領域の細胞死を抑制し長期にわたる機能維持が

課題となっている。以上のように、これらの問題を克服しない限り、全ての 1型糖尿病患者お

よびインスリン依存性 2型糖尿病患者の根治は困難であると考えられる。 

 膵β細胞へのダイレクトリプログラミング(直接分化転換)について、アデノウイルスを用いて

MafA,Pdx1,Neurog3(Ngn3)の 3因子を膵外分泌細胞へ導入した結果、膵β細胞へ誘導されること

が示された(Melton ら, 2008)。当時、この 3因子をあらゆる体細胞へ導入することにより、膵

β細胞を誘導できることが期待された。しかしながら、胎児線維芽細胞などの他の体細胞に 3

因子を導入しても内在性インスリンの発現は観察されなかった。即ちこのことは、既に報告さ

れた 3因子による直接分化転換は、発生学的に膵β細胞近位の膵外分泌細胞に限定されること、

さらに他の体細胞から膵β細胞への直接分化転換を誘導する因子が、3因子以外に存在するこ

とを示唆していると考えられた。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者が提唱する仮説、膵β細胞の分化転換因子が存在する可能性を検証し、新たな分

化転換因子の同定に加えて、2重蛍光標識したマウス胎児線維芽細胞(dMEF)を用いて内在性イ

ンスリンが発現すると DsRed2 を発現するため、dMEF を体細胞モデルと利用して、高い再現性

を示すことが重要と考えた。 

  本課題では、線維芽細胞などの体細胞や iPS 細胞からインスリン産生細胞を含む膵島様細胞

の作製方法を確立すること、ならびに再現性と長期培養による安全性の確認を行うことを目的

としている。さらに、作製した膵島様細胞を 1型糖尿病モデルマウスに移植し血糖改善の評価

を行い、β細胞への分化の分子機序を明らかにし、将来的に上記の課題を克服できるような糖

尿病の再生医療の基盤技術の開発に繋がると考えられる。 

 

３．研究の方法 

－マウス線維芽細胞･iPS 細胞の培養－ 

 2 重蛍光標識したマウス線維芽細胞(dMEF)を DMEM 培地/10%仔牛血清(FBS)/ペニシリン･スト

レプトマイシン含で培養した。ヒト iPS 細胞(246H1 クローン,京都大学 CiRA 研究所の山中伸弥

らより分与)はマイトマイシン処理 SNL76/7 フィーダー細胞上で DMEM/F12/20%ノックアウト血



清/0.1mM NEAA/0.1mM 2-メルカプトエタノール/50U/ml ペニシリン･50mg/ml ストレプトマイシ

ン/5ng/ml bFGF 含有培地で培養した。 

－レトロウイルスの作製－ 

 DMEM 培地で培養したパーケージング細胞(Plat-E 細胞,東京大学医科学研究所北村俊雄らよ

り分与)へ pMX ベクターをトランスフェクションし、４８~７２時間後にウイルス溶液を 0.45um

フィルターで精製した。 

＜導入＞ 

 胎児線維芽細胞やさまざまな体細胞へレトロウイルスを感染させることにより、遺伝子を細

胞に導入した。ポリブレン(最終濃度 8.0ug/ml)を含むウイルス溶液の添加後、３７℃、５％Ｃ

Ｏ２インキュベータ内で培養した。一方、リポフェクション法でベクターDNA をさまざまな細胞

へ導入を行った。培養中は、２日間又は３日間毎に培地交換を行った。 

＜蛍光顕微鏡による分化誘導の観察＞ 

2 重蛍光標識マウス胎児線維芽細胞(dMEF)は内在性インスリンの発現により赤色蛍光タンパク

質(DsRed2)を発現するため、レトロウイルス感染後 dMEF 由来のインスリン産生細胞の DsRed2

発現を蛍光顕微鏡(Zeiss Axiovert 200M とキーエンス BZ-X700)を用いて観察した。24 ウェル

プレートに播種した dMEF 細胞の DsRed2 陽性の内在性インスリン産生細胞の定量はハイエンド

イメージングシステム Thermo Fischer Scientific 社の Array Scan XTI(BGRFR_386, BGFR_549)

を用いて行った。定量を行う 30 分前に Hoechest33342(Molecular Probes 社)で dMEF 細胞の核

染色を行った。 

＜定量ＰＣＲ解析＞ 

 ＧＡＰＤＨ遺伝子に対するインスリン遺伝子の相対発現量を調べた。 

 前記細胞を細胞溶解液に懸濁し、ＳｕｐｅｒＰｒｅｐＴＭ Ｃｅｌｌ Ｌｙｓｉｓ ＆ ＲＴ 

Ｋｉｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ、又はＳＶ ９６ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｓ

ｙｓｔｅｍ、ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ 

ｇＤＮＡ ＲｅｍｏｖｅｒにてＲＮＡ調製及びｃＤＮＡ合成を行った後、ＧｅｎｅＡｃｅ Ｓ

ＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘαを用いて定量ＰＣＲを行った。 

 

４．研究成果 

 研究代表者は、独自に樹立した膵内分泌前駆細胞(Tec3p 細胞)を用いて直接分化転換因子を

同定した。興味深いことに、レトロウイルスベクターを用いてこの因子を導入した dMEF 細胞は

導入後 2日目に DsRed 陽性インスリン産生細胞へ分化転換することが示された。さらに、レト

ロウイルスベクターを用いてマウス胎児線維芽細胞(MEF)等の体細胞から高効率でダイレクト

リプログラミングにより膵島様細胞を作出し、約 80%の高効率で誘導できること、ならびに高

い再現性がある優れた技術であることが観察された。またヒト新生児および胎児線維芽細胞な

どの体細胞においても内在性のインスリンの発現を誘導することが確認され、マウスおよびヒ

ト体細胞でリプログラミング誘導できることが見出された。膵島様細胞をストレプトゾトシン

(STZ)投与の 1型糖尿病モデルマウスの腎皮膜下に移植したところ、血糖値の改善が有意に観察

された。レトロウイルスベクターのみならず他の安全な方法で内在性インスリンを発現誘導す

る方法を確立した。更に、RNA-Seq 解析と ChIP-Seq 解析による統合解析を行った結果、直接変

換を裏付けるβ細胞系統に関連した遺伝子発現が観察され、さらに直接変換に関連する複数の

標的因子の候補因子群が同定された。 



一方、膵β細胞の分化の分子機序を解明することを目的として、膵内分泌前駆細胞から膵β

細胞への分化の分子機序について 2重蛍光標識遺伝子改変マウスを用いて調べた結果、

Nicotinamide が膵β細胞の分化を促進することを見出した。興味深いことは、Nicotinamide

は Sirt1 を標的として Sirt1 による内分泌前駆細胞から膵β細胞への分化抑制を解除すること

によって、膵β細胞の分化を促進することが明らかとなった。さらに、ヒト膵島を用いた解析

の結果、CD133/α6 インテグリン陽性細胞集団の中に膵β細胞へ効率良く分化する前駆細胞が

存在することが示された。従って、Nicotinamide の利用、ならびに新たな膵内分泌前駆細胞の

細胞表面マーカーの利用により Sirt1 を介した膵β細胞分化の分化機序が明らかとなり、これ

らの知見は新たな創薬標的因子の同定の可能性ならびに将来の糖尿病の再生医療の実用化に繋

がることが期待される。 

マウス細胞のみならずヒトβ細胞分化の分子機序の解明を目的として、ヒト iPS 細胞を用い

て、繊維芽細胞増殖因子受容体(FGFR)１の阻害剤がβ細胞分化を分化段階特異的に促進するこ

とを証明した。この知見は、FGFR1 シグナルは PDX1 誘導因子として膵臓発生初期段階に必須で

あるという従来の定説を覆すものであり、本研究によりβ細胞の分化過程の後半の膵内分泌前

駆細胞からβ細胞分化においては FGFR1 を阻害することで、効率良く分化誘導を促進すること

が判明した。本成果は、FGFR1 シグナルを介する分化誘導は分化の段階に応じて適切にスイッ

チングの On と Off の選択的なしくみの重要性を示した。 

 概して、本研究で見出された直接変換技術ならびに新たな分化機序を調節する技術の開発に

よって、糖尿病の再生医療の実用化に向けて、再生医療製品等の製造と臨床応用、さらには腫

瘍リスクを回避して安全性を担保する上で重要な情報を提供すると考えられる。1型糖尿病の

根治を目指し、体細胞の種類と直接変換技術の最適化を図り、非臨床 POC の取得および免疫拒

絶の回避技術との融合を経て、将来全ての 1型糖尿病患者を根治できる再生医療技術の開発に

繋がることが期待される。 
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