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研究成果の概要：インスリンを分泌する細胞を人工的に作製することは糖尿病の根治療法の開

発に結びつく可能性があり社会的意義は大きい。研究代表者はすでに、膵臓で最も大量に存在

する腺房細胞（消化酵素を産生・分泌する細胞）をインスリン分泌細胞へ変化させることに成

功していたが、本研究ではそのメカニズムを解析し、細胞同士の接着が一旦破壊されて再度形

成されることが、細胞特性の変化をもたらす原因であることを初めて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の成体において組織あるいは臓
器を構成する細胞は、大部分がそれぞれ特
定の役割を持った機能的な成熟細胞へと
分化している。このような成熟細胞でも状
況 に 応 じ て 脱 分 化 や 分 化 転 換
(transdifferentiation)を生じて異なる
特性を持つ細胞へ変化する場合があり、意
外なほど高い可塑性を有することが明ら
かになりつつある。しかしながら、成熟細
胞の持つ可塑性の分子的基盤については
未だ不明な点が多い。 

研究代表者らは最近、成体マウスの膵外

分泌領域に存在する細胞が膵β細胞に類似
のインスリン分泌特性を持つ細胞へと分化
誘導できることを発見した。形態的な特徴
などから、誘導されたインスリン分泌細胞
は膵腺房細胞に由来する可能性が高いと考
え、下の図に示すような Cre/loxP システム
を応用した cell lineage tracing 法によっ
て、このことを直接的に証明した(PNAS 
102:15116, 2005)。これは、成熟膵腺房細
胞がインスリン分泌細胞へ分化転換できる
ことを明確に証明した初めての報告である。 
これまでにも非β細胞をソースとしてイ

ンスリン分泌細胞を作製（分化誘導）した



との報告は多いが、由来となる細胞が元々
どのようなものであったのか、インスリン
分泌機能が実際のβ細胞にどの程度類似す
るものであるのか、また、どのようなメカ
ニズムでインスリン分泌細胞へ変化したの
かについてはほとんど明らかにされていな
い。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、既に確立した培養系を
用いて膵腺房細胞からインスリン分泌細胞
への分化転換のメカニズムを解明すること
を目的とする。本研究により、成熟細胞の
可塑性に関する分子的背景の一端が明らか
になり、膵β細胞の分化機構の理解に役立
つ知見が得られるとともに、糖尿病再生医
療実現化へ向けての科学的基盤が形成され
ることも期待される。 

 
３．研究の方法 
 成体マウスの膵腺房細胞を単離して特定
の条件で培養すると、EGF 受容体が活性化さ
れ、インスリン分泌細胞へ分化転換するこ
とは既に明らかにしていたので(Minami et 
al, PNAS, 2005)、以下の方法でそのメカニ
ズムを解析した。 
（１）分化転換に必要な細胞内シグナルを
明らかにするため、分化転換時に活性化（リ
ン酸化）される分子をイムノブロッティン
グで解析した。 
（２）低分子の阻害薬を利用して EGF 受容
体下流の各細胞内シグナル伝達経路を遮断
し、分化転換への影響を検討した。評価は
RT-PCR による遺伝子発現変化を指標とした。 
（３）分化転換における細胞間相互作用の
影響を検討するため、カドヘリン依存性細
胞接着を免疫組織学的に解析し、さらに、
中和抗体を用いて細胞間相互作用を遮断し
た時の影響を解析した、 

 
４．研究成果 
（１）膵腺房細胞からインスリン分泌細胞へ
の分化転換 

成体マウスの膵臓をコラゲナーゼ処理に
よって消化・分散し、膵島分離で用いられる
Ficoll を用いた密度勾配遠心法にて非内分
泌細胞が濃縮された沈渣の画分を得た。ここ
には、まだわずかに（0.5％程度）β 細胞が
混入しているので、亜鉛のキレート剤である
ジチゾンで染色される細胞（インスリン顆粒
を含む細胞）を実体顕微鏡下で除去した。こ
うして純化された細胞画分には、β 細胞は
0.01%程度しか残存せず、90%以上の腺房細胞
と 5%未満の導管細胞が含まれる。この状態で
10%の血清を含む培地で培養すると、上皮様
の細胞が接着・伸展（一部増殖）してコロニ
ー状の細胞集団を形成するが、やがて線維芽

細胞が増殖して培養皿の大部分を占めるよ
うになってしまった。そこで、出発材料から
できる限り線維芽細胞を除き、培養中の増殖
も抑制する工夫をした。まず、10%の血清を
含む条件で半日ほど培養して線維芽細胞を
ある程度接着させて浮遊している細胞のみ
を回収し、その後、血清濃度を落として培養
することにした。様々な成長因子の添加を行
いその効果を検討したところ、EGF を加える
と細胞は最初の数日間は浮遊したままで表
面が滑らかな spheroid 状の塊になり、やが
て接着して数十個から数百個程度の細胞を
含むコロニーが多数形成された。約一週間後
に免疫染色を行うと、比較的小型で密度の高
い一部のコロニーの周縁部にインスリン陽
性細胞が見られた。しかしながら、この条件
ではインスリン含量が少なく、インスリン分
泌反応を検討することは困難であった。そこ
で、細胞接着を抑制する特殊な培養皿で細胞
塊を維持したまま培養を行ったところ、イン
スリン産生能の改善が認められた。 
次に、誘導されたインスリン陽性細胞が膵

臓のどの細胞に由来しているかを検討した。
細胞分離直後にはほとんどの細胞がアミラ
ーゼ陽性で、ごく一部（＜5％）がサイトケ
ラチン陽性であった。インスリン陽性細胞
（混入した β 細胞）もごくまれに観察され
るが、周囲の細胞より明らかに小さく、他と
の区別は容易であった。培養４日目以降にな
るとアミラーゼの染色性は劇的に低下し、逆
にサイトケラチン陽性の細胞の数が増加し
た。また、培養前にはほとんど見られない明
確な管状の構造が多数認められるようにな
った。 
誘導されたインスリン陽性細胞の形態的

な特徴としては、実際の β 細胞よりも大き
く、しばしば二核のものが認められることで
ある。また、インスリン、アミラーゼ、サイ
トケラチンの多重免疫染色を行うと、多くの
場合これらのマーカーは共存しなかったが、
一部でインスリンとアミラーゼの二重陽性
細胞が認められた（図１Ａ）。インスリンと
サイトケラチンの二重陽性細胞は極めてま
れで、特に、サイトケラチン強陽性の明確な
管状構造の部分にはインスリン陽性細胞を
見つけることができなかった（図１Ｂ）。 

以上の結果から新たに誘導されたインス
リン産生細胞は、膵腺房細胞に由来する可能
性が高いと考えられたため、これを検証する
ために Cre-loxP システムを応用した cell 
lineage tracing によって膵腺房細胞を選択
的にマーキングして追跡した（図１Ｃ）。Cre
リコンビナーゼによって組換えが起きると
蛍光タンパクを発現するレポーターマウス
から膵細胞を単離し、アミラーゼプロモータ
ーによって Creリコンビナーゼを発現するア
デノウイルスを感染させてから培養し、イン



スリンとレポータータンパク(ECFP)の免疫
染色を行ったところ、ECFP 陽性かつインスリ
ン陽性の細胞が認められた（図１Ｄ）。これ
は、もともとアミラーゼを発現していた膵腺
房細胞がインスリンを発現するようになっ
たことを直接的に示している。膵腺房細胞か
ら分化転換によって誘導されたインスリン
産生細胞ではインスリンを含む分泌顆粒が
形成され、グルコースなど生理的な刺激によ
ってインスリンが分泌された。以上から、膵
腺房細胞は分化転換によってインスリン分
泌細胞に変化し得ることが証明された 14)。な
お、膵腺房細胞はサイトケラチン陽性細胞に
も変化した（図１Ｅ）。 

 
図１．膵腺房細胞の分化転換によるインスリ

ン分泌細胞の誘導 
 
（２）分化転換を誘導するシグナル 

膵腺房細胞は単離培養後速やかにアミラ
ーゼの発現を失い、EGF を添加した浮遊培養
の条件では、Pdx1 や Foxa2、HNF6 など、膵臓
の発生初期に見られる転写因子の発現が誘
導された。培養後期には膵 β 細胞に特徴的
な転写因子の発現も認められるようになっ
た。興味深いことに、膵内分泌前駆細胞のマ
ーカー候補でもある PGP9.5 の発現が培養腺
房細胞で誘導された。成体マウスの β 細胞
では、PGP9.5 の発現を免疫染色で検出できな
いが、腺房細胞由来のインスリン陽性細胞の
ほぼ全てが PGP9.5 を発現していた。これら
の結果から、膵腺房細胞は培養によって未成
熟な膵細胞の特性を備えた細胞へ変化（脱分
化）し、さらにインスリン分泌細胞などへ再
分化するものと考えられた。また、得られた
インスリン分泌細胞は完全に分化した β 細
胞ではなく、分化の途上にある可能性が高い。 

次に、膵腺房細胞がインスリン分泌細胞へ
分化転換するときに必要なシグナルについ
ても検討を行った。培地には EGF を添加して
いるので、培養腺房細胞では EGF 受容体下流
の細胞内シグナルが活性化されているが、驚
いたことに EGFを添加しなくても同様のシグ
ナル活性化が認められ、さらには、分化転換
を示す遺伝子発現の変化も EGF添加と同様に

認められた。そこで、摘出した膵臓をそのま
ま急速凍結してタンパクを抽出した場合と、
酵素的に分散してから抽出した場合とで EGF
シグナルの変化を検討したところ、膵臓を分
散することによって EGF受容体のリン酸化が
生じ、下流のシグナルも活性化されることが
判明した。EGF 受容体キナーゼの阻害薬を添
加して培養を行うと、膵腺房細胞における遺
伝子発現の変化が著しく抑制されたことか
ら、腺房細胞の分化転換には EGF シグナルの
活性化が必須であることが明らかとなった。 
 
（３）細胞間相互作用と分化転換 
 EGF 受容体下流の細胞内シグナルのうち、
特にどの経路が膵腺房細胞からインスリン
分泌細胞への分化転換に重要であるかを明
らかにするため、入手可能なシグナル伝達経
路の阻害薬を用いて解析を行った。Erk1/2 の
阻害薬として PD98059、p38-MAP kinase 阻害
薬として SB203580、 JNK 阻害薬として
SP600125 、 PI3 キナーゼ阻害薬として
LY294002 を使用した。その結果、LY294002
を添加して培養した場合にはインスリン分
泌細胞への分化転換を示す遺伝子発現の変
化、すなわち、インスリンをはじめとする膵
β細胞に特徴的な分子の発現誘導が著しく
抑制された。さらに、LY294002 存在下で PI3
キナーゼ下流の主要なシグナル伝達分子で
ある Aktの恒常活性型変異体を過剰発現させ
ると、分化転換が生じた（図２）。これらの
結果は、PI3 キナーゼ/Akt 経路の活性化が膵
腺房細胞からインスリン分泌細胞への分化
転換に必須であること示している。 
 
図２．分化転換に必要な細胞内シグナル 

 
興味深いことに、単離した膵腺房細胞を

LY

皮細胞タイプの
明

294002 存在下で培養すると通常は形成さ
れる spheroid が形成されず（図３Ａ）、カド
ヘリン依存性細胞接着が再形成されないこ
とを見出した（図３Ｂ）。 
膵腺房細胞は典型的な上
確な細胞極性を示すが、単離・培養後は膜

極性のはっきりしない膵島細胞タイプの細
胞極性を示すように変化する。この一因とし
て、もともとは内分泌細胞にしか発現してい
ない N-CAMの発現誘導が関与している可能性



が考えられた（図４）。 
 

図３．カドヘリン依存性細胞接着の破壊と再
構成 

 

 
単離した膵腺房細胞を EGF存在下で培養す

ドヘリンの中和抗体を利用して

そこで、PI3 キナ を阻害してカド
ヘ

図４．細胞極性の変化と N-CAM の発現誘導 

 
ると E-カドヘリンと・-カテニンの発現が著
しく増強されることを見出した。一方、
LY294002によってPI3キナーゼ活性を阻害し
た条件では mRNA レベルでの発現増加は見ら
れず、タンパクレベルでの分解が認められた。
したがって、PI3 キナーゼの活性化が E-カド
ヘリンと・-カテニンの安定性に寄与して、
単離膵腺房細胞におけるカドヘリン依存性
細胞接着の再構成に作用しているものと考
えられた。 
 次に、E-カ
単離膵腺房細胞におけるカドヘリン依存性
細胞接着を阻害し、spheroid の形成を抑制す
ると、インスリンをはじめとする膵β細胞に
特徴的な遺伝子の発現誘導が強く抑制され
た（図５）。このことは、カドヘリン依存性
細胞接着の再構成が膵腺房細胞からインス
リン分泌細胞への分化転換において重要な
役割を演じていることを示す結果である。 
 PI3キナーゼ阻害薬や E-カドヘリンの中和
抗体によってインスリン分泌細胞への分化

転換を阻害した場合でも、膵発生に関わる転
写因子類の発現誘導は生じることに気づい
た（図２、図５）。 

図５．E-カドヘリン中和抗体による分化転換
の抑制 
ーゼ活性

リン依存性細胞接着の再構成を抑制した
時の遺伝子発現の変化を定量 RT-PCR によっ
て詳細に検討した。その結果、細胞接着を構
成しない条件ではインスリンをはじめとす
る膵β細胞に特徴的な遺伝子の発現誘導は
全く見られないが、膵発生に関わる転写因子
（特に Pdx1, HNF6, Foxa2, Hes1 など未分化
細胞に発現するもの）の発現誘導が認められ
た（図６）。すなわち、カドヘリン依存性細
胞接着のない条件下では、未分化な膵細胞へ
の脱分化が生じているものと考えられた。 
 

図６．膵腺房細胞の脱分化誘導 
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