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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒトの発生分化を模倣するiPS細胞を用いて栄養環境リスク評価系を構築
し、栄養の過不足が臓器形成・機能に与える影響を定量的な評価を目指した。ヒトiPS細胞を用いた検討から単
一アミノ酸を膵臓分化中期に単独で制限することでインスリン分泌臓器である膵臓β細胞への分化が阻害される
ことを見出した。これらは母親の摂取カロリー不足による子の糖尿病発症リスクの主原因と考えることが出来
る。さらに、妊娠マウスを用いた検討で胎生期に限られた期間の単一アミノ酸制限が仔マウスの糖代謝異常を引
き起こすことを見出した。以上より、iPS細胞分化系は胎生期における栄養環境リスク評価に充分に利用可能で
あることが確認できた。

研究成果の概要（英文）：Using iPS cells that mimic human development, we aimed to construct a stem 
cell-based nutritional environment risk assessment battery to quantitatively evaluate the effects of
 nutrient overload and deficiency on organ formation and function. Using human iPS cells, we found 
that limiting just one amino acid during pancreatic differentiation inhibits differentiation into 
pancreatic beta cells, which are insulin-secreting organs. These findings may be the main reason for
 the risk of offspring developing diabetes due to inadequate caloric intake by the mother. 
Furthermore, using pregnant mice, we found that restricting a single amino acid for a very limited 
period causes abnormal glucose metabolism in the pups. These results indicate that the 
differentiation system of human iPS cells can be used to fully assess the risk of external 
nutritional environment during fetal life.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： DOHaD　iPS細胞　アミノ酸　膵臓　糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したヒトiPS細胞分化系を用いた栄養環境リスク評価系とマウスを用いた検証手法を利用すること
で、胎生期の至適栄養環境を探ると共に糖尿病発症リスクを軽減する栄養介入法を見出すことが可能となり、健
康寿命延伸研究を進める上での有用なツールとなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

胎生期の環境は生涯にわたる健康状態に影響を及ぼす。既報の疫学研究によると、生

まれた時の体重が 2500g 未満の低出生体重児では虚血性心疾患・高血圧・糖尿病・脂

質異常症・メタボリック症候群・脳梗塞などの生活習慣病に加えて、神経発達異常・統

合失調症の発症リスクが高くなる。日本では低出生体重児の増加が著しく、日本が今以

上の生活習慣病大国になることや精神疾患増加の誘因になることが危惧されている。胎

生期の栄養環境が胎児に与える影響としては妊娠時における葉酸摂取不足に起因する

胎児の神経管閉鎖障害が挙げられる。そのため、妊娠前および全妊娠期間を通じての葉

酸摂取の注意喚起がなされているが周知出来ておらず、日本では神経管閉鎖障害が増加

傾向にある。そこで、ヒトにおける基礎研究データを集積し、科学的根拠に基づいた更

なる啓もう活動が必要とされている。また、近年は東日本大震災や熊本地震などの大規

模自然災害が頻発しており、妊娠期に被災することで意図せずに胎生期の栄養環境が

増悪するケースもある。この場合は、親は子供の成長発達に不安をもったまま育児をす

ることとなり、災害栄養学的な観点からも妊娠時期に応じた栄養因子の適正量の情報が

求められている。しかし、妊娠期の栄養環境が成人後の健康・病気に与える影響につい

ては疫学研究、動物実験などで積極的に

研究されている一方、ヒトでの介入実験

は不可能である。そのため、ヒトにおい

て成人後に良い健康状態を維持するた

めには、母親は妊娠期にどのような栄養

因子をどの時期にどの程度摂取すれば

良いか（必要量）、取りすぎてはいけない

のか（許容量）という基本的情報が不足

している。 

 

２．研究の目的 

本研究では、in vitro 栄養環境リスク評価系を構築して、胎児期の栄養環境が臓器の

発生・分化・成熟・維持にどのような影響を与えているのかを迅速に評価したい。具体

的には、①どのような種類の栄養因子が、②胎生期のどの時期に、③どの程度の量、不

足もしくは過剰になると生涯にわたって臓器機能にどのような影響がでるかを理解し

たい。また、出生後および成人後の食生活がある程度変化したとしても、病気になりに

くい臓器をつくるためには胎生期にどのような栄養環境が必要かを正確に理解し、世の

中に広く公表することで健康長寿社会の実現に寄与したいと考えた。 

具体的には、胎生期の栄養環境変化が出生後の臓器機能に与える影響を簡便に評価で

きるヒト iPS 細胞 in vitro 系を構築して、得

られた知見についてマウスを用いた in vivo

系で検証することを目的とした。単に現象を

把握するだけでなく、in vitro および in vivo

の両面からメカニズムの解明を行い、妊娠時

栄養学の基盤となるエビデンスを構築する

こととした。当初は、iPS 細胞膵臓分化系を

用いて栄養環境因子の影響を評価する事と

していたが、妊娠マウスを用いた in vivo 検



証から多臓器への影響も評価すべきであることが明らかとなったため、H31 年度以降は

膵臓とともに糖代謝に寄与する肝臓および小腸への分化誘導系での検討も試みた。 

 

３．研究の方法 
 

本研究では、胎生期におけるアミノ酸の過不足が出生後の膵臓機能にどのような影響

を与えるかについて、ヒト iPS 細胞の膵臓分化誘導系を用いた in vitro 評価および妊

娠マウスを用いた in vivo 評価により明らかにした。 

 ヒト iPS細胞 in vitro 系（白木） 

in vitro 評価系は新規の生体環境擬似培地 (Marwa ら、投稿準備中)を用いるものへと

改良することで評価精度を高め、一過性のアミノ酸の過不足が成熟後の膵臓機能に与え

る影響を網羅的に評価した。 

細胞機能の評価については遺伝子発現解析・免疫細胞化学的解析・インスリン分泌試

験を行い、処理の影響を判断した。アミノ酸に関してはタンパク質構成アミノ酸である

20 種を評価対象とした。刺激を与える時期としては①内胚葉分化・②膵臓前駆細胞分

化・③内分泌前駆細胞分化・④膵臓β細胞分化の 4 時期とし、量に関して不足実験は生

体環境擬似培地から各種アミノ酸のみを欠如したものとし、過剰実験は市販培地のア

ミノ酸濃度とした。さらに、アミノ酸の過不足でβ細胞分化に変化が見られない場合は

上記のすべての処理について成熟分化後に高栄養価培地で 1 週間培養する群を作り、

生体環境擬似状態では変化がないが高栄養負荷により惹起される膵臓機能低下がない

かを検証することとした。研究計画立案当初は、アミノ酸の過不足のみで影響が起こら

ない事も想定したが、実験実施後に単一アミノ酸欠乏のみでβ細胞数に変化が起きたこ

とやβ細胞分化時の高栄養負荷はそれ自身が分化成熟度を低下させることが他のグル

ープから報告されたことから、in vitro 培養系では高栄養負荷は行わなかった。 

妊娠マウスを用いた in vivo 評価（賈） 

iPS細胞の検討で膵臓への影響が示唆された内分泌前駆細胞分化（上図、ステージ③）

における当該アミノ酸欠乏をマウスで検証した。マウスにおいて内分泌前駆細胞が分化

する胎生 11.5から 13.5日齢に特別食を与え、胎生 13.5 日齢および出生直後における膵

臓の免疫組織化学的解析および遺伝子発現解析を行った。さらに 7 週齢目に膵臓重量

測定・遺伝子発現解析・免疫組織化学的解析・血中アミラーゼ・リパーゼ活性・血糖値

測定・耐糖能評価・インスリン感受性評価を行った。他臓器に対する影響も解剖所見な

どで評価した。 

白木班において膵臓発生分化に影響を与えるものとして見出された栄養因子につい

ては順次、上記の評価項目で膵臓機能に与える影響を評価した。3年間の研究計画では

アミノ酸 2種について検討を行い、そのうち、アミノ酸 1種については、成熟後におけ

る高栄養負荷を行った場合の影響を評価する目的で、出生仔マウスに対して高脂肪食

(HFD)処理を行い 7 週齢目に上記の評価を行った。他のアミノ酸については現在評価を

継続中である。 

 



４．研究成果 
 

① 生体環境擬似培地の作製 

図１に示す様に通常の分化誘導培地（白抜き）は血中濃度（灰色）と比較して非常に

多量のアミノ酸を含有している。分化過程における低栄養暴露を行う際に、利用する基

本培地の栄養価があまりに高い場合には、単一のアミノ酸を除去しても他のアミノ酸に

より補完されてしまい効果が検証できないことが予測された。そこで、栄養環境リスク

評価に利用する培地として血中濃度域にアミノ酸濃度が入るように調整した新規培地

（青色）を作成し、本培地を「生体環境擬似培地」としてその後の研究に利用した。 

 

② 生体環境擬似培地を用いた膵臓分化 

作成した生体環境擬似培地を用いてヒト iPS 細胞から膵臓系譜への分化誘導実験を

行った。検討の結果、図２に示す様に分化 3日目(Day3)において約 9割の細胞が Sox17

陽性の内胚葉へと分化した。さらに、培養 28日目(Day28)には約 5割の細胞がインスリ

ン陽性の膵臓β細胞へと分化した。このことは、iPS細胞から膵臓系譜への分化には高

栄養価の培養液は必要ないことを示している。以上の結果から、iPS細胞から機能的な

細胞を分化誘導するためには通常の高栄養価の培地よりも生体環境に似た培地の方が

好ましいということが示唆された。現在は、この分化誘導方法を改善して更に高機能な

膵臓β細胞を作成する分化誘導方法を構築中である（Marwaら、投稿準備中） 

図１ 新規作成した生体環境擬似培地組成             図 2 分化細胞の免疫染色結果     

 

③ 膵臓分化誘導系を使った栄養環境リスク評価 

研究初年度に上記の①②の検討を行ったが、同時並行で従来培地から各種アミノ酸

を除いた培地を用いた検討を進めた結果、膵臓前駆細胞から内分泌前駆細胞への分化

過程(分化 8 日目から 14 日目)の中でも 10-12 日目においてアミノ酸 X を除去すると

分化 14日目の内分泌細胞の数は変化しないものの、分化 22日目におけるβ細胞数が

顕著に低下するということを見出した（図３、左）。さらに、当該アミノ酸 X は内胚

葉分化および膵臓成熟化時期に一過的に欠如させても、その後の膵臓分化には悪影響

を与えないことを見出した(Marwaら、投稿準備中)。このことから、ヒト膵臓分化過

程における短期間アミノ酸 X欠如がβ細胞数の減少を引き起こし、将来の糖尿病発症

リスクとなりうる事が示唆された。このほかに、アミノ酸 Yについても分化に与える

影響が確認されたが、再現性を含めて検討中である。 

 



④ In vivoにおける検証実験 

さらに、研究分担者である賈が中心となり、③で見出したアミノ酸 Xの除去が iPS

膵臓分化を阻害したという知見の検証を行うと共に、合わせて関連する複数のアミノ

酸制限を妊娠マウスに対しておこない、出生後の仔マウスの糖代謝能に与える影響に

ついて検討を行った。出生後に通常食を与えた群では胎生期低栄養暴露の影響が軽微

であったが、妊娠中期に短期間アミノ酸 X制限食を与えた母獣から生まれた仔マウス

を 8 から 15 週齢まで高脂肪食条件で飼育した場合は、肝臓における脂質合成亢進や

グルコース負荷試験で差が認められ、マウス個体として耐糖能異常が起きることを見

出した。以上の結果から、③の iPS細胞分化系を利用した栄養環境リスク評価は、胎

生期の特定の栄養素欠乏の影響を正確に評価する事が可能であることが示唆された。

さらに、胎生期の栄養因子欠乏が生後においてインスリンを分泌する膵臓のみならず

肝臓へも影響することが示唆された（図３・右）。 

 

図 3 アミノ酸 X欠乏が in vitro膵臓分化に与える影響(左) 妊娠マウスを用いた検証(右) 
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