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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵臓の元となる膵芽細胞の目印となる遺伝子NKX6.1を指標として、ヒト
iPS細胞から膵芽細胞への分化を調節する分子を網羅的に探索・同定し、その役割を明らかにすることを目的と
した。このため、遺伝子の発現を抑制するsiRNAを細胞に導入することで、網羅的に各遺伝子の機能を解析する
系を構築した。この系を用いた網羅的な遺伝子の解析から、新たな制御分子候補を得た。候補遺伝子の詳細な解
析の結果、当該分子は膵芽への分化を調節する新規の分子としての役割を担うことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic bud/epithelial cells (NKX6.1+ cells) are considered as 
pancreas-committed cells. In this study, we aimed to exhaustively search molecules which regulate 
the differentiation into NKX6.1+ cells from human iPS cells. We have developed the screening system 
with using siRNA libraries to knock-down target genes for the analysis. We identified novel target 
molecule candidates and clarified that one of the target molecules promotes the differentiation. The
 mechanism we identified in this study may be useful for both basic research and clinical 
application using pancreatic cells.

研究分野： 再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵芽・膵上皮細胞（NKX6.1+細胞）は、発生過程において膵臓への分化が決定された細胞である。NKX6.1+細胞へ
の分化誘導は多能性幹細胞からの膵細胞作製において要所となる。しかしながら、ヒト幹細胞から膵芽細胞への
分化機序や、試験管内で高効率に作製する方法は確立されていない。本研究では、ヒトiPS細胞からNKX6.1+細胞
への分化を調節する新規の分子を同定した。本研究で解明したヒト多能性幹細胞からのNKX6.1+細胞の分化の仕
組みは、膵臓に関連した疾患の対策に向けた基礎研究や臨床応用に有用である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、移植医療や創薬への応用に向けて無限の増殖能と多分化能を有するヒト胚性幹細胞
（embryonic stem cell; ES 細胞）やヒト人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell; 
iPS 細胞）から様々な臓器や細胞種の作製が試みられており、膵β細胞も大きな標的の一つであ
る。膵β細胞は、膵臓内にある膵島と呼ばれる内分泌細胞集団の 90％を占める最大の構成要素
である。発生生物学の知見に基づき、ヒト ES/iPS 細胞から様々な膵細胞を分化誘導することが
可能となってきた。例えば、ヒト ES/iPS 細胞から作製した、膵芽細胞（PDX1+NKX6.1+）が含まれ
る細胞分画は、移植後に in vivo の環境下で機能的な膵β細胞へと分化・成熟することから、胎
生期の膵と同様の細胞であることが示されている（Kelly, 2011）。また、作製したヒト成体膵に
近い膵β細胞を移植することで糖尿病モデル動物を治療できることも報告されている（Pagliuca 
W, 2014; Rezania A, 2014）。 
 しかし、膵細胞の分化誘導は細胞株間で効率が異なること、ロットごとに不安定であること、
さらには目的外細胞が混入したりするなどといった問題点があり、膵細胞の分化誘導法は未だ
確立されていない。この原因として、これまでの分化誘導法は使用された各幹細胞株に適した条
件が一部満たされているだけで、膵細胞への分化機序の全貌の解明に基づく普遍的な方法では
ないからと考えている。 
 
 膵臓は、膵前駆細胞（PDX1+）から膵芽と呼ばれる細胞塊を形成することで初めて形態学的に
認識可能となる。膵芽細胞（NKX6.1+）は膵臓にのみ分化する最初の細胞種であると考えられる
ため、我々は、効率的な膵細胞作製に向けて、膵芽細胞への分化段階に着目している。液性因子
に注目した研究が多い中、申請者は細胞の物理的環境も膵芽細胞への分化調節因子であること
を見出した。（Toyoda T, 2015）、そして、細胞骨格変化に関連するシグナル伝達経路に注目し、
低分子化合物を用いた検討から ROCK-非筋ミオシン経路の活性化が膵芽細胞への分化過程に抑
制的に働くことを示した（Toyoda T, 2017）。しかしながら、ROCK の下流である非筋ミオシンは
構造タンパク質であるため、膵芽細胞への分化すなわち NKX6.1 の発現調節には転写調節に関係
する他の分子が存在すると考えた。また、低分子化合物を用いた検討は有効であるものの標的分
子に特異的でない可能性もあり、他の経路や分子の関与も考えられる。このため、分子生物学的
手法による特異的な検討や、分子レベルでの網羅的な解析が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 ヒト iPS 細胞から膵芽細胞（NKX6.1+）への分化調節に関わる分子を同定し、その役割を解明
することで、ヒト膵発生の分子機構に基づく理解と、ヒト iPS 細胞からの安定かつ効率的な膵細
胞の分化誘導法開発の基礎を築く。 
 
 
３．研究の方法 
（1）siRNA を用いた膵芽細胞への分化制御分子の網羅的探索 
 膵前駆細胞（PDX1+）から膵芽細胞（NKX6.1+）への分化に関わる分子を同定するために、siRNA
導入による網羅的な遺伝子発現抑制スクリーニングを実施した。96-well プレートに播種した膵
前駆細胞を膵芽細胞へと分化誘導させ、この過程で siRNA オリゴヌクレオチドを導入した。培養
終了後に細胞を固定し、NKX6.1+細胞率を免疫染色にて評価した。siRNA オリゴヌクレオチドは、
シグナル伝達との関連が深いキナーゼや転写因子を標的とするものを用いた。同一オリゴヌク
レオチドによる二回の試行にて再現性良く NKX6.1+細胞への分化を抑制あるいは促進する siRNA
の標的分子を候補分子とした。 
 
（2）候補分子の膵芽細胞への分化過程における役割の推定 
 候補分子の中から、別の配列の siRNA オリゴヌクレオチドで処理しても再現されるものに絞
り込み、siRNA の標的分子の情報から経路を推定し、解析の優先順位を決定した。続いて、候補
分子の膵芽分化への関与が、普遍的な現象であることを示すため、他の細胞株でも再現されるか
検証した。また、分化誘導過程における候補分子の発現量の変化を、異なる培養形態で経時的に
測定した。 
 
（3）発現量を操作した細胞を用いた候補分子の役割の解析 
 膵芽への分化を制御する既知の分子として PDX1 がある。そこで、候補分子の PDX1 との上下関
係を明らかにするため、PDX1 の発現抑制が候補分子の発現量を変化させるか、逆に、候補分子
の発現抑制が、PDX1 の発現量を変化させるか検討した。また、候補分子の強制発現が、膵芽細
胞への分化に影響するか検討した。さらに、候補分子の発現量を抑制した細胞の遺伝子発現プロ
ファイルを得ることで、後方前腸由来の膵周囲の細胞種との関係性を推測した。 
 



 
４．研究成果 
（1）PDX1 が NKX6.1 の発現調節に関わると考えられている。まず、スクリーニング系の妥当性
を示すために、PDX1 に対する siRNA オリゴヌクレオチドを導入してウェル間のばらつきや検出
感度を測定した。ヒト iPS 細胞から膵前駆細胞を（PDX1＋）を作製し、これをスクリーニング用
のプレートに再播種した。続く、膵芽細胞への分化誘導と同時に PDX1 に対する siRNA オリゴヌ
クレオチドを導入し、その対照として導入試薬のみの群をおいて比較したところ、Z' factor は
0.022±0.14 となり、実施可能なスクリーニング系であることが示唆された。続いて、この系に
て転写因子を標的とした siRNA ライブラリを評価し、NKX6.1+細胞率を上昇あるいは低下させる
分子の一次候補として、29 種類を得た。それらの候補について再現性を確認し、二次候補とし
て、9種類を得た。 
     A                                              B 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 膵芽細胞への分化に代わる分子の siRNA スクリーニング 
膵前駆細胞から膵芽細胞への分化誘導過程において様々な遺伝子に対する siRNA オリゴヌクレ
オチドを添加し、培養後に免疫染色にて NKX6.1+細胞率を評価した。A) 一次スクリーニング。B) 
二次スクリーニング。 
 
（2）候補分子に対して、スクリーニングとは異なる配列の siRNA オリゴヌクレオチドで再現性
を確認したところ、3種類の遺伝子が候補として得られた。これらのうち、発現抑制による顕著
な細胞数低下がみられず、フローサイトメトリーでも免疫染色と同様の NKX6.1+細胞割合低下を
認めるものに注目した。続いて、当該分子の発現抑制による NKX6.1+細胞率の低下が、これまで
に使用してきた 585A1 株だけでなく他の細胞株でも再現されるか、他の iPS 細胞株（Ff-I01）お
よびヒト ES 細胞株（KhES-3）を用いて検討した。いずれの細胞株においても、当該遺伝子の発
現抑制は NKX6.1+細胞率を低下させたことから、当該分子は細胞株に依存せず、NKX6.1 の発現を
制御することが示唆された。 
 未分化 iPS 細胞から膵芽細胞への分化誘導過程における当該遺伝子の mRNA 発現量を経時的に
測定したところ、未分化細胞では発現がなく、内胚葉、後方前腸への分化過程で漸次的に増加し、
膵芽への分化段階にて、顕著に増加していた。また、膵芽細胞への分化段階での顕著な増加は再
播種の有無に関わらず起こり、NKX6.1 の発現に先んじていた。これらの結果から、当該分子の
発現量の増加が NKX6.1 の発現開始に寄与すると考えられた。 
 
（3） 
 当該分子が膵芽への分化を制御する既知の分子である PDX1 の上流あるいは下流として機能す
るかを明らかにするために、PDX1 あるいは当該分子の発現抑制がそれぞれの発現量を増減させ
るか検討した。当該遺伝子の siRNA による発現抑制は PDX1 の mRNA 発現量に影響しなかった。
また、PDX1 の siRNA による発現抑制は当該遺伝子の mRNA 発現量に影響しなかった。これらのこ
とから、当該分子と PDX1 は独立して NKX6.1 の発現を制御していることが示唆された。逆に、膵
芽細胞への分化過程において当該分子の発現量をプラスミド遺伝子導入にて一過性に増加させ
たところ、NKX6.1 の mRNA 発現量が増加した。また、当該遺伝子の siRNA による発現抑制は NKX6.1
のみならず、他の膵芽の指標である PTF1A の mRNA 発現量も低下させ、遺伝子導入による当該分
子の増加は PTF1A の mRNA 発現量も増加させた。これらの結果から、当該分子は NKX6.1 の発現
制御だけでなく、膵芽細胞への分化を制御すると考えられた。 
 膵芽が形成される後方前腸からは肝、十二指腸、胆管が、隣接して形成される。そこで、後方
前腸から膵芽細胞への分化過程において当該遺伝子の発現抑制の有無が膵周辺領域の細胞種へ
の分化に影響を与えるか、遺伝子発現プロファイルを RNA シーケンシングにて比較した。当該遺
伝子の発現抑制は、肝、十二指腸、胆管のマーカーの遺伝子発現を増加させることはなかったこ
とから、当該分子の発現量増加は、他臓器への分化を制御には関わらず、後方前腸から膵芽の出
芽にのみ関与すると考えられた。 
 
 本研究で明らかとなったヒト多能性幹細胞からの膵芽細胞のへの分化機構は、膵細胞を用い
た基礎研究や臨床応用に有用である。 
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