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研究成果の概要（和文）：Cre/loxPｼｽﾃﾑを用いﾏｳｽ生体内非β細胞へ複数の転写因子を発現誘導することでｲﾝｽﾘﾝ
陽性細胞を作製し得るが、いまだ分化転換率は低い。分化転換に適した候補細胞を見出すため、MafA、Pdx1、
Neurog3などの転写因子を組み合わせて発現誘導し、ｲﾝｽﾘﾝ発現率や膵β細胞特異的因子発現の有無などを確認し
た。また、内因性膵β細胞をablationした後に誘導ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞のｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌能の有無を検討し
た。さらに、膵β細胞分化過程での転写因子の発現ﾊﾟﾀｰﾝに倣い、Pdx1を先行発現させ、その後にNeurog3、MafA
を発現し得る系の構築を試みた。

研究成果の概要（英文）：It is possible to produce insulin-expressing cells in vivo by ectopic 
expression of transcription factors with Cre/loxP system. However, the efficiency of the 
reprograming toward pancreatic β-cell is still insufficient. In order to explore the optimal cells 
for that direct reprograming, we used several Cre mice to induce transcription factors in different 
candidate cells, and found better candidate tissue for producing β-cells which have glucose 
stimulated insulin secretion. Furthermore, from the point of view that there is developmentally 
unique timing for each transcription factors involved in β-cell differentiation, we are trying to 
construct the gene recombination system to shift the expression timing of transcription factors in 
non-β candidate cells in vivo.

研究分野： 糖尿病

キーワード： 膵β細胞再生　インスリン転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ｲﾝｽﾘﾝ分泌の枯渇した糖尿病患者の根治のためには、膵β細胞機能補完の必要があり、幹細胞からβ細胞への分
化誘導を促す再生医療が注目され、膵β細胞様細胞への分化誘導が可能となっているがいまだ高率といえず、意
図しない細胞への分化や未分化状態の維持なども認められる。一方、本研究のような転写因子の異所性発現によ
るin vivoでの膵β細胞へのdirect reprogramingは、体内環境の利用や膵β細胞近縁細胞を母細胞とすることに
より比較的効率的に膵β細胞様細胞の作製が可能である。分子生物学的手法による膵β細胞の作製という最終目
標のため、さらなる効率化を目指した研究である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

 

1 型糖尿病患者やｲﾝｽﾘﾝ分泌の枯渇した 2 型糖尿病患者の根治を可能とするためには、失われ

た膵 β 細胞機能を補うことが不可欠である。分化した体細胞から膵 β 細胞への分化転換を目指

した研究、特に転写因子の異所性発現誘導による膵 β 細胞への分化転換へ向けた研究は近年急

速に進歩している。Melton らは膵腺房細胞に MafA, Pdx1, Neurogenin3(Neurog3)といった転写因

子を adenovirus を用いて発現誘導することにより、膵 β 細胞への分化誘導に成功している（Zhou 

Q et al. Nature, 2008）。膵腺房細胞の可塑性を示した重要な結果といえるが、他組織との比較はで

きておらず、また、充分なｲﾝｽﾘﾝ分泌も認められていない。このように膵β細胞の分化に関与す

る転写因子を発現誘導することが、現在、非β細胞から膵β細胞化への分化転換のための最も有

効な方法の一つと考えられるが、その手法を用いた場合、膵β細胞化に最も適した候補細胞はど

こにあるのかは不明であり、比較もされていないのが現状である。また、それら候補細胞を用い

ての分化誘導において、分化転換効率のさらなる改善が可能であるかも不明である。 

 

２．研究の目的 

我々の研究室では、強力なｲﾝｽﾘﾝ転写因子であるMafAをｸﾛｰﾆﾝｸﾞしており (Matsuoka T et al. 

Mol Cell Biol, 2003)、膵β細胞の最終的な分化段階に発現し、膵β細胞成熟化に寄与する転写因子

であることを証明してきた（図１）。また、膵α細胞株にMafAをstableに発現させるとｲﾝｽﾘﾝ発現

が認められるようになるなどの報告もしており(Matsuoka T et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004)、

以前から同因子を用いた非β細胞の膵β細胞

化を目指してきた。これまでに我々の実施

してきた細胞株を用いた実験結果からは、

膵β細胞化に向けた母細胞の選択や、液性因

子を含めた細胞周辺環境の重要性が示唆さ

れている(Matsuoka et al. Mol Endocrinol, 2007, 

Matsuoka T et al. J Biol Chem, 2005)。また、前

述のようにMafA, Pdx1, Neurog3の3つの転写

因子をｱﾃﾞﾉｳｨﾙｽを用いてin vivoにおいて膵

腺房細胞へと発現させることによりｲﾝｽﾘﾝ

産生細胞へ分化転換するという結果が発表

され、膵β細胞への分化転換におけるMafAを含めた転写因子を複合的に作用させることの重要性

がさらに確かなものとして認識されるようになった。しかし、これら既報ではｲﾝｽﾘﾝ産生細胞へ

の分化転換効率やｲﾝｽﾘﾝ分泌量が低く、血糖値の正常化には不十分である。そこで本研究では、

膵腺房細胞の他、膵導管細胞も標的細胞とし、遺伝子改変ﾏｳｽを用いてそれぞれの細胞に転写因

子の異所性発現を誘導し、膵β細胞への分化転換の可能性を探ることを目的の一つとした。また、

既報でのｲﾝｽﾘﾝ分泌低値の一因として、生理的な膵発生では異なる時期に発現するはずの複数の

転写因子を同時期に発現誘導していることも一因である可能性が考えられた。In vitroの系ではあ

るが、我々は生理的な膵発生の過程を模倣し、転写因子の導入時期や導入方法を調整することで、

より効率的にｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞への分化転換を誘導できることを明らかとしており(Miyashita K et 

al. BBRC, 2014)、in vivoにおいて転写因子発現に時間差を作り発現誘導する系を構築し、非β細胞

から膵β細胞への分化転換の量的、質的な効率化を目指した。 



 

３．研究の方法 

A) 膵β細胞化に適した候補細胞の探求 

MafA、Pdx1、NeuroD1、Neurog3 など、膵 β細胞の発生・分化およびｲﾝｽﾘﾝ発現において必須

の転写因子を、Cre-loxPｼｽﾃﾑを用いた系により組織特異的に発現誘導し得るﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆｯｸﾏｳｽ(CAG-

CAT-MafA, CAG-CAT-Pdx1, CAG-CAT- NeuroD1, CAG-CAT-Neurog3)を作製した(図２)。これまで

に、膵β細胞に最も近縁にある膵α細胞がβ細胞への分化転換の母細胞となる可能性を検討す

べく、Gcg-Cre ﾏｳｽとの交配により

MafA, Pdx1 をα細胞へとそれぞ

れ発現誘導したが、単独発現では、

成熟期に至るまで分化転換は認

められなかった。一方、MafA 及

び Pdx1 を同時に発現させた系に

おいては、多数のα細胞がｲﾝｽﾘﾝ

陽性細胞となり、それら細胞では

ｸﾞﾙｶｺﾞﾝ発現の消失も認められた。

これらは、グルカゴン陽性となっ

たばかりの胎生期膵α細胞へ膵

β細胞内発現転写因子を導入す

ることにより、膵β細胞化が可能であることを示唆し得た結果といえる  (Matsuoka eta al. 

Diabetes 2017)。しかしながら出生後の成熟膵α細胞において同様に両因子を発現誘導しても分

化転換が困難であること（未発表データ）、また膵α細胞には量的な制限もあることから、膵β

細胞化の候補細胞として膵島の次に膵β細胞とは発生学的・位置的に近縁にある膵腺房細胞で

の検討を Elastase-CreER ﾏｳｽとの交配により実施することとした。さらに、Sry (sex determining 

region Y)-box 9 のﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ下に CreER を発現するﾏｳｽ(Sox9-CreER)を用いて、膵導管上皮細胞、腸

管上皮細胞などへの MafA, Pdx1, Neurog3 発現ﾏｳｽの作製を試みることとした。 

B) Pdx1 先行発現誘導による膵β細胞化効率の増大への試み 

我々のこれまでの in vitro における研究結果からは、Pdx1 を先行して発現させ生理的な膵発

生の過程を模倣することによって、より効率的にｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞への分化転換が誘導でき、ｲﾝｽﾘ

ﾝ発現量の増大も図れることが明らかとなっている。上記 A）に記載した膵β細胞化に適した候

補細胞の探求の新たな展開として、in vivo での Pdx1 発現先行ﾓﾃﾞﾙを作製し、より効率的なｲﾝｽﾘ

ﾝ陽性細胞化と、ｲﾝｽﾘﾝ発現量の増大も含めた、より膵β細胞に近い細胞への分化誘導を目指して、

次の実験を予定している。これまでに用いてきた Cre/loxP ｼｽﾃﾑに加え、Dre/Rox ｼｽﾃﾑを併用する

ことにより Cre/loxP とは独立した系において Pdx1 を組織特異的に先行発現する。発現時期を任

意に選択するために、さらに Tet-On ｼｽﾃﾑを併用する。つまり、図３に示すように、ある組織（こ

こでは Sox9 陽性細胞）でのみ Dre recombinase を発現するﾏｳｽと、Rox に挟まれた CAT 遺伝子が

取り除かれた時にのみ doxycyclin 反応性に Pdx1 を発現するﾏｳｽ(Rox-TetOne-Pdx1-CreERT2 mouse)

を交配することにより、doxycyclin 注射により目的細胞へ Pdx1 を発現誘導することが可能とな

る。また、Pdx1 と同時に CreER を発現させることにより、その後に時期をずらして、MafA、

Neurog3 発現をﾀﾓｷｼﾌｪﾝ投与により誘導することも可能となる。Pdx1 先行発現による膵β細胞へ

の分化転換効率の評価に関しては、同ｼｽﾃﾑを用いて MafA、Pdx1、Neurog3 の３因子を同時発現

するﾏｳｽとの比較を行う予定としている。 



 

in vivo transdifferentiation の臨

床応用には多くの障壁が存在す

るが、これら結果により膵 β 細

胞への分化効率化が示されれば、

有用な知見となり得ると考える。 

 
 
 
 
 
 
 

 
４．研究成果 

A) 膵 β細胞化に適した候補細胞の探求 

in vivo における膵 β細胞への分化転換に適した候補細胞を見出すため、MafA、Pdx1、NeuroD1、

Neurog3 などの転写因子を、Cre-loxP ｼｽﾃﾑにより組織特異的に、任意の時期に発現誘導し得るﾄﾗ

ﾝｽｼﾞｪﾆｯｸﾏｳｽを作製した。膵島内細胞に次いで膵 β細胞とは発生学的に近縁にあり、充分な細胞

量を有する膵外分泌細胞を標的として膵 β細胞化の可能性を探るべく、Sox9-CreER と Ela-CreER

とを用いて、それぞれ膵導管上皮細胞および膵腺房細胞へ tamoxifen 誘導性に主要ｲﾝｽﾘﾝ転写因

子である MafA, Pdx1, NeuroD1 の 3 因子を同時に発現誘導したところ、ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞は認める

ものの、いずれの組織においても転写因子誘導細胞数あたりのｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞数は少なく、非効

率的であると判断した。次に、

MafA, Pdx1,に加えて、膵内分泌

細 胞 分 化 誘 導 因 子 で あ る

Neurog3 を同時に発現するﾏｳｽ

を作製した。膵導管細胞へこれ

ら転写因子を発現させた場合、

これら 3 因子が発現した細胞

の90％程度がｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞化

することが確認された。同様に

膵 腺 房 細 胞 へ MafA, Pdx1, 

Neurog3を発現誘導した場合に

は、膵導管細胞の場合に比し、

ｲﾝｽﾘﾝ陽性化率は有意に低値で

あった（図 4）。 

実際に誘導された膵臓内ｲﾝｽﾘﾝ含量を、膵 β細胞特異的 DTR 発現ﾏｳｽを用いて 99％以上の内因

性 β細胞を ablation したﾏｳｽにおいて比較したところ、膵導管からｲﾝｽﾘﾝ陽性化を誘導した場合に

は有意差をもって wild ﾏｳｽよりも多量のｲﾝｽﾘﾝ含量を有しており、外分泌細胞からのものと比べ

ても多い傾向を有していた（図 5）。次に、膵 β 細胞特異的 DTR 発現ﾏｳｽを用いて内因性膵 β 細

胞を欠失させたﾏｳｽでの膵導管由来ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞のｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌の有無を確認したと

ころ、wild ﾏｳｽに比べ、弱いながらｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌も認められ、Glut2, Nkx6.1 などの発現



も数割程度のｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞に確認さ

れた。膵導管由来ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞は、膵

腺房細胞由来ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞に比べ、

ｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌においても僅

かに大きい傾向を示したが未だ検査

数が少なく、2 群間の比較は今後の検

討が必要である（図 6）。胎生膵とは違

い、今回の実験に用いた成体ﾏｳｽでは、

Sox9 陽性細胞や elastase 陽性細胞から

膵 β細胞を含めた膵島内分泌細胞への

分化は通常認められないことから、MafA、Pdx1、Ngn3 の 3 因子の異所性発現誘導により、膵外

分泌細胞はｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞への分化誘導は可能であると考えられた。また、これら 3 因子の異所

性発現においては、ｸﾞﾙｶｺﾞﾝ、ｿﾏﾄｽﾀﾁﾝ、PP など、他膵内分泌ﾎﾙﾓﾝの産生は認められず、膵 β 細

胞へ向けた特異的な分化誘導が可能であることも確認できた。 

これら結果からは、ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞化の効率において、膵導管細胞が膵腺房細胞に比し有意

に高率であり、膵導管細胞

は、in vivo における転写因

子の異所性発現誘導によ

る膵 β細胞化に適した候補

細胞と考えている。しかし

ながら、これらｲﾝｽﾘﾝ陽性

となった細胞の内、膵 β細

胞特異的遺伝子の発現す

る細胞の割合が低いこと

も明らかであった。上記実

験結果は比較的短期（1 週

～10 日）での評価である。

特に Elastase-CreER での異所性転写因子発現誘導時には、ﾏｳｽが短期に衰弱死することから、分

化転換後長期の評価が不可能であったことから実験計画が制約されたこともあり、より選択的

な転写因子発現誘導を期待し、新たな遺伝子改変ﾏｳｽを作製し解析を続けている。 

B) Pdx1 先行発現誘導による膵 β細胞化効率の増大への試み 

さらに効率的に膵 β 細胞化へ誘導することを目指し、これまでのように同時に複数の転写

因子を発現させるのではなく、実際の胎生期膵 β細胞分化過程で見られるような Pdx1 の先行発

現と、それに続く Neurog3、MafA の発現を、上記の結果をふまえて膵導管細胞おいて再現する

ことを計画した。Dre/Rox ｼｽﾃﾑを用い、Cre/loxP と連動させた系により、Pdx1 を組織特異的に先

行発現誘導し得るﾏｳｽﾓﾃﾞﾙの構築を目指すが、まずは作製したｺﾝｽﾄﾗｸﾄがﾃﾞｻﾞｲﾝ通りに機能する

のかを in vitro で検討した。293 細胞へ Rox-TetOne-Pdx1-CreER ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞと Dre 発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞとを

co-transfection し、Dox 負荷時のみ Pdx1 および CreER が発現することを確認できており、同ｺﾝｽ

ﾄﾗｸﾄを遺伝子導入したﾏｳｽを現在作製中である。 

これら結果から、in vivo における膵 β細胞への direct reprograming の可能性が見出されるこ

とを期待している。  
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