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研究成果の概要（和文）：　糖尿病の再生医療では、iPS/ES細胞由来のヒト膵β細胞(2014 Cell, Nat.Biotech)
やブタ膵島の異種細胞を用いた1型糖尿病(T1D)の臨床研究(2016 EBioMed)が進行しているが、癌化リスクと免疫
拒絶の回避・コスト髙の課題が残されている。　本研究は従来の遺伝子･細胞補充療法とは異なる、消化管上皮
細胞など生体組織内の体細胞を直接変換させてT1Dの根治に繋がる基盤技術の開発を目的とする。直接変換因子
を導入した結果、肝組織や腸管上皮細胞においてインスリン産生細胞を誘導した。従って、本技術は簡便かつ安
全で患者負担を抑えることが可能な新規治療法の開発に繋がると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Clinical trials toward type 1 diabetes are in the process of developing 
human pancreatic beta cells from iPS/ES cells (2014 Cell, Nat.Biotech) and porcine islets (2016 
EBioMed) capsulated by devices. It remains, however, there are the risk of carcinogenesis, avoiding 
graft rejection and higher cost. The purpose of this study is to develop a novel technology of in 
vivo direct conversion of somatic cells in digestive tissues instead of on-going gene or cell 
therapies. As a result of the introduction of reprogramming factors we have identified in Ins-DsRed2
 mice expressing DsRed2 under the control of insulin promoter, we found that functional 
DsRed2-positive insulin-producing cells gave rise to liver and gut epithelial cell in mice by direct
 conversion. Therefore, it is thought that our technology might be possible to cure T1D patients 
invasively as easier and safer advantages.

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
本研究は、従来のタンパク・遺伝子補充療法とは異なり、生体内で機能性インスリン産生細胞を作出することを
可能にするため、次世代型「細胞運命変換」療法、即ち生体リプログラミングによる治療・創薬を提唱するもの
である。従って、インスリンの連日投与と血糖管理の負担や膵島移植によるドナー不足や免疫応答による拒絶反
応が起こる等、今日の1型糖尿病の治療法が抱える課題を克服する可能性が期待される。更に試験管内で作製し
た膵β細胞用いた細胞治療(アロ移植・異種細胞移植・自家移植)で抱える安全性・コスト髙・免疫拒絶の問題を
改善することが期待されるため、post cell therapyの創薬開発に繋がると考えられる。

※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 
 1 型糖尿病(T1D)は、膵β細胞が特異的に障害を受けてインスリン分泌不全を発症する成因不

明の自己免疫疾患である。殆ど全ての T1D 患者は、生涯にわたりインスリン補充療法が必要と

なるため患者家族の血糖管理の負担が大きい上に、過剰インスリン投与が低血糖による昏睡に

陥る危険に晒されることが臨床的課題である。また T1D の成因が異なる生活習慣病の 2 型糖尿

病(T2D)と混同されるがゆえに、T1D 病態の社会的認知度の低さが依然として患者家族の QOL

の改善の意識の髙さと共に、新たな根治法の開発が強く求められる理由の１つといえる。 

 膵島移植は、免疫抑制剤との併用が不可欠であるため、ドナー不足と免疫拒絶の課題に加えて、

免疫抑制剤が幼小児に適用されないため、13 才未満の糖尿病患者の約 97%が T1D で本来必要

とする T1D 患者全てが満足できるような、膵島移植に替わる細胞治療に期待が寄せられている。

しかしながら、糖尿病の再生医療では、iPS/ES 細胞由来のヒト膵β細胞(2014 Cell, 

Nat.Biotech)やブタ膵島の異種細胞を用いた 1型糖尿病(T1D)の臨床試験(2016 EBioMed)が進行

しているが、癌化リスクと免疫拒絶の回避・コスト髙の改善の課題が残されている。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者が開発した体細胞を用いたダイレクトリプログラミングによる膵β細胞の作製手

法は、簡便で再現が容易であり、生産効率に優れ、かつ短期間で製造することができる膵内分泌

細胞の製造方法の速やかな提供が強く求められているのが現状である。本研究は従来の遺伝子･

細胞補充療法とは異なる、消化管上皮細胞など生体組織内の体細胞を直接変換させて T1D の根

治に繋がる基盤技術の開発を目的とする。直接変換因子を導入した結果、肝組織や腸管上皮細胞

においてインスリン産生細胞を誘導した。従って、本研究は、細胞治療を主体とする糖尿病の再

生医療が抱える問題として挙げられる癌化リスクと免疫拒絶の回避・コスト髙の課題を克服で

きる可能性があることから、本技術は簡便かつ安全で患者負担を軽減し得る新規治療法の開発

に繋がると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 膵内分泌前駆細胞をＧＦＰで蛍光標識した遺伝子改変マウスと、前記膵β細胞をＤｓＲｅｄ

２で蛍光標識した遺伝子改変マウスとを交配させた後、産仔マウス（ヘテロ）の雌と雄とを交配

し、ゲノミックサザン法によってホモ化された２重蛍光標識遺伝子改変マウス（Ｎｇｎ３－ｅＧ

ＦＰ／Ｉｎｓ－ＤｓＲ）を作出した。前記ホモ化された２重蛍光標識遺伝子改変マウスの雌と雄

とを交配し、胎生期１４．５日目の胎児を摘出し、洗浄後、ＤＭＥＭ入り１０ｃｍ細胞培養ディ

ッシュ内にて胎児をハサミで細切した。細切した胎児組織を１．４ｋｒｐｍで４分間、室温で遠

心し、上清を捨て、ペレットに０．２５％トリプシン含有ＥＤＴＡ溶液 １ｍＬを加えて懸濁後、

３７℃のウォーターバスでインキュベートした。ＤＭＥＭ入り１０ｃｍ細胞培養皿へ移して、３

７℃、５％ＣＯ２インキュベータで培養し、翌日１０ｍＬのＤＭＥＭを入れ替え、約４日間後か

ら５日間後、１０ｃｍ培養皿いっぱいに増えたｄＭＥＦを６ｍＬのリン酸緩衝食塩水で洗浄後、

１ｍＬの０．２５％トリプシン含有ＥＤＴＡ溶液を入れ、３７℃、５％ＣＯ２インキュベータ内

で２分間後、細胞が剥がれたことを確認した後、１０ｍＬのＤＭＥＭ（１０％ＦＢＳ含有）を入

れよく懸濁し、培養皿１枚分のｄＭＥＦを新たな１０ｃｍ培養皿５枚に播種し、更に培養した。

ｄＭＥＦがコンフルエントに増殖したことを確認し、６ｍＬのＰＢＳで洗浄後、１ｍＬの０．２

５％トリプシン／ＥＤＴＡ溶液を入れ、３７℃、５％ＣＯ２インキュベータ内で２分間後、細胞



が剥がれたことを確認した後、６ｍＬのＤＭＥＭ（１０％ＦＢＳ含有）を入れ、よく懸濁し、５

０ｍＬチューブに入れ、１．４ｋｒｐｍで４分間、室温で遠心後に上清を捨て、細胞ペレットに

１０ｍＬのセルバンカー（タカラバイオ株式会社製、＃ＣＢ０１１）を加えて、懸濁後、０．５

ｍＬずつバイアルチューブへ分注し、－１４５℃の超低温フリーザー内にて保管した。 

レトロウイルスの作製 

 長期にわたって高力価のウイルスを産生できるウイルス構造タンパク質ｇａｇ－ｐｏｌ及び

ｅｎｖをＭｏＭｕＬＶ ＬＴＲのコントロール下で発現させているＰｌａｔ－Ｅ細胞と、プラ

スミドＤＮＡ（ｐＭＸベクター又はｐＭＸ－ｐｕｒｏベクター）とを用い、以下のようにしてレ

トロウイルスを作製した（Ｏｎｉｓｈｉ，Ｍ．，ｅｔ．ａｌ．，Ｅｘｐ．Ｈｅｍａｔｏｌ．２４，

３２４－３２９，１９９６）。 

－レトロウイルスの作製－ 

 ＰＢＳで１０倍希釈したＰｏｌｙ－Ｌ－Ｌｙｓｉｎｅで、コート処理（３７℃、５％ＣＯ２で

１時間）した６ウェルプレートに、Ｐｌａｔ－Ｅ細胞を１ウェルあたり８×１０５細胞数播種し、

一晩培養した。 

 翌日、前記プラスミドＤＮＡ ４μｇを２５０μＬのＯＰＴＩ－ＭＥＭ(ライフテクノロジー

ズ社製）が入った１．５ｍＬチューブへ入れ、混和して室温で５分間放置した。一方、２５０μ

ＬのＯＰＴＩ－ＭＥＭ入りの別の１．５ｍＬチューブへ、リポフェクタミン２０００（ＬＰ２０

００）（ライフテクノロジーズ社製）を１０μＬ入れ、混和して室温５分間放置した。プラスミ

ド／ＯＰＴＩ－ＭＥＭ溶液と、前記ＬＰ２０００／ＯＰＴＩ－ＭＥＭ溶液とをよく混和し、室温

で２０分間静置した。 トランスフェクション後４８時間でウイルス粒子を含む培養上清を２．

５ｍＬシリンジ（テルモ株式会社製、ＳＳ－０２ＳＺ）で回収し、０．４５フィルターでＰｌａ

ｔ－Ｅ細胞を除去し、ウイルス粒子を含む培養上清を２．０ｍＬチューブへ移した。 

導入 

 ｄＭＥＦへ前記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。感染は、

以下のようにして行った。ｄＭＥＦを、２４ウェルプレートへ、１ウェルあたり２．５×１０４

細胞数で播種した。ｄＭＥＦの培養上清を吸引して除去後、下記のウイルス溶液をそれぞれ、２

４ウェルプレートの１ウェルあたり２００μＬ加えた。ウイルス溶液添加後、３７℃、５％ＣＯ

２インキュベータ内で培養した。培養中は、２日間又は３日間毎に培地交換を行った。導入を行

い、培養２２日間後にＤｓＲｅｄ２陽性インスリン産生細胞を蛍光顕微鏡装置で撮影した。 

定量ＰＣＲ解析 

 培養後の dMEF 細胞または肝臓などの組織を摘出後、RNA 抽出試薬 Trizol, Trireagent また

は RNAiso を添加しホモジナイズし、total RNA 抽出後、cDNA 合成し、これを鋳型 DNA とし

て定量 PCR 解析を行った。ＧＡＰＤＨ, HPRT または beta-Actin 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。細胞を細胞・組織溶解液に懸濁し、ＳｕｐｅｒＰｒｅｐＴＭ Ｃｅｌ

ｌ Ｌｙｓｉｓ ＆ ＲＴ Ｋｉｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ（東洋紡株式会社製、＃ＳＣＱ－１０

１）、又はＳＶ ９６ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅ

ｇａ社製、＃Ｚ３５０５）、ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 

ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ（東洋紡株式会社製、＃ＦＳＱ－３０１）にてＲＮＡ調製

及びｃＤＮＡ合成を行った後、ＧｅｎｅＡｃｅ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘα（日本ジーン株

式会社製）を用いて定量ＰＣＲを行った。 
 
４．研究成果 



 腸管組織に直接変換を誘導してインスリン産生細胞を誘導するため、細胞治療の抱える課題

を克服できることが期待される。従来はレトロウイルスベクターを用いて線維芽細胞などの体

細胞から機能的インスリン産生細胞を作製したが(米・日・欧州特許認可 2019 年 2020 年 2021

年)、ヒトおよびマウスの腸管由来のさまざまな体細胞からエピゾーマル系のみならずセンダイ

ルイスベクターを用いて高効率の直接変換により in vitro および in vivo でインスリン産生細

胞を作り出せることを見出した。これまでに線維芽細胞・肝細胞・神経細胞・血球細胞・腸管

細胞などさまざまな体細胞から内在性インスリンを発現誘導することを見出しており、本技術

の高い再現性が示された。特筆すべき点として、インスリン産生が起こると赤色蛍光タンパク

 (DsRed2)を発現する遺伝子改変マウスに代表者が同定したリプログラミング因子を搭載した核

酸を導入した結果、生体内の直接変換誘導を行い、肝臓の組織内、および腸管上皮組織内に

DsRed2 陽性インスリン産生細胞を検出した。さらに 1型糖尿病モデルマウスにおいて高血糖の

改善が観察された。従って、本研究によって代表者が同定したリプログラミング因子を用いた

生体リプログラミングによる T1D 治療における有用性が初めて示され、肝臓や腸管等を標的と

する細胞運命変換療法の可能性を実証することができた。 
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