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研究成果の概要（和文）：　現在、糖尿病合併症に対する有効な治療薬は少なく、人工透析治療を実施している
糖尿病性腎症や、失明に至る網膜症などの糖尿病合併症罹患者数は増え続けているのが実情である。本研究で
は、糖尿病合併症の本態が生体内幹細胞障害にあるとする仮説を検証することを目的とした。本研究では、イン
スリン抵抗性因子Galectin-3に着目し、培養条件下ではGalectin-3による幹細胞障害が検出されないのに対し、
生体内に移植した幹細胞において分化機能障害を惹起することを示した。Galectin-3が生体内においてのみ幹細
胞障害を惹起する機序として、我々はmicroRNA発現を介した間接的作用である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：  At present, we have almost no medicine for diabetic complications, such as
 diabetic retinopathy and nephropathy, although many studies have been performed to dissolve this 
problem for a long time. In this study, we hypothesized that galectin-3, an insulin 
resistance-related factor, damaged stem cell function including proliferation and differentiation, 
leading to the cause and/or progress of diabetic complications. Here we showed that the continuous 
infusion of galectin-3 into mice damaged a differentiation process from stem cells, but not 
proliferation process, and indicated the possible mechanism that galectin-3 can modify microRNA 
expressions disrupting stem cell functions. 

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、糖尿病合併症に対する有効な治療薬は殆ど見当たらず、中でも、人工透析治療を実施している糖尿病性
腎症や、失明に至る網膜症などの糖尿病合併症罹患者数は増え続けているのが実情である。本研究では、糖尿病
合併症の本態が生体内幹細胞障害にあるとする仮説を検証し、インスリン抵抗性因子Galectin-3が生体内幹細胞
の分化機能障害を惹起する可能性を示した。この成果を基礎として幹細胞障害治療薬開発につながれば、糖尿病
合併症に対する革新的な治療が実現する可能性を有しており、さらには再生医療研究分野にも大きなインパクト
があると考える。

※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 
 現在、日本国内における糖尿病罹患者数は、糖尿病予備軍とされる前糖尿病状態を有する群を
含めると 1600 万人と推定され、更に増加することが懸念されている。中でも、人工透析を要す
る糖尿病性腎症、失明に至る網膜症などの糖尿病合併症については、日常生活の QOL 障害や医
療コストの点からも、有効な治療薬開発が喫緊の課題である。現在に至るまで糖尿病合併症治療
について数多くの研究報告がなされ、複数の治療薬が開発されたにもかかわらず、上述のように
糖尿病合併症に対する治療効果は全く不十分である。なぜ有効な糖尿病合併症治療薬を見出せ
ないのか？ この問いに対して我々は、真の治療標的を見落としている可能性を考えた。即ち、
糖尿病合併症は各臓器・組織細胞の障害だけではなく、合併症の本態として「糖尿病性幹細胞障
害」の存在があるという仮説である。糖尿病性幹細胞障害の存在により新生細胞の供給が減少す
るために、障害された組織の再生・修復遅延が生じ、結果的に様々な糖尿病合併症の治癒遷延・
増悪につながる可能性について、本研究計画により検証を試みた。 
  本仮説を得る手掛かりとして申請者は、インスリン抵抗性因子 Galectin-3 の欠損マウスを
用いた米国 UCSD との共同研究（Cell 2016,167:973–984）の中で上記仮説を示唆する新知見
（項目２「本研究の着想に至った経緯」参照）を得ていたが、今回の先行研究として、マウスに
おける Galectin-3 持続投与が生体内幹細胞の分化機能抑制に働くという新知見の再現性を確認
した。しかし、マウスなどの齧歯類とヒトを含む霊長類では幹細胞機能（増殖能）に大きな相違
がある（Nat Biotech. 26:101-6, 2008）こと、およびヒト Galectin-3アミノ酸配列との相同性が
マウスでは 74％と低いが、カニクイザルは 94％の相同性を有することから、本計画ではマウス
に加えてカニクイザルを用いることにより、臨床へのフィードバックが容易な研究成果の獲得
を目指した。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、インスリン抵抗性因子 Galectin-3による生体内幹細胞障害機序を解明し、
下記仮説を証明するエビデンスを得ることが本研究計画の目的である。 
 糖尿病病態下では幹細胞障害が生じており、それこそが組織再生能低下を介した糖尿病合併
症の悪化・治癒遷延の本態とする仮説である。つまり、「糖尿病性幹細胞障害」が合併症治療薬
開発の標的となる。背景として、申請者はインスリン抵抗性因子 Galectin-3が生体内幹細胞機
能障害を惹起する可能性を見出した。この新知見を手掛かりとして、本研究計画では、Galectin-
3による幹細胞障害機序を解明することにより、上記仮説を検証する。 
 
３．研究の方法 
 これまでに我々は、培養条件下のヒト iPS細胞に対する Galectin-3 附置実験より、血中濃度
レベルの Galectin-3 は急性および慢性投与によって幹細胞機能（増殖能、3 胚葉への分化能）
に有意な影響を与えないという知見を得ており、本研究計画では生体内幹細胞への影響評価に
焦点を絞った。移植幹細胞の機能変化を精密に評価するため、実験開始時の移植幹細胞がすべて
の移植個体で同一条件となるように、同一クローン・同時培養のヒト iPS細胞を分割し、多孔性
(1μm 径)高分子膜(CycloPore, Whatmann)を用いた免疫隔離カプセルに包埋して生体内移植を
実施した（図１）。免疫隔離カプセル移植法では、移植細胞とホスト細胞との接触が無い欠点は
あるが、1)免疫拒絶反応からの隔離が確実でヒト幹細胞を使用可能、2)移植細胞の回収が容易で
ホスト細胞のコンタミが無い、3)同一クローン・同時培養の細胞移植により、微細な変化を比較
検出可能であるなど、多くの利点が挙げられる。本研究では、ヒトiPS細胞201B7クローン（1x10E-
7 個）を培養条件下で生着させた３次元スキャフォールドを多孔性高分子膜カプセル内に包埋し、
幹細胞移植用免疫隔離カプセルを作成した。 
 
（１）高 Galectin-3 血症モデルマウスへの幹細胞移植実験 
 C57BL/6 マウスへの高脂肪食８週間負荷により血中 Galectin-3 濃度の有意な上昇が認められ
ている（Cell 167:973-84, 2016）。同レベルの高 Galectin-3 血症モデルマウスを作成するため、
８週令雄性 C57BL/6マウスにリコンビナント・ヒト Galectin-3（0.8 mg/kg/day）あるいは生食
対照の皮下投与を実施した。初回投与開始後 3 日目にマウス個体背部皮下にヒト iPS 細胞包埋
免疫隔離カプセルを移植し、７日後に移植カプセルを回収した。カプセルより回収した３次元培
養スキャフォールドより細胞を回収した。RNAを抽出し、逆転写後に網羅的遺伝子発現解析を実
施した。トランスクリプトーム解析およびパスウェイ解析結果より幹細胞機能との関連が示唆
される候補遺伝子を抽出し、発現量についてリアルタイム PCR 法あるいは TaqMan PCR 法により
定量比較した。後述のように候補遺伝子の強制発現実験により幹細胞機能への作用を検討した。 
（２）カニクイザル糖尿病個体への幹細胞移植実験 
 滋賀医科大学動物サル実験施設において、カニクイザル糖尿病個体４頭および健常個体４頭
に対して上記同様にヒト iPS 細胞を免疫隔離カプセルを用いた幹細胞移植・回収実験を行なっ
た（図１）。糖尿病個体における血中 Galectin-3 濃度の有意な上昇は、健常個体の 1.8倍であっ



  

た。マウス実験同様に、免疫隔離カプセル移植後７日目にカプセルを回収し、３次元細胞スキャ
フォールドより前述のように細胞を回収した。回収細胞数の限界により発現タンパクの解析は
困難であったため、RNAを抽出して網羅的遺伝子発現解析を上記同様に実施した。トランスクリ
プトーム解析およびパスウェイ解析結果より幹細胞機能との関連が示唆される候補遺伝子を抽
出し、健常および糖尿病個体間での遺伝子発現量変化を比較検討した。 
（３）Galectin-3依存性幹細胞障害因子の同定と機序解明 
 上記のマウス実験、カニクイザル実験の双方に共通して見出された幹細胞機能変化につなが
る候補遺伝子について、培養ヒト iPS 細胞を用いた候補遺伝子トランスフェクションによる過
剰発現実験を実施し、Galectin-3 による幹細胞機能障害機序について細胞および分子レベルで
同定することを試みた。 
 
４．研究成果 
（１）高 Galectin-3 血症モデルマウスへの幹細胞移植実験 
 8 週令雄性 C57BL/6マウスにリコンビナント・ヒト Galectin-3（0.8 mg/kg/day）あるいは生
食対照の皮下投与を実施し、初回投与開始後 3 日目にマウス個体背部皮下にヒト iPS 細胞包埋
免疫隔離カプセルを移植し、７日後に移植カプセルごと包埋３次元培養スキャフォールドを回
収した。スキャフォールドより回収した細胞より RNAを抽出し、逆転写後に網羅的遺伝子発現解
析を実施した。Galectin-3 負荷の有無による結果として、未分化マーカーおよび三胚葉分化マ
ーカーを含め多数の遺伝子発現量が±50％以上の変動を示したため、トランスクリプトーム解
析およびパスウェイ解析結果より幹細胞機能との関連が示唆される候補 227 遺伝子を同定した。
本研究では後述のカニクイザル糖尿病個体への幹細胞移植実験結果と併せ、幹細胞分化能への
関与が示唆された miR-494について幹細胞機能障害機序の解明を進めた。 
 
（２）カニクイザル糖尿病個体への幹細胞移植実験 
 カニクイザル糖尿病個体４頭および健常個体４頭に対して免疫隔離カプセルを用いた幹細胞
移植・回収実験を進めたが、うち１頭が突発性鼓腸により死亡したため高 Galectin-3 血症を有
する糖尿病個体は３頭を用いた。カニクイザル個体肩甲骨下部皮下ポケットにヒト iPS 細胞包
埋免疫隔離カプセルを移植し、７日後に移植カプセルごと包埋３次元培養スキャフォールドを
回収した（図１）。上記同様にスキャフォールドより回収した細胞より RNAを抽出し、逆転写後
に網羅的遺伝子発現解析を実施した。Galectin-3 負荷の有無による結果として、発現量が±50％
以上の変動を示した 184 遺伝子は、上記マウスモデルで得られた結果と大きな相違があった。そ
こで、トランスクリプトーム解析およびパスウェイ解析により幹細胞機能との関連が示唆され
る候補遺伝子を抽出し、リアルタイム PCR 法あるいは TaqMan PCR 法により発現量を定量比較し
た。その結果、抽出された候補 12 遺伝子の中の 1つである miR-494発現量は、糖尿病個体由来
移植幹細胞において有意ではないが増加傾向を認め、Galectin-3 負荷マウス個体由来幹細胞で
も同様の変化を認めた。有意差が得られなかった点は、個体差および個体数不足が影響したと考
えられた。 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）Galectin-3依存性幹細胞障害因子の同定と機序解明 

 上述のように２種類の動物モデルへ移植した幹細胞に共通して、miR-494発現量の増加傾向が

認められた。そこで、miR-494が幹細胞機能へ与える影響を同定するために、培養ヒト iPS細胞

（201B7 クローン）に miR-494 mimicをリポフェクション法を用いてトランスフェクションし、

細胞生存活性および分化能を評価した。まず、miR-494 mimicトランスフェクション後 72 時間

までの生存活性測定（CellTiter-Glo）では、miR-494 強制発現による有意な変化は検出されな

かった。次に、201B7 クローン iPS 細胞に MyoD 遺伝子を導入した骨格筋細胞分化誘導実験系

（hiPS-MyoD細胞）を用いて、miR-494による幹細胞分化能への影響を評価した。 

 図２に示すように、hiPS-MyoD細胞に miR-494を強制発現させた骨格筋細胞分化誘導後 7日

目における筋線維型構成について NADH 染色法により検討したところ、対照細胞に比して好気的

機能を有する筋線維数が有意に減少することが明らかとなった。この変化は、好気的筋線維で 

図１）免疫隔離カプセルを用いた

カニクイザル生体内への幹細胞移

植 

カニクイザル肩甲骨下部の皮下ポ

ケットに幹細胞スキャッフォルド

を包埋したカプセルを移植し(A）、

7日後に回収した（B-D）。 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ある IIa 型筋線維マーカーである MYH2 タンパク発現量の有意な減少からも確認された（図３

左）。上述のように、miR-494を強制発現による細胞生存活性、生存細胞数に変化はなかったが、

好気的筋線維形成の低下により筋線維数/全細胞数比の有意な減少が認められた（図３右）。以上

のように、培養ヒト iPS 細胞における miR-494 発現亢進は骨格筋細胞分化過程に影響を与える

ことが明らかとなった。 

 次に、miR-494による好気的筋線維形成低下の機序を解明するために、miR-494標的遺伝子に

ついて前述の網羅的遺伝子発現解析結果と比較検討した。その結果として、転写因子制御に関わ

る p300 ヒストンアセチルトランスフェラーゼを miR-494標的遺伝子として同定した。p300が好

気的筋線維形成に関与するエビデンスとして、hiPS-MyoD細胞に p300に対する siRNA（si-p300）

を強制発現させた骨格筋細胞分化誘導後 7 日目におけるタンパク発現解析を行ったところ、図

３左に示すように miR-494 強制発現時と同様に、IIa型筋線維マーカーである MYH2 タンパク発

現量の有意な減少が認められた。さらに、miR-494発現亢進による作用と同様に、好気的筋線維

形成の低下による筋線維数/全細胞数比の有意な減少が認められた（図３右）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 好気的筋線維数の減少による酸素消費能変化を確認するため、フラックスアナライザーを用

いた検討を実施した。hiPS-MyoD細胞に miR-494を強制発現させた骨格筋細胞分化誘導後 7日目

図２）骨格筋細胞分化における筋

線維型特異的 miR-494 作用 

hiPS-MyoD細胞に miR-494 mimic 

(Precursor)、あるいは対照 miR 

(Control)をトランスフェクショ

ン後 7日目に、好気的代謝能を有

する筋線維を NADH 染色を用いて

同定した（パネル上、赤色で示

す）。20視野画像より解析した好

気的筋線維数/全筋線維数比をグ

ラフに示す（パネル下）。*＊：

p<0.01 

図３）好気的筋線維形成低下における miR-494 作用機序 

hiPS-MyoD細胞に miR-494 mimic (Precursor)、p300に対する siRNA (si-p300)、

あるいは対照 siRNA（Control）をトランスフェクション後 7 日目に、タンパク発

現および筋管形成能を解析した。好気的代謝能を有する IIa 型筋線維マーカーで

ある Myh2のタンパク発現（左パネル）、筋線維数/全細胞数比をグラフに示す（右

パネル） *：p<0.05、*＊：p<0.01 



  

において基礎酸素消費率を測定したところ、図４に示すように対照細胞に比して有意な低下が

認められた。この変化は、miR-494 強制発現による好気的筋線維形成の低下（図２）、好気的筋

線維である IIa 型筋線維マーカー・MYH2 タンパク発現量の有意な減少と一致するものであった

（図３）。さらに、miR-494による好気的筋線維形成の低下作用が、標的遺伝子である p300 タン

パク発現減少を介した作用であるのかを確認するため、p300発現ベクターを miR-494 mimicと

同時にトランスフェクションし、miR-494 作用がレスキューされるかについて検討した。図３に

示すように、miR-494による基礎酸素消費率低下作用は、p300 強制発現により部分的にではある

が有意に改善したことが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上のように、miR-494発現亢進が p300タンパクの発現減少を介して骨格筋細胞分化過程に

影響を与える機序が明らかとなり、Galectin-3により生体内幹細胞機能障害が生じる可能性が示

唆された。本研究の問題点の 1 つは、マウスおよびカニクイザル動物モデルに生体内移植した

幹細胞の発現遺伝子解析結果において、両モデル間に大きな相違を認めたことである。機序解明

研究において焦点を当てた miR-494 は、両モデルに共通して発現増大を認めた一方で有意差は

なく、今後、ヒトに最も近い霊長類モデル動物であるカニクイザルの n数を増やすなど、更なる

検討を要すると考えられた。 

 

 

** p<0.01
* p<0.05

p300 レスキューにより、miR-494作用は消失

図４）p300発現量減少を介した miR-494による酸素消費能低下作用 

hiPS-MyoD細胞に miR-494 mimic、対照 siRNA（Ctrl）、あるいは miR-494 mimic

に加えて p300発現ベクター（miR-494 mimic +p300）をトランスフェクション

後 7日目に、細胞の酸素消費能をフラックスアナライザーを用いて解析した。

基礎酸素消費率（左パネル、赤枠）測定結果をグラフ化して表示した（右パネ

ル） *：p<0.05、*＊：p<0.01 (n=6) 
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 ４．発表年

三明 淳一朗.

Asadur Rahman、 Tatsuya Sawano、 Kento Kitada、 Takeshi Imamura、 Daisuke Nakano、 Akira Nishiyama.

 ３．学会等名

CaMKII inhibition prevent Doxorubicin-induced mitochondrial dysfunction, independent from Drp1 and MCU.

腸管由来代謝産物の炎症への関与に着目した心房細動予防のための創薬.

Cardioprotective Effects of a Nonsteroidal Mineralocorticoid Receptor Blocker, Esaxerenone, in Dahl Salt-Sensitive
Hypertensive Rats.

TRAb-IgM induced by Epstein-Barr virus reactivation does not have thyroid stimulating effect, but injures the thyroid
follicular epithelial cells and releases thyroid antigens.

 １．発表者名
Nagata Keiko、 Kazuhiko Hayashi、 Yukio Satoh、 Mitsuhiko Osaki、 Yoshinori Ichihara、 Tatsuya Sawano、 Agung Kurniawan
Priyono、 Kazuhiko Matsuzawa、 Junichiro Miake、 Takeshi Imamura.

 ３．学会等名

 ２．発表標題



2020年～2021年

2020年～2021年

2020年～2021年

2020年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第94回日本薬理学会年会

第94回日本薬理学会年会

長田佳子、林一彦、佐藤幸夫、尾崎充彦、三明淳一朗、市原克則、澤野達哉、Zhou Yuhang、Priyono Agung、松澤和彦、今村武史.

Kurniawan Priyono Agung, Junichiro Miake, Zhou Yuhang, Yoshinori Ichihara, Tatsuya Sawano, Keiko Nagata, Takeshi Imamura.

Yuhang Zhou, Yoshinori Ichihara, Hirotaka Iwasaki, Agung Kumawan Priyono, Tatsuya Sawano, Keiko Nagata, Jun-ichiro Miake,
Hidetoshi Sakurai, Takeshi Imamura

Agung Kurniawan Priyono、三明淳一朗、Zhou Yuhang、市原克則、澤野達哉、長田佳子、今村武史.

第94回日本薬理学会

第73回日本薬理学会西南部会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Thyrotropin receptor antibodies (TRAbs) induced by Epstein-Barr virus reactivation: Significance on Graves’ disease.

CAMKII inhibitor as novel cardioprotective agent on doxorubicincardiotoxicity..

Involvement of microRNA-133a-3p with the conversion of muscle fiber type in human skeletal myogenesis.

ドキソルビシンの心毒性を予防するための新しいアプローチとしてのCAMKII-ミトコンドリア経路.

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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2019年～2020年

2019年～2020年

2019年～2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第73回日本薬理学会西南部会

第93回日本薬理学会年会

第93回日本薬理学会年会

第93回日本薬理学会年会

市原克則、澤野達哉、周余航、アグン　プリヨノ、三明淳一朗、今村武史.

瀧川和子、広瀬彩、石田健太郎、市原克則、澤野達哉、周余航、プリヨノ　アグン、三明淳一朗、今村武史

澤野達哉、三明淳一朗、岡村昌宏、友森匠也、高見亜衣子、周余航、Agung Priyono、市原克則、山本一博、今村武史

Zhou Yuhang、市原克則、岩崎広高、Agung Kurniawan Priyono、澤野達哉、長田佳子、三明淳一朗、今村武史.

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

銅キレート剤クプリゾンの脂肪分化へのin vitroでの効果.

高脂肪食負荷マウスにおけるクプリゾンの抗肥満作用

食餌負荷肥満ラットにおける心房細動の検討

MicroRNA-133a-3pはヒト骨格筋細胞分化における筋繊維型構成制御に関与する.

 １．発表者名
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2019年
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〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕
鳥取大学医学部薬理学・薬物療法学ホームページ 
https://tottori-univ-medpharm.jp/ 

 ２．発表標題

第72回日本薬理学会西南部会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

三明淳一朗、岡村昌宏、澤野達哉、市原克則、周余航、友森匠也、高見亜衣子、山本一博、今村武史.

澤野達哉、三明淳一朗、岡村昌宏、友森匠也、高見亜衣子、周余航、市原克則、山本一博、今村武史.

市原克則、澤野達哉、周余航、三明淳一朗、今村武史.

第29回日本循環薬理学会

第72回日本薬理学会西南部会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

トロンビンの血管生理作用とその分子機構の薬理学的解明.

肥満による心房細動誘発性亢進モデルの開発.

銅のキレート剤は高脂肪食による肥満に伴う体脂肪増加と耐糖能異常を抑制する.

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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