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研究成果の概要（和文）：現在わが国だけでなく諸外国においても、糖尿病患者数は年々増加し

ている。重度の糖尿病に対し、膵臓移植や膵島移植が抜本的な治療法として行われてきている

が、治療に必要な数のヒト膵島は絶対的に不足している。そこでわれわれは、膵β細胞の再生

医療を目指し、マウスの膵外分泌腺細胞を膵β細胞へ分化転換させる研究を行った。その結果、

膵特異的遺伝子を発現させることにより、膵β細胞が新たに出現し、糖尿病を緩和できる可能

性が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：There are limits for pancreas transplantation in the treatment 
of type 1 diabetes owing to the shortage of organ donors. The research to generate beta 
cells from other differentiated pancreatic cells, such as acinar cells, in vivo is the 
promising approach. In the present study, cell lineage tracing showed that the acinar 
cell-specific expression of Pdx-1 reprogrammed the acinar cells and the newly generated 
beta cells were able to ameliorate STZ-induced diabetes.  
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１．研究開始当初の背景 
既存の膵β細胞を in vitro で増殖させること
が困難であることから、自己複製能と多分化

能を有する幹細胞を用いた機能的な膵β細
胞の分化誘導法の開発や、膵臓だけでなく膵
外臓器由来細胞の分化の可塑性を利用した
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膵β細胞への分化転換が国内外で試みられ
ている。成体組織には、組織幹細胞が存在し、
組織や器官の維持において細胞を供給する
という重要な役割を担っている。もし膵臓に
幹細胞が存在するならば、その幹細胞からβ
細胞を分化させることが可能であることか
ら、成体膵幹細胞の分離と同定を目指した研
究が進められてきている。 
 
 
２．研究の目的 
膵β細胞の再生医療の実現を目指し、これま
で私はアデノウイルスベクターを用いた遺
伝子導入によって膵再生メカニズムを解明
しようと研究を進めてきた。その中で、Pdx-1
と Isl-1という転写因子が重要であることが
わかってきた。本研究は、これらの遺伝子の
膵β細胞再生における役割と機構を解析す
るため、Pdx-1 と Isl-1 を同時に膵外分泌腺
においてのみ発現制御できるマウスを作製
し、膵臓の変化を観察し、さらに何らかの再
生像が観察されれば、lineage tracing 実験
を行い、膵β細胞の幹細胞あるいは前駆細胞
を探索することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Isl-1 発現制御ベクターを作製する。
マウス ES細胞(EB3)に Isl-1 発現制御ベクタ
ーをエレクトロポレーション法により
ROSA26 locus にノックインし、ネオマイシン
耐性のクローンを得る。long PCR 法で目的の
ノックインクローンを選択した後、そのクロ
ー ン を C57BL6/J マ ウ ス の 胚 盤 胞 へ
blastocyst injection 法で導入し、キメラマ
ウスを作製する。キメラマウスと C57BL6/J
マウスの交配から産まれた F1 を、膵特異的
に Creを発現するトランスジェニックマウス
である Elastase-Cre あるいは Ptf1a-Cre マ
ウスと交配する。膵特異的にネオマイシン耐
性遺伝子が除かれ、Tet-Off 系が働くように
なった Elsatase-Cre トランスジェニックマ
ウスは、膵腺房細胞のみで Cre を発現するよ
うになる。Ptf1a-Cre トランスジェニックマ
ウスと交配すると、膵腺房細胞だけでなく、
膵島や膵管細胞でも Tet-Off系が働くように
なる。このようにして作製された Isl-1 発現
制御マウスでは、Tetracycline の誘導体であ
る Doxycycline(Dox)をマウスの飲用水に加
えておくと、Isl-1 の発現が膵特異的に抑制
されるが、Dox 非存在下（飲用水から Dox を
除去）では、Isl-1（および EGFP）が膵特異
的に発現するようになる。 
 
（２）Isl-1 発現制御マウス、Pdx-1 発現制
御マウス、Elastase-Cre トランスジェニック
マウス（あるいは Ptf1a-Cre トランスジェニ

ックマウス）を交配し、トリプルトランスジ
ェニックマウスを作製する。ROSA26 locus は
ホモノックアウトになっても影響はない。こ
の際、4 週令まで Dox を飲用水に加えておく
ことで、Isl-1 および Pdx-1 の発現は抑えて
おく。これは、膵臓は 4週令になるまでは成
熟していないと言われているためである。 
 
（３）4 週令を過ぎたら、飲用水から Dox を
除去し、Isl-1 および Pdx-1 を発現させる。
どの時期の膵臓において tubular complex が
最も多く出現するか解析するため、Dox 除去
後、2 週間後から定期的に膵臓を摘出し、組
織変化を観察する。また、その際 Isl-1 強発
現細胞のリン酸化 STAT3 の発現や Ki67 の発
現が見られるかどうか免疫染色を行って検
討する。 
 
（４）変化する時期や程度が確認されたら、
tubular complex が最もよく出現する条件の
マウスを用い、定期的に膵臓を摘出し、膵β
細胞の再生などの組織変化を観察する。外分
泌腺細胞が膵β細胞やその他の内分泌腺細
胞に変化していないか免疫染色を用いて検
討する。さらに、膵島の数や大きさ、膵臓の
大きさ、インスリンコンテントなどに変化が
見られるかどうか検討する。 
 
（５）Isl-1 と Pdx-1 の発現が、膵腺房細胞
から膵管細胞への分化転換に関与している
ことをさらに確認するために、トリプルトラ
ンスジェニックマウスと CAG-CAT-LacZ トラ
ンスジェニックマウスを交配し、膵腺房細胞
のみが X-gal で染色され、かつ Isl-1 および
Pdx-1 を発現制御できるマウスを作製する。
このマウスにおいても、上述と同様な方法で、
膵再生を起こす。もし、膵腺房細胞由来の細
胞が tubular complex を形成し、それらの細
胞の中から膵β細胞が出現してくるならば、
X-gal で染色される膵β細胞が出現するはず
である。 
 
 
４．研究成果 
（１）Isl-1 発現制御マウスを作製した。
Elastase-Cre トランスジェニックマウスと
交配し、膵腺房細胞特異的に Isl-1 を発現さ
せ、膵臓の組織変化を観察した。しかし、再
生像は確認されなかった。 
 
（２）これまで、Pdx-1 を全身の組織で発現
制御できるマウスを用いて解析してきたが、
マウスが短命（３週間以内に死亡）であり、
長期観察ができなかった。そこで、Pdx-1 発
現制御マウスと Elastase-Cre トランスジェ
ニックマウスを交配し、腺房細胞特異的に
Pdx-1 を発現させて膵臓の組織変化を観察し



 

 

た。マウスが４週令になってから飲用水から
Dox を除去し、約９週間経過すると膵組織全
体 に tubular complex が 観 察 さ れ 、
acino-ductal 分化転換がおきていることが
示唆された。 
 
（３）Pdx-1 発現制御マウスは、腺房細胞由
来細胞が EGFP でマーキングされる。免疫染
色の結果、α細胞を除くすべての膵内分泌細
胞に分化転換していることが観察された。ま
た、STZ 誘発糖尿病マウスを用いた実験にお
いて、新たに出現した膵β細胞の効果により、
糖尿病が緩和される可能性が示唆された。図
１は EGFP（緑）でマーキングされた腺房細胞
由来のインスリン（赤）産生細胞の免疫染色
写真である。核は DAPI（青）で染められてい
る。共染色している細胞は黄色あるいはオレ
ンジ色に見えている。 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 腺房細胞から分化転換した膵β細胞 
 
（４）Isl-1 発現制御マウスと Pdx-1 発現制
御マウス、Elastase-Cre マウスを交配し、ト
リプルトランスジェニックマウスを得た。こ
のマウスでは、４週令のマウスの飲用水から
Dox を除去してから、約６週間経過すると膵
組織全体に tubular complex が出現し、
acino-ductal 分化転換がおきた。Pdx-1 発現
のみの場合と比較し、約１ヶ月早く変化が起
きたことから、Isl-1 の発現が膵再生の促進
に関与していることが示唆された。 
 
（５）これまで、膵腺房細胞が膵β細胞へ分
化転換することは、in vitro 実験で報告され
てきた。In vivo においては、アデノウイル
スベクターを用いた実験が報告されている
が、効率が良くなかった。われわれの系では、
膵腺房細胞全体を変化させ、高効率で分化転
換を起こさせることができる点や膵特異的
遺伝子の発現を制御できる点で他グループ
と異なりインパクトがあると思われる。今後
は、分化転換のメカニズムや膵前駆細胞の有
無を詳細に解析したいと考えている。生体内
において腺房細胞を効率よく膵β細胞に分
化転換できる安全な系が確立できれば、糖尿
病の再生医療に貢献できると期待される。 
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