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研究成果の概要（和文）：iPS細胞の開発以降、多能性幹細胞から膵β細胞を作製して糖尿病治療を目指す試み
がなされてきたが、十分な機能をもつβ細胞を再現性良く作製する技術が未だ確立していない。本研究では、以
下の戦略的コンセプトのもと、iPS細胞から機能的膵島を分化誘導する方法の開発に取り組んだ。①手本とすべ
きヒト機能的β細胞プロファイルの「カタログ」化。②β細胞の機能発揮およびmono-hormonal化に重要な3D組
織構築を持ったβ細胞の作製。

研究成果の概要（英文）： Despite tremendous efforts since iPSC technologies were developed, we have 
not yet launched iPSC-derived β-cell therapy for diabetic patients. 
 In this project we established a novel protocol to differentiate human iPSCs into functional β
-cells. By focusing on recapitulation of 3D-architecture of pancreatic islets and referring to the 
profiling of human primary β-cells, we improved our differentiation protocol, achieving more 
proliferation and better functionality in iPSC-derived β-cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞の医療応用が様々な分野で推し進められているが、糖尿病治療を目指したiPS細胞由来の膵β細胞移植
は、未だ実用化の目処がついていない。それは、インスリンを発現するβ様の細胞 (β-like cells)の創出は比
較的容易にできるようになったが、十分な機能をもつβ細胞を再現性良く作製する技術が未だに確立できなかっ
たからである。本研究では、これまでの研究で欠けていた視点を補い、新たな作製法を開発した。本研究成果が
臨床応用への弾みとなるだけでなく、遺伝性糖尿病など疾患の解明にも貢献すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
iPS 細胞の開発以降、多能性幹細胞の医療応用が様々な分野で推し進められている。糖尿病治
療を目指した膵β細胞作製もその一つであるが、未だに臨床応用に至っていない。つまり、イ
ンスリンを発現する β 様の細胞 (β-like cells)の創出は比較的容易にできるようになった
が、十分な機能をもつβ細胞を再現性良く作製する技術が未だに確立していなかった。本研究
分野は競争の激しい分野にもかかわらず、その歴史では、iPS 細胞からの β 細胞作製の効率化
に始まり、ようやく機能獲得の端緒についたものの、その再現性に劣ると総括されてきた。 
 
 
２．研究の目的、および ３．研究の方法 
 
本研究では、これまでの先人たちの研究戦略を踏まえ、次項にあげた戦略的コンセプトのもと、
iPS 細胞から機能的膵島を分化誘導する方法の開発に挑戦した。 
 
1) ヒト成人β細胞の profile に基づいたゴールの設定 
これまでの分化誘導法開発ではゴールが曖昧であった。β細胞は糖感知機構、電気興奮性、
cAMP シグナルによる調節性の開口分泌機構等を備えた、高度に機能分化した細胞であること
はマウスモデルを用いて明らかにされてきたが、目指すべきヒトの(機能的)成人 β 細胞の
profiling は充分でなかった。それ故に作製した細胞がどこまで機能的細胞に近似している
か？の評価ができなかった。近年ヒトβ細胞の遺伝子発現解析が scRNA-seq でも可能になっ
てきたが、pure なβ細胞集団を使った Ca imaging・電気生理学的試験などのインスリン分
泌機構、さらにはβ細胞機能に重要な解糖系／酸化的リン酸化, ATP 産生といった代謝活性
の profiling に関してはヒトの data が欠けていた。つまりヒトβ細胞の profiling が充分
ではない暗中模索の状態で、readout としてインスリン分泌試験といくつかのマーカーだけ
を頼りに機能的β細胞を作製しようとしてきたと言える。問題解決に向けて、研究代表者が
これまで開発したヒト脳死ドナー膵島由来β細胞の純化および解析方法 (Nature 2019)を
使い、ヒトβ細胞を多元的に評価することで、明確なゴールが設定でき、効率的かつ合理的
に分化プロトコールを改良できると考えた。 
 
2) 機能的単位としての膵島を重視した分化誘導 
上記のアプローチで、細胞レベルのゴールは明確になると期待されたが、細胞機能を発揮す
るために組織立体構築に注目した。例えば、β細胞が凝集塊を作ることで、糖刺激に対して
協調して反応し、インスリン分泌が増強することを先の研究で我々は示してきた。膵島はβ
細胞だけで構成されるのではなく、隣接する他の内分泌細胞（α, δ, γ細胞）との相互作
用によって互いに分泌調節する機能的単位であるが、これまで多くの研究者はひたすらβ細
胞の効率的作成を追求して来た。我々は膵島内の non-β 細胞の存在にも着目し、β 細胞が
機能を発揮するのに、non-β細胞が必要かどうか検証した。 
 
3) mono-hormonal 化機構の解明 
ヒト胎児の膵島細胞は当初複数のホルモンを発現する poly-hormonal 細胞 (主にインスリ
ン、グルカゴン共陽性細胞)が存在すると報告があるが、そこから mono-hormonal になる機構
は分かっていない。また多くの iPS 細胞由来β-like 細胞も poly-hormonal である点が既存
のプロトコールの課題であった。研究代表者が取り組んできたグルカゴン産生 α 細胞から
β細胞への分化転換現象 (Nature 2019, Nat Cell Biol. 2018)では、poly-hormonal 細胞
がその過程で見られる。加えて、３D環境では２Dと比べて効率よく分化転換が誘導できたこ
とは、膵島構築下での mono-hormonal 化誘導戦略という点で注目できる。成人 α 細胞の β
細胞化(分化転換)機構から学ぶことで、膵島細胞の mono-hormonal 化機構を解明し得ると考
え、分化誘導プロトコールの改良に取り組んだ。 
 
 
４．研究成果  
 
1) ヒト成人β細胞の profiling 
研究代表者がこれまで開発したヒト脳死ドナー膵島由来β細胞の純化および解析方法を用い
て、ヒトβ細胞の多元的評価を試みた。この解析で用いたβ細胞は純度 99%であり、β細胞特
異性の高い、さまざまな解析が可能である。先の研究で施行していた、β細胞の bulk RNA-seq 
data を用いて詳細なβ細胞遺伝子発現リストを得ていたが、今回はこれに加えて NanoString 



nCounterを用いたmiRNA発現解析によって、β細胞のmiRNA
発現 profiling を構築することができた（右表： top 5 
miRNA in β細胞 vs α細胞, 未発表データ、および Ghila 
et al, Biomedicines 2020）。またβ細胞の proteomic 解析
data から、protein レベルでの発現状況もリスト化して、
より網羅的な profiling が可能となった。ヒトβ細胞の更
なる指標の構築を目指して、現在、Caイメージング、MEA を用いた電気生理学的試験、seahorse
による代謝試験を共同研究にておこなっている。これらのヒトβ細胞の包括的な profiling は
単に β 細胞分化誘導実験でのベンチマークとしての活用だけでなく、広くβ細胞 biology の
理解にも貢献すると期待できる。 
 
  
2) 組織立体構築に着目した分化誘導 
本アプローチでは、本来、生体膵臓が有している３D構築を伴った組織を分化誘導することに
着目した。 
① 膵臓全体の分化誘導： 
これまで我々のグループでは、膵臓β細胞だけを分化誘導するのではなく、周囲の組織／
細胞との相互作用が、正しい発生過程の再現および細胞機能発現に重要であると考えてきた。
例えば、発生期に膵外分泌細胞から分泌される Tff2 (Hirata et al., Scientific Reports 
2019) や Ccl5 (投稿準備中) が胎児期β細胞の増殖および抗アポトーシスに寄与している
ことを我々はマウスモデルで明らかにしてきた。現在、我々は早期発生の細胞環境を模倣し
て、前腸内胚葉および中胚葉を分化誘導することで、臓器芽形成とその後の発生分化過程の
再現に成功しており（基盤 B研究）、今後β細胞も含めた細胞機能の評価を予定している。 
② 膵島 non-β細胞は必要か？： 
上記①で述べた臓器移植も可能となる臓器丸ごと分化誘導する戦略は、移植医療および発
生生物学上、大変魅力的な挑戦であるが、大多数の研究者が、組織／細胞単位つまり膵島／
β細胞単位で再生させる戦略をとっている。自他も含めたこれまでの発生学的知見によれば、
機能的β細胞の発生には、膵外分泌組織およびβ細胞周囲に発生するα、δ、γ細胞といっ
た膵島 non-β 細胞との相互作用が重要であると考えられているが、果たして、成熟した膵
臓／膵島ではβ細胞以外の細胞がβ細胞機能発揮に必要不可欠なのであろうか？つまり、
ES/iPS細胞から機能的β細胞さえ分化誘導できれば、その他のnon-β細胞は要らないのか？
という命題は長らく議論されてきたが、未だ答えがなかった。これを検証するには in vitro
実験系では限界があり、我々は共同研究者と共にマウス in vivo での証明に挑戦した。 
膵島 non-β細胞の全て、つまりα細胞、δ細胞、γ細胞にジフテリアトキシン受容体を発
現させたノックインマウスを作製し、成体マウスにジフテリアトキシンを投与すると 99%以
上のα、δ、γ細胞が除去され、膵島にはβ細胞のみが観察された。驚くことに、このβ-
only マウスは通常マウスと比べて、耐糖能、インスリン感受性ともに優れていた。また膵島
を分離して in vitro 分泌試験を施行すると、健常膵島と同等のインスリン分泌能を示した
（Perez-Frances et al., in revision）。つまり、β細胞が機能を発揮するのに、non-β細
胞は必ずしも必要とは言えず、再生医療の戦略としては、β細胞さえ再生させれば良いこと
が示唆された。 
③ β-only 膵島の分化誘導法の開発： 
上記①②の知見により、我々はβ細胞からなる膵島の分化誘導法の開発を行った。分化誘
導早期より細胞を凝集させ、3D 構築の内胚葉を作製し、多段階分化プロトコールを開発し
た。プロトコール開発に終着点は無いが、現在のプロトコールの特徴を２つ挙げる：(i) 3D
組織構築によって変化した力学的シグナルに応答し、細胞形態だけでなく細胞骨格も変化す
ることが予想された。最近、膵内分泌前駆細胞の分化にアクチン細胞骨格が関与していると
の報告があったため、我々の誘導法に細胞骨格を標的とした step を加えた。(ii) in vitro
組織と、in vivo 組織間で、活性化しているシグナリング経路の違いを同定し、そのギャッ
プを補正すべく低分子化合物を用いて、分化誘導法を改良した。以上の２点を改良した新規
分化誘導法では、改良前と比べてβ細胞の増殖が増加、アポトーシスが減少、さらにβ細胞
の NKX6-1 陽性率が著しく向上した（投稿準備中）。 
 
3) 分化転換機構に着目した分化誘導法 
我々は、成体α細胞からβ細胞への分化転換現象は 2D と比べて 3D 環境によって促進される
ことを報告したが、本研究では iPS 細胞からのβ細胞分化誘導に 3D 構築化する戦略をとった
ことで、β細胞の mono-hormonal 化に成功した。分化転換促進現象と同様のメカニズムが関与
しているのか、現在 JST 創発研究にて継続して研究をおこなっている。 
分化転換現象、あるいは ploy-から mono-hormonal 化の研究には、細胞の分化状況を正確に評
価することが肝要になるが、これまで膵島各細胞種を特徴づける指標は、各ホルモン（インス
リン、グルカゴンなど）や転写因子（PDX1、ARX など）の限られたマーカーの発現状況だけで
評価せざるを得なかった。我々はヒト脳死ドナー由来の膵島細胞 single-cell RNA-seq data
を用いて、膵島各細胞種の ID geneset を同定した（共同研究: van Gurp et al., Nat.Commun 



2022）。このツールを用いることで、分化した細胞が、どれくらいβ細胞に近いか、あるいはα
細胞寄りなのか分化状況を数値化して評価することが可能になった。また既報のβ細胞分化誘
導プロトコールとの比較検討も可能になった。 
 
本萌芽研究で開発した新規β細胞分化誘導法を活用して、疾患 iPS 細胞を用いた糖尿病病態解
析が可能になり、新たな萌芽研究「iPS 細胞を用いたインスリン遺伝子異常症モデルの作成」に
繋げることができた。 
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