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研究成果の概要（和文）：膵β細胞（インスリン分泌細胞）を人工的に誘導できれば糖尿病の再

生医療に繋がる可能性がある。本研究では、ヒト膵外分泌細胞からインスリン分泌細胞が誘導

できることを示した。また、膵β細胞がある種の条件下では脱分化-増殖-再分化できる特性を

有していること見出した。さらに、膵β細胞は生体内においてもある一定の時期には生理的に

非β細胞からも新生することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Generation of surrogate beta-cells (insulin-secreting cells) is a 
promising approach toward development of regenerative medicine in diabetes mellitus.  In 
this study, it has been shown that insulin-secreting cells can be generated from human 
pancreatic exocrine cells.  It also has been found that pancreatic beta-cells change their 
phenotype (dedifferentiation, proliferation, and redifferentiation) under certain conditions.  
In addition, it has been revealed that new pancreatic beta-cells are generated by 
neogenesis form non-beta-cells in vivo after birth. 
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１．研究開始当初の背景 

再生医療は、不可逆的な損傷を受けた組
織・細胞を、何らかの方法で新たな組織・細
胞で置換して治癒しようとするものである。
糖尿病では、膵臓をまるごと再生する必要は
なく、インスリンを分泌する膵β細胞さえ再
生できれば、高血糖を是正して深刻な合併症
を阻止することが可能であるので、再生医療
に対する期待は大きい。膵β細胞はきわめて

大量のインスリンを産生・蓄積し、血糖の上
昇に伴い、必要に応じてインスリンを分泌す
る機能を有する高度に分化した細胞である。
糖尿病の細胞移植治療に応用可能な再生膵
β細胞は、実際の膵β細胞と質的にも量的に
も同等の機能を獲得している必要があるに
もかかわらず、過去の多くの再生膵β細胞に
関わる研究では、新たに誘導された細胞のイ
ンスリン分泌機能の詳細についてはほとん
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ど解析されてこなかった。これまでの報告を
見直してみると、データの存在するほぼ全て
の例で実際のβ細胞と比較してインスリン
産生能が低く、生理的刺激に対するインスリ
ン分泌応答も不十分であり、実用的なレベル
には達していないと判断される。また多くの
場合、分化誘導のメカニズムがまったく不明
で、その方法も再現性に乏しい。一方で、現
実的な細胞移植治療法として膵島移植が脚
光を浴びてきたが、インスリン治療からの離
脱には複数回の移植が必要なこともあり、ド
ナー不足は深刻である。研究代表者らは、膵
島移植の副産物として大量に入手すること
ができる膵腺房細胞に着目して研究を続け
てきた。その過程で、膵腺房細胞から世界で
初めて膵β細胞と質的に同等のインスリン
分泌機能を有する細胞を in vitro で誘導する
ことに成功した。別の研究グループは、ある
種の転写因子を発現するアデノウイルスを
マウスの膵臓に注入すると、膵腺房細胞が膵
β細胞と区別の付かない細胞へ in vivoで変化
することを報告した。糖尿病再生医療を実現
するための次の段階として、膵腺房細胞から
インスリン分泌細胞への転換の分子メカニ
ズムを解明して、in vitro で完全に分化した膵
β細胞を誘導するための分子基盤を解明す
ることが重要であると考えられた。 

 
２．研究の目的 
膵腺房細胞からインスリン分泌細胞への

転換の分子メカニズムを解明して、in vitro で
完全に分化した膵β細胞を誘導するための
分子基盤を解明する 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト外分泌組織からのインスリン分泌
細胞の誘導 
 ヒト膵外分泌組織は、膵がんなどで膵摘出
術を受けた患者（計 32 例）からインフォー
ムドコンセントに従い提供を受けた。摘出膵
のうち、肉眼的に正常と思われる部分を分離
してコラゲナーゼ消化後、残存膵島はジチゾ
ン染色で除去した。単離膵外分泌細胞は 0.5%
血清と 20 ng/nl EGF を含む RPMI-1640 培
地で約 2 週間浮遊培養し、real-time RT-PCR
による遺伝子発現プロファイルやインスリ
ン分泌反応を指標として細胞特性の変化を
評価した。 
（２）膵β細胞表現型の可塑性 
 マウス胎児膵細胞をフィーダーとして成
体マウスの膵β細胞を培養した。MIP-GFP
（マウスインスリンプロモーターによって
膵β細胞のみで緑色蛍光タンパク質 GFP を
発現する）マウスと CAG-mRFP（CAG プロ
モーターによって全身で赤色蛍光タンパク
質 mRFP を発現する）マウスを用いて cell 
tracing や cell sorting を行い、培養膵β細胞

の表現型や遺伝子発現の解析を行った。 
（３）膵β細胞の運命追跡 
 マウスインスリン 2遺伝子座にタモキシフ
ェン誘導性にCreを発現する遺伝子を導入し
た ノ ッ ク イ ン マ ウ ス (Ins2-CreER) と 、
ROSA26 遺伝子座に YFP を導入したノック
イ ン マ ウ ス (R26R-YFP) を 交 配 し た
Ins2CreER/R26R-YFP ダブルノックインマ
ウスを作出し、このマウスを利用してすβ細
胞を任意のタイミングで標識して、様々な条
件下で追跡、解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト膵外分泌細胞からのインスリン分泌
細胞の誘導 
我々は、膵島移植の際に副産物として大量

に入手可能な膵外分泌細胞がインスリン分
泌細胞に分化転換できることをマウス、ラッ
トで報告してきたが、今回、ヒトの膵外分泌
細胞を用いた検討を行った。32 例のうち 21
例で細胞分離に成功し、そのうち RT-PCR に
よる評価の可能であった 19 例すべてにおい
て Pdx1 の発現誘導を認めた。残りの 11 例で
は、慢性膵炎による組織の線維化が顕著なた
め正常細胞の分離ができなかった。インスリ
ンの発現は RT-PCR による評価の可能であ
った 19 例のうち 11 例で認められ、これらの
例では膵β細胞を特徴づける遺伝子（グルコ
キナーゼ、SUR1、Kir6.2、MafA、NeuroD）
の発現も誘導された。一方、膵外分泌細胞を
特徴づけるアミラーゼ、エラスターゼの発現
は消失したことから、ここで用いた条件での
培養によって本来の外分泌細胞としての特
性を失ったものと考えられた（図１）。 

図１．遺伝子発現の変化 
 
取得した細胞数の特に多かった 4例につい



 

 

てはインスリン分泌反応を検討することが
できた。その結果、グルコース、高濃度 KCl、
グリベンクラミドによるインスリン分泌反
応が認められた（図２）。 

図２．インスリン分泌反応 
 
以上の結果から、ヒト膵外分泌細胞は in 

vitro で膵内分泌細胞へ分化転換できること
が実証された。 
 
（２）膵β細胞表現型の可塑性 
 膵β細胞はある種の条件下で脱分化、増殖
するとの報告があるが、その際、膵β細胞が
どのような表現型の変化を起こすのか、また、
一旦脱分化した膵β細胞が再分化すること
ができるのかなど、詳細についてはよくわか
っていなかった。本研究では、MIP-GFP マ
ウスと CAG-mRFP マウスを交配し、全身で
mRFP を発現し膵β細胞では mRFP と GFP
を発現する MIP-GFP/ CAG-mRFP マウスを
作出した（図３）。 

図３．MIP-GFP/CAG-mRFP マウス膵細胞 

このマウスでは、膵β細胞を GFP を指標
に FACS により単離することが可能で、しか
も、培養中に脱分化してインスリンの発現を
失っても、mRFP は発現し続けるので膵β細
胞 を 追 跡 す る こ と が で き る 。 成 体
MIP-GFP/CAG-mRFP マウスから単離した
膵β細胞を野生型マウスの胎児膵細胞をフ
ィーダーとして培養したところ、GFP の発現
が消失して mRFP のみを発現するようにな
り、インスリン発現を失って脱分化したこと
が示された。このとき、脱分化した膵β細胞
の一部は増殖マーカーを発現し、実際に
FACS によって解析したところ、約 30%の細
胞が G2/M 期にあることが判明した。また、
脱分化細胞は紡錘形を示し、ネスチンやビメ
ンチンを発現していたことから、上皮-間葉転
換(EMT)様の表現型変化を遂げたものと考
えられた。さらに、脱分化した膵β細胞は、
膵島様の細胞塊を形成し、この細胞塊をピッ
クアップしてニコチナマイド存在下で培養
するとインスリンを再発現した（図４）。以
上の結果から、膵β細胞はある条件において
は、表現型を変化させ、脱分化-増殖-再分化
する能力を持つことが明らかとなった。この
特性をさらに詳しく解析し、表現型変化のメ
カニズムが解明できれば、膵腺房細胞からの
インスリン分泌細胞再生への応用も可能で
あると考えられる。 

図４．脱分化膵β細胞の再分化 
 
（３）膵β細胞の運命追跡 
 膵β細胞の量は生涯にわたってダイナミ
ックに維持されている。マウスを用いた研究
から、出生直後には膵β細胞量が劇的に増加
し、成体においても一定の割合でターンオー
バーが生じ、条件によっては再生現象も認め
られることが知られている。出生後の膵β細
胞量の維持のメカニズムとしては、膵β細胞
自体の自己複製が主要なものであり、非β細
胞からの新生はほとんどないと言われてい
るが、確定的な見解は存在しない。そこでは



 

 

誘導性の Cre/loxP システムを利用し、出生
後の膵β細胞の特性を解析することを目的
とした。Ins2-CreER/R26R-YFP マウスでは、
タモキシフェンを投与することで任意の時
期に膵β細胞を選択的に標識することがで
きる。成体における解析では、6 週齢のマウ
スにタモキシフェンを投与して膵β細胞を
標識し、その後 12 カ月まで追跡した。出生
後から成体における膵β細胞量増加の解析
では、出生直前の E18.5 に母親へのタモキシ
フェン投与により標識を行い、出生後 56 日
目まで膵臓切片を作製して標識細胞を観察
した。成体マウスでは標識後 12 カ月まで、
膵β細胞の標識率に有意な変化は認められ
ず、膵β細胞の維持における非β細胞の寄与
はほとんどないものと考えられた。しかし、
出生前の胎児の膵β細胞を標識して追跡し
たところ、出生 2 週間目までは膵β細胞の標
識率に有意な変化はなかったが、4 週目には
有意に低下した（図５）。 

図５．膵β細胞の標識、追跡結果 
 
このことから、出生後 2 週から 4 週の時期

には、膵β細胞の自己複製に加えて、非β細
胞からβ細胞への新生も寄与する可能性が
示唆された（出生後 4 週間で膵β細胞量は約
55 倍に増加している）。また、このとき、YFP
で標識されない数個から数十個のインスリ
ン陽性細胞のクラスターが散見され、これは
膵β細胞新生を表していると考えられた。こ
のクラスターの起源を調べるために、膵管を
選択的に標識するレクチンである DBA とイ
ンスリンの重免疫染色を行ったところ、DBA
結合細胞の近くにクラスターが多いという
知見は得られなかった。また、出生後 56 日
目まで観察したところ、標識率は 28 日目と

同程度であったことから、出生後 28 日以降
には膵β細胞の新生はほとんど生じないと
考えられた。以上の結果から、膵β細胞の新
生は、主に出生後 2 週から 4 週の間に生じ、
その起源として膵管以外の可能性がある。こ
の研究を通じて、実際の膵β細胞の分化、新
生のメカニズムが明らかとなれば、膵腺房細
胞からのインスリン分泌細胞を誘導する際
にも役立つものと考えられる。 
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