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研究成果の概要（和文）：　ES/iPS細胞の臨床応用化が進んでいるが、いまだ分化誘導効率の低い臓器・組織が
多く存在する。我々のグループは、山中因子を用いて人工組織特異的幹細胞（iTS細胞）の作製に成功してい
る。この細胞は分化誘導効率がES/iPS細胞より高いなどの利点があるが、iTS細胞の樹立にはiPS細胞作製技術を
用いているため、作製時にiPS細胞の混入の可能性がある。本研究では、「山中因子以外」の因子を用いてiTS細
胞を樹立することを目的とした。その結果、(1)YAP遺伝子(2)新規3遺伝子によるiTS細胞の樹立は可能であった
が、(3) 低分子化合物によるiTS細胞の樹立はできなかった。

研究成果の概要（英文）：Clinical applications of ES/iPS cells are advancing, but there are still 
many issues that differentiation efficiency of ES/iPS cells is low. Our group has succeeded in 
induced tissue-specific stem cells (iTS cells) using the Yamanaka factors. These cells have 
advantages such as higher differentiation efficiency compared to ES/iPS cells, but there is a 
possibility of iPS cell contamination during iTS cell production because iTS cells are generated by 
Yamanaka factors. This study aimed to establish iTS cells without the Yamanaka factors. As a result,
 (1) YAP gene, (2) three novel genes induce iTS cells, but (3) low molecular weight compounds did 
not induce iTS cells.

研究分野： 膵島移植、膵島再生

キーワード： iTP細胞　YAP　転写因子　低分子化合物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、「山中因子以外」の因子を用いてiTS細胞を樹立すること成功した。具体的には、(1)YAP遺伝子、
(2)新規3遺伝子によるiTS細胞の樹立は可能であった。この2つの樹立方法では、山中因子を使用しないため、
iPS細胞の混入の可能性がない。そのため、iPS細胞由来分化細胞の移植の時に問題となる、奇形腫形成を回避す
ることができるため、有用な樹立方法であると考えられる。iTS細胞の特徴として、(a)樹立効率が高い、(b)分
化誘導効率が高い、（c)奇形腫形成がない、があるが、今回の研究成果により、さらに安全性が高いiTS細胞の
樹立が可能となった。

※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 

ES/iPS 細胞の臨床応用化が進んでいるが、いまだ分化誘導効率の低い臓器・組織が多く存在

する。例えば我々のグループの主要研究テーマのひとつである「ES/iPS 細胞から膵β細胞への

分化誘導」に関しては、その効率の低さが大きな問題となっており、臨床応用例が報告されては

いるものの、治療効果がほぼなかったことが明らかとなっている（研究開始当初）。我々のグル

ープでは、山中因子をそれぞれの組織に一過性発現させ、組織特異的幹細胞のマーカーで細胞を

選択することにより、組織特異的幹/前駆細胞を人工的に作製することに成功し、これを iTS/iTP

細胞（induced tissue-specific stem/progenitor cells）と命名した（文献 1-4）。この細胞の

特徴は１）樹立効率が iPS 細胞よりも高い、２）分化誘導効率が ES/iPS 細胞より高い、３）奇

形腫形成がなく ES/iPS 細胞で懸念された未分化細胞残存による腫瘍形成の心配がない点が挙げ

られ、臨床応用化を考慮した場合、大きな利点となる。我々のグループでは、ヒト膵、肝、腎、

間葉系細胞から iTS/iTP 細胞の樹立に成功しており（それぞれ、iTS-P、iTS-L、iTS-K、iTS-M 細

胞と命名）、この技術はさまざまな組織に関して応用可能であると考えられるため、画期的な技

術であるといえる。一方で、iTS 細胞の樹立には iPS 細胞作製技術を用いているため、作製時に

iPS 細胞の混入の可能性があり、そのため未分化 iPS 細胞由来の奇形腫形成のリスクが完全には

取り除かれていない。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、「山中因子以外」の因子を用いて人工組織特異的幹細胞（iTS 細胞）を樹立する

ことを目的とした。具体的には、（1）YAP 遺伝子による iTS 細胞の樹立、（2）新規遺伝子による

iTS 細胞の樹立、（3）低分子化合物による iTS 細胞の樹立を試みた。組織特異的幹細胞に発現し

ている「YAP 遺伝子」や新規遺伝子を用いて iTS 細胞を作製することができれば、iPS 細胞の混

入の可能性のない iTS 細胞を作製することができる。また、低分子化合物のみで iPS 細胞の樹立

に成功した報告もあるため、低分子化合物での iTS 細胞の作製も試みた。 

 

 

３．研究の方法 

（1）YAP 遺伝子による iTS 細胞の樹立 

iTS 細胞は 2015 年に我々の教室が初めて報告したが（文献 1-4）、2016 年に別のグループが、

YAP 遺伝子を用いて乳腺幹細胞や神経幹細胞の人工作製に成功している（文献 5）。この報告をも

とに本研究では膵組織に YAP 遺伝子をプラスミドで導入し、YAP を一過性発現させることにより

iTS-P 細胞の樹立を試みた。 

 

（2）新規遺伝子による iTS 細胞の樹立 

我々は、マウス ES 細胞、iTS-P 細胞、および膵島細胞の遺伝子発現を Microarray で調査し、

iTS 細胞特異的遺伝子が 1,794 因子あることを確認した（文献 2）。1,794 因子から文献調査など

により因子を 20 程度に絞り込み、これらの因子を発現するプラスミドを作製した。この因子か

ら、iPS 細胞樹立時に因子を絞り込んだ方法と同じ手法（1 因子ずつ抜いていく方法）で因子を

絞り込んだ。 

 



（3）低分子化合物による iTS 細胞の樹立 

2016 年に SB431542、Bix01294、RG108、Bay K8655 (SBRB)を用いて、胃の上皮細胞から人工内胚

葉系幹細胞（iEndoPC）を樹立したとの報告がなされている（文献 6）。また、2013 年には VPA、

CHIR99021、616452、Tranylcypromine、Forskolin、3-deazaneplanocin A (VC6TFZ)を用いた iPS

細胞の樹立の報告がなされている（文献 7）。本研究では、SBRB や VC6TFZ などの低分子化合物を

用いて iTS 細胞の樹立を試みた。 

 

 

４．研究成果 

（1）YAP 遺伝子による iTS 細胞の樹立 

マウスの膵組織に YAP 遺伝子をプラスミドで導入し、YAP を一過性発現させることにより iTS-

P 細胞（iTS cells from pancreatic tissue）の樹立を試みた。我々は 24 週齢のマウス膵組織

（遺伝子操作の無い膵幹細胞が単離できない週齢）を用いて、遺伝子導入を行ったところ、自己

複製能を持つ複数の細胞群を入手することが可能であった。いずれのクローンも、iPS 細胞作製

技術（従来法）で樹立した iTS-P 細胞と形態が良く似ており、膵幹細胞特異的マーカーの発現、

およびインスリン分泌細胞への分化も確認された。さらに奇形腫形成は認められず、「iTS-P 細

胞」であることが明らかとなった（論文報告：文献 8）。 

 

（2）新規遺伝子による iTS 細胞の樹立 

 我々は、マウス ES 細胞、iPS 細胞作製技術（従来法）で樹立した iTS-P 細胞、および膵島細

胞の遺伝子発現を Microarray で調査し、iTS 細胞特異的遺伝子が 1,794 因子あることを確認し

た。1,794 因子から文献調査などにより 21 因子に絞り込み、これらの因子を発現するプラスミ

ドを作製した。21 因子すべてを細胞内へ導入したところ、iTS 細胞と形態のよく似たコロニーが

出現することを確認した。その後、iPS 細胞樹立時に因子を絞り込んだ方法と同じ手法（1 因子

ずつ抜いていく方法）で因子を絞り込み、3因子で iTS-P 細胞を樹立することに成功した（特許

取得予定のため因子は非公開）。この細胞は、従来法で樹立した iTS-P 細胞と形態が良く似てお

り、膵幹細胞特異的マーカーの発現、およびインスリン分泌細胞への分化も確認された。さらに

奇形腫形成は認められず、「iTS-P 細胞」であることが明らかとなった。 

 

（3）低分子化合物による iTS 細胞の樹立 

他のグループから、SB431542、Bix01294、RG108、Bay K8655 (SBRB)を用いて、胃の上皮細胞

から人工内胚葉系幹細胞（iEndoPC）を樹立したとの報告がなされている。この文献を参考に、

この 4 つの低分子化合物を用いて iTS-P 細胞の樹立を試みた。24 週齢のマウス膵組織（遺伝子

操作の無い膵幹細胞が単離できない週齢）に SBRB を投与したところ、膵組織の形態学的変化が

認められたが、自己複製能を獲得した細胞群は得られなかった。また、VPA、CHIR99021、616452、

Tranylcypromine、Forskolin、3-deazaneplanocin A(VC6TFZ)を用いた iPS 細胞の樹立の報告が

されているため、VC6TFZ の低分子化合物を用いて iTS 細胞の樹立を試みたが、残念ながら iTS

細胞の樹立には至らなかった。さらに、SBRB+VC6TFZ をマウス膵組織に投与したが、細胞の形態

変化は認められたものの、自己複製能を持つ細胞の樹立には至らなかった。特に、先に述べた通

り VC6TFZ を用いての iPS 細胞樹立の報告があるが、我々の研究室では再現性は取れなかった。

原因として、本研究で用いた細胞が膵組織であり、過去の報告例と異なるため、リプログラミン

グがうまく起こらなかった可能性が考えられた。 



 

本研究では、（1）YAP 遺伝子、（2）新規 3遺伝子による iTS 細胞の樹立は可能であった。この

2 つの樹立方法では、山中因子を使用しないため、iPS 細胞の混入の可能性がない。そのため、

iPS 細胞由来分化細胞の移植の時に問題となる、奇形腫形成を回避することができるため、有用

な樹立方法であると考えられる。iTS 細胞の特徴として、①樹立効率が高い、②分化誘導効率が

高い、③奇形腫形成がない、があるが、今回の研究成果により、さらに安全性が高い iTS 細胞の

樹立が可能となった。 
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