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研究成果の概要（和文）： 

我々は同様の非ウイルス性遺伝子導入手法により再生過程にあるマウス肝組織中に Pdx1 と

Ngn3 を共発現させることにより，in vitro の系と同様に肝組織内でインスリン産生を誘導しう

ること発見した．更に Pdx1，Ngn3 に v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

family, protein A (MafA) を加えることによりこのような reprogramming が増強されうる可

能性があることを同定した．今回の検討により，生体内においても，非ウイルス性遺伝子導入

手法により肝臓細胞からインスリン産生細胞を誘導しうることが同定された．導入遺伝子の最

適化には更なる検討が必要であると考えられた． 

 
研究成果の概要（英文）： 

We introduced Pdx1 and Ngn3 into regenerative liver using non-viral gene transfer 

technique. Co-expression of Pdx1 and Ngn3 activated the transcription of various 

islet-related genes, and induced insulin synthesis in the liver. Futhermore, it was 

suggested that this reprogramming was enhanced by co-expression of triple factors adding 

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein A (MafA).In conclusion, 

the reprogramming will occur even in vivo without the need for viral vectors. Further 

investigation might be needed to optimize the combination of transgene. 
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１．研究開始当初の背景 
厚生労働省による人口動態調査によれば，

2004 年の本邦における膵癌による死亡数は
22,260 人で，癌の死因別では男女とも第 5

位であるが，年々増加傾向にある．膵癌は，

初期に無症状であることが多く，また後腹膜
臓器である解剖学的特性により早期発見が
困難な癌種として知られている．実際，症状
出現時には既に周囲臓器･器官への浸潤が認
められることが多いため，手術を含めた治療
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法の選択に難渋する症例にしばしば遭遇す
る．特に膵全摘出術を要する症例においては，
術後の膵内分泌機能の欠損により，特に血糖
値のコントロールが困難となる症例が大半
であるため患者の QOL の視点から術式の選
択に躊躇することも少なくない．また膵部分
切除症例においても，65％以上の膵切除を行
った場合には一定期間の潜在性糖尿病の後
にインスリン依存性糖尿病へと進展するこ
とが報告されている．このように手術後の膵
内分泌機能の保全は膵臓外科領域における
重要な命題である． 

近年，このような膵切除後内分泌機能不全
に対する膵島移植も pre-clinical study とし
て報告され一定の成果を挙げているが，膵島
移植の免疫抑制プロトコールが未だ模索さ
れている昨今においては，免疫抑制下の発癌
リスク検証の必要性という見地も踏まえ，臨
床応用までの道のりは遠いと言わざるを得
ない． 

他方，遺伝子治療的見地からは，自己免疫
疾患であるⅠ型糖尿病に対して膵臓発生関
連特異的転写因子を膵臓以外の細胞に対し
て異所性に発現させることにより膵島内分
泌細胞への reprogramming を惹起しうるこ
とが多数報告されている．これらの遺伝子導
入のホストとして複数の細胞種が報告され
ているが，その発生学的相同性から肝臓細胞
はもっとも有効な細胞ソースとして期待さ
れている．2000 年 Ferber らによって，アデ
ノウイルスベクターを用いて膵臓発生特異
的 転 写 因 子  Pancreatic and duodenal 

homeobox 1(Pdx1)をマウス肝臓に異所性発
現させることにより肝臓から膵臓内分泌細
胞への reprogramming を惹起しうることが
報告されて以降，in vitro / in vivo の両実験
系で複数の検討がなされているが，その多く
は viral vector を用いた検討であった．Viral 

vector による，特に生体内における細胞障害
作用は，このような再生医学的手法を臨床ベ
ースに底上げする上で大きな障壁である． 

我々は従来遺伝子導入が困難とされるマ
ウス初代培養肝細胞に対して，非ウイルス性
遺伝子導入手法を用い Pdx1 と Ngn3 を共発
現させる事により膵β細胞様細胞への
reprogramming を効率的に惹起しうること
を世界に先駆けて報告したが，初代培養肝細
胞という導入対象細胞の特性上，インスリン
産生/分泌という獲得形質は一過性の事象に
留まった．またこのような reprogramming

を惹起する上で，転写因子 2 種類による組み
合わせが最適なのか否かも検証する必要が
あった． 

このような背景を鑑み，我々はマウス肝再
生モデルを用いて in vitro と同様な

reprogrammingを誘導しうるかを検証した．
更に上記 2 種の転写因子に加え v-maf 

musculo aponeurotic fibrosarcoma 

oncogene homolog A (MafA)を加え 3 因子共
発現系とすることにより，その効率性を亢進
せしめるか否かを検証した． 

 

２．研究の目的 

①非ウイルス性遺伝子導入手法による
liver-to-pancreas reprogramming は in vivo

の環境下においても惹起しうる，②Pdx1 及
び Ngn3 に MafA を加えることにより
reprogramming 効率は上昇する，という二
つの作業仮説を検証するため，マウス肝再生
モデルの肝組織中に Pdx1，Ngn3，及び MafA

を非ウイルス性に発現させ，インスリン産生
細胞の誘導性を検証する． 

 

 

３．研究の方法 

 膵臓発生特異的転写因子である，Pdx1，
Ngn3，及びMafAを用い，①2因子（Pdx1+Ngn3），
②3因子（Pdx1+Ngn3+MafA）を共発現するプ
ラスミドを作成する．これらのプラスミドを，
choline-deficient, 
ethionine-supplemented (CDE) diet を用い
た肝再生モデルマウスに対して
hydrodynamic gene transfer technique によ
り非ウイルス性に導入する． 
肝組織を用いた RT-PCR 及び insulin-ELISA
法により，肝組織内でのインスリン発現性を
解析する． 
 
４．研究成果 
(1) 膵臓発生特異的転写因子発現プラスミ
ドの構築 
 CMV プロモーター下流で Pdx1，Ngn3，及び
MafA が蛍光タンパク質とともに発現するプ
ラスミドを三種類作成した．予備実験として
マウス肝芽腫由来 cell line（Hepa1-6）に
対して electroporation 法の改変手法である
nucleofection 法を用いて遺伝子導入を行っ
た結果，約 60%の導入効率で遺伝子を導入し
得た．この系においては 3種類のプラスミド
の共導入が可能であり（Fig.1），その共発現
率はほぼ 90%であった． 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

Fig.1 Nucleofection 法による遺伝子導入 
 

このプラスミドをマウス尾静注による
hydrodynamic gene transfer technique を用
いてマウス肝において異所性発現させた．こ
の系においても同様の発現性が得られたが，
その発現は一過性であったため，新たにヒト
フェリチンプロモーター下流で，転写因子 2
種及び 3種を共発現するプラスミドを再構築
した（Fig.2）． 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

Fig.2 ヒトフェリチンプロモーター下流発現
プラスミド 

 
このプラスミドを尾静注したマウスにお

いては，連続切片の検討において 3種類の転
写因子が肝細胞内で共発現することが確認
し得た（Fig.3）．加えて，約 14 日間の発現
維持が可能であることを確認した． 

 
Fig.3 マウス肝における異所性遺伝子発現 
 
(2) マウス肝組織における異所性遺伝子発

現よる，インスリン産生細胞分化誘導 
C57BL/6J マウス(6 週齢,雄)に対して

choline-deficient, 
ethionine-supplemented (CDE) diet を投与
し，肝障害-再生モデルを作成した．同モデ
ルにおいては肝組織特異的幹細胞である
oval cell が誘導されるが，食餌を通常食に
もどすことにより肝再生が惹起される．この
モデルに対しstreptozotocin (STZ)を投与し
高血糖状態を惹起した上で，プラスミドを尾
静注し，インスリン産生細胞の分化誘導を行
った（Fig.4）．  

Fig.4 Expreimental design 
 

結果，肝組織を用いた RT-PCR により膵臓
内分泌ホルモン並びに膵臓特異的発現誘導
が確認された．2 因子共発現系において
insulin -2 の発現は確認されなかったが，3
因子教発現系においては通常膵組織と同じ
く insulin 1 及び insulin 2 の発現を確認し
得た（Fig.5）．  

 
 

 
 
 

 

Fig.5 マウス肝における膵臓ホルモン遺
伝子発現 

 
またマウス肝組織中のインスリンを ELISA

法にて定量すると，3 転写因子共発現系にお
けるインスリン含有量は非遺伝子導入マウ
スに比し，有意に高値であった．2 因子共発
現系との比較では，統計学的有意差は認めな
いものの，約 2倍のインスリン含有量を示し
た（Fig.6） 
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Fig.6 マウス肝組織におけるインスリン定

量 
 

これらの知見は，生体内においても，非ウ

イルス性遺伝子導入手法により肝臓細胞か

らインスリン産生細胞を誘導しうることを

証明する所見であり，更に 2 転写因子共発現

に比し 3 因子共発現系が reprogramming 誘

導性に優れている可能性を示唆する所見で

あった． 

 
今後の予定 
現在我々はマウス肝由来未分化細胞に対

する，インスリン産生細胞分化誘導実験を遂
行している． 
我々はマウス門脈結紮モデルより独自に

樹 立 し た 肝 幹 様 細 胞 ， portal branch 
ligation-stimulated hepatic cells 
(PBLHCs) に対して同様の非ウイルス性遺子
導入実験を施行した．PBLHCs はマウス肝門脈
結紮葉から樹立された肝組織特異的幹細胞
であり，細胞外マトリックス及び液性因子の
調整により，肝及び胆管細胞の二系統に分化
する可塑性を有する細胞である．また門脈結
紮葉のみならず正常肝組織からも分離が可
能である． 
現在までの検証においては，この in vitro

の系においても，3 転写因子を共発現させる
ことによりインスリン遺伝子の発現は誘導
され，また導入後 7日目まで維持することが
可能であった（Fig.7）． 
 
Fig.7 PBLHCsにおけるインスリン遺伝子の発

現誘導 
 
実地臨床における門脈結紮（塞栓）術は門

脈血流の不均衡による代償性肝再生を惹起
するための治療手段であり，通常門脈結紮葉

は担癌領域として切除される運命にある． 
現在はまだ予備実験の段階であるが，現在

の PBLHCs に対する遺伝子導入実験の発展に
より，切除肝として破棄されるべき肝葉にお
ける組織特異的幹細胞を再生医療の cell 
source として有効に活用しうる可能性が生
じうる． 
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