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研究成果の概要（和文）：本研究では、「幹細胞から分化した異種系譜の細胞が共存し、それらが協調して機能を発揮
する新規細胞デバイス作製」に適用可能な、
「標的幹細胞の遺伝子発現状況を評価し、その状況に応じて標的細胞の転写因子活性を抑制することによって分化を誘
導するための基礎技術」と「細胞同士が機能協調していることを評価するための、細胞間シグナル伝達物質であるイン
スリンをオンラインでモニタリングする基礎技術」
の二つの技術開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have developed “a basic technique for inducing cellular 
differentiation by the down regulation of the activity of a target transcription factor based on the 
evaluation of gene expression status in a target cell” and “a basic technique for online insulin 
monitoring which can be applied to the evaluation of cellular functional collaboration”. These two basic 
techniques are expected to be applied to a fabrication method for “a cellular device in which various 
types of cells derived from stems cells functionally collaborate”.

研究分野： 生物工学

キーワード： 細胞デバイス　遺伝子発現制御　分化誘導　遺伝子発現解析　イメージング解析　インスリン　バイオ
センサー
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１．研究開始当初の背景 
ES 細胞や iPS 細胞は、自己増殖能とあらゆ

る細胞へ分化することができる多分化能を
特長として併せ持つ。これらの細胞は、特定
種の細胞へ分化誘導したのちに生体へ移植
する細胞移植療法、組織を再生したのちに生
体内へ移植する組織再生療法、また、分化誘
導した細胞を用いたドラッグスクリーニン
グや、細胞デバイスなどへの応用が期待され
ている。それらを実現するためには、未分化
状態の細胞を特定の細胞種へと分化させる
ことが必要である。研究開始当初、培養液中
に低分子化合物などの生理活性物質を添加、
または培養中の細胞に細胞種特異的転写因
子強制発現ベクターをウィルス感染やリポ
フェクション法により導入するといった分
化誘導法が盛んに開発されていた。それらの
分化誘導法は、培養中の全細胞に対して、同
一の操作を行うことから、基本的にすべての
細胞を同一細胞種へと分化誘導することを
期待した方法であった。したがってそれらの
手法では、生体や組織などのように異種系譜
の細胞が機能連携を行い、協調することによ
って複雑な機能を発揮している状態を自由
に作り出すことは困難であると考えた。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、幹細胞から分化した異

種系譜の細胞が共存し、それらが協調して機
能を発揮する新規細胞デバイス作製のため
の技術開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 上記のような目的を達成するために本件
研究では大きく以下の二つのテーマを設定
し研究を推進した。 
 
（１）標的単一細胞の分化誘導基礎技術開発 
① 標的単一生細胞内転写因子活性抑制法

の開発 
同一培養器内に異種細胞が存在し、機能協

調させるためには、一つ一つの細胞を目的の
細胞へと分化させる技術が有用であると考
えた。そこで、インジェクション技術を用い
て標的単一生細胞内の遺伝子発現を制御す
ることにより希望の細胞系譜へと分化誘導
する方法を考えた。本研究では、標的単一生
ES 細胞に、転写因子の結合配列と同じ配列を
持つDNAを囮DNAとして導入する転写因子
の抑制制御法の開発を行った。囮 DNA をフ
ェムトインジェクション法により標的細胞
内へ直接導入し、レポーター蛍光タンパク質
の蛍光を観察することにより、転写因子活性
の抑制効果を評価した。 
 
② 標的細胞の状態評価法開発 
目的の単一標的細胞を分化誘導するため

には、細胞の状態を的確に評価し、その状態
に応じて分化を誘導する必要がある。そこで
本研究では、標的細胞の遺伝子発現状態を、

細胞を殺さずに評価する方法を開発した。
DNA を基本骨格とし標的 mRNA に結合する
と蛍光シグナルを発する mRNA 測定用 DNA
ナノ構造体蛍光バイオセンサを開発し、細胞
内標的 mRNA の検出可能性について検討し
た。 
 
（２）異種細胞間機能協調を評価するための
基礎技術開発 
 同一培養器内の細胞同士が機能協調して
いることを評価するためには、細胞間シグナ
ルをオンラインで評価するシステムが必要
である。本研究ではインスリンシグナルをモ
デルとして選定した。インスリン受容体のイ
ンスリン結合ドメイン構造と発光タンパク
質、または蛍光タンパク質を遺伝子工学的に
融合し、インスリンを検出すると発光シグナ
ルを発する新しいタンパク質プローブを開
発した。これを用いて洗浄操作不要のインス
リン検出を実現し、インスリン分泌のオンラ
インモニタリングを行った。 
 
４．研究成果 
（１）標的単一細胞の分化誘導基礎技術開発 
① 標的単一生細胞内転写因子活性抑制法

の開発 
 囮 DNA の直接導入による転写因子活性抑
制法開発にあたり、Tet-Off System が組み込ま
れたEBRTcH細胞をモデルケースとして選択
した。この細胞は、tTA 転写因子によって
Venus 蛍光タンパク質を発現する ES 細胞で
ある。まず tTA 転写因子の結合配列を含まな
い DNA をフェムトインジェクション法によ
って核に導入した場合、蛍光タンパク質の発
現抑制効果は見られなかった。一方、tTA 転
写因子の結合配列を含む DNA 断片を囮 DNA
としてとして標的生細胞へフェムトインジ
ェクション法により核へ導入した場合、その
後の蛍光タンパク質の発現が観察された細
胞数が低下した。 

図 1 囮 DNA の直接導入による標的単一生細胞の転写活

性抑制法 
 
このことは、tTA が囮 DNA を認識し結合す

ることにより、ゲノム上の転写因子結合配列
への結合頻度が減少し、本来の転写活性が抑
制された結果であると推察された。以上のこ
とから、フェムトインジェクション法により
標的転写因子の結合配列を直接導入する、新
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しい標的単一生細胞内転写因子活性抑制法
の開発に成功したと結論した（図 1）。 
 
② 標的細胞の状態評価法開発 
①で開発した転写因子抑制法を用いて標

的幹細胞の分化誘導を試みたところ、同一条
件にもかかわらず、人為的に分化誘導される
細胞とされない細胞が混在した。これは同一
培養器内で培養した細胞でさえも、細胞の状
態が個々に異なっていることを示しており、
標的の細胞を目的の細胞へと分化誘導する
ためには、細胞を生かしたまま、遺伝子組換
えなしに細胞内の状況を的確に評価する技
術が必要であると考えた。 

そこで本研究では、標的 mRNA を測定する
新しい蛍光バイオセンサの開発を行った。図
2 に示したように、DNA ナノピンセット構造
体を基本構造とする新しい蛍光バイオセン
サをデザインし、3 本の合成オリゴヌクレオ
チドを自己集積することにより作製した。 

図 2 標的mRNA 測定用DNAナノピンセット構造体蛍

光バイオセンサ 
 
この蛍光バイオセンサは、標的 mRNA を認

識すると開いた状態から閉じた状態へ構造
が変化し、あらかじめ修飾しておいた蛍光色
素 Cy3、Cy5 間の距離が変化する。この距離
変化を反映する蛍光共鳴エネルギー移動
（ Fluorescence Resonance Energy Transfer; 
FRET）によって生じる蛍光をシグナルとして
評価したところ、生体外で作製した転写因子
の mRNA 濃度を反映したことから、標的
mRNA 測定用 DNA ナノ構造体蛍光バイオセ
ンサの開発に成功したと結論した。そこで細
胞を固定後、DNA ナノ構造体蛍光バイオセン
サを用いて蛍光染色を行ったところ、標的
mRNA のイメージングに成功したことが示
唆された。さらに毒素を用いて生細胞内へ
DNA ナノ構造体蛍光バイオセンサ導入し、細
胞を固定化後に観察を行ったところ、標的
mRNA のイメージングに成功していること
が示唆された。これらの結果は今後のライブ
イメージングによる遺伝子発現状況評価の
実現可能性を強く示唆する結果である。 

（２）異種細胞間機能協調を評価するための
基礎技術開発 
インスリンシグナルのオンライン評価シ

ステムを開発するにあたり、本研究ではイン
スリン受容体のインスリン認識メカニズム
に着目した。インスリン受容体は αCT セグメ
ントと L1 ドメインと呼ばれる部位でインス
リンを挟み込むようにして認識する。そこで、
それぞれの部位を発光タンパク質、または蛍
光タンパク質と融合した 2 つのタンパク質を
インスリン検出プローブとして作製した。こ
れらのプローブは、インスリン存在下で 3 分
子複合体を形成した場合のみ、発光タンパク
質と蛍光タンパク質が近接し、生物発光共鳴
エネルギー移動（Bioluminescence Resonance 
Energy Transfer; BRET）が生じると期待され
る（図 3）。 

図 3 インスリン受容体の標的認識部位を利用した洗浄

操作不要のインスリン検出法原理図 
 
プローブとインスリンを混合し、そのまま

発光基質を添加する洗浄操作不要のホモジ
ニアスアッセイ方式で BRET 効率を評価した
ところ、その効率はインスリン濃度依存的で
あった。そこで、インスリン分泌細胞である
MIN6 細胞培養中の培養液にこのインスリン
検出プローブを添加し、グルコースやインス
リン分泌誘導剤で細胞を刺激し、その応答の
オンラインモニタリングを行った。その結果、
MIN6 細胞のグルコース応答や薬剤効果を反
映した BRET シグナル応答が経時的に測定さ
れたことから、インスリンシグナル分泌応答
のオンラインモニタリングに成功したと結
論した。 
 
以上の様に本研究では、 

幹細胞から分化した異種系譜の細胞が共存
し、それらが協調して機能を発揮する新規細
胞デバイス作製に適用可能な、 
 標的幹細胞の遺伝子発現状況を評価し、

その状況に応じて標的細胞の転写因子
活性を抑制することによって分化を誘
導するための基礎技術 

 細胞同士が機能協調していることを評
価するための、細胞間シグナル伝達物質
であるインスリンをオンラインでモニ
タリングする基礎技術 

の二つの技術開発に成功した。今後は、これ
らの技術を利用した、新しい生細胞デバイス
の開発が期待される。 
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