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研究成果の概要（和文）：転写因子Mafaの直接的標的因子を見出し、同因子のGSISへの関与ﾒｶﾆｽﾞﾑを解析した。MIN6細
胞とMafa抗体を用いてChIP assayを行い、deep sequencing解析によりMafaが結合しているDNA配列を網羅的に解析した
。結果、ｲﾝｽﾘﾝ分泌へ関与し得る因子を同定し得た。膵β細胞新生を目指した検討ではMafaを他の膵β細胞関連転写因
子とともに組織特異的に発現誘導し得るﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆｯｸﾏｳｽを作製し、各転写因子を異所性に発現誘導した。結果、様々な
非β細胞からｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞を誘導し得ることが示された。これら結果は膵β細胞機能・新生におけるMafaの有用性を
示している。

研究成果の概要（英文）：it is still unknown how Mafa is involved in insulin secrestion. To examine its 
mechanism, we performed ChIP assay with Mafa antibody and MIN6 cells followed by deep sequencing of 
isolated fragmented DNA. As a result, we could isolate several genes as target of Mafa. At least, one of 
them is clearly important for generating ATP and glucose-induced insulin secretion in pancreatic 
&#61538;-cells. In another study, To explore the potential role of Mafa in reprogramming capacity in 
vivo, we generated transgenic mice conditionally expressing insulin transcription factors by the Cre/loxP 
system. Ectopic and combined expressions of those factors induced insulin producing cells from various 
non-beta-cells in vivo. Interestingly, the difference of original cell make different efficiency for the 
reprograming to insulin producing cells. These results demonstrated the critical role of Mafa for 
beta-cell function and generation.

研究分野：糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
２型糖尿病患者において、膵β細胞機能

障害の存在が高血糖を助長し、さらに膵β細

胞機能が増悪するといった悪循環が繰り返

されることは臨床上よく経験されている。こ

の膵β細胞機能障害の背景に、ｲﾝｽﾘﾝ転写因

子 Mafa の発現低下が関与していることを近
年我々は報告している。実際にﾋﾄの膵切片を

用いた検討においても、ｲﾝｽﾘﾝ分泌能の低下

した患者においては、Mafaの発現低下が観察
された。我々はまた、Mafaが胎生膵から成熟
膵に至る如何なる時期においてもｲﾝｽﾘﾝ陽性

細胞にのみその発現が認められ、多くのｲﾝｽﾘ

ﾝ転写因子のなかでも、ｲﾝｽﾘﾝ合成の中心的役

割を果たしていることを報告してきた。さら

にMafaは、ｲﾝｽﾘﾝ合成のみならずｸﾞﾙｺｰｽ応答
性ｲﾝｽﾘﾝ分泌にも関与することがMafa ﾉｯｸｱｳﾄ
ﾏｳｽの検討からも明らかとなっており、膵β

細胞機能において主要な役割を果たしてい

るものと考えられる。しかしながら、Mafa
がどのような機序によりｲﾝｽﾘﾝ分泌を低下さ

せるのかは明らかではない。これまでに、

Mafaの dominant negative formの過剰発現系
を用いて、ｲﾝｽﾘﾝ分泌に関与する幾つかの既

知の因子の発現が低下するという報告がな

されているが、Mafa特異的 shRNA発現ｱﾃﾞﾉ
ｳｨﾙｽによりMafa発現を 20％未満までﾉｯｸﾀﾞｳ
ﾝした我々の系においては、これら既知の因

子のなかでは GLUT2 の他に有意な発現変化
はなく、Mafaは主に GLUT2発現を介してｲﾝ
ｽﾘﾝ分泌に関与している可能性と、未知の因

子の発現を制御することによりｲﾝｽﾘﾝ分泌に

関与している可能性を考えているが、いまだ

明らかな標的遺伝子は同定されておらず、

Mafa が如何にｲﾝｽﾘﾝ分泌へ関与しているか
は明らかではない。 
  ｲﾝｽﾘﾝ分泌の枯渇した糖尿病患者に対す

る根治療法の一つとして、膵β細胞の補充療法

が挙げられる。移植ドナー数が不足している現

状において、非β細胞からの膵β細胞化へ向

けた様々な試みがなされているが、いまだ膵β

細胞化のためのｿｰｽが確立されたとは言いがた

く、未分化細胞のみならず、分化細胞も含め多く

の候補細胞からの選択が求められている。膵β

細胞の主要な役割はｲﾝｽﾘﾝの合成であるが、

様々な転写因子がこれに関与している。なかで

も前述した Mafa は特に強力なｲﾝｽﾘﾝ転写因子
であり、我々は同因子のｸﾛｰﾆﾝｸﾞに成功した後、

Mafaが他のｲﾝｽﾘﾝ転写因子に比べて膵β細胞
への発現特異性が際立って高く、他の膵島細胞

である α, δ, pp細胞には発現を認められないこ
と、膵β細胞の最終的な分化段階になり初めて

その発現が認められること、膵α細胞株に Mafa
を stable に発現させるとｲﾝｽﾘﾝ発現が認められ
るようになるなどの報告をしてきた。これらは

Mafa が膵β細胞機能における key factor の一
つであり、膵β細胞の発生・再生を考える上でも

重要な因子であることを示している。さらに、非

β細胞のβ細胞化に向けた試みとして、Mafaを
他の膵β細胞特異的転写因子、Pdx1、Beta2 な
どと同時に作用させることにより、ﾏｳｽの肝臓や、

ﾗｯﾄ腸管上皮由来 IEC6細胞及び膵外分泌由来
AR42J 細胞などに豊富なｲﾝｽﾘﾝ発現を誘導し
得ることも報告している。しかしながら、実際に in 
vivo において非β細胞からの膵β細胞化を目
指すにあたり、いずれの細胞・組織がこれに適し

ているのかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
我々は、Mafa を手掛かりとした新たなｲ
ﾝｽﾘﾝ分泌に関与する因子を探求することを

一つ目の目的としている。未解明の部分の多

いｲﾝｽﾘﾝ分泌の一端を明らかにできれば、将

来の分子生物学的手法によるｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲ

ﾝｽﾘﾝ分泌能を有する膵β細胞の作製の一助

となり得ると考えている。二つ目の目的は、

将来の分子生物学的手法による膵β細胞の

作製に適した標的細胞を探求することであ

る。これまでに得られた我々の結果を基礎として、

非β細胞から膵β細胞への分化転換を目指し

ており、まずは in vivoにおける有望な候補細胞
を探求することとした。本研究が将来の膵β細

胞再生医療に役立つ知見となり得ると考えてい

る。 
 
３．研究の方法 
A)  Mafa の直接的標的遺伝子の網羅的解析 

ｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌能を有する

MIN6細胞において sh-Mafa adenovirusを用
いてMafaを knock-downし、灌流実験を行
った結果、ｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌にMafa
が関与していることが示された。そこで、

Mafa の直接的標的因子を探求することに
よりｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌関連因子を新

規に同定することを目的として、MIN6 細
胞とMafa抗体を用いて ChIP assayを行い、



得られたChIP ｻﾝﾌﾟﾙの遺伝子配列を直接的
に解読すべく、454 Sequencing解析(Takara 
Bio)を行った。この解析のﾒﾘｯﾄは、一度の
解析で大量に、そして直接的に DNA 断片
を sequenceするので、少数の DNA断片ま
で網羅的に拾い読むことの出来る点であ

る。454 Sequencing解析により 100 bp前後
の配列が 65,000 ﾘｰﾄﾞ程度得られた。得られ
たﾘｰﾄﾞ全てを BLAST ｻｰﾁし、ﾘｰﾄﾞのｹﾞﾉﾑ
上での位置が coding sequence よりも上流
であり、5000 bp 上流以内のものに絞って
解析した。さらに Mafa の結合するｺﾝｾﾝｻｽ
配列(MARE)が、実際に沈降された DNA断
片の近傍に存在しているかを解析し、この

条件に合致した候補遺伝子上の MARE を
含む配列を subcloningすることにより、100
種類程度の reporter gene plasmidsを作製し
た。これらを用いて luciferase reporter 
analysis を施行したところ、Mafa により
promoter activity が増大し、且つ、shMafa
発現 plasmid により減少したものが 7種類
認められた。次に、実際に shMafa発現ｱﾃﾞ
ﾉｳｨﾙｽを用いて Mafa をﾉｯｸﾀﾞｳﾝした系にお
いて、候補因子の発現の低下の有無を

realtime RT-PCRにより検討した結果、3因
子が有意に発現低下しており、Mafaにより
正に制御されている可能性が認められた。

そこで、この 3 因子のﾉｯｸﾀﾞｳﾝｱﾃﾞﾉｳｨﾙｽを
それぞれ作製し、MIN6 細胞の機能に及ぼ
す影響を検討した。 
 
B) 膵 β細胞への分化転換に向けた試み 
今回申請している研究の 2つ目の目的
は in vivoにおける膵 β細胞への分化転換に
適した候補細胞を見出すことである。この

目的のため、Mafa、Pdx1、NeuroD1/Beta2、
Neurogenin3(Neurog3)など、膵 β 細胞の発
生・分化およびｲﾝｽﾘﾝ発現において必須の

転写因子を、Cre-loxP ｼｽﾃﾑを用いた系によ
り組織特異的に発現誘導し得るﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆｯ

ｸ ﾏ ｳ ｽ (CAG-CAT-Mafa, CAG-CAT-Pdx1, 
CAG-CAT-Beta2, CAG-CAT-Neurog3)を作製
した。これらﾏｳｽと様々な非β細胞特異的

Cre発現ﾏｳｽとを交配させることにより、上
記転写因子を単独または組み合わせて外

因性に発現誘導することにより、各非β細

胞の膵β細胞への transdifferentiation の可
能性を検討した。 

 
４．研究成果 

A)  Mafa の直接的標的遺伝子の網羅的解析 

上記3因子のうち、2因子のﾉｯｸﾀﾞｳﾝｱﾃﾞﾉｳｨ
ﾙｽの作製に成功し、ｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌を

灌流実験により評価したところ、1因子におい
てﾉｯｸﾀﾞｳﾝによる有意なｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分

泌の低下が観察された。また、同因子が他組

織に比較し膵β細胞に大量に存在しているこ
とは、膵β細胞株及び膵島由来RNAを用いて既
に確認済である。さらに、これら因子の発現

が、Mafaの低下している糖尿病ﾏｳｽにおいて低
下しており、膵β細胞特異的Mafa過剰発現
db/dbﾏｳｽでは発現が改善していることも認め
られ、Mafaの標的因子である傍証と考えられ
た。また、同因子をMIN6細胞においてﾉｯｸﾀﾞｳ
ﾝすると、ATP産生が低下することも確認して
おり、ｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌にはATP産生を
介して関与していると考えられる。現在、同

候補因子に注目し、in vivoでの機能を詳細に
解析すべく、conditional homo knock-out (flox) 
mouseを作製中である。hetero knock-out mouse
では、iPGTTでの負荷後血糖高値が認められ、
負荷後ｲﾝｽﾘﾝ値には有意差は認められなかっ

たが、初期には軽度の低下の後、遷延性の高

ｲ ﾝ ｽ ﾘ ﾝとなる傾向が認められた。 homo 
knock-out mouseの産出が待たれる。   
 
B) 膵 β細胞への分化転換に向けた試み 

Neurog3-Cre ﾏｳｽ用いて、膵 β細胞と最
も発生学的に近縁にある膵内分泌細胞（α、
δ、PP細胞）にMafa及び Pdx1の発現を誘
導し、その影響につき検討した。結果、胎

生膵内分泌細胞へのMafaまたは Pdx1単独
の過剰発現では、Pdx1 により 10%未満程
度のα細胞にｲﾝｽﾘﾝとｸﾞﾙｶｺﾞﾝの共発現を

認めたが、その他各内分泌細胞に大きな影

響を認めなかった。一方、Mafaと Pdx1を
同時に発現誘導したところ、0.5 日齢では
多くのｸﾞﾙｶｺﾞﾝ陽性細胞においてｲﾝｽﾘﾝが

共発現しており、PP陽性細胞においてもｲ
ﾝｽﾘﾝの共発現が認められた。さらに、6 週
齢においてはｸﾞﾙｶｺﾞﾝ、PP陽性細胞がほぼ
消失していた。これら結果からは、膵島細

胞、なかでもα細胞のβ細胞への可塑性が

示唆されたが、分化転換の確認はできてい

ない。そこで、Mafa、Pdx1 発現α細胞の
tracingと、分化の進んだ α細胞におけるこ



れら転写因子発現の影響を同時に検討す

べく、glucagon-Cre ﾏｳｽによる Mafa, Pdx1
の発現誘導を行った。Mafaまたは Pdx1の
単独過剰発現では成熟期に至るまで大き

な変化を認めなかった。一方、Mafa 及び
Pdx1 を同時に発現させた系においては、
ROSA26R-LacZ ﾏ ｳ ｽを用いたα細胞の
tracing の結果、多数のα細胞がｲﾝｽﾘﾝ陽性
細胞となり、それら細胞ではｸﾞﾙｶｺﾞﾝ発現

が消失していた。 
次に、Ealstase-CreERまたは Sox9-CreERを
用いて、ﾀﾓｷｼﾌｪﾝ誘導性に膵外分泌細胞ま

たは膵導管細胞への各種ｲﾝｽﾘﾝ転写因子の

異所性発現誘導を試みた。いずれの成熟組

織においてもｲﾝｽﾘﾝ遺伝子発現を誘導し得

ることを確認し得たが、外分泌細胞に比べ、

Sox9 陽性細胞へｲﾝｽﾘﾝ転写因子を発現させ
た方が、ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞化効率が高い結果

が得られた。これら結果から、ｲﾝｽﾘﾝ転写

因子による膵β細胞への transdifferentiation
を目指す上では、元の細胞により膵β細胞

化効率に違いがでると考えられた。 
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