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研究成果の概要（和文）：膵芽・膵上皮細胞（NKX6.1+細胞）は、発生過程において膵臓への分化が決定された細胞で
ある。NKX6.1+細胞への分化誘導は多能性幹細胞からの膵細胞作製において要所となる。しかしながら、その作製方法
は確立していない。本研究では、細胞塊の形成がNKX6.1+細胞の誘導因子の一つであることを示した。また、作製したN
KX6.1+細胞は膵芽細胞の指標となる遺伝子発現をしており、移植することで膵上皮様構造やグルコースに応答してイン
スリン分泌する膵β細胞へと分化可能であった。本研究で開発したヒト多能性幹細胞からのNKX6.1+細胞の分化誘導法
は、膵細胞を用いた基礎研究や臨床応用に有用である。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic bud/epithelial cells (NKX6.1+ cells) are considered as pancreas 
committed cells. Induction of the NKX6.1+ cell is a critical step for the generation of pancreatic cells 
from human pluripotent stem cells. However the induction protocol is not established. In this study we 
demonstrated that cellular aggregation is a key factor for induction of NKX6.1+ cells. Our generated 
NKX6.1+ cells expressed marker genes for pancreatic bud cells and could differentiate into pancreatic 
epithelia-like structures and beta cellｓ which secrete insulin in response to glucose level after 
implantation. Our new protocol is useful for basic research and clinical application using pancreatic 
cells.

研究分野：再生医学
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病の患者数は世界中で劇的に増加し
ている。本邦においても最新の厚生労働省の
統計によると、糖尿病患者および予備軍は
2,210 万人と国民の 17％にのぼり、その対策
は我が国の急務である。また、糖尿病の医療
費は1兆1,893億円と国民医療費の3.2%を占
める膨大なものであるため、医療経済的にも
重大な問題である。糖尿病の病因・病態とし
て膵β細胞の機能低下および細胞数の減少
があり、新たな膵β細胞の補充療法の開発が
求められている。 
 近年、移植医療への応用に向けて無限の増
殖能と多分化能を有するヒト胚性幹細胞
（embryonic stem cell; ES 細胞）やヒト人
工多能性幹細胞（induced pluripotent stem 
cell; iPS 細胞）から様々な臓器や細胞種の
作製が試みられており、膵 β 細胞も大きな
標的の一つである。膵β細胞は、膵臓内にあ
る膵島と呼ばれる内分泌細胞集団の 70％を
占める最大の構成要素である。発生生物学の
知見に基づいた研究から、ヒト ES/iPS 細胞
から膵島様細胞塊を分化誘導できることが
報告された（Assady, 2002; Tateishi, 2008）。
しかしながら、これまでに報告された膵島様
細胞塊は、自然発生で得られる膵島と比べて
少ないインスリン分泌能力を示し、また細胞
外の糖濃度に対する生理的な応答がほとん
どないなど、既知の in vitro 分化誘導方法
では未熟な膵β細胞集団しか得られないと
考えられている。 
 一方、ヒト ES/iPS 細胞から作製した膵 β
細胞ではなく、作製途中の PDX1+かつ NKX6.1+

の細胞が含まれる細胞分画を移植すると、in 
vivo の環境下で機能的な膵 β 細胞へと分
化・成熟することが報告された（Kelly, 2011）。
膵島は発生の初期段階で転写因子 PDX1 を発
現する細胞を起源とする。その後、PDX1 陽性
細胞の一部が NKX6.1 を発現する膵芽と呼ば
れる細胞塊の形態を経て、膵上皮構造を形成
する。PDX1 と NKX6.1 の発現は最終的には膵
β細胞へと限局していく。また、遺伝子改変
マウスにおいて PDX1 の欠損は膵臓の欠損を
（Ahlgren, 1996）、Nkx6.1 遺伝子の欠損は膵
β 細胞の顕著な減少を引き起こす（Sander, 
2000）。このように、PDX1 と NKX6.1 を持続的
に発現することが膵 β 細胞への分化に重要
であると考えられる。しかしながら、現在ま
でのところ、膵上皮細胞の前段階である膵前
駆細胞(PDX1+細胞)を膵芽・膵上皮細胞
(NKX6.1+細胞)へと特異的に誘導する刺激は
不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) PDX1+細胞が NKX6.1 を発現するまでの
過程を厳密に解析するため、ヒト iPS 細胞を
分化誘導させた細胞集団から、PDX1+細胞を生
存させたまま単離する方法を確立する。 
 
(2) ヒト iPS細胞から作製したPDX1+細胞を

NKX6.1+細胞へと高効率に分化誘導する方法
を確立する。 
 
(3) 作製した NKX6.1+細胞の分化能を in 
vitro および in vivo で検討する。 
 
３．研究の方法 
（1） PDX1 の遺伝子発現と相関して蛍光タ
ンパク質を発現するレポーター細胞株を樹
立する。これまでの検討でヒト PDX1 プロモ
ーター制御下では蛍光タンパク質が有効に
機能しなかったことから、レポーター遺伝子
をゲノム中の PDX1 遺伝子座に相同組み換え
にて導入する改良を行う。また、ヒトでは染
色体の片方の PDX1 遺伝子座で欠損・変異が
あるだけでも若年性糖尿病MODY4に見られる
ような膵β細胞機能の低下を顕著に引き起
こす（Stoffers, 1997）。そこで、ゲノム中
のPDX1遺伝子の後部にIRES配列とtdTomato
遺伝子をノックインすることで、PDX1 遺伝子
を保持したまま、PDX1 発現と相関させて
tdTomato を別個に発現させる。これにより
PDX1 遺伝子の欠損から予想される正常な発
生・機能に対する弊害を回避する。 
 ターゲティングベクターとしては細菌人
工染色体(Bacterial artificial chromosome, 
BAC)を用いる。BAC は長い相同配列(約 100 
kbp)を持ち、相同組み換えに有利である。BAC
ベクターの PDX1 遺伝子の後部に IRES 配列と
蛍光色素遺伝子 tdTomato と薬剤耐性遺伝子
を挿入させる。これをエレクトロポレーショ
ン法にてヒト iPS 細胞に導入する。薬剤耐性
株を選択し、PCR 法にてゲノムを解析するこ
とで、相同組み換えの起こった細胞株を選別
する。相同組み換えの起こった株を得られな
かった場合、細胞株を分化誘導することで、
PDX1 の遺伝子発現と相関して蛍光色素を発
現するトランスジェニック細胞株を選択す
る。 
 
(2) これまでの検討で作製されたNKX6.1+細
胞は、立体的に積み重なった特定の部位に限
局しており、細胞コロニー様の集団を形成し
ていた。一般的に、細胞塊の形成は細胞間接
着を介したシグナル伝達を惹起させること
が知られている。そこで、3 次元構造の形成
が NKX6.1+細胞への分化誘導因子であること
を明らかにするため、PDX1+細胞から細胞塊を
形成した上で増殖因子の組み合わせ刺激を
行うことで NKX6.1+細胞への分化誘導効率が
向上することを示す。 
 
(3) 
① 作製した NKX6.1+細胞を in vitro で膵β
細胞へと分化させる。In vitro の分化で得ら
れた膵β細胞が、自然発生で得られる膵β細
胞と同様の機能を有するかを明らかにする
ため、遺伝子の発現を解析する。また、イン
スリン分泌調節刺激に対する応答能を検討
する。 



 
② 作製した NKX6.1+細胞の in vivo での分
化能を示すため、NKX6.1+細胞を成体マウスへ
移植する。移植対象には免疫拒絶反応のない
免疫不全マウス（NOD-SCID マウス）を用いる。
移植後の分化能を形態・発現タンパク質の組
織化学的な解析にて追跡する。また、空腹時
および糖負荷時の血中成分の分析から機能
を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) PDX1 の遺伝子発現と相関して蛍光タン
パク質を発現するレポーターヒトiPS細胞株
の樹立を試みた。PDX1 遺伝子に続いて IRES
配列と赤色蛍光色素 tdTomato の遺伝子を含
む BACベクターをヒト iPS細胞 201B7 株およ
び 585A1 株に導入した。薬剤耐性株にて遺伝
子が導入された株をそれぞれ、29 株、4株得
た。このうちノックイン株はなく、全てトラ
ンスジェニック細胞株であった。トランスジ
ェニック細胞株の中で、PDX1 の発現と相関し
て赤色蛍光を発する細胞株は各親株から3株、
1 株ずつ得られた。このうち正常核型の細胞
株 1 株を候補株として得ることができた
（585A1 株由来）。この細胞株から得られた
tdTomato+細胞は、全て PDX1 を発現しており、
さらにフローサイトメーターにて単離する
ことができた。したがって、PDX1+細胞を生存
させたまま単離することが可能となった。 
 
(2) 膵芽細胞は膵上皮の前段階であるが、
膵芽細胞と膵上皮細胞を区別する指標が明
らかでないことから、ここでは膵芽細胞の効
率的作製法の確立を目標とすることにした。
Activin A、GSK3β阻害剤、レチノイン酸な
ど7種類の増殖因子と化合物の組み合わせで、
正常の膵発生を模倣した4段階からなる分化
誘導を行ったところ、ヒト ES 細胞 KhES-3 株
か ら 膵 予 定 領 域 で あ る 後 方 前 腸
（PDX1+HNF6+GATA4+細胞）の細胞まで効率的に
分化誘導することができた（>80%）。しかし、
次段階である膵芽（PDX1+NKX6.1+細胞）への
分化誘導効率は安定せず、さらなる因子の関
与が推測された。このとき NKX6.1+細胞が
PDX1+細胞の集積部に局在していたことから、
細胞密度が分化を促進する可能性が考えら
れた。 
 そこで、高細胞密度が膵芽細胞への分化を
促進するかを明らかにするために、PDX1+細胞
を再播種し様々な細胞密度で接着培養、ある
いは様々な細胞密度で細胞塊を形成し4日間
浮遊培養した。平面培養においては細胞密度
の増加に従い NKX6.1+細胞率は増大し、細胞
塊において最大の NKX6.1+細胞率となった。
この細胞塊形成による分化誘導効率の向上
は、他のヒト iPS 細胞株でも同様に認められ
た。これらのことから、細胞密度の高まりが
膵芽細胞への分化誘導因子であることが示
唆された。 
 細胞塊形成の効果と既知の液性因子の関

係を検討するために、液性因子を組み合わせ
て NKX6.1 mRNA 発現量を測定した。いずれの
液性因子も NKX6.1 の mRNA 発現量を増加させ、
全ての存在下で最大となった。これらの結果
は細胞塊形成によって惹起されるシグナル
は既知の液性因子とは独立していることを
示唆する。 
 PDX1+NKX6.1+細胞率は細胞塊形成後に経時
的に増加し、12 日後には約 70％、20 日後ま
でに約 90%に到達した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上のことから、本培養法で高効率に
PDX1+NKX6.1+細胞を得ることが可能となった。 
 
(3) 
① 分化誘導した PDX1+NKX6.1+細胞が膵芽細
胞であることを確認するため、NKX6.1 以外の
指標が相関しているか PTF1A の mRNA 発現量
を経時的に測定した。平面培養では、NKX6.1、
PTF1A ともに発現量がほとんど増加しなかっ
た。一方、細胞塊を形成した場合、NKX6.1、
PTF1A の遺伝子発現が経時的に増加した。こ
れらの結果は作製した細胞が膵芽細胞であ
ることを支持する。 
 さらに、PDX1+NKX6.1+細胞が膵内分泌細胞
へと分化可能であるか検討した。作製した
PDX1+NKX6.1+細胞に in vitro で膵β細胞への
分化誘導因子（Kunisada, 2011）にて刺激を
行った。すると、刺激前には存在しなかった
INSULIN+NKX6.1+が出現した。INSULIN+NKX6.1+

は、INSULIN+NKX6.1-に比べて発生的に進んだ
段階の膵β細胞であると考えられている。そ
こで、新たに得られた INSULIN+NKX6.1+にグル
コース応答能があるか検討した。しかし、高
グルコースで刺激しても低濃度のグルコー
スで刺激した場合と同程度しかインスリン
分泌の指標であるC-peptideを分泌しなかっ
た。したがって、得られた細胞は成熟型では
なく、胎児型であると考えられる。 
 
② 作製した細胞塊の生体内での分化能を
検証するために、T 細胞、B 細胞、NK 細胞を
持たない免疫不全マウスの腎被膜下に細胞

図 1  PDX1+NKX6.1+細胞率の経時変化  
平面培養で作製した後方前腸の細胞（PDX1+）
から細胞塊を作製して膵芽細胞への分化誘導
を行った。細胞塊形成からの各時点での PDX1+

細胞率（白丸, 破線）、PDX1+NKX6.1+細胞率（黒
丸, 実線）をフローサイトメトリーにて測定
した。（Toyoda, 2015 より改変引用） 



塊を移植した。移植から 30 日後、細胞塊は
融合して一つの巨大な組織を形成した。その
内部では PDX1+細胞が管様の構造を形成して
いた（図 2）。また、管様構造の一部から
INSULIN+細胞が出芽している様子や、
INSULIN+細胞や GLUCAGON+細胞の細胞集団も
観察された。これらはヒトの胎児膵の所見と
合致するもので、作製した細胞塊は生体内に
移植されると膵上皮へと分化可能であるこ
とを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 膵芽細胞が生体内で機能的な膵β細胞へ
と分化可能であることを示すために、インス
リン分泌の指標である血中ヒトC-peptide量
を経時的に測定した。移植から 60-90 日後に
ヒト C-peptide は検出され始め、その血中量
は経時的に増加した。続いて、内分泌細胞へ
の分化を促進するために、移植 1-2 日前に細
胞塊を既知の内分泌細胞への分化誘導因子
で処理した。移植から 90 日後以降に、成熟
した膵β細胞の指標である血中グルコース
濃度に応答したヒトC-peptideの分泌が観察
された。よって、我々の作製した細胞は生体
内で成熟した膵β細胞へと分化可能である
ことが示唆された。 
 
 以上のことから作製した細胞は膵芽細胞
であることが確認できた。また、新規誘導法
で用いた培養条件は既知の液性因子と相乗
効果があったことから独立したシグナル伝
達を担っていることが示唆された。本研究で
開発したヒト多能性幹細胞からの NKX6.1+細
胞の分化誘導法は、膵細胞を用いた基礎研究
や臨床応用に有用である。 
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