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研究成果の概要（和文）：マウス生体内で、肝臓細胞からのインシュリン産生細胞の誘導法を開発するために、Pdx1、
NeuroD、MafAを条件付きにマウス生体内で過剰発現するマウスを作製した。また、Pdx1、NeuroD、MafAの機能を増強し
て、マウス肝臓細胞からのインシュリンの産生を増強する新たな因子を同定した。新たな因子はインシュリンの産生を
10倍程度増強できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a method that induces insulin-producing cells from the liver 
cells in living mice, we genarated conditinally over-expressing mice of Pdx1, NeuroD and MafA. 
Furthermore, We identifed a new factor that enhances the production of insulin from mouse liver cells 
with Pdx1, NeuroD and MafA. The new factor could enhance insulin transcription approximately 10-fold.

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは以前より、Large Maf 転写因子
群の機能解析を個体レベルで行ってきた。
その中で MafA を同定し、ノックアウトマ
ウスを作製した。MafA 欠損マウスは耐糖能
の異常をきたし、糖尿病を発症すること、
MafA が成熟β細胞の機能維持に必須の転
写因子であることを明らかにした（Zhang C, 
et al. Mol Cell Biol, 2005, Kato T, et al. Cell 
Metabolism, 2006）。また MafA の多型がヒト
のⅠ型糖尿病の発症リスクと相関している
ことも大阪大学との共同研究で明らかにし
た（Noso S, et al. Diabetes, 2010）。このよう
に申請者は、Large Maf 転写因子群の機能解
析について世界をリードする研究を展開し
ている。Large Maf 転写因子群については、
膵臓内分泌細胞の再生との関係が近年非常
に注目されている。MafA を含む複数の転写
因子を膵臓外分泌細胞や肝臓細胞に導入す
ることにより、それらの細胞からインシュ
リンの産生を誘導できることが報告されて
いる（Kaneto H, et al. J Bio Chem, 2005、Zhou 
Q, et al. Nature, 2008）。しかし、それらの報
告は再現性が十分ではなく、誘導効率につ
いても定量的な評価がなされていなかった。
そこで申請者らは、生体内でのインシュリ
ン遺伝子の転写をリアルタイムで定量する
ために、マウスインシュリンⅠ遺伝子の制
御領域を有する BAC DNA に、ルシフェラ
ーゼ遺伝子を挿入した BAC トランスジェ
ニックマウス（Ins-Bac-LucTg）を作製し、
インシュリン遺伝子の転写をリアルタイム
に定量評価できる系を作製した（Katsumata 
T et al. Plos One, 2013）。この解析系を用いて
肝臓細胞からインシュリン産生を誘導する
ために必要な転写因子を探索したところ、
Pdx1、NeuroD、MafA の組合せが、3 因子の
組合せとしては最も効率が良いことを明ら
かにした。本申請はこのような背景のもと
に計画した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、試験管内で幹細胞や体細胞
をインシュリン産生細胞に分化誘導するの
ではなく、マウス生体内の肝臓細胞をイン
シュリン産生細胞（膵臓β細胞様細胞）に
再分化させる条件を同定することを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

(1) Pdx1、NouroD、MafA の転写因子を誘導 

的に肝臓で恒常発現するマウスの開発 
 これまでのインシュリン BAC DNA ルシ
フェラーゼ トランスジェニックマウスの
Xenogen社の IVISを用いた研究、およびRT- 
PCR による遺伝子発現解析で、転写因子
Pdx1、NouroD、MafA をアデノウイルスで
肝臓細胞に導入すると、インシュリン遺伝
子の転写が、遺伝子導入後 3 日目から誘導

され、7 日目に転写が最大となるが、その後
減少することが明らかになっていた。導入
した転写因子の発現は5日目が最大であり、
その後減少して 7 日目にはほぼ発現が検出
できなくなるため、導入した転写因子の発
現が持続しないためにインシュリンの転写
が持続しないのか、導入している転写因子
がインシュリン産生細胞を完全誘導するの
に十分でないためにインシュリン転写が低
下するのかが明らかとなっていない。アデ
ノウイルスによる肝臓細胞への遺伝子導入
は、尾静脈からウイルスを注射しても、95%
は肝臓細胞に導入される効率が高い方法で
あること、導入遺伝子の発現が高いことが
利点として挙げられるが、ゲノムに挿入さ
れないため、その発現は一過性であるとい
う欠点を有している。そこで、転写因子 Pdx1、
NouroD、MafA を恒常的に発現させること
により肝臓細胞から恒常的なインシュリン
産生細胞が誘導可能かどうかを検討した。
発生の初期からこれらの転写因子を肝臓に
発現させると、肝臓の発生障害を誘導する
ことが予想されるため、Cre-loxP システム
により誘導的に 3 因子を発現できるマウス
を作製した。肝臓細胞での高い発現が報告
されている Rosa26 遺伝子領域に CAG 
promoter-loxP-EGFP-loxP-Pdx1-2A-NouroD-2
A-MafA-IRES-DsRed の構築を挿入したマウ
スを作製した。このマウスの作製には
CRISPR/Cas9 システムを用いた。我々のこ
れまでの解析で、CRISPR/Cas9 システムを
用いることにより、マウス受精卵に対する
インジェクションで目的の遺伝子領域に外
来性の遺伝子を挿入することに成功してお
り（Mizuno S et al, Mamm Genome. 2014）、
Rosa26 領域は ES 細胞でも組換え効率が高
いこと、TALEN を用いた同様の方法が機能
していることが知られているので、ES 細胞
を用いずに、直接 Rosa26 遺伝子領域に CAG 
promoter loxP-EGFP-LoxP-Pdx1-2A-NouroD 
-2A-MafA-IRES-DsRed 遺伝子を挿入したマ
ウスの作製を試みた。このマウスの肝臓に
Cre を発現するアデノウイルスを直接注射
することにより、Cre の誘導により恒常的に
3 因子を発現させ、肝細胞から恒常的なイン
シュリンの産生が検出できるかを明らかに
する予定だった。このマウスは Cre による
組換え誘導が起きた場合には、DsRed が細
胞に発現しているため、Cre アデノウイルス
により組換えが誘導された肝臓細胞を検出
することが可能であり、それらの細胞でイ
ンシュリンの産生が継続するかを解析する
予定だった。  
 転写因子 Pdx1、NouroD、MafA を恒常
的に発現させることにより、肝臓細胞か
ら恒常的なインシュリン産生細胞が誘導
可能であった場合には、肝臓細胞での恒
常的な遺伝子発現が可能なアデノ随伴ウ
イルス（AAV）を用いて遺伝子導入系を
作製し、AAV ウイルスにより恒常的なイ



ンシュリン産生が誘導できるかを確認す
る予定だった。マウス肝臓からの恒常的
なインシュリンの産生が確認できた場合
には、前臨床試験として、ヒトの肝臓細
胞を有するマウスを用いて、ヒトの肝臓
細胞をインシュリン産生細胞へ変換でき
るかどうかを確認する予定だった。ヒト
の肝臓細胞を有するマウスは、実験動物
中央研究所より購入できるので、それら
のマウスに転写因子をAAVウイルスで導
入し、組織切片を作製して、インシュリ
ンの産生を確認する予定だった。 

 
(2) 正常のマウスβ細胞と肝細胞から誘導
したインシュリン産生細胞の遺伝子発現解
析  
 前述した様に、我々はアデノウイルスを
用いて転写因子 Pdx1、NouroD、MafA を導
入することにより、肝臓細胞よりインシュ
リン産生細胞を誘導できることを明らかに
していた。これらのインシュリン産生細胞
は、糖尿病マウスを数週間に渡って治療で
きるものの、その効果は一過性であること
が明らかになっており、インシュリン産生
細胞への変換が十分でないことが予想され
た。そこでインシュリン産生細胞への変換
を促進するあらたな因子を研究計画（1）と
平行して探索した。そのために、マウスイ
ンシュリンプロモーターに GFP が連結され
たトランスジーンを有するマウス（Mouse 
Insulin Promoter 1- GFP : MIP-GFP Tg）を用
いて、正常の膵臓でインシュリンを高産生
しているβ細胞と、遺伝子導入により肝細
胞より誘導されたインシュリンを高産生し
ている細胞を GFP の発現を指標にセルソー
ターを用いて単離し、マイクロアレイによ
る遺伝子発現解析により、正常β細胞で発
現しているが誘導インシュリン産生細胞で
発現していない遺伝子、もしくは正常β細
胞で発現していないが誘導インシュリン産
生細胞で発現している遺伝子を同定した。
正常β細胞で発現しているが誘導インシュ
リン産生細胞で発現していない遺伝子は、3
因子の機能を促進できる遺伝子である可能
性が高く、正常β細胞で発現していないが
誘導インシュリン産生細胞で発現している
遺伝子は、誘導β細胞のインシュリン産生
機能を抑制している遺伝子の可能性が高い
と考えられた。マイクロアレイによる遺伝
子発現解析により、正常β細胞で発現し
ているが誘導インシュリン産生細胞で発
現していない遺伝子が同定された場合に
は、転写因子 Pdx1、NouroD、MafA に加
えてその因子をアデノウイルスで発現さ
せ、インシュリン産生細胞への完全変換
を促進できるかどうかを解析した。一方、
正常β細胞で発現していないが誘導イン
シュリン産生細胞で発現している遺伝子
が同定された場合には、その遺伝子の発
現を抑制できる shRNAを発現するアデノ

ウイルスを作製する予定だった。転写因
子 Pdx1、NouroD、MafA を発現させた後
に、その shRNA を導入することにより、
インシュリン産生細胞への完全変換が促
進できるかを解析する予定だった。 

 
４．研究成果 

(1) Pdx1、NouroD、MafA の転写因子を誘導 

的に肝臓で恒常発現するマウスの開発 
 当初の計画では、Rosa26 領域への CAG 
promoter loxP-EGFP-LoxP-Pdx1-2A-NouroD 
-2A-MafA-IRES-DsRed のノックインマウス
を作製するとともに、アデノ随伴ウイルス
（AAV）を用いて遺伝子導入系を作製し、
転写因子 Pdx1、NouroD、MafA を恒常的に
発現させることにより、肝臓細胞から恒常
的なインシュリン産生が誘導できるかを確
認する予定だった。Rosa26 領域への CAG 
promoter loxP-EGFP-LoxP-Pdx1-2A-NouroD 
-2A-MafA-IRES-DsRed のノックインマウス
の作製を試みたが、Rosa26 領域には遺伝子
は導入されなかった。また、十分な解析を
行うためには、導入遺伝子が大きくならざ
るを得なかったため、アデノ随伴ウイルス
の作製が困難だった。そこで、条件付きに
生体内で導入遺伝子を発現できるトランス
ジェニックマウスの作製を行った。導入遺
伝子としてRosa26遺伝子座へ導入予定だっ
た CAG promoter-loxP-EGFP-loxP-Pdx1-2A- 
NouroD-2A-MafA-IRES-DeRed を用いて作
製した。その結果、導入した遺伝子を有す
る２ line のマウスが樹立でき、1 つのライ
ンでは高い EGFP mRNA の発現が確認でき
た。このマウスに Cre を発現するアデノウ
イルスを直接注射したところ、肝臓の細胞
の一部で DsRed の発現を確認できたが、そ
の発現はわずかであった。そこで、マウス
の全身で Cre を発現する Ayu1-Cre マウスと
交配したところ、心臓で DsRed の強い発現
が観察された。EGFP mRNA の発現も心臓
で最も高かったことから、この発現は有為
なものと考えられた。今後このマウスを用
いて、Cre により EGFP を取り除き、Pdx1、
NeuroD、MafA を活性化させた時に、内在
性のインシュリンの発現が誘導できるかを



確認する予定である。 
 

(2) 正常のマウスβ細胞と肝細胞から誘導
したインシュリン産生細胞の遺伝子発現解
析 
 マイクロアレイによる遺伝子発現解析を
行い、正常のβ細胞で発現しているが、誘
導インシュリン産生細胞で発現していない
遺伝子を複数同定した。その中で、これま
でインシュリン遺伝子の転写を促進する機
能が報告されている１遺伝子を Pdx1、
NouroD、MafA に加えて、アデノウイルス
でマウスの肝臓に発現させたところ、イン
シュリン遺伝子の転写が10倍程度促進され、
またその発現期間も延長された。実際に、
STZ で糖尿病を誘導したマウスにこれら４
因子を導入したところ、３因子より統計学
的に有意な治療効果が得られた。治療効果
は明らかに延長したが、その発現はやはり
一過性で、肝臓細胞のインシュリン産生細
胞への完全変換には、更なる因子が必要で
あると考えられた。β細胞への転換抑制因
子については、β細胞転換促進因子として
有力な因子が得られたため、実施しなかっ
た。 
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