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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、
ヒト幹細胞から膵芽細胞への分化機序や、試験管内で高効率に作製する方法は確立されていない。本研究では、
ヒトiPS細胞からNKX6.1+細胞への分化を促進する低分子化合物を同定し、その解析から細胞骨格関連分子が関与
することを明らかにした。本研究で解明したヒト多能性幹細胞からのNKX6.1+細胞の分化誘導法およびその機序
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 method and mechanism have
 not yet been fully established. In this study, we identified low molecular weight compounds which 
promote differentiation into NKX6.1+ cells from human iPS cells. Based on the analysis of the 
compounds, we found that cytoskeleton regulating molecules are involved in the part of the 
mechanisms. Our differentiation protocol established in this study and the mechanism may be useful 
for both 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
2,050 万人と国民の 16％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1兆2,152億円と国民医療費の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 90％を
占める最大の構成要素である。発生生物学の
知見に基づき、ヒト ES/iPS 細胞から膵島様
細胞塊を分化誘導する報告がなされている
が、機能的な膵β細胞を作製するのは依然困
難である（Assady, 2002; Tateishi, 2008）。
一方、ヒト ES/iPS 細胞から作製した成体膵
β 細胞ではなく、胎生期の膵芽細胞
（PDX1+NKX6.1+）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）。したがって、膵β細胞より
も前段階の膵系譜細胞の作製と利用も有力
な解決策の一つである。 
 膵臓は、膵前駆細胞（PDX1+）から膵芽と呼
ばれる細胞塊を形成することで初めて形態
学的に認識可能となる。膵芽細胞（NKX6.1+）
は膵臓にのみ分化する最初の細胞種である
と考えられるため、我々は、効率的な膵細胞
作製に向けて、膵芽細胞の分化段階に着目し
ている。しかし、膵芽細胞の分化誘導法は未
だ確立されていない。この原因として、これ
までの分化誘導法は使用された各幹細胞株
に適した条件が一部満たされているだけで、
膵前駆細胞から膵芽細胞への分化機序の全
貌の解明に基づく普遍的な方法ではないか
らと考えている。 
 我々は、これまでにヒト ES/iPS 細胞から
膵前駆細胞(PDX1+)を80%以上の誘導効率で作
製することを達成し、膵発生の次段階である
膵芽細胞（NKX6.1+)を細胞塊の浮遊培養系を
用いることで、40%以上の誘導効率で作製す
る分化誘導系を確立した。さらに、作製した
細胞塊を免疫不全マウスへ移植することで、
検出可能な量のヒトインスリンをマウス血
中に分泌する成熟した膵β細胞を得た。これ
らの結果から、我々はヒト ES/iPS 細胞から
正常発生にて得られるものと近い膵芽細胞
を作製可能であった。 
 同じ液性因子処理下であっても、平面培養
に比べ、細胞塊の浮遊培養において、膵芽細

胞（NKX6.1+）への分化が顕著に促進される。
細胞塊を形成することで膵芽細胞への分化
が促進されることから、3次元構造の形成が、
平面培養には無いシグナルを惹起している
と考えられる。例えば、細胞骨格のダイナミ
ックな変化が細胞分化の刺激となることが
脂肪細胞への分化系で最近報告された
（Nobuse, 2014）。このため我々は、細胞骨
格変化に関連するシグナル伝達経路に注目
している。 
 
 
２．研究の目的 
 ヒト iPS 細胞から作製した膵前駆細胞
（PDX1+）から膵芽細胞（NKX6.1+）への分化機
序に細胞骨格の変化に関連するシグナル伝達
経路が関与するか明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 平面培養系にて膵芽細胞への分化を促
進する方法の確立 
 細胞骨格の再編成に関わるシグナル伝達
経路や、細胞骨格分子そのものに影響を与え
る化合物が膵芽細胞の分化に寄与するか検
討する。また、分化誘導に影響を与える化合
物と類似の効果を持つ化合物や、作用機序の
異なる化合物の効果を比較する。これらによ
って細胞骨格の状態に関連するシグナル伝
達経路のどの段階が分化誘導に関与するか
を推定する。 
 
(2) 新たに作製される NKX6.1+細胞が膵芽細
胞であることの検証 
 平面培養系にて新たに作製される NKX6.1+

細胞が、これまでの細胞塊形成による 3次元
培養で作製されるものと同等の機能を有す
る膵芽細胞であるか否かを検証する。このた
め新たに作製される細胞集団の遺伝子発現
プロファイルを得る。また、分化能を検討す
るため、免疫不全マウス（NOD-SCID マウス）
へ移植し、移植から 30-120 日後に形態・発
現タンパク質の組織化学的な解析にて分化
状態を追跡する。また、空腹時および糖負荷
時の血糖値やヒトCペプチド値などの分析か
ら膵β細胞の機能を解析する。 
 
(3) 膵芽細胞分化の分子機構の解明 
 分化誘導を促進する薬剤が、細胞塊の形成
時に惹起されるシグナルと同様であるかを
検証する。このため、膵芽細胞への分化が促
進する培養条件（高密度平面培養、細胞塊の
浮遊培養）において候補シグナル伝達分子の
活性が、(1)で効果のあった化合物処理と同
様であるか検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒト iPS 細胞から膵前駆細胞（PDX1+）を
作製し、これを平面培養のまま細胞骨格再編



成に関わる薬剤（アクチン阻害剤、ミオシン
阻害剤や、その上流分子の活性化剤・阻害剤）
にて刺激した。ミオシン阻害剤の 1 種類
（Blebbistatin）や、ROCK に対する全ての阻
害剤（Y-27632、Fasudil、GSK269962、H-1152）
で処理した場合に膵芽細胞（NKX6.1+細胞）へ
の分化が促進した（図 1）。一方、筋ミオシン
II の阻害剤（BTS）では分化が促進されなか
ったことから、非筋ミオシン II の阻害が分
化を促進すると考えられる。また、ROCK 阻害
剤や非筋ミオシン II 阻害剤による分化誘導
促進効果は、他のヒト iPS 細胞株やヒト ES
細胞でも同様であった。これらの結果から、
ROCK およびその下流分子である非筋ミオシ
ン II が膵芽細胞への分化に関与することが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ROCK 阻害剤や非筋ミオシン II 阻害剤は、
細胞死を抑制する作用があることが報告さ
れている。そこで、これら化合物の作用機序
に細胞死抑制作用が関与するか、細胞死の指
標を経時的に比較したところ化合物の有無
によらず細胞死は安定して<5%と低度であっ
た。このことから、作用機序として細胞死抑
制作用は関与しないことが示唆された。 
 
(2) ROCK 阻害剤や非筋ミオシン II 阻害剤を
用いて作製される細胞の PTF1A（膵芽細胞の
指標）、SOX9（多能性前駆細胞の指標）を経
時的に測定した。PTF1Aの発現量は ROCK 阻害
剤や非筋ミオシン II 阻害剤処理を行った群
でのみ NKX6.1+細胞率と相関して経時的に増
加していた。一方、SOX9の発現量は全ての群
において経時的に増加していた。これらの結
果は ROCK 阻害剤や非筋ミオシン II阻害剤処
理が、膵芽細胞への分化を誘導することを支
持する。 
 また、ROCK 阻害剤や非筋ミオシン II 阻害
剤処理を行った細胞を免疫不全マウスの腎
被膜に移植したところ、移植から 30 日後に
は、PDX1+細胞からなる管状構造と、それらか
ら出芽する INSULIN+細胞、GLUCAGON+細胞を観

察することができた（図 2）。これらは、ヒト
の胎児膵と合致する所見で、作製した細胞は
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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、非筋ミオシン II 阻害剤で処理し
た細胞を移植した場合、移植から 60-90 日後
から血中にヒト C-peptide が検出され始め、
その血中量は経時的に増加した。移植から、
120 日以上後には成熟した膵β細胞の指標で
ある血中グルコース濃度に応じたヒト
C-peptide の分泌が観察された。 
 以上のことから ROCK 阻害剤や非筋ミオシ
ン II 阻害剤を用いて作製される細胞は膵芽
細胞であると考えられる 
 
(3) 高細胞密度状態での培養や細胞塊の浮
遊培養の、ROCK の活性やその下流にある非筋
ミオシンIIのタンパク質量を調べたところ、
いずれも低下していた（図 3）。つまり、ROCK
阻害剤や非筋ミオシン II 阻害剤は、膵芽細
胞への分化に有利な培養条件と同じ細胞内
シグナル伝達状態を作り出していると考え
られた。 
 
 本研究で開発したヒト多能性幹細胞から
の膵芽細胞のへの分化誘導法と明らかにし
た分化機序は、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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