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研究成果の概要（和文）：脂肪由来幹細胞からのinsulin-producing cell (IPC)分化誘導に際し、IPCの
methylation statusを定量化することによって、細胞発生系譜との相関が明確となり、細胞成熟度が評価できる
のではないかとして研究を行った。IPC成熟過程ではZnイオン濃度に依存すること、また、Znイオン濃度は
methylation statusと相関することを確認した。また、膵β細胞が破壊を受けると、methylation statusが変化
することを見出したため、新生β細胞である我々のIPC分化誘導に関して、quality controlの指標として使用で
きる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the quantification of methylation status for evaluating
 insulin-producing cell (IPC), which were differentiated from adipose-derived stem cell (ADSC) by 
our established protocol, because we assumed that the methylation status could be used for an index 
for evaluating IPC maturation by the revelation of its cell lineage (IPC differentiation lineage). 
We proved that IPC maturation status depended on zinc-ion concentration, and that could be estimated
 by zinc-ion in the supernatant of the culture medium, and that zinc-ion were corelated to IPC 
methylation status. Moreover, we found that the methylation status was changed by the mechanical 
destruction of pancreaticβcells. Thus, the changes of IPC maturation status could be used as an 
index for IPC quality control during its manufacturing process. 

研究分野：消化器外科（移植）、再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が研究を進めている脂肪由来幹細胞からのinsulin-producing cell (IPC)分化誘導の臨床応用に際し、ヒト
スケール製造においては、そのquality control が絶対条件である。我々の結果はmethylation status によっ
てIPCを評価しうることを示唆するほか、破壊される膵島（β細胞）を予測しうるというものであり、科学的知
見とともに実臨床にも意義が大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１） 膵島移植の臨床的意義と問題点 
膵島移植は極めて低侵襲の細胞移植治療であり、1型糖尿病の根治的治療として、欧米では
すでに現実的な治療オプションとして認知されている。現在、豊富な脳死 donorが存在する欧
米では複数の異なる donorから 1人の患者への（multi-donor-one recipient）移植が行われて
いるが、絶対的 donor不足である本邦においては、donor sourceの確保が急務であるにも関わ
らず、膵臓移植との allocation system が未確立であるために、事実上膵島移植は停滞してい
る。その解決策としては、1. 効果的膵島分離法の確立、2. 移植膵島の graft loss防止、3.新た
な donor sourceの開拓が挙げられる。 

 
（２） 現状と研究の背景 
新たなドナーソース候補として、研究代表者らは、自己移植が可能であり、また骨髄に比し
ても幹細胞の採取率が良好と報告されている脂肪由来幹細胞（adipose tissue derived stem 
cell：ADSC）に着目し研究を行ってきた。しかし、β細胞・α細胞・PP細胞等の複雑な集合
体である膵島への分化誘導過程は極めて複雑であり、臨床応用へは程遠い。そこで我々は、β
細胞に注目しインスリン産生細胞: insulin-producing cell（IPC）への分化誘導を目指すことと
した。これまでのβ細胞分化誘導法は D’amourらの方法（Nat Biotechnol. 2008）がその基
礎となっており、膵発生プロセスの各段階の進行に必須となる分子メカニズムを模倣し段階的
に培地を変える培養法が開発されつつある。具体的には、Activin A とWnt 3aもしくは PI3K 
signalの阻害剤を用いて胚体内胚葉を誘導し、続いてレチノイン酸と Noggin を用いて PDX-
l 陽性の膵前駆細胞へと分化させる手法である。しかしながら、誘導に 30日以上（中には 3ヵ
月以上）を必要とし、作成効率（細胞収量）も良好とは言い難いのが現状である。 
研究代表者らはすでにこの問題点に着目し、ADSCを用いた IPC作成の培養期間短縮およ
び作成効率の改善を目指した研究を行ってきた。培養条件の改変としては、これまで研究代表
者らが癌幹細胞研究において多数報告(Cancer Lett. 2016, Surg Today. 2012)してきた
epigenetic修飾に関与し、sphere形成に大きく関わる Histone deacetylase inhibitor: HDACi
につき検討した。HDACiは膵臓正常発生を加速させると報告（Mol Cell Biol. 2008）されてお
り、検討の結果、HDACiを我々の 2-stepの分化誘導条件に添加することで IPCへの分化誘導
が短縮可能であることを報告した（Ikemoto T,et al. Pancreas 2018）。更に作成効率上昇につ
いては、膵島細胞が従来の単層培養法よりも、細胞外マトリクスを介して適切な空間配置を取
って細胞凝集体を形成する方が機能的に優れていることが既に報告されていること、また通常、
膵島の培養では平面的な培養面で継代を重ねると、細胞の機能が消失してしまうため、生体機
能を維持した状態での細胞培養は難しく、現在もなお多くの研究が進められている段階にある
ことなどから、立体的培養で改善可能であることが予想される。研究代表者らもすでに、ヒト
1型コラーゲンリコンビナントタンパク（RCPピース）を 3次元培養用足場素材として用い、
IPCの 3次元培養培養による効率的分化誘導に成功し、すでに前臨床を意識した xeno-antigen 
free protocolへの改変も完了している（Ikemoto T, et al. Sci Rep. 2019）。ただし、実臨床応
用を考える際に、1. 造腫瘍性の否定をせねばならないこと、2. 患者体内に移植する際には未
分化な IPCを排除せねばならないこと、3. IPC lot間に機能的差異があること、から成熟度の
把握と IPC精製の均霑化のために発生系譜の正確な把握は必須である。しかしながら、新生人
工β細胞である IPC には確立された成熟度の評価方法はなく、培養法が改変されるたびに細
胞発生系譜も明確でないのが現状である。従って至適移植時期も明らかではない。すなわち、
言い換えれば、臨床応用に際し、ADSC より分化誘導したヒト IPC の分化誘導細胞系譜の普
遍的な解明と内分泌的機能と相関した実効的な成熟度評価方法が必須であるということにな
る。 
一方で、細胞の methylation status については様々な知見が蓄積されてきており、これま
でに研究代表者らも癌研究において研究を進めてきた。中でも epigenetic 修飾に関与し、
sphere形成に大きく関わる Histone deacetylase inhibitor: HDACiについて臨床試験等も行
って来た(Anticancer res. 2014)。一般に遺伝子 promotor 領域の CpG islands は発生初期は
methylationを受けていないことが多いが、発生に従ってmethylationを受け、遺伝子発現が
抑制される。その機序は DNA methylationによって転写因子の結合が阻害され、さらにMBD
（Methyl-CpG-binding domain、HDAC と相互作用を生じる）によって、転写不活性なクロ
マチン状態が形成されることにより、より安定的に遺伝子発現が抑制されることであるが、当
修飾は、核酸修飾酵素などの働きによって、細胞が分裂しても引き継がれていくのが特徴であ
る。このことからも HDACは広く細胞の発生にも重要な役割を持つが、更に HDACを阻害す
ることが膵臓の正常発生加速にも強く関与することが判明し、研究代表者らは IPC の分化誘
導時に HDACiを添加した protocolを発案したことは上述した通りである(Pancreas. 2018)。
このことから、DNAのmethylation statusは IPC細胞分化に密接に関連していると予想され
る。そこで研究代表者らは、IPCのmethylation statusを定量化することによって、細胞発生
系譜との相関関連が明確となり、更には IPC としての細胞成熟度が評価できるのではないか
と着想した。 

 
 



２．研究の目的 
現在、IPCの発生系譜については、mRNAおよび DNAを膵β細胞正常発生になぞらえて
実証し、機能および成熟度については臨床的膵島移植の quality controlに準じて Dithizon染
色での確認、もしくは異なる糖濃度培養による insulin 自立的分泌を評価する stimulation 
index(SI)などが ATP assayと併用されている。しかしながら、培養方法が改変されるたびに
IPC の発生過程は一定の系譜であるとは言えず（化学的加速や修飾によって、細かく変化す
る）、最終的に insulin 分泌で評価されるとは言え、その成熟度（すなわち移植至適時期）に
ついても morphology といった経験則的な要素が大きいため、絶対的な指標は未だ存在しな
い。また、Dithizon染色は細胞障害性が強く、一度染色した細胞は死滅しその後 in vitro / in 
vivo共に使用できないほか、SIも必ずしも cell viabilityと相関しないことも報告されており、
IPCの実臨床導入の際の shipping criteriaおよ
び至適移植時期を決定する際に golden 
standard となる評価系の確立が急務であると
言える。研究代表者はこれまでに研究分担者の
徳島大学 先端酵素学研究所 糖尿病臨床・研究
開発センターと共同で膵島移植の研究を行って
来たが、膵島細胞の INS遺伝子の promotorの
解析を行う中で、methylation の検討も並行し
て行って来た。同センターがこれまでに発表し
ているように（Kuroda A,et al. PLos One. 
2009）、膵β細胞の INS遺伝子の CpG islands
の demethylationが膵β細胞の成熟に大きな役
割を果たしていることが明らかとなっており、
IPC における INS 遺伝子における CpG islands の methylation status を解析することで、
IPCも成熟度を評価できるのではないかと考えられた。 
これまでに研究代表者はより的確で簡便な細胞発生系譜と相関する指標の探索を行って来た。
中でも膵β細胞の代謝機構に関し、近年、亜鉛トランスポーター等の報告が見られる亜鉛イオ
ン(Zn2+)の出納に着目してきた。膵島β細胞では insulinは合成される際に亜鉛イオン(Zn2+)
と結合し小胞内顆粒の形で貯蔵されているため、Zn2+は insulin分泌と同時に細胞外へ放出さ
れるほかに膵β細胞・α細胞への autocrine / paracrineの作用が報告されている(J Clin Invest. 
2013, Diabetol Int. 2017)。そこで研究代表者らは培養液中の Zn2+濃度を IPCの培養開始時
より経時的に計測し、Dithizon染色・mRNA発現および SI（糖応答能）と相関がないかどう
かの検討を行っている。本研究においては、IPC の分化誘導過程における Zn2+の変動、
Dithizon染色、mRNAと DNA（genetic profile）との相関も検討することを目的とした。 
先述したように、IPCにおけるmethylation statusについての検討はこれまでに報告はない
ため学術的に独自性が高く、また、上述した研究代表者らの 2-step protocolのコンセプトの一
つは epigenetic修飾の化学的コントロールであり、IPC各期における methylation statusの
評価を行うことで、IPCの成熟度の評価が正確に行えるという意味においては、IPCの実臨床
応用に際し、至適な成熟を適切に評価し、移植タイミングを導出できる（すなわち移植成績を
向上させる）のみならず、将来的に shipping する際（移植の目的で実験室外もしくは他施設
へ）の criteriaとして必須の指標（quality controlの指標）になる可能性が高い。また、IPC
の DNA methylation statusが定量化可能であれば、IPCへの分化誘導過程において詳細な発
生系譜を明らかとすることが出来、現在の再生医療および発生学に与えるインパクトも大きい
と考えられた。 

 
 
３．研究の方法 
（１）  IPC の発生系譜の確認（各段階における genetic profile） 
IPC を我々の 3次元培養 2-step protocol を用いて ADSC より 96 well plate にて分化誘導
を行う。Step 1（分化増殖期）、Step-2（成熟期）共に 2日に 1回、medium change を行う際
に細胞を 8 well 分採取し、DNA を保存する。うち一部は western blotting を行い、また同
時に ELISA で mRNA 発現(PDX-1,NeuroD3,NGN3,MAFA,INS）を検討する。 
採取した DNA は INS 遺伝子 Exon2 領域の増幅過程の後(nested PCR)、1st amplification 
refractory mutation system: ARMS(+331,+404)および 2nd ARMS(+367,+374)を行い、INS 遺
伝子 Exon2 領域の demethylation を行う。その後 INS 遺伝子標的配列の methylation pattern
を確認する。 
（２）  他成熟指標との比較検討  
medium change を行う際の supernatant を保存し、メタロアッセイを行い、supernatant に
含有される Zn2+濃度を測定する。なお、各ポイントで採取した IPC は SI を計測し、また、
HE および抗 insulin 抗体染色で insulin 分泌能および insulin 発現強度を評価する。 
遺伝子発現と methylation status を比較検討し、相関関係がないかどうか、また、細胞培
養液中の Zn2+濃度、Dithizon 染色の結果および SIとの相関関係につき比較検討を行う。 
（３） 各成熟段階の IPC の細胞運命（in vivo study） 



STZ 誘導糖尿 nude mouse の腎被膜下に 300 IEQ 相当の各成熟段階の IPC を移植し、血糖
変動を密に計測する。また、100 日後に担 IPC 腎および移植部位近傍皮下組織を摘出し、血
糖再上昇を証明し、摘出組織については組織学的検討を行う（H.E.染色、抗 insulin 抗体、
抗 VEGF 抗体、抗 CD31 抗体染色）。 
 
 
４．研究成果 
 （１）作成した IPC は蛍光免疫染色および免疫組織化学染色でインスリンの強発現および亜鉛
輸送体蛋白 ZnT8、ZIP4 の発現を認めた。電子顕微鏡で細胞質内に膵島β細胞に認められる分泌
顆粒様の構造を多数認めた。また、培養開始後 17日目の細胞における PCR で SOX17、NGN3、MAFA
の強発現を認めた。分化誘導開始時から経時的に IPC の Dithizon 染色を行ったところ、培養期
間に伴い徐々に橙色へ染色され、Image J による画像的解析でも染色における輝度の上昇が示さ
れ、第 17日目にピークに達した (P<0.01)。メタロアッセイによって、IPC 分化成熟誘導の過程
における亜鉛イオン濃度変化は初期に負の値を示
したのち、13日目にプラトーに達することが判明
した。なお、作成した IPC を糖尿病モデルマウス
の腸間膜内に移植したところ、7 日目に血糖正常
化を認め、30日後まで維持された。 
これらの結果は、機能的に成熟する IPC は分化誘
導における培地中亜鉛イオン濃度変化が特有のバ
ターンを示し、分化・成熟・至適移植時期の新た
な指標となりうることを示しており、また、少な
くとも ADSC から内胚葉系の細胞分化誘導初期（胚
葉転換期）は亜鉛要求量が極めて大きいことが示
唆され、細胞発生学・分子細胞学的な新たな知見
を与える可能性があると考えられた。 
 
 
（２）上記の亜鉛イオン変動は、IPC から分離精製した DNA の methylation status の検討によ
って、負の相関関係があることが明らかとなった。IPC の DNA 自体は、ADSC（培養開始時）と IPC
完成時（培養終了時）を比較すると、78.4%が保持されており、また、IPC が破壊を受けると特異
的パターンを示すことが明らかとなった。このことは、IPC の quality control として、間接的
に培養液上清中の亜鉛イオンを用いることが出来る可能性を示唆しており、今後、膵島特異的
circulating cell-free DNA: cfDNA（膵β細胞の成熟に伴い methylation status が変化する）
に着目して研究を継続していく予定である。 
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