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研究成果の概要（和文）：　　本実験計画では、糖尿病等のインスリン抵抗性状態下における幹細胞障害の有無を検証
することを目的として、カニクイザルiPS細胞を用いた幹細胞機能評価を培養条件下、およびインスリン抵抗性を有す
るカニクイザル生体内環境下で評価した。その結果、培養条件下においてインスリン抵抗性惹起因子であるサイトカイ
ン附置により幹細胞分化能の低下が生じたた。同様に、インスリン抵抗性個体へ移植したiPS細胞は健常個体へ移植し
た細胞に比し分化能低下が認められ、生体内インスリン抵抗性因子により幹細胞の分化障害が生じる可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we planned to investigate whether the stem cell functions are dam
aged under the diabetic and/or insulin resistant conditions.  Using the iPS cells established with the ski
n fibroblast of cynomolgus monkey, we identified the inhibitory effects of insulin resistant factor, IL-1b
eta on the ability of differentiation from iPS cells in vitro and in vivo.  Thus, it is suggested that the
 stem cell functions are modified by the insulin resistant factors.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
	
 	
 幹細胞を用いた再生医療は、閉塞性動脈
疾患に対する血管内皮前駆細胞  (EPC: 
endothelial progenitor cell) 投与など、すで
に臨床応用が開始されている。しかし、糖尿
病患者において血中 EPC 数の減少が報告さ
れるなど（BMC Endo. Dis. 10:5-15, 2010）、
ある種の疾患・病態を有する患者症例では、
投与した幹細胞に機能障害を生じる可能性
が考えられる。例えば、糖尿病患者における
外傷治癒の遷延や、インスリン抵抗性症候群
に認められる血管内皮障害もその一つと捉
えることができるが、現時点では幹細胞障害
を合併する疾患はまだ認知されていない。し
かし、幹細胞治療、再生医療の確立には、各
種疾患・病態による生体内環境の変化が幹細
胞に与える影響を把握しておくことが重要
であると考えられる。更に、幹細胞機能障害
を引き起こす疾患、病態因子が明らかとなれ
ば、患者自身が有する内在性幹細胞を活性化
する治療法開発にもつながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
	
 	
 iPS 細胞由来の機能細胞・組織の移植に
よる再生医療の準備が進められているが、こ
れまでに多様な組織・臓器より内在性幹細胞
が分離・同定されていることから、移植対象
患者において内在性幹細胞がなぜ十分に機
能しないのかという疑問が湧いてくる。その
答えの一つとして、ある種の疾患・病態にお
いては幹細胞障害が生じるという仮説が考
えられる。もしこの仮説が真実であれば、幹
細胞による移植治療を行っても十分な効果
が得られない場合があることを意味する。従
って、幹細胞移植、再生医療に先立ち、各種
疾患・病態が移植幹細胞に与える影響を把握
しておくことは必須であると考えるに至っ
た。特に、糖尿病患者においては手術創の治
癒遷延などが高頻度に認められ、組織再生能
力の低下や組織接着過程の障害が示唆され
る。患者数の点からも、糖尿病病態が幹細胞
移植治療に与える影響を詳細に評価する必
要性が高いと考えられる。 
	
 	
 本研究では臨床へのフィードバックに
直結する成果を得るためにカニクイザルを
利用する。本学動物生命科学研究センターで
はすでに、同一MHCハプロタイプを有する
カニクイザル個体群を人工繁殖させ、コロニ
ーの構築を進めている。本研究ではクローニ
ングが容易である iPS細胞の特徴を生かして、
同一クローンの MHC ホモ・カニクイザル 
iPS 細胞を健常個体、および糖尿病個体ある
いは病態因子負荷個体に移植することによ
り、糖尿病環境が与える生体内幹細胞機能へ
の影響を可能な限り正確に定量評価するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 幹細胞治療が実用化されている現在、本
研究では臨床応用に直結する成果を得るた

めに、実験動物の中でヒトに最も近似するサ
ルを利用する。本研究計画では、カニクイザ
ルに食餌性負荷（高脂肪高フルクトース食）
を６ヶ月〜１年間継続することにより、イン
スリン抵抗性を誘導してⅡ型糖尿病モデル
を作出する。食餌性負荷のみでは不十分な場
合、サイトカインの持続皮下投与（皮下埋め
込みポンプ使用）等の薬剤負荷を併用する。
インスリン抵抗性発症の確認には、月１回の
血液検査（空腹時血糖値、インスリン値、
HbA1c、グリコアルブミン）に加え、３ヶ月
に１度の糖負荷試験（ivGTT 法）を実施する。	
 
	
 

(2)メタボリック症候群、肥満症を含め、糖尿

病などインスリン抵抗性を有する患者症例に

は、脂肪組織の増大を認めない場合でも異所

性脂肪沈着が亢進しており、筋組織内にも多

量の脂肪細胞が出現することが知られている。

この現象に関して、iPS 細胞に転写活性レポ

ーターとしてpGL4.26	
 ルシフェラーゼ発現遺

伝子を組み込む。プロモーター認識配列の差

異により本研究計画では以下の２種類を準備

する：(i)脂肪細胞への分化活性定量目的には、

コア転写因子 PPAR-γの認識配列である PPRE	
 

(PPAR	
 Response	
 Element)	
 配列を、(ii)	
 筋細

胞への分化活性測定目的には、コア転写因子

MyoD 遺伝子クローンを入手し、ピギーバック

ベクターのマルチプルクローニングサイトに

組み込み、トランスポゼース共発現によりカ

ニクイザル iPS 細胞に安定発現させる。形質

転換した iPS 細胞は、発現標識として Venus

蛍光を示す。 
	
 
(3) 1x106 個の iPS 細胞を丸底の 96 ウェルプ
レート(non-coating)	
 で１−２日培養するこ
とにより、iPS 細胞塊を得る。これを生理食
塩水で２回洗浄後、18G 針内に吸い取り、皮
下あるいは筋内に注入する。注入（移植）部
位は原則として上腕背側皮下、あるいは上腕
２頭筋内とし、剃毛後に刺入点を India-ink
でマークしておく。一定期間後に刺入部皮下
組織、あるいは筋組織を部分切除し、１〜２
mm 厚の組織切片とする。これを反応液中に浸
潤させ、ImagEM・CCD カメラシステム（浜松
フォトニクス）を取り付けた蛍光顕微鏡下で
観察する。Venus 蛍光を有する移植細胞を含
む切片を用いて、ルシフェリン(VivoGlo,	
 
Promega)を反応液中に加え、生細胞における
発光反応を定量する。同時に蛍光量を定量す
ることで、移植細胞当たりの細胞分化活性
（発光量（活性）/	
 蛍光量（細胞数)の比）
を定量評価する。引き続き、細胞増殖能・生
存活性をレゾルフィン蛍光アッセイを用い
て蛍光反応を定量測定する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)本研究は、糖尿病を含むインスリン抵抗
性状態において幹細胞障害が合併するとい
う仮説を生体内移植により検証するために、



免疫拒絶反応を生じない幹細胞移植システ
ムを樹立する必要がある。そこでまず、同一
MHC ハプロタイプをホモに有するカニクイザ
ル個体由来の皮膚繊維芽細胞に SOX2、
KLF4、OCT4、NANOGの４因子を導入し、
iPS細胞を樹立することに成功した。	
 
	
 
(2) 樹立したカニクイザル iPS 細胞を用いた
幹細胞機能評価を培養条件下で行った。iPS
細胞の培養液中にインスリン抵抗性惹起因
子 IL-1beta、IL-6、TNF-alpha、Resistin、
adiponectin 等のサイトカインあるいはアデ
ィポカインを 24時間附置した結果、IL-1beta
附置では iPS細胞から脂肪細胞への分化誘導
において、脂肪細胞特異的遺伝子の発現低下
が認められた。しかし、アディポカインの１
つであるアディポネクチン附置では有意な
変化は認められなかった。更に、内因性未分
化マーカーの発現レベルを検討した結果、サ
イトカインおよびアディポカインの附置で
は有意な変化は認められなかった。従って培
養条件下では、特定のサイトカインが幹細胞
機能、特に分化能に障害を与えることが示唆
された。 
 
(3) カニクイザル iPS 細胞を健常および糖尿
病カニクイザル個体へ生体内移植すること
により、糖尿病病態因子による in vivo での
影響評価を実施する予定であった。生体内移
植実験では移植免疫を回避するために、主要
組織適合性抗原(MHC)ホモ個体由来細胞よ
り樹立した iPS細胞を、同一MHCホモある
いはヘテロ個体（レシピエント）に移植する
方法を採用した。ただし、MHC ホモ個体は
１頭しか存在しないため、同個体より採取し
た精液を用い、人工繁殖によって同一 MHC
をヘテロに有するレシピエント個体の作出
を試みた。通常のカニクイザル雌個体より腹
腔鏡下に卵子を採取し、人工授精によって２
細胞への卵割を確認後、仮親子宮への胚移植
を実施した。その結果、妊娠成立個体を少数
確認することができたが、すべて死産したた
めにMHCヘテロ個体を作出するには至らな
かった。 
	
 
(4)カニクイザル MHC 個体の作出に代わる移
植免疫回避の代替法として、細胞移植用免疫
隔離カプセルの開発を進めた。 

 
１µｍ径の多孔質ポリエチレンテレフタレー
ト製メンブレン上に iPS 細胞を接着培養し、
マトリゲル、アガロースゲルによって封入さ
れた移植用カプセルを作成することに成功
した。 
 
(5) カニクイザル背部肩甲骨下部の皮下脂肪
組織内に iPS細胞カプセルの生体内移植を実
施した。移植用カプセルの強度上の問題によ
り２週間以上の生体内移植は困難であった
が、健常カニクイザル脂肪組織内に移植され
た iPS細胞では脂肪細胞特異的遺伝子の発現
亢進を認めた。Ⅱ型糖尿病モデルとして、６
頭のカニクイザルに 24 週間の高脂肪食負荷
を実施後に糖負荷試験(ivGTT)による判定を
行ったところ、顕性糖尿病には至らなかった
が２頭に耐糖能障害の出現を認めた。 
 
(6) 健常およびインスリン抵抗性個体に対す
る iPS細胞カプセル移植の結果、インスリン
抵抗性個体に移植した iPS細胞は健常個体に
移植した iPS細胞に比べ、脂肪細胞特異的遺
伝子マーカーの発現レベルが減少していた。
同時に、内因性未分化因子の遺伝子発現が亢
進していたことから、インスリン抵抗性を有
する生体内環境下では、幹細胞分化能が抑制
される可能性が示唆された。今後、インスリ
ン抵抗性個体数を増やした確認実験を要す
る。 
	
 	
 上記同様に、生体内幹細胞から血管内皮
前駆細胞への分化にも抵抗性に働くと考え
られ、HMG-CoA還元酵素阻害薬によるラッ
ト大動脈血管内皮機能の改善効果を見出し
た。組織内幹細胞機能との関連については更
に追加検討を要する。また、iPS 細胞から誘
導した脂肪細胞分化過程の解析により、
GPR120以外に GPR43の発現レベルが有意
に変動することを見出した。脂肪細胞におけ
る GPR43 機能についてはマウス脂肪細胞を
用いた解析の結果、インスリン代謝作用に対
して抑制的作用を有することが判明した。 
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