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研究成果の概要（和文）：本研究では、（1）膵内分泌細胞特異的大Maf群転写因子欠損マウス（MafA/MafB二重欠損マ
ウス）を得るために必要な、floxed MafB　マウスの作製。（2）In vivo imagingを使ったβ細胞の可視化による新生
β細胞の定量的スクリーニング法の確立。（3）マウス肝組織からのインスリン産生細胞の誘導において、MafAとMafB
の効果を比較し、MafAがより効率的に誘導可能であること　の３つを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is an important research subject to understand the mechanisms of pancreatic bet
a-cell development and maturation for the achievement of regeneration therapy for diabetes. The project yi
elded these three results: (1) To analyze the function of large Maf transcription factors in pancreatic en
docrine cells, we generated floxed MafB mice. (2) To monitor the newly induced beta-like cells in mouse li
ver, we established the in vivo imaging system capable to quantify the insulin gene activity (3) Dominant 
role of MafA in the beta-like cell conversion in comparison with MafB.
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１．研究開始当初の背景 
 

In vivo におけるインスリン分泌細胞の再
生にあたり、マウス肝組織に、Pdx-1, NeuroD, 
MafA の 3 遺伝子を導入することによってβ
細胞様組織が誘導可能なことが報告されて
いるが、そのインスリン産生は一過性かつ、
発現量も不十分で、実用化に向けて改良すべ
き点が多い(Kaneto H et al, J Biol Chem. 
2005)。ヒト糖尿病治療に応用可能なインス
リン産生細胞の獲得に向けては、新生β細胞
が、（１）血糖値を下げることの出来る十分
量かつ持続的なインスリンを産生し、かつ
（２）血糖値の増減に生理的に反応して（３）
インスリンのみを発現する、特徴を持つこと
が求められる  (Borowiak M et al, Curr 
Opin Cell Biol. 2009)。我々は、以前より、
細胞の分化決定における大 Maf 群転写因子
の機能解析を行ってきたが、その研究の中で、
MafA がインスリン陽性細胞に特異的に発現
しており、インスリン転写や、Glut2 遺伝子
等の発現を介して、β細胞の成熟を促進的に
作用することを明らかにした(Zhang C et al. 
Mol Cell Biol. 2005）。生後 4-6 週で、MafA
欠損マウスが、耐糖能異常を示すことと合わ
せ、MafA 遺伝子によるβ細胞の成熟過程が、
β細胞の機能維持および全身の糖代謝調節
に重要であることを示している。一方で、ア
メリカの Stain らの研究グループは、MafB
が、MafA に先行して、膵臓に発現し、胎生
期のα・β細胞の分化に寄与することを明ら
かにした(Artner I et al, Diabetes. 2010)。こ
のことは、大 Maf 群転写因子が、β細胞のみ
ならず、内分泌前駆細胞からのα・β細胞の
細胞分化に寄与することを示唆するが、我々
の研究グループでも、胎生 18.5 日目における
MafA/MafB の 2 重欠損マウスを解析したと
ころ、インスリン・グルカゴン転写がほぼ消
失することが明らかとなった。MafB 単独欠
損マウスに認められる内分泌細胞の分化障
害が比較的軽度であること (Artner I et al, 
Proc Natl Acad Sci USA. 2007)と合わせ、こ
れらは、大 Maf 群転写因子が、内分泌前駆細
胞からのα・β細胞の細胞分化を協調的に促
進することを強く示唆する。膵内分泌細胞は、
共通の Ngn3 陽性前駆細胞から分化する
(Gradwohl G et al, Proc Natl Acad Sci USA. 
2000)ため、MafA と MafB の機能差を明らか
にし、その前駆細胞の分化および細胞運命の
決定機構を明らかにすることは、Borowiak
らが提唱する課題を克服し、より効果的で生
理的なβ細胞の獲得に応用可能であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、大 Maf 群転写因子の内分

泌細胞発生における役割を明らかにし、それ
を肝組織におけるβ細胞再生に応用するこ
とである。MafB 欠損マウスは、呼吸中枢異
常より、新生仔のうちに死亡するため、成獣
における MafB の機能解析が困難である 
(Moriguchi T et al, Mol Cell Biol. 2006) 。
そこで、MafB 遺伝子の膵内分泌細胞特異的
欠損マウスの作製を含め、MIP-Luc マウス
（マウスインスリンプロモーター・ルシフェ
ラーゼ・トランスジェニックマウス）を使っ
た新生β細胞のスクリーニングと共に、以下
の研究課題を明らかにする。 
 
（1）膵β細胞特異的 MafB 欠損マウスの作
製とその表現系解析。 
（２）生物発光イメージングを用いて、In 
vivo でのβ細胞の可視化を可能にして、肝
臓からの新生β様細胞の定量的スクリーニ
ング法の確立。 
（3）発光イメージングによるβ様細胞のス
クリーニング法を用いて、MafA と MafB 遺
伝子の効果を比較し、どちらの遺伝子が、効
率的にβ様細胞を誘導可能か明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（1）条件付き MafB 遺伝子欠損マウスの作
製 とその表現系解析 
 
MafB は、MafA に先行して胎生 12.5 日より
発現が誘導され、胎生期には、インスリン陽
性細胞に MafA と共に発現し、生後 2-3 週間
までβ細胞に発現し、以後α細胞に発現が限
局 す る こ と が 明 ら か と な っ て い る
(Nishimura W et al,Dev Biol, 2006)。我々の
予備的実験で、胎生期の MafA/MafB 二重欠
損マウスでは、インスリン、グルカゴン転写
がほぼ消失することが確認されたが、MafB
欠損マウスは、生後 24 時間以内に死亡する
ため、成獣における解析が困難である 
(Moriguchi T et al, Mol Cell Biol. 2006)。そ
こで膵内分泌細胞特異的なMafB欠損マウス
を作製することにより、成獣における MafB
遺伝子の役割を明らかにすることを試みた。 
 
（2）In vivo imaging による新生β様細胞の
可視化技術の確立 
 
IVIS スペクトラムは、マウス、ラット等の小
動物の生体内からの発光や蛍光を、非侵襲的
に繰り返し観察可能なイメージングシステ
ムである。本研究では、マウス・インスリン
プロモーター・ルシフェラーゼ・マウス
（MIP-Luc マウス）を用いて、膵β細胞の可
視化を行った。さらに、この可視化技術が、 
肝臓での新生β様細胞の可視化と定量化に、
応用可能か検討を行った。一方で、MIP-Luc



マウスは、非膵臓領域への発光の漏れ込みが
みられるため、さらにβ細胞特異的に発光を
観察するために、インスリン 1 遺伝子領域を
含む人工染色体(BAC)のインスリン 1 遺伝子
をルシフェラーゼに置換した Ins1-Luc-BAC
マウスを作製し、これまでの MIP-Luc マウ
スと比較した。 
 
（3）マウス肝組織からのより効率的で生理
的なβ細胞の産生方法の開発 
 
前述の可視化技術を用いて、肝臓からのβ様
細胞誘導に対する MafA と MafB の効果を比
較した。さらに、Pdx1、NeuroD、MafA の
組み合わせ、Pdx1、NeuroD、MafB の組み
合わせを、それぞれ遺伝子導入を行い、 ス
トレプトゾトシン誘導糖尿病モデルに対す
る治療効果判定、また肝臓の還流実験を行っ
て、グルコース応答性の有無を確認した。 
 
４．研究成果 
 
（1）条件付き MafB 遺伝子欠損マウスの作
製 とその表現系解析 
 
①キメラマウスの作製。相同組み換えによっ
て、Mafb 遺伝子領域を loxP 配列で挟んだ遺
伝子改変 ES 細胞（C57BL/6 マウス由来）を
作製した。この ES 細胞を ICR マウスとアグ
リゲーションキメラマウスを作製し、仮親の
子宮に移植した。 
②flox/+マウスの作製。得られたキメラマウ
スを野生型 C57BL/6 マウスと交配すること
で、生殖系列への移行を確認し、flox/+マウ
スの作製を行った。その後、Flpe マウスと交
配し、ネオマイシン耐性遺伝子の排除を行っ
た。 
③Cre 組替え酵素による flox Mafb アリルの
切り出し。得られた flox/+マウスの floxed 
Mafb アリルが Cre 組換え酵素によって、有
効に切り出されるか確認を行った。flox/+; 
Ayu1-Cre マウスを作製し、マウスゲノムを
抽出、MafB 欠損アリルを特異的に認識可能
なプライマーを用いた PCR を行って、Mafb
遺伝子が欠損するか判定を行った（図 1）。 
④ 現在、β細胞特異的 Cre 発現マウスと交
配を行っている。また MafA 遺伝子欠損マウ
スとも交配することで、二重欠損マウスを作

製し、その表現系解析を行う。 
 
（2）In vivo imaging による新生β細胞の可
視化技術の確立 
 
IVIS スペクトラムは、マウス、ラット等の小
動物の生体内からの発光や蛍光を、非侵襲的
に繰り返し観察可能なイメージングシステ
ムである。本研究では、マウス・インスリン
プロモーター・ルシフェラーゼ・マウス
（MIP-Luc マウス）を用いて、胎児期の膵β
細胞を可視化することに成功した。さらに、
この可視化技術が、 肝臓での新生β細胞の
可視化と定量化に、応用可能なことを明らか
にした。一方で、MIP-Luc マウスは、非膵臓
領域への発光の漏れ込みがみられるため、さ
らにβ細胞特異的に発光を観察するために、
インスリン 1 遺伝子領域を含む人工染色体
(BAC)のインスリン 1 遺伝子をルシフェラー
ゼに置換した Ins1-Luc-BACマウスを作製し、
これまでの MIP-Luc マウスと比較して、漏
れ込みが認められないこと、さらに発光量が
4 倍程度増加することを明らかにした。 
 
（3）マウス肝組織からのより効率的で生理
的なβ細胞の産生方法の開発 
 
Pdx1、NeuroD、MafA の組み合わせ（PDA）
と、Pdx1、NeuroD、MafB の組み合わせ
（PDB）を、それぞれ遺伝子導入を行って。
前述の可視化技術を用いて、インスリン遺伝
子誘導効率の比較を行った。生物発光は、
PDA、PDB ともに遺伝子導入後、10-14 日間
持続し、その発光ピークは導入後 3 日目であ
った。また、シグナル強度は PDA の方が、
有意に増強されていた。一方で、 ストレプ
トゾトシン誘導糖尿病モデルに対する治療
効果判定を行った所、PDA は遺伝子導入後約
4 週間、PDB は約 2 週間の治療効果が認めら
れた。さらに、PDA、PDB 遺伝子導入後の、
肝臓の還流実験を行ったが、両群ともに、グ
ルコース応答性は確認出来なかった。 
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