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研究成果の概要（和文）：MODY 患者(MODY1, 3, 5)から得た繊維芽細胞にから患者由来 iPS 細胞を樹立した。このiPS
細胞は正常iPS細胞と同様の多能性を持つことが示された。健常人由来 iPS 細胞及びMODY患者由来iPS細胞を用いて膵
β細胞へ分化誘導した。分化誘導した膵β細胞の遺伝子発現解析やインスリン分泌能を測定し、健常人由来細胞と比較
したが、分化誘導効率が低く健常人と患者間での有意な差は認められなかった。糖尿病マウスを用いて健常人及び患者
由来膵β細胞を腎皮膜下に移植し、血糖値測定により改善効果を調べた。移植後の経過日数が短かったため、健常人と
MODY患者間での有意な差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：MODY patient (MODY1, 3, 5) derived pluripotent stem cells were established from pa
tients derived fibroblast cells using sendai virus. It was shown that this patient derived iPS cells had t
he same level of pluripotency as healthy person derived iPS cells. Differentiation induction was carried o
ut to the pancreatic beta cells using the healthy person the MODY patient derived iPS cells. There were no
 difference into gene expression and the level of insulin secretion because of the efficiency of different
iation induction to pancreatic beta cells was very low in vitro. 
The healthy person and patient derived pancreatic beta cells were transplanted under the kidney membrane u
sing the diabetes model mice and the improvement effect of the diabetes was investigated by blood sugar le
vel measurement. Since the lapsed days after a transplant were short, the significant difference between a
 healthy person and a MODY patient was not accepted. 
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１．研究開始当初の背景 
近年疾患ヒト iPS細胞の樹立が多数報告さ

れ、これまで困難であった疾患の発症機序

及び病態解析が注目されているが、現在ま

でに疾患の病態を再現し発症機序の解明ま

で至ったという報告はごく僅かである。１

型糖尿病患者由来 iPS細胞を樹立し、膵β

細胞への分化誘導を行ったという報告もあ

るが、健常人 iPS細胞から分化誘導した膵

β細胞と機能の差及び糖尿病の病態の再現

までは至っていない。糖尿病の病態が再現

出来無い理由として膵β細胞への分化誘導

が不完全である事、及び分化効率が非常に

低い事が挙げられる。申請者もヒト iPS細

胞を様々な成長因子や低分子化合物を用い

て膵β細胞へ分化誘導する研究を進めてい

るが、分化効率は 10%以下と非常に低く、

細胞株によっては全く分化誘導できない株

もある。また、ヒト ES/iPS 細胞は個人に

より分化能、成長因子に対する感受性が異

なるという報告もあり、これまでの分化誘

導法では細胞株間での分化能、分化率の差

により、病態解析まで至る事が出来ない。 

２．研究の目的 

分化能、分化効率を改善し、遺伝性糖尿病

である MODY患者由来 iPS細胞を用いて

疾患の発症機序、病態解析を行うために、

ヒト iPS細胞へ「転写因子セット」を導入

する事による均一かつ高効率な分化誘導法

の開発を目指す。一般に細胞の性質は、核

内の転写因子ネットワークが決定している

と考えられる。iPS 細胞の作製は ES 細胞

転写因子ネットワークの人為的再現だった。

同様の手法を用いた有用細胞作製の報告が

増えており、今後数年内に「特定の細胞を

作製できる転写因子セット」が次々と報告

される事が予想される。現在一般的なレト

ロウイルスによる遺伝子導入は腫瘍化をは

じめとした様々な副作用を細胞にもたらし、

またヒト iPS細胞への遺伝子導入効率が非

常に低く、遺伝子導入された iPS細胞を得

る事が困難である。申請者もレトロウイル

ス及びレンチウイルスを用いてヒト iPS細

胞へ遺伝子導入を試みたが、効率は 1%以

下と非常に低かった。 

 これらの問題を克服するために転写因子

タンパク質導入によるヒト iPS細胞の均一

かつ効率的な分化誘導法を提案する。細胞

内へ導入したいタンパク質に細胞膜透過ド

メイン(VP22,11R 等)を融合する事で細胞

内へ高効率にタンパク質を導入出来る事が

知られているが、原理的に細胞膜透過ドメ

インと目的タンパク質との間でフォールデ

ィング干渉が起きやすく、様々なタンパク

質と融合させた時一定した活性が得られな

いという問題があった。申請者は TEV 

protease を用いて細胞内で転写因子から

細胞膜透過ドメインを切断する事で転写因

子タンパク質の活性が非常に高くなる事を

見いだした。この手法を応用し健常人由来

ヒト iPS 細胞及び MODY 患者由来ヒト

iPS 細胞へ Pdx1,Neurogenin3, NeuroD, 

MafA などの膵β細胞転写因子タンパク質

を導入する事でインスリン分泌能等の機能

を持った膵β細胞を効率よく分化誘導し、

MODYの発症機序及び病態の解析を行う。 

３．研究の方法 
【平成 24 年度】 
1) ヒト iPS 細胞(申請者が樹立済み)へのタ
ンパク質導入至適条件の決定 
 複数種のタンパク質が効率良く導入可能
な条件を決定するために、11R（細胞膜透過
ドメイン）と融合した DsRed、EGFP 等の蛍光
タンパク質をヒトiPS細胞培養上清へ添加し、
DsRed及びEGFP等の陽性細胞の割合を検討す
る事でタンパク質の最適な導入時間、導入濃
度を決定する。 
2) 11R（細胞膜透過ドメイン）融合転写因子
タンパク質及び 11R-TEV protease 融合タ
ンパク質の精製 
 文献情報と NCBI の GEO data set から膵β
細胞分化に重要な転写因子を抽出(10 個程
度)し、これらに 11R 及び TEV プロテアーゼ
認識配列を融合したプラスミドを作成する。
作成したプラスミドを E.coli. BL21 株へ導
入しタンパク質の精製を行う。また、iPS 細
胞内で導入した転写因子から11Rを切断する



ための 11R-TEV protease 融合タンパク質も
同時に精製する。 
3) 生成したタンパク質を用いた健常人ヒト
iPS 細胞の膵β細胞への分化誘導 
 生成した転写因子タンパク質を様々な組
み合わせで健常人iPS細胞培養上清へ添加し、
その後 TEV peotease タンパク質を添加する
事で転写因子の活性を高め、膵β細胞への分
化を促進する。分化誘導した細胞の膵β細胞
マーカー遺伝子の発現レベルを Real-time 
PCR により確認する事で、最適な転写因子の
セットを決定する。 
4) MODY 患者由来 iPS 細胞の樹立 
 MODY 患者(東京女子医大から提供)から得
た繊維芽細胞にセンダイウイルスを用いて
Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc を導入し MODY 患
者由来 iPS 細胞を樹立する。センダイウイル
スを用いることで導入した遺伝子が染色体
に挿入されず患者の遺伝子を傷つける心配
は無い。 
【平成 25 年度】 
１） MODY 患者由来ヒト iPS 細胞の膵β細胞
への分化誘導 

 健常人由来iPS細胞を用いて決定した導入
条件で転写因子タンパク質のセットを MODY
患者由来iPS細胞培養上清へ添加し膵β細胞
へ分化誘導する。分化誘導した膵β細胞の遺
伝子発現解析やインスリン分泌能を生体外
で測定し、健常人由来細胞と比較する。 
２） 糖尿病モデルマウス作成の条件検討 
 SCID マウスへ膵β細胞を破壊する
Streptzotocine (STZ)を腹腔内投与し、糖尿
病モデルマウスを作成する。血糖値が
400mg/dl 以上の高血糖状態になり、かつマウ
スの生存率が良いSTZ濃度及びマウスの週令
を検討する。 
３） マウスへの移植実験による生体内での
機能解析 

 健常人及び MODY 患者由来ヒト iPS 細胞を
膵β細胞へ分化誘導し、糖尿病モデルマウス
腎皮膜下に移植して、血糖値測定により糖尿
病改善効果を調べる。また、腎臓の組織切片
を作製する事で生着率、遺伝子発現、インス
リン分泌能を比較検討する。さらに、マウス
に糖を経口投与し、血糖値及びインスリン量
の変化によりグルコース応答性を調べ、生体
内における機能を比較検討する。 
 
４．研究成果 
【平成 24 年度】 
1)タンパク質導入至適条件の決定と分化誘
導のための候補転写因子の決定 複数種のタ
ンパク質が効率良く導入可能な条件を決定
するために、11R(細胞膜透過ドメイン)と融
合したEGFP遺伝子のベクター構築を行った。
構築したベクターを大腸菌 BL21 株へ導入し
11R 融合型 EGFP タンパク質を精製した。精製
したタンパク質を MEF 及び ADSC の細胞培養
上清へ添加し、EGFP 陽性細胞の割合を検討し
た。100ng/ml で添加することにより 8割以上

の細胞がタンパク質を取り込み EGFP 陽性細
胞であることが確認された。また、11R(細胞
膜透過ドメイン)融合転写因子タンパク質及
び 11R-TEV protease 認識配列融合タンパク
質の精製を目指し、転写因子挿入のための
MCS を含んだこれらのベクター構築を行った。
このベクターへ搭載する転写因子を文献情
報と NCBI の GEO data set から約 20 種決
定し、 クローニング後 11R 及び TEV プロテ
アーゼ認識配列を融合したプラスミドへ挿
入した。 
2)MODY 患者由来 iPS 細胞の樹立 MODY 患
者(MODY1, 3, 5)から得た繊維芽細胞にセン
タダイウイルスを用いて Oct3/4, Sox2, 
Klf4, c-Myc を導入し MODY 患者由来 iPS 
細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞は多能性
マーカー(Oct3/4, Sox2, Tra1-60 等)が陽性
であり、テラトーマ形成能、三胚葉への分化
能を持ち、正常 iPS 細胞と同等の性質を持つ
細胞であることが示された。 
【平成 25 年度】 
1)タンパク質導入至適条件及び候補転写因
子の決定 タンパク質を効率良く導入可能な
条件の決定として、11R と融合型 EGFP ベクタ
ー構築を、タンパク質を精製した。精製タン
パク質を細胞培養上清へ添加し、陽性細胞の
割合を検討した結果8割以上の細胞がタンパ
ク質を取り込んでいることが確認された。ま
た、11R 融合転写因子タンパク質及び 
11R-TEV protease 認識配列融合タンパク質
の精製を目指し、ベクター構築を行った。こ
のベクターへ搭載する転写因子を 20 種決定
し、プラスミドへ挿入した。 
2) 膵β細胞への分化誘導 健常人由来 iPS 
細胞を用いて決定した導入条件で転写因子
タンパク質のセットを MODY 患者由来 iPS 
細胞培養上清へ添加し膵β細胞へ分化誘導
した。分化誘導した膵β細胞の遺伝子発現解
析やインスリン分泌能を in vitro で測定し、
健常人由来細胞と比較したが、分化誘導効率
が低く健常人と患者間での有意な差は認め
られなかった。 
3) 糖尿病モデルマウス作成 STZ を腹腔内
投与し、血糖値が 400mg/dl 以上になり、か
つ生存率が良い STZ 濃度および週令を決定
した後、安定して糖尿病モデルマウスを作成
することに成功した。 
4) 生体内での機能解析 健常人及び患者由
来膵β細胞を、糖尿病モデルマウス腎皮膜下
に移植して、血糖値測定により糖尿病改善効
果を調べた。移植後の経過日数が短かったた
め、生着率、遺伝子発現、インスリン分泌能、
糖経口投与によるグルコース応答性を検討
したが健常人と MODY 患者間での有意な差は
認められなかった。 
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