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研究成果の概要（和文）：本研究は、糖尿病の早期予測法の開発と重症糖尿病への再生医療の基盤の確立、の2
つを主たる目的として研究を行った。糖尿病患者由来のiPS細胞から作成した膵β細胞はインスリン分泌能・分
化のレべル・生存細胞数に違いがあった。また、バイオマーカーとしては、発症早期に特徴的なアミノ酸変化
(アラニン、マーカーXの上昇)をきたすことを見出した。エネルギーフラックス検査を行った結果、小児糖尿病
群では中心エネルギー代謝系(特にミトコンドリア機能)に異常があることがわかった。iPS細胞から誘導したベ
ータ細胞を糖尿病モデルマウスへ移植し、ミトコンドリア保護薬を用いて治療効果期間を延長する可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：We tried to establish for prediction of DiabetesMellitus by using with iPS 
cell technology and novel therapeutic strategy with stem cells. We could isolated iPS cells 
originated from healthy control and type 1 Diabetes Mellitus, which were differentiated into beta 
cells. We could establish the way to purify the insulin producing cells and expansion methods with 
these iPS cells. We could also establish the method of mass culture suitable to clinical therapy. In
 addition, we analyzed metabolome investigation in beta cells differentiated from iPS cells and it 
is indicated that mitochondrial dysfunction may influence type 1 diabetes.    

研究分野：内分泌・代謝・再生医療

キーワード： 小児糖尿病　iPS細胞　エネルギー代謝
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１．研究開始当初の背景 
世界の糖尿病患者数は 2013 年現在で糖尿
病有病者数は 3 億 8,200 万人（有病率 
8.3%）に上る。有効な対策を施さないと、
2035 年までに 5 億 9,200 万に増加すると
予測されている（国際糖尿病連合発表、
2013年）。特に、成人発症後の治療では既
に潜在性に動脈硬化などの障害が進行して
いると指摘されており、“糖尿病予備群”も
しくは“糖尿病ハイリスク群”のスクリー
ニングの重要性が指摘されてきている。
我々はこれまでに、糖尿病モデルマウスに
おける血液中アミノ酸プロファイルを利用
し、糖尿病予測が可能であるという報告を
した（Mochida et al Mol Genet Metab. 
2011, Tanaka et al Springerplus. 2013）。
我々の発表と同時期に糖尿病患者において
もアミノ酸プロファイリングが糖尿病予測
に有用であることが示された（Wang et al. 
Nature Medicine 2011)。一方、一旦発症
した場合の治療に関しては、糖尿病の大半
は運動療法、食事療法、内服加療及びイン
スリン注射でコントロール可能である。し
かし、小児の１型糖尿病、２型糖尿病の末
期、膵炎、手術による膵臓摘除などで完全
にインスリン分泌能が枯渇した場合、イン
スリン注射によってもコントロール不良と
なる患者群が知られている。このような場
合、薬剤の適正な使用にも関わらず高血糖
と低血糖を繰り返し、自宅などで気づかれ
ずに放置されると高血糖性ケトアシドーシ
ス、低血糖性昏睡を引き起こし死に至る。
このような急激な変化を何とか回避したと
しても、慢性的な血糖コントロールの悪化
は合併症を引き起こす。いずれの糖尿病の
場合でも、末期になると心筋梗塞、脳卒中、
腎不全、網膜症、末梢神経障害が起こり、
腎不全も透析開始後の予後が他疾患を原因
とするものより不良である。このような患
者に対し、膵臓移植・膵島移植が行われて
きた。特に、カナダ、エドモントンのアル
バータ大学のグループが確立したエドモン
トンプロトコールによる膵島移植法は従来
の方法に比べて著しい移植後の血糖コント
ロールの改善を示した（下図 C）。具体的に
は、複数(2 人から 3人)の脳死ドナー(組織
提供者)から分離した膵島組織を短期間に、
ひとりの 1型糖尿病患者に移植するという
膵島移植を 7 人 の 1 型糖尿病患者に対し
て行い、その 7人全員がインスリン離脱(イ
ンスリン注射が不要)となったとの結果が
示された(2000年、New England Journal 
of Medicine)。この報告が発表されて以降、
膵島移植は世界中に普及し、膵・膵島移植
研究会を中心として膵島移植が進められて
きている。2005 年、2006 年の Diabetes
によればエドモントンプロトコールのイン
スリン離脱率は移植後1年では80%を越え
ているが 3 年経つとおよそ 24%に減り、5
年経つと約 10%と報告された（図 B）。し

かし、５年後の血中 c-peptide 陽性率は
80%を維持し、インスリン治療と併用する
ことで血糖コントロールに大きく貢献して
いることが示唆された。更に、近年では再
生医療技術を併用することでより高い効果
を示す改善策などが報告されてきている。
特に、日本国内で山中らが開発した iPS細
胞を代表とする再生医療への需要は高まっ
てきている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、①増加傾向にある２型糖尿病の
早期発病予測法の開発、②既に糖尿病にな
っている患者の中でも重度の症状を呈する
重症糖尿病（１型糖尿病および２型療法を
含む）への再生医療を応用した細胞移植治
療法の基盤の確立、の２つを主たる目的と
して実施されるものである。特に、①予測
法については、当研究室が１０年以上まえ
から研究を開始し、国際誌に報告したアミ
ノ酸プロファイルを用いた糖尿病予測式の
小児への応用、②治療に関しては、当研究
室が１５年前から研究に携わり、基盤を確
立している糖尿病モデル動物への細胞移植
治療の応用：特に京都大学で実施されてい
る重症糖尿病に対する膵島移植をベースに
した方法を基にした iPS細胞を用いた細胞
移植治療への応用技術の開発を目的とする。 
３．研究の方法 
①予測マーカーについては、実際の小児患
者におけるプロファイルを行い、さらに既
にデータの蓄積されたデータを用いた後ろ
向き検討を行った。具体的には、生活習慣
病検診陽性患者におけるプロファイルを行
った。 
②iPS 細胞を用いたβ細胞の誘導と誘導β
細胞を用いた細胞移植治療の現実的な方法
の開発を行った。iPS 細胞は現在までに報
告されている方法に加えて、我々が新規に
開発したデバイスおよび誘導手法を用いて
効率的誘導基盤の開発を行った。更に、既
に体制幹細胞を用いて我々が確立した細胞
移植評価系を用いて、iPS 細胞を用いた細
胞移植治療の効果・副作用を検討し、実現
可能で臨床上受け入れられる方法について、
具体的に検討を行った。 
［膵β前駆細胞、β細胞への誘導］	
β細胞への誘導は、既報に加えて、我々が独
自に開発した方法で行う。具体的には、維持
培養中の iPS 細胞を用い、未分化マーカーお
よび分化マーカーについてＰＣＲ法ならび
に免疫蛍光染色法を用いて精査を行い、未分
化細胞であることを４週間ごとに繰り返す。
この未分化が証明された iPS 細胞に対し、以
下の方法で分化誘導を行う。まず、維持培養
の細胞を iPS 細胞剥離液（リプロセル社製）
を用いて剥離する。剥離した細胞は、遠心回
収し、iPS 細胞維持培地から bFGF を除去した
培地に懸濁し、低接着プレート（Corning 社
製）へ播種し、７日間培養する。培地交換は



連 日 と す る 。 そ の 後 、 培 養 液 に
1%ITS-x(Invitrogen 社製)および 5μg/ml の
Fibronectin を添加し、さらに７日間培養を
行う。培地交換は連日とする。増殖細胞は、
0.5%Trypsin-EDTA(Invitrogen 社製)を用い
て 剥 離 し 、 1%N2(Invitrogen 社 製 ) 、
2%B27(Invitrogen 社製)、10ng/mlbFGF を添
加した DF12 培地で懸濁後、gelatin 培養皿
（GIBCO 社製）で７日間培養する。その後、
培養液に 10mMnicotinamide	(Sigma 社製)お
よび Betacellulin(Sigma 社製)を添加し、７
日 間 培 す る 。 増 殖 細 胞 は 、
0.5%Trypsin-EDTA(Invitrogen 社製)を用い
て剥離し、低接着プレート（Corning 社製）
へ播種し、ベータ細胞スフェアとして解析に
用いた（下図１）	
図１：分化誘導方法概略	

	[インスリン分泌細胞の純化]	
インスリン産生細胞を 96well	 plate に
1cell/well の割合で播種し、培養する。培養
には我々が開発した分化誘導特殊培地を用
いる（現時点で内容は明らかにできない）。
2-3 週間培養した細胞に対ヒト c-peptide	
ELISA	KIT（和光純薬）、ヒトインスリン ELISA	
kit(Mercodia)を用いてインスリン分泌能を
測定する。インスリン（c-peptide）分泌量
が多いwellの細胞のみ培養を続け、更に60mm	
dish	に増殖したところで分泌試験を行う。
これにより最もインスリン分泌能の高い細
胞集団が得られることとなる。	
４．研究成果	
①糖尿病予測マーカー	
糖尿病予測マーカーについては、すでに我々
が糖尿病マウスで明らかにした因子を基礎
として、実際の臨床で使用可能かどうかにつ
いて検証を行った。具体的には熊本市で実施
されている１０歳児生活習慣病検診の患者
データをレトロスペクティブに観察研究を
行い検証した。その結果、バリン＞チロシン
＞アラニン＞リジン＞ロイシン＞グルタミ
ン酸といったアミノ酸とインスリン分泌能
との相関が高く、また、耐糖能とグルタミン

酸＞アラニン＞プロリンとの相関が高いこ
とが示された（図２）。これらのことは、２
型糖尿病（耐糖能障害）だけではなく、１型
糖尿病（インスリン分泌能の低下）について
も生体内の状況を予測できる可能性を示唆
した。	
②ベータ細胞移植の現実応用を目指した方
法の開発	
【大量培養系の開発】従来の培養方法では、
移植に十分な細胞を得るためには大量の培
養が必要で時間がかかるため現実的には大
量培養法の開発が必要不可欠である。そのた
め、これまで報告されている方法を検討し、
その結果、スピナーフラスコによる培養によ
り大量の細胞が短期間で得られることがわ
かった（表１）。	

	
【インスリン分泌細胞の純化方法の開発】	
我々は、インスリンを高い精度で分泌できる
細胞のみを純化し、これを移植に用いるシス
テムを開発してきた。今回、このシステムが
ヒトiPS細胞由来ベータ細胞にも応用可能か
について検証した。その結果、本方法はベー
タ細胞の純化に有効出ることがわかった。	

	
【１型糖尿病患者由来ベータ細胞の病因解

�2. Cluster analysis of plasma amino acid and other clinical variables in obesity 
pediatric patients
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析】１型糖尿病患者の iPS 細胞からベータ細
胞を文化誘導し、これをメタボローム解析し
た。その結果、１型糖尿病患者から誘導した
ベータ細胞は、正常ベータ細胞に比較して、
中心エネルギー代謝における異常が認めら
れた（非公開）。	
	
（研究分担者及び連携研究者には下線）	
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