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研究成果の概要（和文）：ヒトの膵臓は再生しないとされてきた。最近になって、膵臓に休止した幹細胞(前駆
細胞)が存在する可能性が示されたが、この細胞を単離する方法は確立されておらず、研究は殆ど進んでいな
い。
　我々は先行研究で、膵臓を含む内胚葉組織の前駆細胞の表面を認識する抗体を作製した。本研究では、組織化
学的解析や生化学的解析から、この抗体は膵前駆細胞の表面を特異的に認識することを解明し、抗原陽性細胞を
効率よく単離する方法も開発した。また、この細胞の網羅的遺伝子発現解析を行い、増殖や分化に関与すると考
えられるシグナル経路の同定に成功した。現在は、これらの経路を制御可能な化合物等を用いて、その効果を確
認中である。

研究成果の概要（英文）：Human adult pancreas has been thought not to have regeneration ability. 
Recently, putative quiescent pancreatic stem/progenitor cells were discovered. However, study of the
 cells is still limited because the method for isolating living progenitors is not developed.
We have previously developed an antibody which can mark surface of the progenitors in endodermal 
organs including pancreas. In this study, we discovered that the antibody marks progenitors in 
pancreas, and developed efficient methods to isolate the progenitors. Utilizing comprehensive gene 
expression analysis, we also identified several signaling pathways may involve in growth and 
differentiation of the progenitors. We are examining effect of chemical compounds which can modify 
the signaling pathways.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 これまで、ヒト成体の膵臓は再生しないと
されてきた。慢性膵炎や１型糖尿病、膵癌組
織の切除等で膵組織に障害が起こると非可
逆性であり、膵移植もしくは膵島移植しか治
療法が無く、殆どの場合は対処療法のみが行
われてきた。しかし 近になり、膵臓に休止
した幹細胞(前駆細胞)が存在する可能性が
示され、世界中で自己再生医療の可能性が期
待されるようになった(文献１)。このため、
ヒト成体の膵前駆細胞を単離し、これを使用
した研究が強く求められている。しかし、ヒ
ト膵臓では、この前駆細胞を単離するマーカ
ーや方法が未だ無く、マウス等の動物モデル
とヒトとヒトでは膵臓の再生能が著しく異
なるため、この分野の研究は殆ど進んでいな
い。	
	 私どもはこれまでに、ヒト多能性幹細胞か
ら誘導した組織前駆細胞を利用し、内胚葉由
来組織の前駆細胞の表面の糖鎖を認識する
抗体 GCTM-5 を作製している(文献２)。また、
この GCTM-5 が、成人膵組織において、膵前
駆細胞に特異的な転写因子 SOX9 陽性の非常
に少ない数の細胞種の表面を認識すること
も見出している。そこで本研究では、この抗
体を利用して正常組織から膵前駆細胞を生
きたまま単離し、その増殖・分化法の開発に
挑戦することとした。これが成功すれば、自
家の膵前駆細胞から分化させた内分泌細胞
を利用した移植医療や、内在性の膵前駆細胞
の自己再生等の研究が加速されるものと予
想される。また、本抗体は膵癌細胞にも特異
的なため、得られる知見は膵癌の研究にも寄
与すると予測される。	
	
２．研究の目的	
	 私どもはこれまでに、ヒト多能性幹細胞由
来の胚性膵前駆細胞を用いて、SOX9 陽性の成
人膵前駆細胞の表面糖鎖を特異的に認識す
る新規のモノクローナル抗体 GCTM-5 の作製
に成功している。本研究では、この GCTM-5
抗体を利用し、ヒト成体膵蔵の幹細胞(前駆
細胞)の単離と、その前駆細胞の生体外での
増殖・分化方法の確立を目標とした。	
	
３．研究の方法	
	 本研究では当初、以下の方法でヒト成体膵
蔵の幹細胞(前駆細胞)の単離と、その前駆細
胞の生体外での増殖・分化方法の確立に挑戦
することとした。	
	
①正常ヒト膵組織からの膵前駆細胞の単離	
	 研究協力者の所属機関と MTA を締結し、ハ
イブリドーマと抗体を送付し、生体組織検査
サンプルからの GCTM-5 陽性細胞の単離を行
う。	
	
②網羅的遺伝子発現の比較解析による増
殖・分化に関与するシグナル経路の予測	
	 単離した GCTM-5 陽性膵前駆細胞と、内分

泌細胞に分化可能なヒト ES/iPS 細胞から誘
導した膵前駆細胞から RNA を抽出し、RNAseq
による網羅的遺伝子発現の比較検討を行う。
また、転写因子やパスウェイ解析を行い、成
体膵前駆細胞の増殖や分化に関わる経路を
予測する。	
	
③予測された経路を制御可能な化合物と成
長因子のスクリーニング	
	 網羅的遺伝子発現解析で予測された増殖
や分化に関わる経路について、それらを制御
可能な化合物を中心に、市販および発表済の
化合物を購入・収集し小規模の化合物ライブ
ラリを作製する。必要に応じては成長因子ラ
イブラリも作製する。これを成体膵前駆細胞
とヒト ES/iPS 細胞から誘導した胚性の膵前
駆細胞でスクリーニングし、膵前駆細胞の増
殖分化の方法を確立する。	
	 上記②③は、①の生体組織検査からの
GCTM-5 陽性細胞の単離に依存している。しか
し、成体膵組織における GCTM-5 陽性細胞は
ごく少なく、それを単離することは難しいと
も予測された。このため、①が難しかった場
合には、②③は、ヒト ES/iPS 細胞から誘導
した胎仔膵前駆細胞と GCTM-5 陽性膵癌細胞
を用いて行うこととした。	
	
４．研究成果	
①正常ヒト膵組織からの膵前駆細胞の単離	
	 インドの研究協力者に GCTM-5 ハイブリド
ーマと抗体を送付し、膵生体組織検査サンプ
ルからのフローサイトメーターを用いた
GCTM-5 陽性細胞の単離を試みたが、GCTM-5
陽性細胞の割合は 108 分の１以下と少なく、
単離できなかった。	
	 そこで、単離方法とサンプルの変更を検討
した。単離方法については、より大量の細胞
を短時間で処理可能な磁気ビーズによる単
離方法 GCTM-5 陽性細胞を含む膵癌の細胞株
を用いて検討し、効率良い方法を得ることが
出来た。サンプルについては、細胞数増やす
ため、摘出膵癌の正常部分について検討した。
しかし、提供された摘出組織には正常な組織
部分は多くなく、また、用いた全ての膵癌組
織で GCTM-5 を強発現する癌細胞が多く含ま
れており、これらの細胞が GCTM-5 をエクソ
ソーム中に放出し、それを取り込んだ GCTM-5
偽陽性細胞が多く存在することが判明した。
このため、膵癌組織から GCTM-5 陽性膵前駆
細胞を単離することは非常に困難であるこ
とが分かった。	
	
②網羅的遺伝子発現の比較解析による増
殖・分化に関与するシグナル経路の予測	
	 比較的大きな正常な生体膵組織が入手で
きなければ GCTM-5 陽性膵前駆細胞の単離が
できないことが判明したため、これらの組織
の提供を待ちつつ、代替えとしてヒト ES/iPS
細胞由来の GCTM-5 陽性膵前駆細胞と成人
GCTM-5 陽性膵癌細胞を用いて研究を進めた。	



	
	 まず 初に、胚発生のどの時期の膵前駆細
胞を研究に用いるか決定するために、研究協
力者とヒト膵発生における GCTM-5 の発現を
詳細に調べた。その結果、13.5 週胚では、
GCTM-5 は殆どの腹側膵牙と中心部分の背側
膵牙で発現が認められ、その細胞は EpCAM 陽
性で、殆どが SOX9 陽性、一部が N-CAM 陽性
であった。16 週胚では、GCTM-5 は膵原基に
発現し、内胚葉系組織の前駆細胞マーカーと
される CD133 や LGR5、DCLK1 よりもより分化
過程の早い段階で発現していることが分か
った。この結果から、ヒト ES/iPS 細胞から
誘 導 し た PDX1 陽 性 の 初 期 と 、
PDX1/NKX6.1/NGN3 陽性の中、後期の膵前駆細
胞（文献３）を使用することとした。	
	 膵癌細胞については、膵癌細胞株を複数入
手し、GCTM-5 の発現を調べた。その結果、複
数細胞株で GCTM-5 陽性と陰性の細胞が混在
していること、これらの細胞株の遺伝子発現
解析から、GCTM-5 陽性細胞では、陽性細胞に
比べ間葉系細胞の遺伝子発現が低かった。ま
た、これらの細胞株から GCTM-5 陽性細胞を
単離し培養すると、陽性細胞から陰性細胞が
分化してくることも見出した。このことから
GCTM-5 陽性細胞は、腺房-導管異形成前の初
期の癌細胞と考えられた。そこで、 も膵前
駆細胞に近いと考えられた２種類の膵癌細
胞株から単離した GCTM-5 陽性細胞を使用す
ることとした。	
（ここまでの結果の大部分については現在
論文投稿中である。文献４）	

	 こうして得られた分化能を有する胚性
GCTM-5 陽性膵前駆細胞と増殖性を有する成
人 GCTM-5 陽性初期膵癌細胞を用いて RNAseq
による網羅的遺伝子発現解析を行った。遺伝
子発現全体としては、似通っていたものの
(図１)、違いが見られ、癌細胞群、胚性細胞
群それぞれに特異的に発現している遺伝子
が認められた(図２)。それらの遺伝子発現に
ついてパスウエイ解析を行ったところ(図

３)、MEK/ERK 経路や CDK1 の発現が増殖に関
与し、Neuregulin-ErbB 経路や Canonical	Wnt
経路、Nodal(TGFβ)経路、NGF 経路、Hedgehog
経路などが増殖および分化に関与する可能
性を見出した。	

	
③予測された経路を制御可能な化合物と成
長因子のスクリーニング	
	 胚発生段階での GCTM-5	の発現解析から、
ヒト ES/iPS 細胞からの内分泌細胞への分化
過程のうち比較的前期の過程からの分化誘
導方法を用いれば、GCTM-5 陽性成人膵前駆細
胞からの内分泌細胞への分化を誘導できる
と予測された。また、GCTM-5 膵癌細胞の解析
から、GCTM-5 陽性膵前駆細胞を分化させずに
増殖させる経路も予測された。これらの知見
を基に、成人膵前駆細胞の増殖・分化に関わ
ると考えられる因子(化合物と増殖因子)を
収集した。これらについて、ヒト ES/iPS 細
胞から誘導した胚性膵前駆細胞と膵癌から
単離した GCTM-5 陽性細胞を用いて、膵前駆
細胞の増殖と分化を指標にスクリーニング
を開始した。	
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	 一方で、成人の GCTM-5 陽性膵前駆細胞に
ついては、生体成人正常膵組織の入手の困難
さのため、因子のスクリーングを開始できず
にいた。しかし 近になって、共同研究者で
ある Pera	教授が、健康な成人生体組織の得
やすいアメリカ合衆国に移転し、これらの組
織の入手の手続きを開始することができた。
健康な生体成人膵組織が入手しだい、スクリ
ーンングを行う予定である。	
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