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研究成果の概要（和文）：hiPS細胞は再生医療において大きな期待が寄せされている。1型糖尿は血糖コントロ
ールのインスリンを分泌する細胞が破壊されインスリンを投与し続ける必要がある。インスリンを分泌する細胞
を移植するという細胞治療は大きな期待が寄せられており、実際には膵臓や膵島移植などの治療法もあるが圧倒
的なドナー不足というのが現状である。したがってhiPS細胞などの多能性分化能を持つ細胞からβ細胞へ分化さ
せたものを移植するということに大きな期待が寄せられている。本研究ではhiPS細胞から分化したβ細胞のメカ
ニズムの解明を目指して単一細胞解析を行い、よりよいβ細胞の作成のための機序を明らかにし分化効率を高め
る。

研究成果の概要（英文）：The human induced pluripotent stem cells are potential resource for type 1 
diabetes cell based therapies. Although,the beta cell differentiation had been deeply investigated, 
the molecular mechanism of differentiation of beta cell from hiPSCs and in which levels were 
achieved the beta cell derived hiPSCs has not been understood completely. In this study we provide, 
a single cell transcriptome of differentiated beta cells from hiPSCs, in which double labelled with 
Venus and mCherry proteins (hIveNry). The Venus protein could express under INS promoter and mCherry
 under NGN3 promoter, meaning that by fluorescent protein could monitor from NGN3+ red endocrine 
progenitor to the Venus positive beta cells. In this study we performed the cell profiling of the 
fluorescent positive cells viewing the status of the differentiation of the beta cells in which the 
maturation process was confirmed by glucose responsivity.  
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図 1: hiPS 細胞からβ細胞への分化を行い、成
熟課程を経て最終日においてシングルセルソー
ティング前にグルコース応答性を確認した。 

１．研究開始当初の背景 
1 型糖尿病患者の治療には膵β細胞移植は移
植ドナー不足を解消するために有効な治療
方法である。hiPS 細胞はどのような細胞に
も分化しうる多能性幹細胞であり再生医療
分野では大きな期待が寄せられている。これ
まで世界中でマウス iPS 細胞や ES 細胞を用
いてβ細胞への分化誘導の方法は開発され
てきており基本的な分化方法は 2006 年に報
告された論文（[1]）をもとに分化法に大きな
違いはない。しかし、β細胞の成熟化という
観点からはまだ誰も完成させていない。β細
胞の機能はインスリンを分泌することであ
るが、グルコースの濃度に応じて分泌する機
能を有するものを成熟の一つの指標である。
したがって in-vitro の実験においてはグル
コース応答性を見る Glucose test という試
験法がある。最終的には糖尿病治療効果を有
することが重要である。In-vitro においてグ
ルコース応答性を有していたとしても移植
後すぐに血糖値を下げる効果はまだないの
が現状の分化したβ細胞である。血糖降下の
効果がないのは量的に不足だるかまだ未成
熟のためであると思われる。糖尿病治療しう
る細胞はほとんどの場合移植後 30 日後など
生体内において成熟化が進んでの効果であ
る。In-vitro での分化方法では臨床に耐えう
るβ細胞ができていないのが現状であるが
分化メカニズム、特に hiPS 細胞からの分化
の詳細な解析はこれまでおこなわれていな
い。我々は簡便に分化の指標となるように
hiPS 細胞に分化マーカーの下流に蛍光たん
ぱく質を発現させる hIveNry 細胞を作成し
ている[2]。ダブル蛍光標識の hiPS 細胞であ
り、内分泌前駆細胞のマーカーである NGN3
の下流には mCherry の赤蛍光、β細胞のマ
ーカーの INS の下流には Venus の緑蛍光が
光るシステムである。したがって分化に伴っ
て赤から緑へと変換する過程が見られるも
のである。本細胞を使用し分化の状態をより
詳細に解析をするためにシングルセル解析
を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、hIveNry 細胞を用いて膵β細胞
への分化を行い、単一細胞解析により hiPS
細胞からβ細胞への分化のメカニズムの解
明を試みる。hiPS 細胞からのβ細胞への分
化において網羅的な解析は多くなされてい
るが、単一細胞の解析はこれまでおこなわれ
ていない。hiPS 細胞は多能性を有するがゆ
えに分化誘導を行うと一斉に同じ方向に向
かっていない可能性が高い。したがって、
個々の細胞を詳細にみることで実際に成熟
に向かうために必要な因子は何かなどが特
定できれば新たな分化誘導方法を確立でき
ると思われる。 
 
３．研究の方法 
hIveNry 細胞を用いて成熟に近いβ細胞へ

の分化誘導を行い、単一細胞を採取し Quartz 
seq の解析を行う。分化誘導後の細胞はグル
コース応答性のある細胞群が含まれている。
そのため成熟に近い細胞がいると仮定して
の解析である。ソーティングは最終分化に到
達した細胞をランダムに蛍光の緑、赤、黄色
のものを採取した。分化した際にたとえ最終
であってもすべてが緑のβ細胞になっては
いない。途中分化のものも厳然と存在し、ま
た、内分泌前駆細胞はβ細胞へ分化するもの
であるが、その他内分泌細胞への分化も進む。
内分泌細胞はそれぞれ 5種類あり、Glucagon
を発現するα細胞、Somatostatin を発現δ
細胞、そのほかにも PP 細胞やε細胞などの
生体内でも少ない細胞群なども存在する。
mCherry のみで発現する細胞群にはそうし
た別の細胞などが存在しうる可能性や分化
が進まなかった細胞などが含まれていると
思われる。また、緑と赤のダブル蛍光細胞に
おいてはβ細胞への方向に進んでいると思
われるが、緑蛍光だけの細胞群との違いはど
のようなものかなどを見ていきたい。 
 
４．研究成果 
4.1. 分化誘導法の改良：確実に分化を成熟
化に向かわせるためには NGN3 の分化効率が
重要であるとの見解から分化誘導の途中で
一度蛍光細胞のみをソーティングして成熟
化過程を経ることでより分化効率、成功率が
あがることが見出された（東大宮島研改良） 
実際に分化後にグルコース応答性の有無を
見た際にインスリンの量やグルコースの濃
度に従って分泌量があがり、そのあとにグル
コース濃度を下げるとインスリン分泌量も
さがる(図１)。そうした細胞を用いて約 300
種類の細胞を単一細胞解析を Quartz seq の
方法で行った（理研：二階堂）。（図 2） 

4.2 約 3 プレート分の Quartz-seq を行った
ところ、277 細胞は正常にデータが取れてお
りそれらの解析を進めた。8 サンプルについ
てはリード数が満たないために除外した。 
 
4.3 ソーティングした細胞群は、Venus の



 
図２．分化細胞を Sony のソーターにて 
Venus, mCherry, およびダブルポジティブ細
胞をランダムにソーティングを行った。3 プレ
ート分の解析を行った。 

 
図 4. それぞれの内分泌細胞種のマーカー
におけるベンズ 

 
図 3. 各種蛍光によるソーティング細胞群内の
INS およびける INS/GCGダブル陽性の比率の
ベンズ 

細胞群は約 20-30%、mCherry の細胞群は 30
－40％の群衆でありダブルポジティブ細胞

群は約 30％以上であった(図 2)。 
全体の細胞においてほとんどの細胞種にお
いて INS が強く発現していた。しかし同時に
GCG や SST なども多くの細胞で発現している
ことが分かった。そこで各種ソーティング群
における分布を、INS を強く発現する細胞群、
INS/GCG でダブルに発現するものの分布を示
した（図３）。その結果、Venus ソート細胞
群においてINS単独に強く発現している細胞
群（67％）は他のソート細胞群に比べ多く、
ダ ブ ル ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 群 (DP:double 
positive)では INS/GCG の細胞群（77％）が
INS のみを発現する細胞群(23%)より多かっ
た。mCherry の細胞群においては内分泌前駆
細胞のマーカーによるソーティングである
が、様々な細胞種が存在する。その中でも
INS/GCG(low)の存在が大半を占めている
（43％）。INS のみを発現するものは 25％と
INS/GCG(High)においても 25％であった。ま
た GCGのみで発現する細胞は 1割未満で存在
していた。Mcherry 細胞群でも INS のみを発

現する細胞も多く存在するがVenusのたんぱ
く質がまだ出てくる前あるいは mCherry や
Venus の蛍光遺伝子はホモではなくヘテロ

に挿入されているものであり、片側からの
INS の発現によるものも存在しうるためであ
る。以上のことから蛍光によりソートしてき
た細胞群においてはおおよそINSの発現に比
例した細胞分布になっていることが確認で
きた。細胞群全体では全体的に insulin を発
現する INS 陽性細胞であり、そのうち約半分
は GCG が発現しており、SST なども多くの細
胞で発現している。これらの細胞群は INS 陽
性細胞ではほとんどの場合にGCGが発現して
いることがわかった。すなわちβ細胞のマー
カーとα細胞のマーカー遺伝子が同時に発
現しているポリホルモンである。これらの細
胞はこれまでの報告では未成熟であること
が知られている。一方で、SST が発現してい
る細胞群もあり、GCG が強く発現していると

ころには発現していないことが分かった。こ
れらの主要なマーカー遺伝子のみを全体に
おいて分類すると、INS のみを発現する細胞
は 10、GCG との共発現細胞は 11、三つのマー
カー遺伝子が発現する細胞群は最も多く 143
も存在する（図 4）。それぞれのマーカー単独
では INS, GCG, SST らは意外にもほとんど同
じ割合であった。先の解析でソート別にみる
と Venus 群においては INSポジティブな細胞
がほとんどであるが、その他の部分において
割合がそれぞれ違うことからも、多くのβ細
胞以外の細胞も分化されていることが分か
った。またこれら全体の細胞群において NGN3
の発現はほとんど見られない。すなわち
mCherry 陽性の細胞群は蛍光としては出て
くるがNGN3のmRNA レベルでの発現は早期に
発現しており、後期においての発現はほとん
どないことが示唆される。その意味では後期
の分化法ではより内分泌への分化を優先的
に促進しているのであり、mCherry 陽性細胞
は必ずしも前駆細胞ではないということが
示唆された。しかし mCherry 細胞群の中には
前駆細胞様の細胞種が多く含まれており、そ
の中でも未熟と思われる細胞が多く含まれ
ている。α様の細胞群が多いのものこの群で
ある。一方でダブルポジティブ細胞および
Venus 細胞群において全体的な解析では一
定した違いのマーカーは得られていない。
Insulin の発現量においても多様であり、こ



 
図 6. α細胞特異的遺伝子群における全体細胞
でのクラスタリング。大きく 2 群あるいはこま
かく 4 群に分けられる。 

 
図 7. δ細胞特異的遺伝子群における全体細胞
のクラスタリング。大きく 2 群に分けられると
思われた。 

れまでに知られている成熟マーカー遺伝子
も発現が様々であり、一定の遺伝子を均一に
発現するという細胞は存在しなかった。細胞
は個々に違い多様な細胞群であることが分
かった。全体的に INS を発現していてもその
他の遺伝子によってその特性は決定づけら
れていると思われる。 
生体内においてβ細胞で一番発現が高いの
は圧倒的に Insulin であるがただ単に
Insulin が強く発現することが良いという単
純なものでもなく、そのほかにどのような遺
伝子が発現していれば成熟に近いといえる
のかというのが最大の焦点であるが、今のと
ころ決定打というものがない。実際のところ
これまで成熟に重要だといわれている
NKX6.1 や MAFA, GLP1R などの遺伝子もそれぞ
れの細胞で発現しているものは少なく、また
十分な発現量とは言えない。しかしこれらの
遺伝子が発現していなくてもグルコース応
答性がある細胞ができている可能性もある
ことが示唆された。 
 
4.4: β細胞、α細胞特異的遺伝子群におけ
るクラスタリング： 
生体内における膵島細胞のシングルセル解
析が報告された（[3],[4]）。β細胞特異的な
遺伝子群やその他内分泌細胞に特異的に発
現する遺伝子群を参考に細胞全体における

Heatmap クラスタリングを行った。β細胞特

異的遺伝子における全体の細胞のクラスタ
リングでは主に4群に分けられるようにも見
える（図 5）。INS の発現の高い方に向かいそ
の他の遺伝子も発現が高くなっている。また
α細胞特異的遺伝子群においては大きく2つ
ないし4群に分けられると思われた（図６）。
α細胞においては GCGと TTR で強共発現して
いる細胞群において全体的にα様の遺伝子
群の発現が高いことからこれらの群はα細
胞に近いと思われる。δ細胞特異的遺伝子群
においては SSTの発現を高値に従い 2群に分
けられると思われるが、その他の遺伝子につ

いてさほど分布が分かれてはいない（図７）。
細胞全体においてβ細胞やα細胞特異的な
遺伝子群が全体的に発現している。すなわち
β細胞特異的あるいはα特異的遺伝子群が
同時に発現している細胞群であることが分
かる。一方でδ細胞においては SST 以外は発
現量としては低いことからも最終分化細胞
群はβ細胞およびα細胞に似た細胞群であ
ることが示唆された。 
 
5. 結語：本研究では蛍光ラベル hiPS 細胞か
ら機能的なβ細胞へと分化を進め、最終分化
における細胞群のシングルセル解析を行っ
た。INS の下流に Venus, NGN3 の下流に
mCherry を ノ ッ ク イ ン し て い る hiPS 
(hIveNry)を樹立しており、最終分化時には
Venus の蛍光、mCherry の蛍光そして Venus
とｍCherry が発現するダブルポジティブ細
胞で構成される。そのほかにも蛍光が発現し
ない群も存在するが、本研究では蛍光陽性細
胞群におけるシングルセル解析を行った。ま
たβ細胞の機能としてグルコース応答性が
あることを確認した細胞群である。Venus ソ
ート細胞群とダブルポジティブ細胞群との
間にはさほど差は見られない。同じ用に INS
を強く発現し、と同時にGCGも発現している。
一見するとポリホルモンであるが、これらの
細胞のみをソートしてもグルコース応答性
があるとの結果も一部得られている。したが
って、その中には成熟な細胞がいると思われ

 

図 5.β細胞遺伝子におけるクラスタリング全体
の細胞群において。 



る。一方で mCherry 陽性細胞群では INS 発現
細胞、GCG 単独の細胞などや様々な細胞群の
集団であり Heterogeneity に富んでいる群
でもある。全体的に INS が強く発現している
細胞集団であるが同時に GCGや SST も強く発
現している。ポリホルモンの状態である細胞
が細胞の大半を占めている。しかし、これら
の中に機能を有する細胞が存在しうる。β細
胞への分化過程において現在の提唱ではポ
リホルモンの方向に行くものと成熟細胞に
なるものは別の方向であると提唱されたて
いる。しかしそれが確かなのかは不明である。
生体内においてもポリホルモンのような細
胞は存在し、また分化した細胞が脱分化する
ことなども知られている。したがって、ポリ
ホルモンは分化途中のものなのか、分化しき
れなかった副産物なのかあるいは脱分化し
たものなのかなどの由来は不明である。 
本細胞を用いた解析においてはβ細胞へ

分化した細胞は In-vitro ではグルコース応
答性のある細胞であることからもINS-GCGが
発現していたとしてもその他の重要な遺伝
子の発現によりわずかであっても機能を有
する細胞になりえるのではないかと思われ
た。 
hiPS 細胞からのβ細胞への分化は一様に

INS を高発現しておりインスリン分泌能もこ
れまでの分化方法に比べると高いことは確
かな結果であるが個々の細胞はかなり差が
ある細胞集団であることが分かった。今回の
結果からはどの細胞が実際に機能的である
かの特定には至らなかった。今後どのような
遺伝子が実際に機能にかかわっているのか
などの解析を進める必要がある。 
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