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研究成果の概要：今回、私は様々な細胞株をスクリーニングして、ES 細胞から膵前駆細胞を効

率よく分化誘導できる M15 細胞を見いだした。さらに、スクリーニングに使用した細胞株につ

いてマイクロアレイ解析を行い、M15 細胞のもつ分化促進能力の本体について解析を行った。

解析の結果、膵臓分化に関して、アクチビン・FGF・レチノイン酸・接着因子の関与が示唆され

た。そこで、M15 細胞と液性因子の添加を組み合わせることで ES 細胞から非常に効率よく膵前

駆細胞を分化誘導できる方法が構築できた。
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１．研究開始当初の背景
ES 細胞から膵β細胞を誘導する技術につい
ては、多くの報告がなされていたが、膵β細
胞に至るまでの分化制御機構について分子
レベルでの解析は少ない。

２．研究の目的
本研究では、膵臓発生メカニズム解明のツー
ルとして ES 細胞から正常発生に沿った形で
膵β細胞を効率よく分化誘導する方法の確
立を目的とした。

３．研究の方法

(1) 実験には、膵前駆細胞のマーカーである
Pdx1制御下でGFPを発現するトランスジーン
を持つ Pdx1/GFP マウスから樹立した ES細胞
を用いた。

(2) 分化誘導系を構築する上で、様々な細胞
株をスクリーニングして、ES 細胞から膵前駆
細胞を効率よく分化誘導できる支持細胞を
探索した。

(3) 支持細胞のマイクロアレイ解析を行い、
分化誘導機序の解明を進めた。
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(4) SCID マウスへの移植実験を行い、in
vitro で分化誘導した細胞がすべての膵臓細
胞に分化できる能力を持つかを調べた。

４．研究成果
(1) 支持細胞のスクリーニングの結果、マウ
ス胎児中腎由来培養細胞株 M15細胞に高い膵
臓分化誘導活性があることを見いだした。

(2) M15 細胞を用いて、ES 細胞から膵前駆細
胞（Pdx1 陽性細胞）を効率よく分化誘導でき
る方法を開発した。

(3) マイクロアレイ解析の結果、M15 細胞の
膵臓分化誘導活性シグナルの候補としてア
クチビン・FGF・レチノイン酸を見いだした。

(4) 更に詳細な検討の結果、図１のように
M15 細胞のみの場合に得られる膵前駆細胞は
約 2%程度であったが、液性因子(アクチビン
およびＦＧＦ２)を添加することで約 30%と
飛躍的に増加した。

図１

(5) 得られた膵前駆細胞については、マウス
への移植実験を行い、膵臓を構成するすべて
の細胞へ分化可能であることがわかった。研
究成果は Stem Cells に掲載された。（Shiraki,
Stem Cells, 2008）。

(6) 更に、ES 細胞から内胚葉および膵前駆細
胞分化に働く因子の解析および新規膵臓前
駆細胞マーカー遺伝子の探索を行った。膵臓
分化誘導研究の過程で、支持細胞と液性因子
を組み合わせることで膵臓や肝臓といった
内胚葉細胞のみならず、外胚葉および中胚葉
も効率よく分化誘導できることを見いだし
た（図２，３，Shiraki, Genes Cells, 2008;
Shiraki, BBRC, 2009）。
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(7) さらに、内胚葉および膵臓特異的な発現
を示す遺伝子を探すためにマイクロアレイ
解析を行った(Yoshida, DGD, 2009; 白木
未発表)。サンプルとしては、上記の方法で
分化誘導した外胚葉・中胚葉および内胚葉細
胞を用いた。解析の結果、初期内胚葉や膵前
駆細胞特異的に発現する遺伝子を見いだし
ており、現在詳細な解析を行っている（白木、
投稿準備中）。
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