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研究成果の概要（和文）：RFX6は、膵低形成や腸管閉鎖を呈し糖尿病を発症するMitchell-Riley症候群の原因遺
伝子である。RFX6ヘテロおよびホモのGFP K/I(K/O)hiPSCを樹立し内胚葉へ誘導した。原始腸管以後のPDX1及び
CDX2陽性細胞は殆どがRFX6陽性であり、RFX6欠損によって両細胞数は著減した。cap解析を用いて、RFX6結合
X-boxモチーフを発見し、PDX1とCDX2のエンハンサー領域にあるモチーフ配列がvitroでRFX6と結合することを示
した。初期内胚葉形成の欠陥がMitchell-Riley症候群の病因であることを示した。

研究成果の概要（英文）：RFX6 is the causative gene of Mitchell-Riley syndrome, which shows 
pancreatic hypoplasia and intestinal obstruction and develops neonatal diabetes. In this study, RFX6
 heterozygous and homozygous GFP knock-in/knock-out hiPSCs were established and induced to 
differentiate into the endoderm lineage. RFX6 expression increased rapidly in the primitive 
intestinal tract, followed by RFX6 loss, which reduced expression of PDX1 and CDX2, regulatory genes
 of the posterior foregut and mid-hindgut, respectively. Using cap analysis, we found RFX6-binding 
X-box motifs and the motif sequences in the enhancer regions of PDX1 and CDX2 bind RFX6 in vitro. In
 Mitchell-Riley syndrome, defects in early endodermal patterning were shown to be etiologic.

研究分野：内分泌・代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RFX6はMitchell-Riley症候群だけでなく腸管内分泌や膵β細胞の分化や機能に関わっている。今回RFX6欠損
hiPSCを内胚葉分化系に適用し、病態モデル作成に成功した。ヒト胎児で不可能な網羅的解析を行いRFX6の結合
する新たなmotifを発見しえた。今後RFX6が制御する遺伝子群の検討により各種内胚葉系疾患の病態解明が可能
となる。また、RFX6発現をGFP蛍光で示す本細胞を用いてRFX6を制御する物質を探索し、RFX6陽性細胞由来であ
る膵・腸管内分泌細胞への分化促進因子をスクリーニングし、vitroでの膵・腸管細胞分化を実現させることに
より膵腸管疾患再生医療への展開が可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 高齢社会においては、糖尿病・肥満はもとより低栄養も大きな問題となっている。これら 
の病態解明と治療法開発には、既存の動物モデルや不死化培養細胞による研究のみではヒト 
本来の生命現象として未解明の部分が多い。 
ヒト iPS細胞の樹立が 2007年に報告されて 15年以上が経過している。iPS細胞は、受精卵
の着床前環境を再現する培養により、正常ゲノムを維持しながら増殖し、全組織への分化が可能
な稀有な細胞である。ヒトの生理と病理を正確に反映することが期待され、HLAを揃えた移植
用ヒト iPS細胞ストックも存在する。 
しかし、パーキンソン病、脊髄損傷、網膜色素変性症などの外胚葉系組織や心筋、血小板など
の中胚葉系組織に関する臨床応用は進んでいるが、内胚葉系組織に関する臨床応用は目途が立
っていない。再生医療実現の為には意図しない目的外細胞への分化による混入や未分化細胞の
腫瘍化も懸念されている。 
 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、ヒト iPS 細胞を用いて、膵・腸管に異常を来す Mitchell-Riley 症候群など
の病態解明と治療法を開発することである。 
具体的には、①ヒト iPS細胞から、最終分化した成熟膵・腸管細胞に至るまでの分化系を構築
する。そのために、②分化の指標となる遺伝子発現を追跡し、分化過程の生細胞を捕捉できるよ
うに、分化指標となる遺伝子領域へ蛍光や薬剤耐性遺伝子を導入したヒト iPS細胞を作成する。
更に、③患者由来あるいは変異を導入した疾患 iPS 細胞を樹立し、構築した分化系を適用する
ことで分化過程や分化後の発症メカニズムを解明する。 
本研究では、ヒトにおける病態解明や臨床応用可能な発生病理学的研究を行うことで糖尿病・
栄養疾患の治療法創出や移植再生治療への貢献が期待された。 
 
３． 研究の方法 
膵・腸管を含めたヒト内胚葉系組織の発生分化過程はとりわけ未解明の事柄が多く、分化条件
を改良する必要がある。 
分化指標となる転写因子を発現する細胞を正確に捕捉することが必要であり、発現を蛍光や
薬剤耐性によりモニタリング可能な iPS細胞を樹立する。 
マーカーとなる蛍光・薬剤耐性遺伝子の挿入は CRISPRやプラスミドでは不可能なため大腸
菌人工染色体（BAC）100kbの相同領域を有するターゲティングベクターにより行う(下図）。 

転写因子の多くは良質な抗体が作成できないため、このマーカー発現を利用して分化細胞を
定量化し、系を最適化できる。 
生きたままの細胞をソーティングすることで、次の分化段階へ進むことができ、病態解析や移
植治療も可能となる。 
分化指標の一つとして、膵・腸管低形成か
ら消化吸収障害や糖尿病を呈する Mitchell-
Riley症候群（OMIM # 615710）の原因遺伝
子 RFX6に着目した。RFX6 は原始腸管や腸
管内分泌細胞、成熟膵β細胞等に多段階で複
数種の細胞に発現し、系譜解析に適当である。
1st exonへ GFP遺伝子を挿入し FISH（右写
真）により、染色体 6q21への正確な挿入（△）
と正常核型が確認できた。 

 
 



４．研究成果 
RFX6 は、膵β細胞におい
て KATP チャネル遺伝子の
転写促進から糖反応性制御
因子として若年型糖尿病
（MODY： Maturity-Onset 
Diabetes of the Young）の
原因となったり、GIP産生細
胞で発現したりしている
が、膵・腸管低形成を来す
Mitchell-Riley症候群の原
因遺伝子でもある。  
RFX6 KI/KO ヒト iPS を原
始腸管へ分化させ RNA-Seq
により網羅的解析を行った
ところ膵・腸管発生に不可
欠な PDX1,CDX2, Ngn3 発現
低下をはじめ、多くの遺伝
子発現に変化を認めた（右
図）。RFX6 は成熟した膵・腸
管内分泌細胞を規定してい
るだけでなく、発生過程に
おける必須因子であり多段
階で作用していることが判
明した。 
内胚葉系分化系において
は、RFX6 ヘテロノックアウ
ト（RFX6+/eGFP）ヒト iPS 細
胞では、RFX6 がドライブさ
れる緑色蛍光タンパク質
（GFP）陽性細胞が PDX1 陽
性細胞や CDX2 陽性細胞だ
ったが、RFX6 ホモノックアウト（eGFP/eGFP）ヒト iPS 細胞では、RFX6 がドライブされたであろ
う内胚葉細胞系譜における PDX1 や CDX2 の陽性細胞数が著しく減少し、RFX6 が中後腸発生に重
要な役割を果たしていることが細胞レベルで示された。 
逆に、RFX6 発現が本来弱い領域である前腸については、前腸マーカーである SOX2 発現は、
RFX6 欠損によって影響を受けなかった。 
さらに、遺伝子発現 seq の cap 解析を用いて、推定される RFX6 結合 X-box モチーフを発見し、
PDX1 と CDX2 のエンハンサー領域のモチーフ含有配列が in vitro で RFX6 と結合することを確認
した。 
このように、RFX6 は初期内胚葉分化において ParaHox 遺伝子 PDX1 と CDX2 を制御するが、SOX2
には影響を与えないことから、初期内胚葉の特に中・後腸領域分化の欠陥が Mitchell-Riley 症
候群の形態学的病態の原因であることが示唆された。 
RFX6 の発現が正常に維持されていることが、今後の膵・腸管等の中・後腸領域内胚葉細胞の
関連した病態や発生・再生医療において非常に重要であることが示唆された。 
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