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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病患者に対する再生医療の実現のためには、ヒトiPS細胞（hiPS）からβ細胞
への分化効率や質の向上化を格段に引き上げる必要がある。そこで我々はhiPS細胞から膵β細胞への分化の指標
となる蛍光タンパク質を2種類の分化マーカー（Insulin, Neurogenin3）の下流に挿入した細胞を作製し、誘導
効率をあげる化合物のスクリーニングを行った。FGFR1シグナルを特異的に阻害する化合物が見出され、成熟β
細胞の指標であるグルコース応答性が改善された。

研究成果の概要（英文）：Human induced pluripotent stem （hiPS）cells are an ideal resource for the 
cell based therapy. In this sense, the beta cell production by hiPS cells is a prominent therapeutic
 method to replenish the beta cells that are destroyed in type I diabetes. However, the efficiency 
and the quality of the beta cells produced from hiPS cells are not sufficient for cell therapy. The 
aim of this study is to improve the pancreatic beta cell differentiation from hiPS cells by 
screening with the chemical library. We found that the FGFR1 specific inhibitor C8 augmented the 
beta cell differentiation by improving the glucose responsivity and expression of the mRNA genes 
related to insulin releasing procedure, such as GCK, SlC30A8 and GLP1R.  

研究分野：ゲノム科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 1 型糖尿病は膵 β 細胞が破壊され、

インスリン分泌がほとんどなくなる疾患で

ある。多くの場合、インスリン投与だけで

は血糖値をコントロールすることが難しく、

現在では膵島移植のみが根治療法である。

しかし、ドナーが少ないことや膵島分離が

困難なため、本治療法も広く普及していな

い。一方で再生医療の臨床応用を考えた場

合、倫理的問題や免疫適合性の観点から、

現時点ではヒト iPS 細胞（hiPSC）が再生医

療に利用される公算が最も高い。hiPSC か

ら膵β細胞への分化誘導は、現在世界中の

研究グループが競って誘導法を開発してい

るにも関わらず、臨床のレベルには達して

いない。したがって、早急にこの技術の効

率をあげることが求められる。 

(2) 2006年にNovocell社のグループによ

り初めてhES細胞からβ細胞への分化誘導

法が報告された 1。その方法は、基本的に

は発生過程を模倣した 5つのステップを経

て誘導を行っている。2012 年の 3 月に

Kunisadaら 2により、新たな誘導方法とし

て、3 ステップのみで、更にほぼ化合物の

みの組合せで insulin 陽性細胞に分化で

きることが報告された。しかし、分化誘導

後のβ細胞は、KCL や薬剤によるインスリ

ン分泌は見られるが、グルコースに応答し

たインスリン分泌はみられていない 2。従

って、グルコース応答性をもつ新規β細胞

の分化誘導因子を探索していくことが必須

である。そのために我々は、hiPSC を用い

て新規 β 細胞分化誘導因子が簡便化でき

るように、本学における遺伝子治療部門の

三谷幸之介らによって開発された、hES や

hiPS に高効率で相同組み換えを起こすア

デノウィルスベクター3（Aizawa et.al. 

2012）を用いて、内在性の Insulin プロモ

ーターの下流に Venus を相同組み換えによ

って挿入することにより、Insp-Venus 

KI-hiPSC を作製した。分化時、β細胞が出

現する頃には Venus が発現し、蛍光顕微鏡

下で候補因子の振り分けが可能となる（図

１）。 我々は Kunisadaら 2の方法にのっ

とり、我々が開発した hiPSC を用いて分化

誘導を行ったところ、非常に再現性よく分

化することが確認され、Venus の発現も確

認された(図１)。この InspVenus-KI-hiPSC

を用いて、Kunisadaらの方法で分化誘導を

行い、新たな膵β細胞分化誘導因子を段階

的に化合物ライブラリーからの探索を試み

ようと考えた。 
２．研究の目的 
1 型糖尿病患者の再生医療には、hiPSC から

膵 β 細胞への分化効率を現状より格段に

向上させる必要がある。 hiPSC や hES 細

胞から膵 β 細胞への分化誘導法の開発は

世界中で競って行われているが、臨床応用

できるレベルには達していない。したがっ

て、β細胞の分化誘導因子の更なる探索が

必須である。本研究では、それらの分化誘

導因子の探索が簡便に行えるツールとして、

insulin-promoter の下流に Venus(緑色蛍

光)をノックインした hiPSC を作製した

（図１）。蛍光標識した hiPSC を用いて膵

β 細胞に分化させ、化合物群から、膵 β

細胞分化効率をあげる因子の探索を行い、

再生医療の応用に役立てることを目的とす

る。 
 
３．研究の方法 
(1) スクリーニングを行うために再現性

の高い誘導方法を確立する。 

(2) 実際のスクリーニングを、化合物ライ

ブラリーを用いて行う。 

(3) スクリーニング法：3段階におけるス

クリーニング。第Ⅰ段階：イメージングア

ナライザー（Array Scan, Thermo）により

細胞分化がより亢進しているものを蛍光発

現により選択する。第 2段階：mRNA レベル

発現解析により選択する。第 3段階（機能



解析）：第１、第 2段階でスクリーニングさ

れた化合物を用いてグルコース応答性の確

認を行う。 

(4) 得られた化合物を用いてより詳細に

解析、誘導法の確立を行う 
 
４．研究成果 

(1) ダブル蛍光標識 hiPS 細胞の作

製：研究当初は Insulin promoter の下流

にVenus を発現させるhiPS細を作成予定

だったが、内分泌前駆細胞のマーカーであ

る NGN3 promoter の下流に mCherry を相

同組み換えによりノックイン（KI）をする

ことでより効率的なスクリーニングが可能

であると判断しダブル KI 蛍光細胞を作製

した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) ケミカルスクリーニングを行うた

めの系の立ち上げ： Kunisada らのプロト

コルは非常に簡便に再現性よく分化する。

しかし 96 well plate にて誘導を行った際

には、各 well ごとの誘導効率を一定にす

ることが困難であった。そこで我々は

V-botom plate を用いて各ウェルにスフェ

アを形成させてから誘導を行うことで全ウ

ェルを一定の条件でそろえることが可能に

なった。またケミカルの効果をより見やす

くする目的で、最終ステップにおけるケミ

カルを入れない条件でもβ細胞が出現する

ことが確認できたので、そのステップにお

いては元々のプロトコルのケミカルを省い

た状態でスクリーニングを行うことにした。 

(3) スクリーニングの方法：Kunisada

らの方法で、最終ステップに元々の報告に

あったケミカルを入れない方法を用いた

(図 3A 参照）。 最終段階である内分泌前駆

細胞から内分泌細胞への分化時に今回スク

リーニングに使用したケミカルを個々に

10uM の濃度で添加した（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

それぞれのケミカルを n=2 で添加し、さら

に 3回実験を行い再現性が取れているもの

を及び、緑や赤く光る細胞がより多いもの

を第一段階の選定基準とした。その後

total RNA を抽出し、内分泌細胞マーカー

の発現により確認を行った(図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1: ダブル KI蛍光 hiPS細胞の作製 

それぞれ膵内分泌前駆細胞が出現するこ

ろに mCherry のタンパクが発現し、β

細胞が出現する頃には Venus 陽性細胞

が出現してくる。 

 
図 2. ケミカルスクリーニング時の 96 

well v-botom plate を ArrayScan 

(Thermo) を使用して撮影。 

 

図 3. A.スクリーニング時の分化誘導法の模式

図及び、B内分泌細胞マーカーの発現の解析 



最後に機能解析を行い、グルコース応答性

のあるものの探索を行った。上記発現解析

により再現性があるケミカルを 6種類選出

し機能解析を行った。その結果一種類（C8）

の化合物がグルコース応答性を改善させた。

(図４)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) mRNA レベルの解析：本ケミカル

C8 は FGFR1 を特異的に阻害する化合物で

ある。これまでに報告されているβ細胞の

機能に関わる遺伝子群について mRNA レベ

ルの発現解析を行ったところ、SlC30A8, 

GCK, CHGB, UCN3 などの遺伝子の上昇が見

られた。すなわちβ細胞の成熟化が進行し

たと思われた。 

(5) 更に C8 を用いて分化誘導時期の

検討を行ったところ、早期（膵前駆細胞が

作製される時期）に添加するとβ細胞の分

化が完全に抑えられた。PDX1 は膵前駆細胞

のマスターレギュレーターであり、その発

現を見ると完全に抑えられていたことから

FGFR1 と PDX1 との関連性が示唆された。実

際にこれまでの報告からも PDX1 を強制発

現させると FGFR1 の発現が誘導されること

や 4、FGFR1 のアゴニストである FGF4 を添

加すると PDX1 の発現が上昇するなどの報

告もある 5。また FGFR1 と PDX1 のノックダ

ウンを行いそれぞれの発現が減少すること

から互いに制御しあっていることを示唆し

た。本研究において FGFR1 を特異的に阻害

することで PDX1 や NGN3 への発現に影響を

与えることでβ細胞の分化が促進されるこ

とを新たに示した。  
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図 4:C-peptide release assay 

β細胞分化誘導後に細胞を wash し、

pre-incubation 後に低濃度のグルコース

2.8mM(low) で 1h 反応後、高濃度グルコース

25mM(High)で反応させた。それぞれの反応後に
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