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研究成果の概要（和文）：新しい『iPS（induced pluripotent stem cells）干渉法』により、膵臓β細胞へ直接リプ
ログラミングを誘導する細胞内因子を同定した。【新規性】膵臓β細胞に特化して直接リプログラミングする因子は未
だない。【有用性】再生医学の画期的シーズ。【先進性】高度な再生医療を、簡便で安全な方法で実現。【トランスレ
ーショナル研究】先端医科学の臨床医学への展開。本研究において膵β細胞を誘導する因子候補として新しい技術であ
るiPS干渉法により複数のニーズを得ることができた。現在に引き続き生物学的な機能の研究を進め、知的財産の整備
を進めており早期の臨床応用に向けて研究を加速化する。

研究成果の概要（英文）：To identity critical factors for induction of pancreatic beta cells, we developed 
novel technology of induced pluripotent stem (iPS) interfering method. The study of gene expression 
allowed the identification of several factors, which play roles in induction and maintenance of 
pancreatic beta cells. The present study would open an avenue to new efficient approach for human 
diabetes.

研究分野：外科学
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１．研究開始当初の背景 
【iPS干渉法】京都大学 山中伸弥教授は、ES
細胞で特異的に発現している遺伝子を分化
細胞に導入して iPS 細胞を誘導した（Cell, 
2006, 2007）。iPS 干渉法は、特定の臓器細胞
への新しい分化誘導因子を同定するために、
分化現象が iPS誘導とは逆方向のベクトルで
あることを利用する原理である。すなわち、
iPS 誘導ととともに、発現ライブラリーを同
時に遺伝子導入すれば、ライブラリー中に含
まれていたリプログラミング拮抗因子が同
定できる。この因子こそが、特定の臓器細胞
への直接分化を誘導する因子としてきわめ
て有力な候補である。【直接リプログラミン
グ】iPS 細胞のリプログラミングは一旦万能
性細胞を経てから各分化細胞に誘導される
ものであるが、iPS 干渉法は強力な分化因子
として、直接リプログラミングを誘導できる
（万能性細胞を経ない）。将来の再生医学の
応用においてきわめて重要である。 
 
２．研究の目的 
分化細胞を用いて、膵β細胞に直接リプログ
ラミングする強力な分化誘導因子を同定、 
試験管内、および将来の臨床応用に繋げる小
動物実験（ヒト化マウス）を実施し、直接リ
プログラミングを促進する因子、阻害する因
子を究明し精度を高めることを検討。 
本法を膵以外の消化器臓器に応用する（肝・
腸の再生医学基盤）。 
 
３．研究の方法 
（１）稀性難病患者（MODY3症候群）の分
化細胞からリプログラミング 
iPS細胞を樹立し、そこから膵β細胞を誘導、
疾患メカニズムを解析した（iPS 細胞から膵
β細胞の誘導法）。また間葉系脂肪細胞から
新しい誘導方法（マイクロ RNA による）を
開発し、間葉系脂肪細胞からリプログラミン
グして iPS 細胞を誘導する方法を開発した
（リプログラミングに必要なコア転写因子
解析；Cell Stem Cell,2010）。更に、iPS干渉法
のために、インスリン-マMin6細胞株（イン
スリンを自律性に産生分泌する腫瘍細胞株）
の網羅的発現プロファイルを取得した
（NCBI/GEO data set）。これは生理的グルコ
ース濃度の範囲内で濃度依存性にインスリ
ン分泌する細胞である（グルコース・インス
リン応答性あり）。 
（２）iPS干渉法 
インスリン-マMin6細胞株で、分化細胞に比
較して、特異的に発現している上位 50 個遺
伝子をレトロおよびレンチウイルスベクタ
ーに搭載し高発現システムを構築した（iPS
研究で実績のある系を採用）。これらを、iPS
転写因子（Oct3, Sox2, Klf4, c-Myc）搭載ウイ
ルスベクター同時に導入した。 
導入した細胞の iPS コロニー数の減少（GFP
のみの対照と比較）を指標としてβ細胞コア
ネットワーク構成転写因子を同定した。 

① 膵β細胞のコア転写因子の同定（第一段
階）： 
BL6 マウスから膵β細胞を採取し上記の iPS
干渉法を実施。膵β細胞から出発してリプロ
グラミングを行うと、組織としてのエピジェ
ネティック記憶が残存するために、膵β細胞
コアネットワークが高感度で同定できた。こ
れを第一段階としてスクリーニングを行っ
た。 
② 間葉系脂肪幹細胞細胞を用いた確認（第
二段階）： 
次に、間葉系脂肪幹細胞を用いて上記(1)で同
定した因子の iPS干渉法を実施。この操作に
より、膵β細胞を出発点としてスクリーニン
グされた上記(1)因子が、他系統の脂肪幹細胞
を出発点としても利用できるかどうか、着実
に段階を追って確認できた。膵β細胞ヘの分
化誘導は(CMRL1066 + B27 + HGF+ IGF )で
培養、分子レベルでの確認は遺伝子発現解
析・免疫染色・グルコースインスリン応答性
を ELISAで測定した。 
【抽出した転写因子セットで膵β細胞が分
化誘導できない場合の対応】 
誘導十分条件として不足因子があると考え、
同定した膵β細胞コアネットワークの遺伝
子候補を 75，100，125，200まで増やして検
討した。全転写因子は約 2000 であり、膵臓
器特異的な因子は 5％（100個）であるから、
２倍の caverageであり十分である。 
【脂肪細胞から膵β細胞が誘導できない時
の対応】 
準備段階の経験から、出発材料の変更（皮膚
や胎児由来の繊維芽細胞等）でほぼ解決可能。 
（３）個体レベルでの解析 
① 糖尿病モデルマウス作成： 
ヒト I 型糖尿病（膵細胞の荒廃でインスリン
の絶対的不足）の治療モデルとして、SCID
マウスへ膵β細胞を破壊する Streptzotocine 
(STZ)を腹腔内投与し、糖尿病モデルマウスを
作成した。血糖値が 400mg/dl以上の高血糖状
態になり、かつマウスの生存率が良い STZ濃
度及びマウスの週令を検討した。 
② 糖尿病マウスの治療実験： 
iPS 干渉法で解明したコア転写因子を用いて、
自己（同系マウス）細胞から膵β細胞を誘導
し、自家（同系）移植を実施した（治療実験）。
移植は腎皮膜下に実施、血糖値測定により糖
尿病改善効果を調べた。腎臓の組織切片で生
着率、遺伝子発現、インスリン分泌能を検討
し、マウスで経口糖負荷試験（OGTT）を実
施、移植片のグルコース応答性を調べた。 
（４）他の消化器臓器への応用解析 
上記の成果を膵以外の消化器臓器の幹細胞
（肝・腸）へ応用。肝では、肝細胞の網羅的
発現解析を実施、分化細胞の発現と比較して
コア転写因子群を同定した。同定したリスト
からウイルスベクター搭載、iPS 転写因子
（Oct3, Sox2, Klf4, c-Myc）搭載ウイルスベク
ターを同時に導入し、iPS コロニー数の減少
（GFPのみの対照と比較）を指標としてβ細



胞コアネットワーク構成転写因子を同定し
た（肝臓に対する iPS干渉法）。また腸では、
腸管細胞（HCT）の網羅的発現解析、コア転
写因子群を同定、iPS転写因子を同時に導入、
コロニー数の減少を指標としてβ細胞コア
ネットワーク構成転写因子を同定した（腸管
に対する iPS干渉法）。 
 
４．研究成果 
京都大学 山中伸弥教授は、ES細胞で特異的
に発現している遺伝子を分化細胞に導入し
て iPS細胞を誘導した（Cell, 2006, 2007）。iPS
干渉法は、特定の臓器細胞への新しい分化誘
導因子を同定するために、分化現象が iPS誘
導とは逆方向のベクトルであることを利用
する原理である。本研究では細胞の分化誘導
に関わる重要な因子を iPS干渉法という新し
い技術で同定することを試みた。その結果、
まず細胞レベルにおいて重要な機能を発揮
する因子を複数同定することができた。これ
らの因子は現在動物実験での前臨床試験を
進めている。これらの因子の中には従来の基
礎研究から予想できるものと想定外のもの
があり、いずれも膵β細胞の再生という重要
な課題に対して有力な候補となることが強
く期待される。 
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