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論 文 内 容 要 旨

背 景 と 目 的

糖尿病はいまだ完全な治癒の困難な慢性疾患だが,2025年 には世界で3億 人に罹患数が増加す

ると予想 されている。新 しい治療法 として膵臓移植や膵島細胞の移植が行われているが,ド ナー

臓器の不足によ り十分に機能 していない。膵臓の成体幹細胞を同定 し,体 外で増殖 ・分化させる

ことができれば,臨 床的意義が大きい。膵管上皮細胞は幹細胞を含んでいるとされてきたが,膵

管上皮由来幹細胞か らの膵島細胞の分化誘導研究では,適 切な膵管上皮細胞の表面抗原がないこ

とより完全な分離が難 しく,膵 管上皮細胞の分離段階での膵ベータ細胞の混入の問題が常に残 り,

膵臓の幹細胞の由来 についてはっきりとした結論が出なかった。私達は,膵 管上皮細胞の分離に

おいてCOPASを 用いて機械的に膵ベータ細胞を完全に取 り除き,大 量 の膵管上皮細胞の分離

を行い,膵 管上皮 由来幹細胞よりインス リン産生細胞が誘導されるかどうかを検討 した。

方 法 と 結 果

COPASは 従 来の セル ソータ と比較 しては るか に大 き い500μmま での大 き さの細胞 あ るいは

細胞塊 を分離す ることが可能 であ り,こ れ を用 いて膵管上皮細 胞 を細胞 塊 と して分離 し,ひ とっ

で も膵 べ一 タ細胞 を含 む細胞塊 を排 除す ることによって,単 細 胞 と して分離 され た場合 には細胞

障害 によ り培養 の継続 が難 しか った膵 管上皮細 胞 を多量 に分離 し培養す ることに成功 した。膵 管

上 皮 細 胞 は イ ンス リンプ ロモ ー ター にGFP蛋 白をつ けた トラ ンス ジェニ ックマ ウス(MIP-

GFP)よ り分 離 され,COPASで 分析 された。COPASに よ り分離 され た細胞 は,従 来の フ ロー

サイ トメー ター にて評 価 され,GFP陽 性 細胞 の混入 は全 く認 め られ なか った。 分離 され た細胞

は,コ ラーゲ ンコー トを用 いた三次 元培養 にて維持 され,約1週 間後 よ りイ ンス リンを産生 し,

3-4週 間invitroで 維持可 能 であ った。 イ ンス リン産 生細 胞 は塊状 あ るいは個 々に培養皿 に存

在 し,そ の ひとつ ひとつ の細胞 の遺 伝子発現を調べ た ところ,イ ンス リン遺伝子 の誘導 が確認で

きた。 また,ほ とん どのイ ンス リ ン陽性細 胞が膵管 細胞 の マー カーで あ るCK19陽 性 で あ り,

また い くつかの細胞 はPDX-1な どの膵 島細胞 の分 化にか かわ る転写 因子 を発現 して いた。 生体

の膵 べ 一 タ細胞 中の イ ンス リンmRNA量 と比較 す ると,培 養 によ り分化誘導 で きたイ ンス リン

産生 細胞 の イ ンス リンのmRNA量 は生体 のべ 一夕細 胞 の2%ほ どで あ り(た だ し培 養皿全体 よ

りRNAを 抽 出 して膵 べ一 タ細胞 と比較),invitroで の成長 因子 な どの使 用や,invivoの 環境

に移 す こ とでイ ンス リン発現量 を増加 させ ることは困難で あ った。
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結 語 と 考 察

膵管上皮細胞 を純粋 ・大量に培養す ることによ ってその中に含まれる幹細胞か らインス リン産

生細胞を分化誘導することができることが明らかとなった。考察としては,膵 腺房細胞が培養中

に形質転換 して膵管上皮細胞のマーカーを獲得するという報告があ り,私 が分離 した細胞はア ミ

ラーゼ染色陰性で膵管上皮細胞のマーカーが陽性であったが,そ れで もなお分化 した細胞すべて

が膵管上皮細胞由来であると断言できない点がある。 この点をはっきりさせるには,私 達の実験

系での リネ ッジ トレースをする必要があ り今後さらに明 らかにしていきたい点である。
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審 査 結 果 の 要 旨

糖尿病 の根 治治療 と して膵 β細 胞 を幹細胞よ り作製 して移植 す る研究 が行われ てい るが,胚 性

幹 細胞 は腫瘍 形成 や染 色体異常 を防 ぐな どの技術的ハ ー ドルに加 えて社会 的問題 があ り利用 が難

しいため,成 体組織幹 細胞 が注 目されて いる。 膵臓 にお ける幹細 胞の存 在は長 らく示 唆 され てい

るが,幹 細 胞 を同定 し体外 で増殖 させ分化 を試 み た これ まで の研究 で はFACSな どの正 確 な細

胞 分離 の方法 を用 いて いない ものが ほとん どであ り,細 胞 を分離 した時 点での生体 の β細胞 の混

入 が大 き な問 題 で あ った。 本 研 究 は,COPAS(ComplexObjectParametricAnalysisand

Sorting)と い うソー ターを用 いて大量 に純粋 な膵 管上皮 細胞 を分離 し,増 殖 させ分化 させ るの

に成 功 した とい う点 で意 義が大 き く,さ らに機能 の優 れた イ ンス リン産生細 胞を作製 で きれ ば移

植 によ り糖尿病 患者 の治 療 に用 い ることができ るとい う点で,今 後の発展 が期待 され る もの であ

る。

本 研 究で はCOPASで の分 離 が正 確 に行われ たか を,従 来 の フ ローサ イ トメー ター およ び定

量 的PCRに て厳 密 に検 討 してお り,イ ンス リン産生細 胞 の混 入 は フローサ イ トメー ターで全 く

認 めず,RNAレ ベル で も検 出 され なか った。MIP-GFPト ラ ンス ジ ェニ ックマ ウス を細 胞分離

に用 いた ことは,COPASを 用 いた分離 を可能 に しただ けで な く,体 外での膵管上 皮細胞 よ りイ

ンス リン産生 細胞 の分化 を可視 化 した とい う点 で独 創 的で あ り,染 色やRNA・ 蛋 白 レベルの解

析 を行わ な くて も培養 の条件の仔細 な変化 によ る幹細胞 の可塑性 を評価す るのに有用 であ った。

COPASに よ り分離 され た細胞 を体 外で増殖 させ たあ と,マ トリゲ ルを用 いた3次 元培養下 で増

殖 因子な どを用 いて分化 を促進 した ところ,一 週 間後 よ りイ ンス リン産生細胞 が認 め られ,3-4

週間 ほ ど維持 可能 で あ った。 新 しく作製 されたイ ンス リン産生 細胞 は,RNA・ 蛋 白 レベ ルで も

イ ンス リン産生 が確認 された。 さ らに,こ れ らの分化 した細胞 ひ とつ ひとつ の遺 伝子発現 パ ター

ンを解析 した ところ,イ ンス リンのみでな く膵 管上皮 細胞 のマ ーカ ーであ るCK19が 大多数 で

保持 されて お り,こ れ らの結 果 によ り,膵 細 胞 の10%を 占め る膵管上 皮細 胞 よ りイ ンス リン産

生細 胞が産生 された こ とが示 唆 され,膵 臓 の再生研 究 にお ける新 たな一歩 といえ,将 来 的な臨床

応用 に一 歩近づ いた と考 え られ る。

以上 の よ うに,本 論 文 は新規 知見 に富 んでお り,論 理 的な論文展 開 も見 られ,東 北大学 医学博

士 の学位論 文 と して合格 と認 め る。
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