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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病治療におけるβ細胞置換療法として、再生医療技術を用いた
insulin-producing cell (IPC)の作成が期待されるが、そのcell sourceとして脂肪由来幹細胞の使用が挙げら
れる。各種 3 次元培養を比較検討し、最も効果的なものを我々の分化誘導方法に採用することで、臨床応用可
能な短期間かつ効果的IPC誘導法の樹立を目指す。

研究成果の概要（英文）：Generation of insulin-producing cells (IPCs) is expected as the new option 
for the radical therapy of type 1 DM patients. Technique of regenerative medicine is considered as 
useful for generating these IPCs from mesenchymal stem cells. Among these cells, we have focused on 
adipose-derived stem cells (ADSCs) due to its multipotency and easy-procurement, thus we have 
already established an easy and rapid 2-step differentiation protocol for IPCs from ADSC. However, 
some issues which should be resolved still remain such as the poor cell expansion rate and the lot 
equalization of generated IPCs. For solving these issues, here we are investigating to establish a 
rapid and more effective protocol of generating IPCs from ADSCs with choosing the best procedure 
among three dimensional culture systems which are many reported, by modifying our 2-step protocol.

研究分野：再生医療、インスリン産生細胞分化誘導、脂肪由来幹細胞、膵島移植（実験的β細胞移植）
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ADSCは、採取量が豊富・倫理的問題が少ない・遺伝子導入などの DNA ダメージがない、といった有用性のため
に臨床応用が比較的容易である。上記の実験結果から得られる知見は、安全性が担保され、脳死アロ膵島移植と
同等もしくはそれ以上の成績であることが実証されれば、即臨床応用可能である。今後、donor source の問題
解決のみならず、膵島移植自体へのブレイクスルーとなる可能性を秘めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膵島移植は極めて低侵襲の細胞移植治療であり、1型糖尿病根治的治療として、欧米ではす
でに現実的な治療オプションとして機能している。2000年に発表された Edmonton protocol
（Shapiro AM, N Engl J Med. 2000）は Steroid freeでの膵島移植をなし得た偉業ではあるが、5年
のフォローアップ後に同施設から発表された成績によると、膵島移植の 5年後の insulin完全離
脱率は 10％以下と満足できるものではなかった(Ryan EA, Diabetes 2005)。しかしながら、豊富
な donor sourceの存在する欧米であれば multi donor-one recipientの移植が可能であるが、絶対的
ドナー不足である本邦においては、ドナーソースの確保が急務であるにも関わらず、膵移植と
の alocation systemが未確立であるために、実質上膵島移植に用いられるドナーはマージナルド
ナーが多い。その解決策としては、（1） 効果的膵島分離法の確立、（2） 移植膵島のグラフト
ロス防止、（3）新たなドナーソースの開拓が挙げられる。 
新たなドナーソース開拓としては、ブタ膵島の使用や、異種膵島を分離しアルギニン酸など
でコーティングするマイクロカプセル化などが行われてきたが、いずれも倫理的問題や人畜共
通感染症などのハードルがあり、Xenograftは現実的でない。近年の研究によって、採取が容易
で、（1）iPS細胞のような遺伝子操作が不必要、（2）ES細胞のような倫理的問題が少ない、と
いった特徴を持つ間葉系幹細胞に注目が集まり、一部は臨床試験が行われている。このような
間葉系幹細胞の中で、我々は、特に自己移植が可能であり、また骨髄に比しても幹細胞の採取
率が良好と報告されている脂肪由来幹細胞（adipose tissue-derived stem cell:ADSC）を用いた実
験を行って来た。ADSCの Trophic effectに着目した膵島保護効果や、サイトカインカクテルに
より Alb産生機能肝細胞への分化誘導の試みであるが（Surg Today. 2011）、膵島への幹細胞分化
過程は複雑であり、単細胞集塊でない膵島細胞に分化誘導は極めて困難である。そこで、近年、
報告されているように、膵島細胞様の機能を持つ膵β細胞様インスリン産生細胞
（insulin-producing cell:IPC）への分化誘導を目指すこととした。 我々が取扱いに慣れている
ADSCを用いたとしても、新たなドナーソースとして幹細胞から IPCへの安定した分化誘導を
行うには、数サイクル（数週間）に亘る培養期間の短縮、幹細胞からの分化効率の改善、安全
性の担保など、分化誘導因子や培養条件などの改良が不可欠な状況である。 
現在のところ、ESおよび iPS細胞をもってしても、完全な膵島細胞作製は困難であるばかり
か、DNAダメージ・遺伝子操作によって発癌や未知の細胞への分化の危険性がある。現在の IPC
誘導は D’amourらの方法（Nat Biotechnol, 2008）がその基礎となっており、まず Pancreatic 
Endodermを作成し、その後成熟を行うという方法が取られている。膵発生プロセスの各段階の
進行に必須となる分子メカニズムを模倣することが試行されており、段階的に培地を変える培
養法が徐々に開発されつつある。 
具体的には、第一段階にアクチビン A とWnt3aもしくは PI3K シグナルの阻害剤を用いて胚体
内胚葉を誘導し，つづいてレチノイン酸と Noggin を用いて PDX-l 陽性の膵前駆細胞へと分化
させる手法が開発されている。 
しかしながら、誘導に多くは１か月以上の期間を必要とし、作成効率も 40%台と expansion
も良好とは言い難いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
我々は、ADSCを用いた IPC作成の培養期間短縮および作成効率の改善を目指して研究を行っ
てきた。培養条件の改変としては、これまで我々が癌幹細胞研究において多数報告してきたエ
ピジェエティック修飾に関与し、スフェア形成に大きく関わる Histone deacetylase 
inhibitor:HDACiについて検討した。HDACiは膵臓正常発生を加速させるとも報告（Haumaitre C, 
et al,Mol Cell Biol.2008）されており、HDACiを後述する我々の分化誘導条件（differentiation 
medium）に添加することで IPCへの分化誘導が有意に短縮可能であることを確認し報告した
（Ikemoto T, et al. Pancreas. 2018）が、この培養方法によって培養時間短縮が得られたとしても、
作成効率は不良で、機能的な IPC作成は達成できていない。 
この問題点は、膵島細胞が平面培養（従来の単層培養法）よりも、細胞外マトリクスを介して
適切な空間配置を取って細胞凝集体を形成する方が機能的に優れていることが既に報告されて
いること、また通常、膵島の培養では平面的な培養面で継代培養を重ねると、細胞の機能が消
失してしまうため、生体機能を維持した状態での細胞培養は難しく、現在もなお多くの研究が
進められている段階にあることなどから、立体的培養で改善可能であることが予想される。我々
もすでに、FUJI FILM株式会社の開発した RCPピースを用いた ADSCの 3次元培養に着手して
おり、既にスフェロイド作成に成功している。そこで、近年特にその有用性が着目されている
各種 3次元培養のうち最も効果的なものを比較検討し、HDACiを用いた我々の新規 2-step培養
法において、細胞外マトリクス使用によって得られる IPC作成効率上昇と機能の優位性を in 
vitroで証明する。また、得られた IPCをヌードマウスに移植し in vivo functional asseyを行う。
3次元培養法の基材によっては、移植後の血管新生および細胞保護効果に差異があるため、こ
の差異についても詳細に検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（in vitro） 
市販のラット由来 ADSC を解凍・培養し、Dulbecco’s modified Eagle’s medium:DMEM に 10 ％ 



濃度の胎仔牛血清（fatal bovine serum: FBS）を添加した基本培養培地に浮遊させて、37℃、5%CO2 
の条件下で培養保存し、我々の開発した HDACi を含む diiferentiated medium を用いて 2-step 
protocol培養を行うが、この際、市販の培養基材を含む 4 群に分け、分化誘導を行う。 

(1) Control群（これまでに我々が報告した通常の単層培養法） 
(2) FUJI FILM RCPピース群 
（96 well U字底のプレートに、1wellに ADSC 2x104cellsと RCPピース 0.02mgを入れて
37℃で培養） 

(3) X社海藻由来多糖類群 
（96 well U字底のプレートにて、1wellに ADSC 2x104cellsと海藻由来多糖類（アルギン
酸）0.01mgを入れて 37℃で培養） 

(4) Y社 3次元培養用 96 well U字プレート 
（96 well U字底の専用プレートに、1wellに ADSC 2x104cellsを入れて 37℃で培養） 

 
細胞形態（Dithizone染色）、細胞倍加速度、総 DNA量、mRNA発現（Pdx1、Ngn3、NeuroD1、
MAFA）を確認し分化状態の評価を行う。 
また、Stimulation index（糖濃度を変えて培養し、上清のインスリン分泌度により作成された IPC
の糖応答性を評価する指標）を計測する。 
 
（in vivo） 
最適な 3次元培養方法を選定後、Streptozotocin（STZ）誘導糖尿病ヌードマウスに得られた IPC
の移植を行い、in vivo functional testを行う。経時的に血糖測定を行いその効果を検討するが、
その際、 

(1) 至適 IPC移植数 
（段階的に移植 IPC数を振り分け、マウスにおけるマージナルナンバーを確認する） 

(2) 至適移植部位の検討 
（マージナルナンバーが判明したところで、完全に血糖を正常化させる IPCの個数にお
いて、腎被膜下・腸間膜内・大腿筋内・皮下に移植を行い、至適移植部位を検討する）。 

を検討する。 
 
４．研究成果 

(1) 有効な３次元培養用基材の比較検討 
 予備実験において RCPピース（FUJI FILM株式
会社）によって培養された IPCは他 3次元培養用
プレート単独と比して理想的に培養期間の短縮が
得られた他、インスリンの糖応答性も良好であっ
た（右図）。このため、以後、当 RCPピースのみ
で分化誘導実験を行うこととした。 
その結果、RCPピース群は Control群（通常平面
培養群）に比して培養期間を有意に減少し（21日
vs 28日, P<0.05)、また培養効率も良好であった。
糖応答性（stimulation index:SI)も 3.1と良好であっ
た。免疫組織学的検討でも、作成された IPCsはイ
ンスリンに強く染色され、機能的 β細胞様集塊であることが示された。各 Stepにおいて、Pdx1、
Ngn3、NeuroD1、insulin1、MAFAの mRNA発現を確認し分化状態の評価を行った。その結果、
通常培養群と比して、RCPピース群が各段階における mRNAの発現が加速され、特に Step 2
の培養期間短縮が得られるという結果が得られた。 
 

(2) Xeno-antigen free 3次元培養プロトコルによるヒト IPCの作成 
 上記の結果をもとに、より臨床応用に近い形にするべく、我々は報告した 2-stepプロトコルを
Xeno-antigen freeに改変した上で、同様の分化誘導比較
実験を行った。具体的には Xeno-antigen freeの 2-step
プロトコルとし、これまでの培養法（平面培養）と RCP
ピースを用いた 3次元培養で IPCを作成し、同様にCell 
quarity、SIの比較検討を行ったところ、3次元培養で
は、経時的（Day 1, Day5, Day7, Day 10, Day14, Day17, 
Day 21, Day24, Day28）で Dithizon染色に強く染色され
る細胞集塊が作成可能であり、viabilityおよび SIも有
意に良好（各々P<0.01）という結果であった（右図）。
インスリン染色およびMAFA mRNA解析によれば、
Day21まで培養期間が短縮されたことが実証された。 
 

(3) 同プロトコルによって作成されたヒト ADSC由来 IPCの移植実験 
in vivo functional assayとして、得られた IPCの 96個を Streptozotocin（STZ）誘導糖尿 nude mouse



の腎被膜下に移植を行うと血糖降下が得られ、正常血糖へ 7日間 convertさせることが可能であ
ったが、移植 IPC数が 48個では血糖を正常化させることが困難であった。このことから、安
全域（マウスの高血糖を正常化させるのに十分な IPCの数）は 96個であり、これまでの我々
のマウス膵島移植実験および文献学的報告から考えて、1個の IPCはおよそ 10 international 
equivalent (IE)の機能的膵島に相当すると考えられた。 
 
そこで、作成されたヒト IPC 96個について、至適移植部位の検討を行った。同様に、96個の
IPCを STZ誘導ヌードマウスの腎被膜下、腸間膜内、大腿筋内、腹膜前脂肪織内に移植を行い、
血糖変動を追跡した。その結果、大腿筋内および腹膜前脂肪織内移植では十分な血糖降下を確
認することはできなかったが、腎被膜下移植群では 10日以内に 100%の血糖降下効果が得られ、
正常血糖状態は移植後 120日にわたり維持された。また、腸間膜内移植群は更に血糖降下作用
が良好であり（平均で 35%の低い血糖値）、同様に 9日以内に 100%の血糖降下作用が確認され
た。この正常血糖状態は同様に移植後 120日にわたり維持された（以上のデータは論文投稿中
である）。 
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