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研究成果の概要（和文）：ヒトiPSC（EpiSC）は分化能が限定されており、ナイーブ幹細胞（NSC）よりも僅かに
分化している。iPS細胞からの膵β細胞分化に関するプロトコールは限られている。我々は NSCにおける強化さ
れた分化万能性に着目し、乳歯からiPS細胞を樹立し、NSC転換することで、膵β細胞へ効率的に分化誘導できる
かを本研究の目的とした。
膵β細胞系統へ分化後、β細胞特異的マーカー発現を伴うコロニーを認めた。このコロニーをヌードマウスへの
膵組織へ移植すると、腫瘍形成なしに、インスリン産生細胞を含む細胞塊を生成した。これらの新たな分化誘導
系は、1型糖尿病を治療するための有望なリソースとして使用できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Human iPSCs (also known as EpiSCs) have limited capacity to differentiate 
and are slightly more differentiated than naive stem cells (NSCs). Although there are several in 
vitro protocols that allow iPSCs to differentiate into pancreatic lineage, data concerning 
generation of β-cells from these iPSCs are limited. Based on the pluripotentiality of NSCs, it was 
hypothesized that NSCs can differentiate into pancreatic β-cells when placed under an appropriate 
differentiation induction condition. We examined whether NSCs can be efficiently induced to form 
potentially pancreatic β cells after being subjected to an in vitro protocol. Several colonies with
 β-cell-specific marker expression were observed after the differentiation into β-cell lineage. 
Intrapancreatic grafting of the in vitro-formed β-cell foci into nude mice generated a cell mass 
containing insulin-producing cells, without noticeable tumorigenesis. These NSCs can be used as a 
promising resource for curing type 1 diabetes.

研究分野： 小児歯科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は世界で初めて、人工的に組織幹細胞を作成する技術を開発しました。この技術により生成された人工的組
織特異的幹（iTS）細胞は、自己複製能を有し、また癌化を起こさないという優れた特性を持ちます。本研究で
は、抜けた乳歯から、膵iTS細胞を生成できることを示しました。これらの新たな分化誘導系は、1型糖尿病を治
療するための有望な手法として使用できると考えられました。またこの手法は、別の組織特異的幹細胞の生成に
も利用が可能であることが徐々に明らかになってきており、今後の発展が期待できる画期的な手法であると考え
ております。

※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 
幹細胞は大きく２種類に分けられる。一つは、ES/iPS 細胞のように自己複製能を持ち、三

胚葉への分化万能性（pluripotency）をもつ、所謂「胚性幹細胞」である。もう一つは、皮膚

や血球細胞のように分化した組織や臓器の中に存在し、分化細胞を永続的に供給する幹細

胞で、所謂「組織幹細胞」と呼ばれ、自己増幅能を持ちつつ、ある定められた組織細胞のみ

に分化する能力を有する。iPS 細胞は体性細胞より樹立され、その作製技術は、ES 細胞が持

っていた倫理的側面を含む多くの問題 

点を解決することとなり、臨床への研

究・開発が活発に行われている。しか

しながら、iPS 細胞には未だいくつか

の重大な問題点を残す。例えば、潜在

的な奇形腫形成（造腫瘍性）の問題と

特定の目的細胞への効率的な分化誘

導法の不在などがある。従って、現状

では、組織幹細胞が再生医療の現場で

多用されている。 

一方、我々は iPS 細胞樹立技術を応用し、「組織特異的幹細胞」を体細胞から樹立する技

術を開発し、得られた細胞を「induced Tissue-specific Stem cell；iTS 細胞」と命名した。iTS

細胞は、分化万能性はないものの、多分化能と自己複製能を持ちつつ、さらに iPS 細胞に較

べ、樹立効率と分化誘導効率が高い。１型糖尿病発症マウス膵臓由来 iTS 細胞（図１A）は、

分化誘導後、効率的にインスリン分泌 β 細胞を再生できる 3）。また、奇形腫形成 

に抵抗性を示す（図１B）。一方、人為的に糖尿病を発症させたヌードマウスへの移植実験で

は、数日間の血糖値の改善が可能で、膵臓由来 iTS 細胞は今後の糖尿病治療への応用が大い

に期待される。しかし iTS 細胞は凍結保存できるが、長期培養は困難である。同様に、iTS

細胞から分化誘導させたインスリン分泌 β 細胞も特性を維持したままの長期培養は現状で

は困難である。 

図２ 我々は、体細胞を部分
的にリプログラミングするこ
とで、iTS 細胞と呼ばれる中
間細胞へ人工的に変換できる
ことを世界に先駆けて発見し
た。また、この iTS 細胞は、
山中因子を繰り返し遺伝子導
入することにより、iPS 細胞
を樹立することができる。 
Epiblast stem cells
（EpiSC;ヒト iPSC に相当）
は分化誘導時に分化が非効率
的でかつ不十分となるが、

naïve 型多能性幹細胞（NSC;マウス iPSC および ESC に対応）では epigenetic memory
が消失すると考えられているため、さまざまな細胞型に分化でき、EpiSC と比較して
より効率的な分化誘導が可能である。 

 

図１ A：自己免疫疾患によりβ細胞を消失した

マウス膵細胞から樹立した iTS 細胞： insulin

抗体による免疫染色。 B：ヌードマウス皮下移

植による奇形腫形成実験；iTS 細胞は奇形腫形成

に抵抗性を示し、臨床応用上安全性が高い。 



２．研究の目的 

多能性幹細胞は、naïve 型多能性幹細胞（NSC）と primed 型多能性幹細胞に分類される。

ヒト ES/iPS 細胞は、分化する能力が限定されており、NSC よりも僅かに分化している

Epiblast stem cells （EpiSC）で primed 型多能性幹細胞と定義される。naïve 型は着床前の内

部細胞塊でみられる多能性に近い状態であり、Primed 型は着床後の Epiblast 内でみられる

多能性に近い状態である。 

 iTS 細胞は、前駆細胞や幹細胞などの中間状態を持つ部分的にリプログラムされた細胞で

ある（図２）。通常、iTS 細胞は体細胞を山中因子でリプログラミングしてから 7〜10 日後

に取得できるが、理論上、iPS 細胞から分化誘導することにより樹立が可能と考えられる。 

 iPS 細胞は、膵臓系統に分化させる in vitro プロトコールはいくつか報告されているが、

これらの iPS 細胞からのβ細胞生成に関するデータは限られている。そこで、我々は NSC

における増強された分化万能性に着目し、乳歯歯髄細胞由来 iPS 細胞（HDDPC-EpiSC）を

NSC（HDDPC-NSC）転換し、その NSC から iTS 細胞を経由した分化誘導法により、膵臓β

細胞へ効率的に分化できるかどうかを検証することを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究はヒト由来の細胞を取り扱うため、厚生労働省の「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に

関する倫理指針」、「疫学研究に関する倫理指針」および「臨床研究に関する倫理指針」に則

って施行された。患者からの資料採取に際しては、新潟大学倫理委員会の承認（承認番号：

No.28-R21-6-20）後、患者およびその家族にインフォームドコンセントを行い、同意を得た

うえで実験を遂行した。また、ヒト iPS 細胞の樹立における遺伝子組換え生物の取り扱いお

よび動物接種について、遺伝子組換え実験安全委員会にて第二種使用等拡散防止措置確認

申請の承認（SD01153）を得た。HDDPC-NSC からの誘導体の動物への移植実験に関しては、

本学動物実験倫理委員会の承認（28 新大研第 163 号 1）を得た。 

 乳歯歯髄細胞から樹立したヒト iPS 細胞を用い、脱分化誘導試薬を用いて NSC 転換を行

った（Inada E, Saitoh I, Sato M. (2019). Int J Mol Sci. 3; 20. pii: E1651）。その後、Embryoid Body 

(EB)を形成後、膵臓β細胞系への分化誘導を行った（図３, ４上段）。 

図３ 乳歯歯髄細胞由来
NSC と EpiSC が膵臓β細
胞への分化能を有するか
どうかを検討するため、
概略図の手順に従い胚様
体(embryoid Body: EB)を
形成後、分化誘導実験を
行った。NSC および EpiSC
は、in vitro でβ細胞分
化を誘導する前に、胚様

体を形成した。 

 

４．研究成果 

 乳歯歯髄細胞由来の iPS 細胞を NSC へ転換し、その後、EB を形成（図４下段左）した。

その胚様体を、β細胞系統へ in vitro で分化誘導し、β細胞特異的マーカー発現を伴う、コ



ロニー状を呈する膵 iTS 細胞を樹立することができた（図４下段中右図）。一方、EpiSC 由

来の EB は invitro で同様なコロニーを形成することができなかった。 

図４ HDDPC-NSC の膵

臓 β 細胞への分化を可能

にする新しいプロトコー

ル（Kiyokawa et al. J. Clin. 

Med. 2020, 9, 2838 ）。

HDDPC-NSC から胚様体

（EB）を形成した後、得ら

れた EB を組織培養皿に

播種して 2 日間の増殖を

促進した。次に、これらの細胞は、IPC への分化を促進するために段階的に分化誘導を

行った（上段）。下段において、PDX1 発現を示しインスリン産生可能な中間細胞への分

化過程を示す。iTS-P 細胞は、Stage３において観察された。スケール=200μm  

ES, embryonic stem; DE, definitive endoderm; GTE, gut tube endoderm; PP, pancreatic progeni-

tors; IPC, insulin-producing cell; PDX1, pancreatic-duodenal homeobox factor-1; EB, embryoid 

bodies. 

 

 NSCからβ細胞系への in vitro分化誘導により樹立した iTS-P細胞を、ヌードマウス（BALB 

/ c-nu / nu）へ膵臓内移植 intrapancreatic parenchymal cell transplantation (IPPCT) （図５A）に

て行うと、顕著な腫瘍形成なしに、インスリン産生細胞（IPC）を含む細胞塊（図５A-b）を

生成した。 

図５ In vivo 奇形腫形成
試験 teratoma formation assay. 
A. Intrapancreatic 
parenchymal cell 
transplantation (IPPCT)の概
略図。麻酔下で、ヌードマウ
スの左背側から脾臓と膵臓
を外部に露出し、次に、実体
顕微鏡下でガラス製マイク
ロピペットを使用して、細
胞または細胞凝集体を膵臓
実質に移植した。 1.5 ヶ月
または 6 ヶ月の経過後、膵
臓で生成された小さな細胞
塊（図５A-a, b）を認めた。
6ヶ月後の細胞塊（矢印）（図
５A-b）は正常に見える膵臓
組織（矢頭）から分離し、H-
E 染色によって膵臓から分
離された細胞塊の組織学的
分析を行ったところ、明ら
かな奇形腫形成を示す三胚
葉分化は認められなかった

      （図５A-h, I, j）。Bar = 100 m 



 

図６ anti-insulin（緑）と
STEM121（赤）で染色した
免疫染色像。 ヌードマウス
の膵臓で成長した細胞塊を、
anti-insulin抗体、およびヒト
細胞特異的モノクローナル
抗体 STEM121 で染色した。
anti-insulin 抗体による広範
な染色を示した腺細胞（f：
矢印）では、腺細胞の外側面
は STEM121 抗体（g, h の矢
頭）で染色されたが、これら
の細胞の細胞内部分はこの
抗体で染色されなかった。
つまりマウス由来の腺細胞
が存在し、膵島構造がマウ
ス（宿主）起源であることを

示唆していた。一方、anti-insulin 抗体に陽性を示す領域（i, j）において、細胞
内部分も STEM121 抗体陽性細胞が観察された（j, k：矢印）。このことは、これ
らの anti-insulin 抗体陽性細胞がヒト移植片に由来することを示唆していた。
Bar = 100 µm 

 

図７ 全体的な研究の概要 

EpiSC（ヒト iPS 細胞は）を

膵臓 β 細胞系統へ分化誘導

した場合、膵臓の組織特異

的幹細胞である iTS-P 細胞

の樹立効率は低く、EpiSC

が NSC 転換されてから膵

臓 β 細胞系統へ分化誘導す

ると、iTS-P細胞への効率的

な分化が達成される可能性

が示唆された。この iTS-P 細胞は、奇形腫形成に抵抗性と自己複製能を併せ持つ膵臓の

組織特異的幹細胞であり、かつ効率的に β 細胞分化が可能である。 

 

 IPPCT の 6 ヶ月後に生成した細胞塊は、マウス由来の膵島構造の周りに anti-insulin 抗体

陽性のヒト由来の移植片が観察された（図６）。 

 これらの NSC-iTSC 分化誘導系（図７）は、1 型糖尿病を治療するための有望なリソース

として使用できると考えられた。 
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