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研究成果の概要（和文）：慢性膵炎やⅠ型糖尿病、膵癌組織の切除等による膵組織の障害の治療に向けて、高品
質(均一性と機能性)な膵島細胞を一度に大量に産生するための技術革新が望まれています。本研究では、ヒト
ES/iPS細胞からの高品質膵島細胞の大量産生法を目指して、ヒト膵臓発生や分化誘導をモニター可能な新規抗体
の作製と、膵島細胞の分化や成熟もモニター可能なインスリンプロモーター下にGFPを挿入したレポーター細胞
株を作製しました。これらを用いて、ジェランガムやメチルセルロースなどのポリマーを使用した３次元培養法
に膵島細胞分化誘導を最適化することに成功しました。現在は、この系の拡大と閉鎖系への移行に取り組んでい
ます。

研究成果の概要（英文）：In order to treat pancreatic tissue disorders such as chronic pancreatitis, 
type I diabetes, and excision of pancreatic cancer tissue, production of large amounts of 
high-quality (homogeneous and functional) islet cells is highly desired. In this study, we 
challenged technological innovation for mass production of high-quality islet cells from human ES / 
iPS cells. We have developed a novel antibody capable of monitoring human pancreas development in 
embryos and induction from human ES/iPS cells. We have also established a reporter human ES cell 
line in which GFP was inserted under the insulin promoter so that differentiation and maturation of 
pancreatic islet cells could be monitored. Using these monitoring tool, we succeeded in optimizing 
islet differentiation in our three-dimensional culture system using polymers such as gellan gum and 
methyl cellulose. We are further working on expanding this system and transferring to a closed 
culture system.

研究分野： 幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ラボレベルと実用レベルのギャップを埋めるハイデマンドの挑戦的・探索的橋渡し研究です。本研究
で得られた膵島細胞の３次元スフェア誘導法がさらに発展し、均一なヒトES/iPS細胞由来の膵島細胞が閉鎖系で
大量に産生可能となれば、膵島移植治療が加速できると予測されます。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 慢性膵炎やⅠ型糖尿病、膵癌組織の切除等で膵組織に障害が起こると非可逆性であり、殆どの
場合は対処療法のみが行われています。そのうち最も有効な治療法は、膵移植もしくは膵島移植
とされています。しかし、移植治療が可能なドナーの数は圧倒的に不足しているうえに、移植を
受けても数年で再度移植が必要となるケースが多いため、ドナーに非依存の膵島細胞供給源が
求められています。そこで、無限に増殖可能で、膵島細胞を誘導可能なヒト多能性幹細胞(ヒト
ES 細胞や iPS 細胞)を膵島細胞の供給源として移植治療に用いることが期待されています。しか
し現状では、ヒト ES/iPS 細胞から誘導した膵島細胞の機能は一定せず、移植に十分な量の細胞
の産生も難しいため、ドナー由来細胞の移植ほどの治療効果は難しいと予測されています。この
ため、ヒト ES/iPS 細胞から高品質(均一性と機能性)な膵島細胞を一度に大量に産生するための技術
革新が望まれています。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト ES/iPS 細胞からの均一な品質の膵島細胞の大量分化・産生(マスプロダク
ション)法の開発・技術革新に挑戦しました。具体的には、膵前駆細胞に特異的な糖鎖マーカー
抗体やインスリン発現レポーター細胞を作製し、ヒト多能性幹細胞からの膵島分化過程とヒト
膵発生との詳細な比較解析による分化誘導の最適化し、私どもが開発した簡便で均一なヒト多
能性幹細胞を大量培養可能な閉鎖系３次元スフェア浮遊培養法と組み合わせることを目的とし
ました。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト膵臓発生をモニター可能な新規の細胞表面マーカーの同定ならびにその抗体の作製
（研究協力者） 
(2) ヒト多能性幹細胞からの膵島誘導におけるマーカーの発現確認 
(3) 既存の膵島分化誘導方法と我々が開発した３次元スフェア浮遊培養法を組み合わせ、(1)
のマーカーや他のマーカーを用いて分化誘導方法を最適化 
(4) インスリン発現をライブ観察可能なインスリンプロモーター下にレポーターGFP を挿入し
た遺伝子を導入したヒト ES細胞株と iPS細胞株を作製 
(5) (3)で開発した３次元スフェア浮遊膵島分化誘導法と(4)で開発したインスリンレポーター
細胞株を用いて、均一で成熟した膵島細胞の産生方法の探索 
 
４．研究成果 
(1) ヒト膵臓発生をモニター可能な新規の細胞表面マーカーの同定 
 研究協力者の Farley 博士と Pera 教授らと共に、先行研究で得ていた GCTM-5抗体と膵臓前駆
細胞に類似した特徴を持つ膵癌細胞株を利用して、新規のモノクローナル抗体 ENPRO1 を得まし
た。この抗体は Sialyl Lewis A抗原複合体の一種を認識し、ヒト胎児期の膵臓で SOX9 陽性の
膵臓原基細胞の表面を認識し、その後の膵臓発生では膵管前駆細胞に発現することを見出しま
した。このことにより、膵臓発生の初期ならびに膵管発生をモニターできるマーカーとして使用
可能なことを見出しました。本結果は、膵癌における EMPRO1 ならびに GCTM-5抗原の発現解析と
共に論文発表しました（文献１）。 
 
(2) ヒト多能性幹細胞からの膵島誘導におけるマーカーの発現確認 
 ヒト ES細胞ならびに iPS細胞を既存の膵島細胞誘導方法（文献２）で分化誘導し、各種マー
カーの発現を調べたところ、予想通り Sialyl Lewis A抗原複合体は SOX9 陽性、FOXA2陽性、PDX
１陽性の膵臓前駆細胞から内分泌前駆細胞の初期まで発現し、グルカゴンやインスリンが発現
する膵島細胞ではその発現が消失することが分かりました。 
 
(3) 膵島分化誘導における３次元スフェア浮遊培養法の最適化 
 上記の膵島分化誘導法と我々が開発したメチルセルロースによる２次元ならびにメチルセル
ロースとジェランガムポリマーによる３次元浮遊スフェア培養法（文献３）を組み合わせて分化
誘導の最適化を行いました。最初にヒト ES細胞を用い２次元スフェア培養法によって膵島分化
誘導法の最適化を試みましたが、メチルセルロースのみではスフェア同士の融合を抑えきれず、
大小様々な大きさの非均一なスフェアとなって
しまった（図１）。これらのスフェアのうち、生
体内の膵島と同じかそれより少し大きくらいの
直径 300μm 程度までの小さなスフェアでは分
泌β細胞を示すインスリン（C ペプチド）やα
細胞を示すグルカゴンを発現する膵島の内分泌
細胞の誘導が認められたものの、大きなスフェ
アでは未だ膵臓前駆細胞の PDX1 や NKX6.1 が発
現している膵前駆細胞や未熟な内分泌細胞であ
り均一な分化誘導は難しいことが分かりました
（図２）。一方で３次元スフェア浮遊培養では均
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図１．各培養条件でのコロニー/スフェアの形態 



一な大きさのスフェアが得られた
ので、３次元スフェア浮遊培養で膵
島細胞誘導法の条件検討に使用す
ることとしました。 
 分化誘導を開始する際のスフェ
アのサイズやサイズに合わせたポ
リマーの濃度、各分化誘導ステップの化合物や成長因子の濃度や処理期間などを変化させ、各マ
ーカー分子や遺伝子の発現をモニターすることで最適化を行いました。その際、Sialyl Lewis A
抗原複合体に対する抗体用いてライブセル観察での条件の絞り込みを期待していたのですが、
Sialyl Lewis A抗原複合体を高く発現する条件では、スフェアは膵管様に伸長しながら運動し
膵臓オルガノイドとしては良いモデルと考えられましたが、膵島への分化誘導効率が高くない
ことが分かったため、各分化誘導段階でのサンプリングによる通常の膵臓発生・膵島分化のマー
カーによる最適条件の検討を行いました。これにより、分化誘導開始から膵前駆細胞までは効率
よく分化誘導可能となり、殆どのスフェアで膵島の分泌細胞が認められる様になりました。しか
し、それ以降の段階で成熟度や均一性が担保されないことがわかったため、これを効率よく最適
化するためのツールを作製することしました。 
 
(4) インスリン発現をライブ観察可能な細胞株の作製 
 内分泌細胞の分化や成熟度をもライブセルでモニター
可能とするため、インスリンプロモーター下にレポータ
ーとなる GFP を挿入した遺伝子発現ベクターを作製し、
それをヒト ES細胞株と iPS細胞株にそれぞれ導入した細
胞株を複数株作製しました。それぞれの細胞株を膵島細
胞に分化誘導し、GFPの蛍光とインスリン（C ペプチド）
の免疫染色を比較することで、GFP発現が正しくインスリ
ン発現を示す細胞株を選別しました（図３）。 
 
(5) 均一で成熟した膵島細胞の産生方法の探索 
 作製したレポーターラインを用いて３次
元浮遊培養下での膵島分化ならびに分泌細
胞の成熟化条件の探索を行いました。その結
果、均一な大きさで、これまでの平面培養や
２次元スフェア法に比べて、膵島細胞の成熟
マーカー分子の発現も高い膵島スフェアを
作製する方法の開発に成功しました（図４）。 
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図２．分化誘導 35日目でのスフェアの大きさとマーカー発現 
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