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研究成果の概要（和文）：iPS細胞由来原腸スフェロイドの高効率作成法の開発及び融合・分化能の解析を通
じ、スフェロイド作成法の最適化を行い、一定のサイズ制御を行いながら均一かつ大量のスフェロイドの作成及
び分化誘導が可能となった。また同スフェロイドについて、超免疫不全マウスへの生体移植により一定期間で生
着し、サイズの増大や原腸由来臓器特異的機能の獲得が促進されることが確認された。以上の結果より、ヒト
iPS細胞から胚体内胚葉 (Definitive Endoderm)を経て原腸由来の複臓器への分化誘導を行うために生体内外の
環境を利用する手法が各々確立し、その基盤となる知見・手法の最適化が進展した。 

研究成果の概要（英文）：Through our development of a highly efficient iPS cell-derived primitive-gut
 spheroid production and the analysis of their fusion/differentiation potential, we have optimized 
the spheroid-forming method. Also, we have succeeded in developing a method to produce a highly 
uniform and abundant number of primitive-gut spheroids under the control of their final size and 
regulate the differentiation of those spheroids. In addition, we have confirmed that those or 
spheroids can engraft within a certain period after transplantation to severely immunodeficient 
mice, and also acquire tissue-specific functions and increase their tissue size in vivo. From these 
results, we have succeeded in developing methods and essential knowledge to induce differentiation 
from human iPS cells to primitive-gut-derived tissue via the definitive endoderm with the help of 
both in vitro and in vivo experimental environments.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高い効率で任意のサイズを有する原腸スフェロイドを作成可能であるばかりでなく、同法で作成したスフェロイ
ドが極めて高い融合指向性と体外環境における原腸由来臓器への分化能を兼ね備えていることを利用し、任意の
形状・サイズを有する原腸由来前駆体から原腸由来組織を分化誘導する「スフェロイド・デザイニング」を可能
とするための基盤となる知見が確立された。

※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 
研究代表者らは広汎な腸管機能欠損に対し、移植治療に利用可能な腸組織を体外で構築す
るため、iPS細胞を用いた臓器作成・分化誘導法の開発に取り組んできた。この過程で、中・
後腸由来組織の基となる細胞で構成されるスフェロイドを均一・大量に作成する技術の開
発に成功した。また同技術で作成したスフェロイドは高い融合指向性と有し、かつ腸管組織
への高い分化能を兼ね備えていることから、任意のサイズ・形状を有する中・後腸由来臓器
が体外で作成する“スフェロイド・デサイニング”が可能と考え研究開発を実施している。
同技術を応用・展開することにより、より幅広い原腸由来臓器をデザインし体外で構築・作
成する技術が開発可能となると考え、本研究を着想している。幅広い原腸由来臓器にも展開
することで、さまざまな臓器の体外作成技術が開発可能となるだけでなく、複数臓器機能を
兼ね備えるた臓器を作成する技術へと発展されることも期待される。 

 
２．研究の目的 
消化管等を含む原腸由来臓器は消化・吸収・代謝を司るだけでなく、多彩なホルモン分泌機
能等を介して全身機能の調節・制御を司る極めて重要な役割を果たしている。このため、こ
れら臓器の機能的廃絶・破綻を来した病態である短腸症候群・肝硬変・糖尿病等の疾患や先
天的な原腸由来臓器機能欠損を来す諸疾患においては、必要な原腸由来臓器を体外で製造・
構築し、欠失した機能を代替・補完することが可能となる治療技術の開発が切望されてい
る。iPS細胞等の多能性幹細胞から原腸由来組織をミニ臓器「オルガノイド」として培養す
る技術は、本邦の研究者らが先導し研究開発が推進されてきた(Takebe ら, Science, 2019)。
これら研究を通じ、一定サイズのオルガノイドとして腸・肝臓・膵臓・胆管等の原腸由来臓
器を iPS 細胞より in vitro で分化誘導し、機能的に再構築することが可能となっている。
しかしながら現在のオルガノイド技術ではサイズ・形状の制御が困難であり、このため患者
に応じて必要なサイズ・形状をデザインし、特異的機能を兼ね備えたオーダーメイド臓器を
iPS細胞から作成・提供することは未だ極めて困難である。研究代表者らは広範な消化管機
能廃絶を来すクローン病等の難病に対する新規治療に関する研究の中で、移植治療に用い
ることが可能なヒト iPS 細胞由来腸組織の体外構築・製造法の開発に取り組んできた。そ
の過程で、大型臓器作成における技術的な障害となっていた原腸スフェロイドを均一・大量
に作成する新手法の開発に成功している。同法を用いることにより、高い効率で任意のサイ
ズを有する原腸スフェロイドを作成可能であるばかりでなく、同法で作成したスフェロイ
ドが極めて高い融合指向性と体外環境における原腸由来臓器への分化能を兼ね備えている
ことを利用し、任意の形状・サイズを有する原腸由来前駆体から原腸由来組織を分化誘導す
る「スフェロイド・デザイニング」が可能であることを実証済みである。本研究では従って
これら新技術・知見をより幅広い原腸由来臓器にも展開し、任意のサイズ・形状を有する全
ヒト原腸由来臓器を体外で作成可能な技術の基盤を確立することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
ヒトiPS細胞より任意デザインの原腸由来臓器を作成するための基盤技術を確立するため、
以下３つの課題を計画期間 2年で実施した。1) iPS 細胞由来原腸スフェロイドの高効率作
成法の開発：複数の iPS 細胞株を用い、中・後腸スフェロイドと同様に任意サイズの原腸ス
フェロイドを均一・大量に作成するための培養条件ならびに誘導技術の最適化を試みる。ス
フェロイド作成に用いるプレートの形状・表面加工等に加え、播種時の細胞密度や培地構成
等についても詳細に条件検討を実施する。2) iPS 細胞由来原腸スフェロイドの融合・分化
能の解析：作成した原腸スフェロイドが適切な融合指向性を有するか、低接着プレート上等
での融合試験を実施する。また原腸由来臓器への分化能を有するか、細胞株毎の指向性も考
慮し検討を加え、臓器毎の分化誘導法について最適化を図る。3) 生体内移植による原腸ス
フェロイド由来臓器の特異的機能獲得の検証：作成した原腸スフェロイドを任意のサイズ・
形状に融合することにより原腸由来臓器の前駆体を作成し、さらに 2)にて最適化した手法
により分化誘導を行った後、超免疫不全マウスへの皮下移植を行い生体内における成熟能
の検証等を行う。 

 
４．研究成果 
1) iPS 細胞由来原腸スフェロイドの高効率作成法の開発 
ヒト iPS 細胞由来の胚体内胚葉 (Definitive Endoderm)への分化誘導について条件検討を行っ
た。この結果、ActivinA 等の分化誘導因子を一定期間用いることにより、複数の iPS 細胞株に
於いて内胚葉特異的遺伝子の発現上昇が確認可能な条件が確認された。これに基づき、以後の分
化誘導については同検証において設定した条件を用いて初期分化誘導を行う方針とした。同法
に依り iPS 細胞からヒト内胚葉への分化方向づけを行った以降、Wnt 等の複数の細胞内シグナル
系を賦活・阻害する条件の差異に依存し、特に原腸における前後方向の運命決定に明確な差異が



生じ、前後方向の部位特異的な遺伝子発現を誘導可能であることが確認された。これら結果から、
原腸由来臓器を誘導する際に基盤となる適切な原腸スフェロイドの作成・調製方法の基盤が確
立した。 
 
2) iPS 細胞由来原腸スフェロイドの融合・分化能の解析 
1)において最適化したスフェロイド作成条件の下で分化誘導を進め、古典的な手法で 3 次元ス
フェロイド化をすることが可能であったが、形成されるスフェロイドのサイズは不均一かつサ
イズの制御が極めて困難であった。しかしながら研究代表者らが開発した手法を基に新たに開
発した手法を用いることにより均一かつ一定のサイズ制御を行いながら大量のスフェロイドが
作成可能であった。また同スフェロイドの分化誘導を継続することにより、一定の腸上皮形質等
の原腸由来臓器に特異的な機能や遺伝子発現を誘導可能であることを複数の iPS 細胞系統を用
いて確認した。以上の結果より、ヒト iPS 細胞より、胚体内胚葉 (Definitive Endoderm)を経て
原腸由来の複数臓器への分化誘導を行うための基盤となる知見が得られた。 
 
3) 生体内移植による原腸スフェロイド由来臓器の特異的機能獲得の検証 
1)及び2)において最適化したスフェロイド作成及び分化誘導条件の下で均一な3次元化を行い、
分化の方向づけを行ったスフェロイドについては、培養添加因子の最適化により生体外環境下 
におけるサイズの増大や原腸由来臓器特異的機能の獲得が誘導できることが確認された。また
同スフェロイドについて、超免疫不全マウスへの生体移植により一定期間で生着し、サイズの増
大や原腸由来臓器特異的機能の獲得が促進されることが確認された。以上の結果より、ヒト iPS
細胞から胚体内胚葉 (Definitive Endoderm)を経て原腸由来の複臓器への分化誘導を行うため
に生体内外の環境を利用する手法が各々確立し、その基盤となる知見・手法の最適化が進展した。  
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