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研究成果の概要（和文）：　インスリン産生細胞に標識された遺伝子改変型マウスより、膵島を単離した。更に膵島細
胞を single cell 化した後、生体マテリアルを用いてインスリン産生細胞を組織工学的膵島細胞として再生した。膵
島細胞再編率は以前の30％に対し68％と改善するも、初期値膵島の100%を超えなかった。しかし、単位膵島DNA当たり
のインスリン含有量(タンパク量)は約2倍量存在していた。
　つぎに糖尿病マウスに、通常血糖正常化する膵島数の半数で、組織工学的膵島細胞を移植し改善効果を観察したとこ
ろ、正常血糖化する下限膵島数量200個より少ない100個で正常化する事が、マウスを用いた移植実験により明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：  Tissue engineered(TE) islets were reconstructed from dissociated islet cells ori
ginated from transgenic mice that expressed green fluorescence protein in mouse insulin promoter area.  Al
though the reconstructive ratio of islets number was improved from 30% to 68%, it was not exceeded as prim
ary number of native islets from one mouse.  However, it was surprised that the content of insulin protein
 per DNA ratio was increased two fold up in TE islets.
  Continuously, diabetic mice were transplanted TE islets under kidney capsule.  TE islets ameliorated blo
od glucose levels using half number of islet cells to compare with native islets.
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１．研究開始当初の背景 

  幹細胞研究の包括する領域は広く、基礎研

究結果のもたらす貢献は計り知れない。しか

し、iPS 細胞の癌化や ES 細胞の倫理問題な

ど、未だ解決しない難題は多い。しかも我々

が以前成功した、幹細胞を誘導する膵島再生

のアプローチでは、マウスの系で血糖を正常

化する機能的膵島再生に 180 日間という長

期を要している。 

 幹細胞から膵島細胞への分化誘導に、関連

遺伝子の導入を念頭において研究を進めてい

るが、癌化を示唆する point mutation や標

的細胞への誘導効率など、新たな問題も生じ

て、研究成果は未だ臨床応用には程遠いのが

現状である。 

２．研究の目的 

 慢性的でかつ閉塞的なドナー不足の為、

少ない臨床移植症例を確実にサポート出来

る、新たな医療技術の完備が急務となって

いる。その有力な候補として、幹細胞移植

や組織工学的なアプローチを含む再生医療

が挙げられる。我々は近年機能的膵島を再

生するプロトコルを樹立した。今回更に細

胞収量の改良を目指した新たなプロトコル

と、同一ドナーの遺残外分泌細胞を用いて、

遺伝子導入法に組織工学的手法を加え、機

能的膵島を再生するプロトコルを確立する。

同一ドナーの外分泌細胞から誘導された、

膵島細胞の移植が、レシピエントに引き続

き可能となれば、今後有力な膵島細胞供給

源と成り得る。 

(Aim #1) 組織工学的な手法を用い、培養法

や機能膵島の再生のアプローチを開始して

いる。polyglycolic acid (PGA) の生体マテ

リ ア ル と 、 温 度 感 応 性 ゲ ル で あ る 

thermoreversible gelatin polymer (TGP) で

三次元培養を行い、無血清培地で膵島細胞か

ら単細胞化した細胞を用いて、機能的膵島を

再編するプロトコルを作成する事に成功し

た。未だ最終培養細胞数が初期単離細胞数を

超えていないため、以前注目した Serpine1

のリコンビナント蛋白を加え増殖した膵島

由来細胞の培養を今回行う。再編率の低い

場合、更に生体内吸収性マテリアルである

格子状配向性コラゲーンゲルで 5 日間培養

後、温度感応性ゲルで三次元培養を行い機

能的膵島の再生を試みる。 

 (Aim #2) 

更に外分泌系細胞から膵島へ分化誘導可能

であった、Pdx1 Ngn3 Mafa らの転写遺伝

子(Melton D, et.al, Nature 455: 627-33, 

2008)を、膵島単離後の遺残外分泌細胞に

遺伝子導入後、Aim#1 同様に培養しイン

スリン産生細胞の創出を in vivo、in vitro 

で確認する。 

 

３．研究の方法 

 イ ン ス リ ン 産 生 細 胞 が Green 

Fluorescent Protein(GFP)で標識された、

MIP-GFP Transgenic(Tg)マウスから膵島

を単離する。膵島細胞と外分泌細胞を比重

遠心で選別後、膵島細胞は single cell 化

する。細胞回収用温度感応性細胞培養皿で

継代培養を行い細胞数を増した後、引き続

き Serpine1 のリコンビナント蛋白を加え

増殖した膵島由来細胞を培養する。更に温

度感応性ゲルで三次元培養を行い機能的膵

島を再生する (Aim#1)。GFP 陽性の Beta

細胞以外の外分泌細胞は Cell Sorter で 

GFP 陰性細胞として回収後、リポフェクシ

ョン法で Pdx1 Ngn3 Mafa らの転写遺伝

子を導入し、組織工学的手法で Aim#1 同

様の機能的膵島を再生する(Aim#2)。 



 
 Aim #1、Aim #2ともに2匹の MIP-GFP 

tg より、膵島および外分泌細胞をコラゲナ

ーゼ消化後、フィコール比重遠心法により

選別する。外分泌細胞はさらにセル・ソー

ティングで EGFP-QDot+ 細胞として回収

される。 

 
４．研究成果 

MIP-GFP Tg マウスから膵島を単離し、膵

島細胞を single cell 化した細胞は、以前

報告を行った膵島細胞再編率 30％に対し

68％と改善するも、残念ながら初期値膵島

の 100%を超える事はなかった。しかし、

驚くべき事に単位膵島 DNA 当たりのイン

スリン含有量(タンパク量)は約 2 倍量存在

していた。つぎに糖尿病マウスに、通常血

糖正常化する膵島数の半数で、再編された

膵島を移植し、改善効果を観察したところ

正常血糖化する下限膵島数量 200個より少

ない 100 個で正常化する事が、 in vivo の

実験により明らかとなった(Aim#1-A)。さ

らに新たに膵島細胞再編用の開発した生体

内吸収性マテリアルで再編効果を調べたが、

残念ながら現在初期値を超える結果を導け

なかった(Aim#1-B)。 

つぎに膵外分泌細胞から内分泌細胞を誘導

する系では、MIP-GFP Tg マウスから 

EGFP negative sort された細胞に Pdx1 

Ngn3 Mafa の３遺伝子をリポフェクショ

ン法で遺伝子導入するも、導入されて後 

EGFP を発現する細胞は 1% 未満となり、

内分泌細胞を誘導する系として今後有効な

臨床的な展開を期待する結果とならなかっ

た(Aim#2-A,B,C)。 

これらの結果をふまえ正常血糖化する下限

膵島数量の閾値を下げるべく、以前報告し

た膵島再生を促す、脾臓に由来した遺伝子

調節機構に注目し移植部位を腎被膜下から

脾内移植へ変更したところ、1/4 の移植膵

島個数で生着し、糖尿病マウスの血糖が正

常化する事が明らかとなった。その為、現

在これらグラフト生着現象の機能解析を継

続中である。少ない移植膵島量で血糖正常

化させる移植部位の発見は、臨床膵島移植

においても意義が大きいため、Aim#1-C 

としてこの成果を追加した。 
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