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研究成果の概要（和文）：マウスiPS 細胞から腸管（iGut）を分化誘導した実績をもとに、ヒトiGutの誘導に必要な培
養環境の改良に取組んだ。細胞分散に耐える細胞死抑制因子と、non-feeder培養法により、ヒトiPS細胞を大量に維持
培養することが可能となった。また、新たな三次元培養により、胚葉体を安定して作製することができた。一定の温度
・湿度・CO2管理下に経時観察し、培養効率が著明に改善することを確認した。異種のiPS細胞/iGutの培養環境の特異
性を明らかにした本研究成果は、ヒトiGutの臨床応用実現に向けて大変有意義であり、国内外に広く発表していくとと
もに、本研究をさらに継続・展開していきたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：We succeeded organ regeneration of iGut from mouse iPS cells and challenged the 
improvement of environment of culture to induce human iGut from human iPS cells. Firstly, we introduced 
apoptosis inhibitory factor and non-feeder culture system to maintain a large amount of human iPS cells. 
Secondly, we succeeded to induce efficiently stable embryoid bodies by using a novel three-dimensional 
culture system. These findings have proved the specific environment of culture characteristic to 
different species of iPS cell/iGut, and proposed significant way to the clinical application. We will 
present widely our powerful results and develop our works as a novel treatment strategy against 
inflammatory bowel diseases in the future.
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１．研究開始当初の背景 

（1）臓器移植医療において、ドナーの不足

は深刻な問題であり、新たな移植法が熱望さ

れている。再生医療において細胞供給源とし

て様々な幹細胞を用いて特異的な細胞に分

化誘導する研究が多数試みられている。    

これまで我々は胚性幹（ES）細胞や人工多能

性幹（iPS）細胞による臓器分化誘導に関する

研究を行ってきた。ES 細胞を含む培養液を

dish の蓋に吊り下げて行う懸垂培養 hanging 

drop culture によって、ES 細胞は重力の影響

で滴状培養液の先端に凝集し胚様体を形成

する。この胚様体を用いて付着培養したとこ

ろ、微絨毛を有する腸管粘膜細胞、平滑筋、

腸管運動の pacemaker cell（Cajal間質細胞）、

腸管神経細胞など腸管に特異的な三胚葉系

の全ての細胞で構成される「管腔状構造の蠕

動運動する機能的な腸管」の臓器分化誘導に

世界で初めて成功した(Stem Cells, 2002 ①)。

また、近年、皮膚線維芽細胞に初期化に関与

する転写因子を遺伝子導入することにより

多分化能を有する iPS細胞が開発されている

（Cell, 2007 ②）。一方、我々は前述の ES細

胞の腸管への臓器分化誘導法を用いて、iPS

細胞から腸管特異的な細胞で構成される機

能的な iPS 腸管(iGut)を臓器として分化誘導

することに世界で初めて成功した(Biochem 

Biophys Res Commun, 2010 ③)。この iPS腸管

に関する研究成果は NHK サイエンス・ゼロ

でも取り上げられ 2010 年に注目された科学

ニュースの第 4位に選ばれ、我々の iGut臓器

再生研究に対する関心の高さと今後の研究

の発展に対する期待が高い。 

（2）さらに、当教室では、1979 年から現在

まで、厚生労働省の「難治性炎症性腸疾患障

害に関する研究調査」などをはじめ多くの研

究を行ってきた。この 30 数年間で炎症性腸

疾患の診断や治療においては大きく進歩し

たものの発症機序は未だ不明で、原因究明と

それに基づく新たな治療法の開発が熱望さ

れる。我々の iPS腸管(iGut)の作製技術は、現

状では有効な治療法がない原因不明の難病

である、腸管粘膜の強い炎症を伴う炎症性腸

疾患(クローン病、潰瘍性大腸炎)だけでなく、

腸管神経節の欠損と運動機能低下から巨大

結腸症をきたす Hirschsprung病などの先天性

腸疾患においても、疾患特異的あるいは患者

特異的 iPS細胞を用いることで、疾患発症の

機序解明や治療法としての新薬開発に大い

に役立つものと期待できる。さらに、患者自

身の細胞を用いて腸管神経を作製し移植で

きれば、Hirschsprung 病に対する新たな治療

法として期待できるとともに、ドナー不足の

問題もなく、免疫抑制剤による副作用や拒絶

反応の心配がない安全な再生・移植医療につ

ながることが期待される。しかしながら、移

植および疾患モデルとして用いるには、安全

で効率のよい作製法が望まれ、現在のところ

iPS 腸管の分化誘導効率は十分とはいえない。 

 

２．研究の目的 

そこで、iPS 腸管の構成細胞の中でもとくに

粘膜や神経の分化誘導効率を高めるために、

微小重力環境の臓器分化誘導に及ぼす影響

に着目し、iGutを微小重力模擬装置を用いて、

中胚葉系への分化を抑制し、相対的に内胚葉

系(腸管粘膜)および外胚葉系(腸管神経)へ

選択的に分化誘導し移植するという難治性

腸疾患に対する全く新しい臓器再生・移植医

療を実現するために本研究を計画した。 

 

３．研究の方法 

マウス iPS 細胞から蠕動運動する iPS 腸管

（iGut）を臓器分化誘導した実績をもとに、

本研究ではヒト iGut を作製することが最終

目的であることから、マウス iGut で実績の

ある三次元培養システムである懸垂培養

hanging drop cultureを用いて、ヒト iPS細

胞を様々な培養環境下で培養し、ヒト iGut

の分化誘導能を評価した。 



４．研究成果 

（1）マウス iPS 細胞を三次元培養システム

である懸垂培養hanging drop cultureを用い

て培養したところ、腸管に特異的な三胚葉系

の全ての細胞で構成される「管腔状構造の蠕

動運動する機能的な腸管」iPS腸管（iGut）

を高効率に再現することができた。一方、マ

ウス iGut を誘導した従来法をヒト iPS 細胞

に応用すると、拍動する心筋組織（iHeart）

や形態的な腸管様構造を分化誘導すること

はできたものの、蠕動運動能を有する機能的

な腸管に分化誘導することはできなかった。 

また、ヒト iGut の分化誘導効率はマウス

iGut に比べて、著明に低いことがわかった。

本研究の目的は、ヒト iGut から腸管粘膜と

腸管神経を分化誘導することであるが、腸管

神経の分化誘導能の評価として、蠕動運動能

が大変重要である。このことから、蠕動運動

する機能的なヒト iGut を高効率に分化誘導

するために、ヒト iPS細胞の維持培養および

ヒト iGut の分化誘導に必要な胚葉体の培養

条件・環境の改良を行った。 

（2）まず、マウス iPS細胞は single cellに

してから懸垂培養hanging drop cultureにて

胚葉体を作製するという方法を確立してい

たが、ヒト iPS細胞では single cellにすると

多くの細胞が死滅してしまうため、cluster

の状態で懸垂培養を行うため、安定した胚葉

体の形成が困難であった。そこで、ヒト iPS

細胞を single cellで維持培養するため、細胞

分散に耐える細胞死抑制因子を添加いたと

ころ、ヒト iPS細胞を single cellの状態を経

たとしても大量に維持培養することが可能

となった。さらに、細胞死抑制因子を用いる

ことにより、feeder cellである線維芽細胞と

共培養しなくても未分化能が維持されるた

め、線維芽細胞の contamination（混入）を

防ぐことが可能になった。この non-feeder

培養法の導入により、純化したヒト iPS細胞

を大量に維持培養することが可能となった。 

（3）さらに、懸垂培養 hanging drop culture

にかわる新たな三次元培養法の導入により、

ヒト iPS細胞由来の胚葉体を安定して大量に

作製することができた。 

（4）顕微鏡培養システムを用いて、一定の

温度・湿度・CO2管理下に経時的に観察した

ところ、培養効率が著明に改善することを確

認することができた。 

（5）本研究では、微小重力模擬装置を用いた

検討までは至らなかったものの、本研究成果

は、マウスとヒトのiPS細胞では、維持培養に

おいて培養条件が異なり、iGutの分化誘導に

おいても、高効率に分化誘導する条件や期間

は種によって異なることを示すことができた。

iPS細胞を用いて、in vitroで臓器分化誘導を

行い移植用臓器を作製するという新しい臓器

再生移植医療を目指して、異種iPS細胞の維持

培養およびiGutの培養環境の特異性を明らか

にした本研究成果は、臨床応用にとって大変

有意義であるため、国内外に発表していくと

ともに、本研究をさらに継続・展開していき

たいと考えている。 
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