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研究成果の概要（和文）：本研究では幹細胞より作製した膵b細胞と自律神経細胞の共培養を行うことでインス
リン分泌の人為的制御手法を目指した。まずヒト自律神経の安定的作製を行うために、ヒト多能性幹細胞からの
自律神経の誘導技術を開発した。また、多能性幹細胞からの細胞作製の課題を補完する技術として、低分子化合
物を用いた細胞加工技術による神経堤細胞・末梢神経細胞の作製技術の開発を同時に行った。こうして誘導した
細胞を用い、微細加工技術を用いて作製したPDMSベースの神経共培養チャンバを用いることで、ヒト末梢神経と
他細胞組織との機能的接続を行った。以上の通り、末梢神経シグナルを用いた細胞機能制御の基盤を構築できた
と考えている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a method for regulating insulin secretion
 by co- culturing pancreatic beta cells and neurons in the autonomic nervous system (ANS) derived 
from human pluripotent stem cells. First, in order to stably prepare human neurons in the ANS, we 
developed a technique for inducing neurons in the ANS from human pluripotent stem cells. In 
addition, as a technique to complement problems of cell production from pluripotent stem cells, we 
also performed small molecular-based cell conversion from mouse somatic cells into neural crest 
cells / peripheral neurons at the same time. By using the induced cells we prepared, we aimed to 
reconstruct the functional connection between human peripheral neurons and other cellular tissues by
 using PDMS-based neuronal co-culturing chamber fabricated with microfabrication technique. As 
described above, we believe that we could establish the basis of cell function control using 
peripheral nerve signals.

研究分野： 細胞工学、神経工学
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１．研究開始当初の背景 
 膵臓内の細胞は血液中のグルコース濃度
を感知してインスリンを分泌し体内血糖値
を調整している。この膵細胞からのインス
リン分泌量が低下, もしくはインスリン抵抗
性が上昇することで発症する糖尿病の治療
法はインスリン注射が一般的であるが, 日常
的な自己管理の困難さや注射時の痛みが大
きな問題となっている。こうした問題に対し
てヒト iPS細胞を利用したインスリン分泌細
胞誘導・培養技術の開発は, 膵細胞の自家移
植を可能とする次世代糖尿病治療法として
注目を集めている。しかしながら、一方で生
体における血中インスリン濃度は自律神経
信号や各種ホルモン作用により厳密な制御
を受けているのに対して, 多能性幹細胞より
誘導・培養した膵細胞はこれら制御機構と
は独立しており, また細胞自体のインスリン
分泌のグルコース応答性といった特性が劣
る等その機能には不十分な点があり, 実際に
幹細胞由来膵細胞を用いた移植治療の実現
には至っていない。 
 こうした背景に基づき、研究代表者は「神
経インターフェース技術を利用した工学的
アプローチにより膵細胞のインスリン分泌
を制御する手法開発と移植デバイス化」を行
うことを最終的な目標とした。 生体内の膵
細胞は自律神経系の作用によりインスリン
放出活性化（アセチルコリンシグナル）と抑
制化（ノルアドレナリンシグナル）が行われ
ており, 生体外においても自律神経シグナル
の人為的制御を介したインスリン分泌機能
の精密調節が期待できる。これに基づき, 幹
細胞より誘導した膵細胞と自律神経細胞を
集積したデバイスを構築し, 血糖値変化に基
づいた電気刺激を自律神経組織に加えその
シグナルにより膵細胞のインスリン分泌を
制御することで, 新規糖尿病治療確立を見据
えた新規実験プラットホームとして確立す
ることを目指した。 
 本研究で重要となる基盤技術として, 1)自
家移植可能な生体組織として構築するため
の十分数かつ安全な細胞ソースとして, 自前
の体細胞や幹細胞より膵細胞・自律神経を
作製する細胞工学技術、2) 自律神経組織活動
の電気シグナルをリアルタイムに計測・評価
し, 同時に電気刺激を加えることで自律神経
組織活動を制御する神経インターフェース
技術, の 2 つが挙げられる。研究代表者はこ
れまでに電極付き細胞培養基板を用いた神
経回路発達過程の解析、微細加工技術を用い
た組織レベル共培養チャンバの作製、及びそ
の細胞組織間の相互作用解析実験系への応
用を行っており上記 2)の神経インターフェ
ース技術に関して多くの技術と業績を得て
きた。また現在の研究チームにおいて, 従来
の遺伝子操作による細胞分化誘導手法に加
えて、より迅速かつ安全性の高い細胞作製法
として、低分子化合物を用いた神経細胞への
分化転換手法を同時に検討している。以上に

記したこれまでの研究代表者の研究成果と
予備実験により, 研究代表者は上記 2 つの基
盤技術に関して十分な能力を有している。こ
れらの基盤技術を応用することで幹細胞よ
り作製した自律神経組織と膵組織の共培養
系を構築し, 自律神経組織の活動評価と制御
を介した膵組織のインスリン分泌について
検討を行うことで, 膵組織のインスリン分
泌の人為的誘導とその最適化を目指す。更に
神経組織と膵組織をパケット化したデバイ
スの開発と基礎評価を試みる。 
 
２．研究の目的 
 1.の背景に基づき、本研究では「糖尿病治
療のための新規実験プラットホームを構築」
することを目的とする。これまでに糖尿病治
療の重要ステップとして幹細胞から膵細胞
の誘導が行われてきたが、生体外で誘導され
る膵細胞は自律神経系や各種ホルモン系と
は独立しておりそのインスリン分泌制御は
困難であった。そこで研究代表者は本研究で
「神経インターフェース技術により膵細胞
のインスリン分泌を制御する手法開発とデ
バイス化」を行う。幹細胞から膵細胞と自
律神経細胞を作製・共培養を行い、電気刺激
による神経細胞活動制御を介した膵細胞の
インスリン分泌制御を目指す。更に両細胞を
用いたデバイス化を行い、糖尿病治療のため
の生体組織移植・創薬研究のためのデバイス
として発展させていくことを視野にいれて
いる。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、幹細胞・体細胞より材料となる
膵細胞・自律神経を効率的に作製する技術
開発、及び作製した細胞を用いた共培養手法
の開発、のステップで行った。 
 
 (1) ヒト多能性幹細胞からの自律神経誘導
手法開発 
 本研究提案で主要となるのは、膵細胞に
自律神経系を接続することで、神経由来シグ
ナルによりインスリン分泌を制御すること
である。よってヒト多能性幹細胞より自律神
経を安定的・大量に作製する技術が必要とな
る。しかし、これまでヒト多能性幹細胞より
自律神経を選択的に誘導する技術は存在し
なかった。そこで、まずマウス等で報告され
ている自律神経の発生経路に関わるシグナ
リングをリサーチし、各シグナル経路を活性
化もしくは抑制化させる低分子化合物群を
選択した。この情報を基に、ヒト多能性幹細
胞に自律神経系への誘導を促す低分子化合
物群の添加タイミング・濃度を最適化しなが
ら添加し、誘導される細胞の性質を評価して
いった。 
 
 (2) 低分子化合物を用いた細胞加工による
末梢神経系細胞の誘導技術開発 
 ヒト多能性幹細胞からの細胞誘導技術は



目的となるヒト細胞を安定的に作製する技
術、疾患モデルを作製する技術として非常に
有望であるが、一方で培養・分化誘導に長時
間・高コストがかかること、特に iPS (induced 
pluripotent stem: 人工多能性幹)細胞を用い
た場合には遺伝子導入による DNA ダメージ
等が課題として挙げられている。こうした背
景に基づき、将来的な応用への障壁を下げる
ことを目的とし、遺伝子導入を用いない新規
の細胞誘導手法開発を目指した。具体的には、
まずマウス線維芽細胞を対象に、計 7 種の低
分子化合物群（ヒストン脱アセチル化酵素の
阻害薬であるバルプロ酸や、GSK3 を阻害す
ることで WNT シグナルを活性化させる
CHIR99021 等）を 3 日間添加し、その後神
経分化を促す神経培養用培地で培養を行っ
た。低分子化合物群による細胞加工前後での
性質変化を DNA マイクロアレイ、免疫染色
等で評価を行った。 
 
(3) 微細加工技術を用いた神経共培養チャ
ンバの作製 
作製した神経系細胞と接続対象となる膵
細胞等の他組織とを共培養を行う際に求め
られるのは、各種組織をネットワークレベル
で結合させる構成的な培養手法である。これ
は、特に神経系において、生体内で見られる
臓器機能は単一細胞ではなく細胞集団組織
において発現することに因る。 
上記を鑑みて、研究代表者は神経共培養を
行うための微細加工チャンバの作製を試み
た。具体的には、生体適合性を有するシリコ
ンゴム材料である PDMS (ポリジメチルシロ
キサン)を用い、高さ 5m の微小トンネル構
造で結合した 2つの培養部を有する培養チャ
ンバを作製した。高さ 5m のトンネル構造
は細胞体の通過を阻害しながら、神経細胞か
ら伸展する軸索は通過させる構造となって
いる。よってこの微細加工チャンバを用いる
ことで、神経組織と標的組織を区画して培養
しながらトンネル構造を介して神経接続を
構築することが可能となる。この培養デバイ
スを用い、ヒト多能性幹細胞由来の神経細胞
と標的組織の共培養を行った。 
 
４．研究成果 
 (1) 上述した通りの段階的な分化誘導後、神
経分化を行うことで誘導された神経細胞は 2
～3 週間で神経節様の構造を形成した。この
神経節様構造を形成する神経細胞の中で、
60%を越える領域が交感神経マーカーである
TH 陽性であった。一方で、既存技術に倣い
誘導した神経堤細胞から作製したコントロ
ール試料においては、TH 陽性を示す細胞は
2%程度であった。また、本手法で誘導した神
経 細 胞 は 末 梢 神 経 マ ー カ ー で あ る
PERIPHERIN に陽性を示すとともに、自律
神経マーカーである PHOX2A, PHOX2B に
対しても陽性を示すことを確認した。また、
交感神経マーカーである TH に陽性を示す末

梢神経細胞と共に、副交感神経マーカーであ
る CHAT に陽性を示す末梢神経細胞を確認
している。以上の結果より、本手法によりヒ
ト多能性幹細胞から自律神経系細胞を高効
率で誘導可能であることがわかった。なお、
本手法によるヒト多能性幹細胞からの自律
神経細胞誘導はヒト iPS 細胞 2 株 (201B7, 
253G1)及びヒト ES 細胞 1 株 (H1)の計 3 系
統で行えることを確認している (図 1)。 

 
 自律神経系は交感神経/副交感神経に分類
され、標的組織に対して拮抗した作用を与え
ることで生体恒常性を維持している。よって、
誘導した自律神経を今後応用していくには
交感神経と副交感神経を選択的に回収もし
くは誘導する技術が必要不可欠である。そこ
で著者らは胚様体への自律神経誘導後の神
経分化期間に注目し、細胞密度及び神経栄養
因子をパラメータとして誘導プロトコルの
改良を試みた。改良前の自律神経培養条件 
(神経細胞播種密度: 1 × 105 cells/cm2; NM に
10 ng/mL BDNF, GDNF, NGF, NT-3 を添加
した培地)においては、交感神経細胞と副交感
神経細胞の割合は約 1:1 であった。これに対
して、交感神経細胞を選択的に誘導するには
細胞密度が重要なパラメータとなることが
わかった。2 × 105 cells/cm2以上の高密度条
件において、TH 陽性の神経細胞の占める面
積が低密度条件 (1 × 105 cells/cm2以下)と比
較し 25 倍以上となった。一方、高濃度の
BDNF と CNTF の 2 種の神経栄養因子が副
交感神経細胞の選択的誘導の重要なパラメ
ータとなることを見出した。100 ng/mL の
BDNF, CNTF の存在下において CHAT 陽性
神経細胞の数が 2.4-4 倍となることを確認し
た。興味深いことに TH 陽性の神経細胞の割
合は BDNF, CNTF の存在量には影響を受け
ず、また CHAT 陽性の神経細胞の割合は細胞
密度に依存しなかった。以上の結果より、細
胞密度及び神経栄養因子濃度 (BDNF 及び
CNTF)をパラメータとすることで、交感神経
/副交感神経細胞の高効率な選択的誘導が可
能となることが示された。 
 以上のヒト多能性幹細胞からの自律神経
系誘導技術は産業財産権①,②として出願を
行っている。 
 
 (2) 上述の通り、マウス線維芽細胞に対し 7
種の低分子化合物を 3日間作用させることで、

 

図 1 ヒト自律神経誘導技術の開発 



まずは末梢神経系の前駆細胞となる神経堤
細胞へと誘導されるかについて評価を行っ
た。DNA マイクロアレイによる解析を行っ
た結果、低分子化合物を添加により線維芽細
胞特異的な遺伝子群が顕著に発現低下する
と共に、神経堤細胞特異的な遺伝子群が顕著
に発現上昇することがわかっている。こうし
て誘導した神経堤様の細胞を各種培養液内
で分化させることで神経堤由来細胞である
平滑筋細胞や骨細胞、および末梢神経細胞へ
と誘導できることを免疫染色及びカルシウ
ムイメージングによる細胞活動機能解析に
より確認している。 
この成果は雑誌論文①として成果発表を

行っている。 
 
 (3) 研究方法で記述した手法で作製した
PDMS ベースの神経共培養チャンバ内で、ま
ずはヒト iPS細胞由来の中枢神経細胞と末梢
神経細胞を共培養し、神経系同士の接続能に
ついて評価を行った。免疫染色及びカルシウ
ムイメージングによる形態・機能評価を行い、
ヒト中枢-末梢神経系のネットワークレベル
での機能的接続を行えることを確認した。 
 更に、ヒト末梢神経による神経支配を in 
vitro 系にて再構築することを鑑み、ヒト末梢
神経と膵細胞および心筋細胞との共培養に
ついても行い、ヒト末梢神経と各種組織の共
培養系構築について知見を得ている。特に、
膵細胞と共培養を行い、末梢神経を電気刺
激することで、膵細胞の活動が影響を受け
る現象を見出した。これにより、微細加工チ
ャンバを用いることで神経シグナルによる
膵細胞の活動制御の基盤技術を構築できた
と考えている (図 2)。 
 この成果は雑誌論文②として成果発表を
行っている。 
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