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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞由来膵前駆細胞からマウス胎仔の体内環境を用いて膵臓臓
器を作製する目標に向けて、膵臓形成不全となる遺伝子改変マウスの子宮内胎仔への細胞注入によって、ホスト
マウス体内でドナー細胞由来の膵組織を作製する移植法の開発を行った。また、ヒトとマウスのキメラ膵組織形
成の促進因子を同定するためのスクリーニング系を構築した。今後、siRNAスクリーニングによるキメラ化促進
因子の同定とその遺伝子を改変したヒトiPS細胞由来膵前駆細胞とマウス体内環境を用いた膵臓の作製法開発を
達成し、ヒトiPS細胞由来膵臓から摘出した膵島を用いた1型糖尿病に対する新規細胞療法の開発に繋げる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop the basic technology towards the 
generation of pancreas organs from human iPS cell-derived pancreatic progenitor cells using the in 
vivo environment of mouse embryos. For the goal, we developed a transplantation method by which 
donor cells are transplanted in utero into the gene-manipulated pancreatogenesis-disabled mouse 
embryos to form pancreatic tissues. In addition, we created an siRNA screening system to identify 
the factors that facilitate chimeric pancreatic tissue formation between human iPS cell- and mouse 
embryo-derived pancreatic progenitors. Using these techniques, we will generate pancreas organs from
 human iPS cells to develop a novel cell therapy for type 1 diabetes using pancreatic islets removed
 from the regenerated human pancreas organs.  

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
1型糖尿病は自己免疫等により膵β細胞が破壊されることで発症し、生涯にわたってインスリン治療を必要とす
る。特に頻回のインスリン注射を行っても血糖コントロールが不安定な患者では、致死的な重症低血糖などを引
き起こす。1型糖尿病の根治的治療法である膵島移植における深刻なドナー不足の問題の解決に向けて、無限の
増殖能を有するヒトiPS細胞から作製される膵島組織を1型糖尿病患者に移植する再生医療が期待されている。今
後、本研究の成果をもとに、ヒトiPS細胞から臓器としての膵臓を作製し、そこから機能的に成熟した膵島組織
を採取し、膵島移植に使用する再生医療の開発に繋げる。

※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 

1型糖尿病は自己免疫等の機序により膵 β細胞が破壊されることで発症し、生涯にわたってイ
ンスリン治療を必要とする。特に頻回のインスリン注射を行っても血糖コントロールが不安定
な患者においては、致死的な無自覚性重症低血糖や逆に高血糖による様々な血管合併症などが
引き起こされる。根治的治療法である膵臓・膵島移植の有効性が示されているが、深刻なドナー
臓器不足の問題が依然として存在している。その解決に向けて、無限の増殖能と膵臓を含む全身
の臓器の構成細胞種への多分化能を有するヒト iPS細胞（人工多能性幹細胞）から作製される膵
島組織を 1型糖尿病患者に移植する再生医療の開発が期待されている。申請者らも、膵臓発生を
段階的に再現する独自の分化誘導法を開発し、ヒト iPS細胞から高効率な膵島組織作製に成功し
ている（Kimura A. et al., 2017）。しかし、iPS細胞から in vitroで作製される膵島組織は生体内の
ものに比べ機能的に未熟であり、また増殖因子や化合物などの高価な誘導因子を大量に使用す
るため製造コストが高額となることなどが課題となっている。 
ヒト iPS細胞から臓器としての膵臓を作製し、そこから機能的に成熟した膵島を入手するため
に、「胚盤胞補完法」と呼ばれる研究手法を用いて膵臓臓器の作製研究が進められている。それ
は、膵臓を欠損する遺伝子改変ブタの受精卵胚盤胞に正常ヒト iPS 細胞を注入することによっ
て、ブタ体内で本来欠失するはずの膵臓が注入されたヒト iPS細胞に補完されて形成される現象
を活用することによって膵臓臓器の作製を目指す研究である。しかし、胚盤胞補完法はマウスと
ラット間のような遺伝学的に近い動物種間では可能となっているが、ブタとヒトなど遺伝学的
に遠い種間では成功していない。遺伝学的に遠い種間ではキメラ組織形成が生じにくいことが
知られており、近年、その機序の 1つとして細胞競合の関与が報告され、NF-kB, p65, MYD88の
シグナル経路の発現抑制や抗アポトーシス分子 BCL2 の強制発現がマウスとヒト間のキメラ率
を向上させることが報告されているが（Zheng C. et al., 2021）、キメラ組織形成を促進させる技術
はほぼ未開発である。また、胚盤胞補完法では、全身の細胞種への多分化能を有する未分化 iPS
細胞を異種動物体内に移植するため、ホスト動物の脳内にヒトの神経細胞が形成されることや
生殖組織内にヒトの生殖細胞が形成されるなどの倫理的な課題も考えられている。 
 
２．研究の目的 
申請者は、胚盤胞補完法における上記の課題を解決するために、受精卵に iPS細胞を注入する
のではなく、膵臓欠損動物胎仔の膵臓形成予定部位にヒト iPS細胞由来膵前駆細胞を注入するこ
とで、発生学的ニッチ（niche）を用いてヒト膵臓を作製する着想に至った。また、siRNAライブ
ラリの網羅的探索を行い、同定されるキメラ形成促進因子の強制発現を用いた人為的遺伝子改
変を組合せることを考案した。 
本研究の目的は、将来的にブタ体内でヒト iPS細胞から膵臓を作製する目標の第一ステップと
して、膵臓が形成不全となる遺伝子組換えマウスの胎仔膵とヒト iPS細胞由来膵前駆細胞のキメ
ラ膵臓の作製方法の開発である。本研究は、未確立であるヒト iPS細胞から異種動物胎仔の体内
環境を用いた膵臓形成を発生学的ニッチと人為的遺伝子改変を組み合わせて達成することを最
終目的とし、異種細胞間キメラ形成の機序解明により発生進化学および基礎生物学を進展させ、
加えて、ヒト iPS細胞から移植用臓器を作製する技術を開発することで再生医学の進展に貢献す
る革新的な挑戦的研究である。 
 
３．研究の方法 
(1) 発生学的ニッチを用いたキメラ膵組織形成 
 膵臓を完全欠損する Pdx1 ノックアウトマウスと膵臓低形成となる Ptf1a ノックアウトマウス
（共に京都大学 iPS細胞研究所（CiRA）の川口義弥教授より供与）の胎生 9.5-15.5日の膵組織を
採取し、in vitroで器官培養を行う。器官培養は、既報の膵組織の培養法（Shih, 2014）を改良し
て最適化する。その組織に GFP を恒常的に発現するヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞の解離した細
胞や細胞塊を注入し、in vitroの培養や免疫不全マウス腎被膜下に移植する in vivoの培養で、形
成不全のマウス膵臓にヒト膵細胞が補充され、キメラ膵組織が形成される培養条件を開発する。
ヒト iPS細胞由来膵前駆細胞に加え、その前段階として野生型マウスおよびラット胎仔由来の膵
前駆細胞も使用して条件検討を行う。 
(2) 人為的遺伝子改変によるキメラ膵組織形成 

CiRA の所有する siRNA ライブラリを用いて発現低下させたヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞を
(1)の方法にてマウスとキメラ膵組織を形成させるスクリーニングを実施することで、キメラ形
成促進因子を同定する。その因子の強制発現または発現抑制によってキメラ組織形成率が向上
する方法を開発する。 
(3) 子宮内胎仔への移植を用いたキメラ膵臓形成 

(2)で同定した因子を強制発現または発現抑制するように遺伝子改変したヒト iPS 細胞由来膵
前駆細胞を Pdx1 または Ptf1a ノックアウトマウスの子宮内胎仔の膵臓形成予定部位に移植し出
生直前まで成長させ、キメラ膵臓形成を行う。移植に関しては、子宮内マウス胎仔腎への細胞移



植法を確立している既報の方法（Yamanaka S. et al., 2019）を改良し、さらに高感度超音波画像診
断装置の使用も検討する。 
 
４．研究成果 
本研究では、1型糖尿病に対する膵島移植のドナー不足の問題解決に向けて、ヒト iPS細胞か
ら異種動物胎仔の体内環境を用いた膵臓臓器の作製方法開発を目指した。具体的には、ヒト iPS
細胞由来膵前駆細胞の膵臓形成不全となる Pdx1 や Ptf1a 遺伝子などのノックアウトマウスの胎
仔膵組織への in vitroでの注入や子宮内の同マウス胎仔膵臓形成予定部位への移植によって、マ
ウスとヒトのキメラ膵臓を作製する方法の開発を実施した。また、siRNAライブラリを導入した
ヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞を用いてマウスとのキメラ膵組織を形成するスクリーニングを行
うことで、異種間キメラ臓器形成を促進する因子を同定し、高効率なキメラ膵臓形成技術を開発
するための基盤となる研究を実施した。 

 
(1) 発生学的ニッチを用いたキメラ膵組織形成 
 膵臓を完全欠損する Pdx1 ノックアウトマウスと低形成となる Ptf1a ノックアウトマウスの胎
生（E）9.5-15.5日の膵組織を採取し、既報の膵組織の培養法（Shih HP. et al., 2014）を改良する
ことで in vitroで様々な器官培養の条件検討を行った。その結果、GFPを恒常的に発現する野生
型マウス由来の胎仔膵前駆細胞を注入し、ほとんどの構成細胞がドナー由来となるキメラ膵組
織を形成する膵臓形成不全マウス胎仔膵組織を用いた in vitro培養系を確立した。また、ホスト
およびドナーマウス胎仔ともに適切な胎生日齢を見出した。免疫組織学的検討にて、形成された
ドナー由来膵組織には Amylase 陽性の腺房細胞と Insulin陽性の内分泌細胞の分化を認めた。し
かし、同じ実験系において、ヒト iPS細胞由来膵前駆細胞の注入を行ったところ、キメラ率がか
なり低く、膵組織の形成は困難であることが判明した。今後、(2)においてヒトとマウスのキメラ
化を促進する因子を同定し、その遺伝子改変を行ったヒト iPS細胞由来膵前駆細胞を用いてキメ
ラ膵組織形成を行う予定である。 
 
(2) 人為的遺伝子改変によるキメラ膵組織形成 

siRNA ライブラリを用いて網羅的に遺伝子を発現低下させたヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞を
用いて、マウス胎仔膵組織とのキメラ形成促進因子を同定するために、ヒト iPS細胞由来膵前駆
細胞に siRNA を導入する方法の検討を行った。その結果、膵前駆細胞の前の分化段階である後
方前腸細胞にリポフェクションによって siRNA を導入し、膵前駆細胞への分化誘導を平行して
行うことで、高効率かつ細胞毒性なく siRNAを導入することに成功した。 
当初、siRNAライブラリを用いて遺伝子を発現低下させたヒト iPS細胞由来膵前駆細胞を膵臓
形成不全マウス胎仔由来の膵臓形成予定部位の組織と in vitroでキメラ膵組織を形成させ、キメ
ラ形成促進因子を同定するスクリーニングを予定していた。しかし、遺伝子改変マウスの繁殖と
交配の効率が低く、必要数の胎仔の入手が困難であることが判明したため。その代替として、
siRNA スクリーニングを実施可能なヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞と野生型マウス胎仔由来膵前
駆細胞の共培養系を確立し、スクリーニング系を完成した。今後、siRNAライブラリのスクリー
ニングを実施する予定である。また、スクリーニングのコントロールとして、既報（Zheng C. et 
al., 2021）で報告されたヒトとマウスの多能性幹細胞間のキメラ化を促進する p65 および TP53
遺伝子を CRISPR/Cas9 システムでノックアウトしたヒト iPS 細胞株の樹立を行った。今後、そ
の iPS細胞株より膵前駆細胞を分化誘導しキメラ実験に用いる予定である。 
 
(3) 子宮内胎仔への移植を用いたキメラ膵臓形成 
マウス体内でヒト iPS細胞由来膵前駆細胞から膵臓臓器を作製するために、遺伝子改変による
膵臓形成不全マウスの子宮内胎仔の膵臓形成予定部位に細胞を移植し、胎仔および母親マウス
を生存させたまま出生直前まで胎仔を成長させる方法の開発研究を実施した。その結果、移植を
受けた胎仔および母親マウスが生存する移植条件を確立できた。現在、高感度超音波診断装置を
用いて子宮内胎仔内の膵臓形成予定部位に正確にドナー細胞を注入する方法の開発を実施して
いる。 
今後、前段階として野生型マウスおよびラット胎仔由来の膵前駆細胞を(3)で開発した移植法
を用いて注入することで子宮内胎仔の体内で膵組織を形成する。その後、(2)で同定されるキメ
ラ形成促進因子を遺伝子改変したヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞を子宮内胎仔へ移植を行うこと
で、遺伝子改変による膵臓形成不全マウス体内でヒト膵臓形成を行う。 
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