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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から腸管臓器分化誘導を行う技術を用いて、体外での腸管構造の長期培養を行う研
究を行った。脂肪由来幹細胞の血管新生能に着目し、これらを共培養する実験を行った。
脂肪由来幹細胞から血管構築を伴った腸間膜構造の作成を試みると、CD31発現細胞を確認できたが、血管構造を持った
脂肪細胞集塊を誘導することができなかった。さらに、iPS細胞と脂肪由来幹細胞を共培養して、3次元培養で胚葉体を
作成した。これらを付着培養するが、血管新生を認めず、腸管分化誘導効率も著しく低下した。iPS細胞からの胚葉体
を付着培養する際にも脂肪由来幹細胞を追加し共培養を行ったが、こちらも血管新生を確認することができなかった。

研究成果の概要（英文）：We tried to perform the long-term culture in vitro with our gut-like organ 
differentiation from induced pluripotent stem (iPS) cells. We paid attention to adipose tissue-derived 
stem cells (ADSC) with ability for angiogenesis, we cultured iPS cells and ADSCs together.
We tried to differentiation of intestinal mesentery, we demonstrated that ADSCs expressed the vascular 
endothelial marker genes such as CD31. However we could not develop fatty tissue with vascular formation. 
We tried to angiogenesis for gut-like organ using the embryoid body from iPS cells and ADSCs by 
three-demensional culture. We could not confirm the vascular formation. We could not demonstrate the 
angiogenesis with vascular formation for gut-like organ in vitro.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
腸間膜動脈血栓症やクローン病などの手
術時に小腸が大量切除されると、術後に残存
小腸の消化吸収機能が生命の維持及び発育
に対して不十分となり、短腸症候群をきたす
ことが知られている．これまでに本邦では現
在，短腸症候群に対しては主な治療法として
経静脈栄養や、外科治療による腸管延長術、
小腸移植が行われ、有効例が報告されつつあ
るが、消化不全，栄養障害や長期中心静脈栄
養に起因する肝不全，カテーテル感染による
敗血症といった合併症、また手術侵襲や術後
管理も困難であり満足のできる結果には至
ってはいない。 
さらに、臓器移植医療においては拒絶反応
が問題で、特に小腸では他の臓器とは異なり、
リンパ節やパイエル板などの豊富なリンパ
組織が存在し、粘膜上皮の免疫原性が極めて
強いといった特徴があり、移植後の成績は不
良とされている。新たな移植法の可能性とし
て、胚性幹（ES）細胞や人工多能性幹（iPS）
細胞といった多能性幹細胞を用いた特異的
細胞に分化する基礎的研究とその応用が試
みられている。 
われわれは、ES 細胞や iPS 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で胚様体を形成し、こ
の胚様体を用いて、粘膜、平滑筋、ICC、神
経細胞などの三胚葉系を有する腸管特異的
な組織で構成される蠕動運動を呈する腸管
臓器の分化誘導に、世界で初めて 2002 年に
ES 細胞で、2010 年に iPS 細胞で成功した
(Stem cells,2002 BBRC,2010 下図)。これ
らの成果は、in vitro で多能性幹細胞から機
能的な人工腸管が作成でき、臓器移植医療の
懸け橋となる画期的な発見である。 
しかしながら現時点では、分化誘導された
腸管組織には血管、リンパ管といった脈管系
が存在せず、in vitro での長期培養は困難で
ある。そこで我々は、長期培養を目指すべく、
脂肪由来幹細胞の血管新生能に着目し、共培
養することで血管新生を誘導し、in vitro で
腸管構造を長期培養するという本研究を計
画した。 
 
２．研究の目的 
近年、脂肪組織にも多能性を有する脂肪由
来幹細胞（ADSC;Adipose tissue-derived 
Stem Cell）が存在することが報告され、臨
床 研 究 を 経 て 、 CAL(Cell Assisted 
Lipotransfer 細胞付加型脂肪移植)という名
称で実用化されており、簡便な細胞供給源と
して期待されている。ADSCは、血管新生因
子 で あ る VEGF(Vascular endothelial 
growth factor)、抗アポトーシス作用を持つ
HGF（Hepatocyte growth factor）などを産
生し、移植した細胞の生着を促進するという
特徴を持っている。また ADSC自体は低酸素
状態でVEGFとHGFの産生を上昇させるこ
ともわかっており、虚血領域にても血管新生

するというメカニズムが考察されている。 
現状では我々が多能性幹細胞から分化誘
導した腸管組織には血管、リンパ管といった
脈管系が存在しないが、ADSCの上記作用に
より、血管新生が期待できる可能性を有して
いる。 
そこでわれわれは、iPS 細胞から世界で初
めて蠕動運動能を有する臓器としての腸管
の分化誘導に成功した技術を基礎に、失われ
た腸管を根本的に再生するという全く新し
い治療戦略として、拒絶反応のない人工的な
蠕動運動する消化管再生へむけての研究を
計画した。 
腸管構造の in vitroでの長期培養へは血管
新生を伴うことが重要と判断し、①脂肪由来
幹細胞から血管構造を伴った腸間膜構造を
作成し、腸管との共培養を行う、②iPS 細胞
と脂肪由来幹細胞を共培養してスフェロイ
ドを作製し、血管新生された腸管構造を分化
誘導する、という研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
脂肪由来幹細胞は、大阪大学微生物病研究
所感染動物実験施設長である岡部勝教授よ
り提供承諾のうえ供与された GFP-トランス
ジェニックマウス
（C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01-FM131Osb）
の皮下脂肪組織をコラゲナーゼで処理した
後に遠心分離して成熟脂肪細胞を採取する。
成熟脂肪細胞は培養液中に浮遊するので、
T-75 フラスコで天井培養（Ceiling culture）
にて 7日間培養したのち、フラスコ天井に付
着した脂肪滴をもたない線維芽細胞様の細
胞を付着培養（Out growth）することにより
脂肪由来幹細胞（ADSC）を樹立した。 
①iPS 細胞からの腸管分化誘導に関しては以
前からの報告の通り、三次元培養で胚葉体を
形成し、後に付着培養系に移して培養した。
形態学的にも腸管特異的な三胚葉系の細胞
を有し、秩序だって粘膜、筋層、神経が配列
し、蠕動様運動も伴う腸管臓器の分化誘導が
できる。 
続いて脂肪由来幹細胞のみを培養し、脂肪分
化用の培養液で培養し、成熟脂肪細胞の分化
誘導を脂肪染色で確認したうえで、血管内皮
細胞への誘導を行うべく刺激因子を加えて、
血管系への分化誘導を行った。この組織で血
管内皮細胞に発現するとされる CD31 などの
陽性細胞の存在を確認した。 
最終的にこの培養系を継続し、血管構築を伴
った脂肪細胞集塊を作成、この組織群を腸間
膜に見立てて、前述の iPS 細胞から分化誘導
された腸管構造と共培養することで、長期培
養を行うこととした。作成された組織を CD31、
EVG や D2-40 などの脈管系マーカーの免疫染
色や real-time PCR でこれらの発現の確認を
行い、GEP での観察を行うことにより、脂肪
由来幹細胞から血管新生されているか否か
の確認を行った。 
②iPS 細胞と脂肪由来幹細胞を混和して三次



元培養で胚葉体を形成した。これらの付着培
養を行い、血管新生を伴った腸管構造の作成
を行った。さらに iPS 細胞からの胚葉体や腸
管構造と付着培養の際に脂肪由来幹細胞と
共培養した。 
作成された組織を CD31、EVG や D2-40 などの
脈管系マーカーの免疫染色や real-time PCR
でこれらの発現の確認を行い、GEP での観察
を行うことにより、脂肪由来幹細胞から血管
新生されているか否かの確認を行った。 
 
４．研究成果 
①脂肪由来幹細胞を脂肪分化用の培養液で
培養すると、脂肪染色にて成熟脂肪細胞と思
われる細胞群を確認することができた。また
脂肪由来幹細胞を血管系に分化誘導を行う
べく培養を行うと、脂肪由来幹細胞には発現
せず血管内皮細胞に発現するとされる CD31
などの陽性細胞の存在が確認できた。しかし、
これらの培養系を継続したのちに ECG、D2-40
などの血管、リンパ管で発現するマーカーに
より形態学的にも解析を加えたが、血管構造
を確認することはできなかった。In vitro で
血管構造を伴った脂肪細胞集塊を誘導する
ことは困難であり、脂肪細胞と血管からなる
腸間膜構造を分化誘導することはできなか
った。 
②iPS 細胞と脂肪由来幹細胞をさまざまな比
率で混和し、胚葉体の形成を行った。胚葉体、
クラスターの形成はいずれの比率でも起こ
るが、腸管分化誘導効率に関しては、iPS 細
胞のみの場合と比較し、著しく誘導効率が低
下した。また、EVG、D2-40 などの免疫染色を
用いて形態学的に解析したが、腸管構造内や
その周囲に血管構造を確認することはでき
なかった。さらに、iPS 細胞で胚葉体を作成
し、付着培養の際に胚葉体周囲に脂肪由来幹
細胞を混和し従来の培養液で共培養したが、
血管内皮細胞に発現するとされる CD31 など
を確認することができなかった。付着培養の
際に血管系へと誘導をかけるべく培養液を
変更すると、腸管構造自体への分化誘導が起
こらなかった。 
また、iPS 誘導腸管構造周囲に脂肪由来幹細
胞を混和して培養しても結果は同じであっ
た。 
以上の結果から、in vitro 環境のみで長期培
養を試みたが、血管新生を伴った臓器として
の腸管構造を誘導することはできなかった。 
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