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研究成果の概要：本課題では、膵幹細胞の同定・膵 β 細胞への分化誘導法を検討する
ことを目的とする。重症糖尿病患者に対する膵島移植医療においては、慢性的な臓器

不足が叫ばれている。この問題を解決する手段として、ヒト膵幹細胞は膵島再生にお

ける重要な細胞ソースである。今回、我々が同定した細胞は増殖能が限られているが、

インスリン分泌細胞を産生し得る新しい細胞ソースとなり得る可能性を秘めている。 
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１．研究開始当初の背景 
近年、本邦では糖尿病は国民病になってい

るが、中でもおよそ 14 万人いる重症型の 1
型糖尿病は急性合併症の低血糖発作は命に
関わり、慢性合併症の腎症は腎不全になると
５年で半数以上が死亡する。現在、糖尿病を
完治させる治療法は膵臓移植と膵臓からラ
島を分離した後に移植する膵島移植しかな
い。膵臓移植は 1年グラフト生着率が 80％で
あり、1 型糖尿病を完治させることができる
が、比較的大きな手術を必要と、およそ 10％
の外科的な合併症がある。一方で膵島移植は
分離した膵ランゲルハンス島を経門脈的に

注入するだけであり、外科的手術を必要とせ
ず、重症の糖尿病患者にも行うことができる。
2000 年にカナダのエドモントンにあるアル
バータ大学で新しい免疫抑制剤を用いるこ
とで 100％のインスリン離脱が報告された
（エドモントンプロトコール）。この報告の
後、欧米では様々な施設でエドモントンプロ
トコールの再現性が確かめられており、野口
洋文らもハーバード大学にてこのプロトコ
ールに則った実際の膵島移植に携わってい
た。しかしながら、最大の問題点はドナー不
足であり、特に、脳死ドナーが極端に少ない
日本では、心停止ドナーおよび生体ドナーに
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移植臓器を求めているというのが現状であ
る。この臓器不足を解消する手段を確立する
ことは非常に有意義であると考えられる。そ
こで、本研究では、通常、膵島移植では使用
されず破棄される膵非内分泌細胞内に含ま
れる膵幹細胞を同定し、それを移植可能な膵
β細胞へ分化させる方法を確立することが
目的である。この方法の確立は、現在一人の
糖尿病患者を治癒するために２－３人のド
ナー膵臓が必要な状況であるのを、一人のド
ナーにて治癒することができるようになり、
さらに将来的には自己の膵幹細胞からの再
生治療が可能となる。自己の膵幹細胞からの
再生医療が可能となれば、膵島移植の唯一の
欠点といってもいい免疫抑制剤投与に関し
ても不要となり、本当の意味での糖尿病の根
治療法が達成されることになる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、膵幹細胞の同定・膵 β細胞へ

の分化誘導法の確立とその周辺技術の開発
を目的とする。 
 
（1）我々は、ブタおよびマウスにおいて膵
島と膵非内分泌細胞の分離技術を確立し、非
内分泌細胞からの膵 β細胞への分化誘導法を
検討し、いくつかの有効な分化誘導法を確立
している。そのなかでも、高濃度 FBSを用い
て、マウス膵幹細胞の長期培養に成功してい
る。今回われわれは、この技術をヒトの非内
分泌細胞に応用し、膵幹細胞の同定をこころ
み、ヒト膵幹/前駆細胞の長期培養と有効な分
化誘導法を検索する。 
 
（2）膵幹細胞 /前駆細胞 (Pancreatic stem / 
progenitor cell)への遺伝子導入は、インスリン
分泌細胞への分化誘導などに用いられてお
り、その導入効率を向上させる手技の確立は
重要である。特に、遺伝子導入の際に、感染
効率の点からアデノウイルスを用いたもの
が主であるが、高いMOIでは細胞毒性が強く
出現し、臨床応用を考慮した場合、問題とな
る。今回われわれは、アデノウイルスより病
原性が低く、新たな臨床用ベクターとして期
待されているセンダイウイルス (Sendai 
Virus : SeV)ベクターを用いて、その GFP遺伝
子発現効率、導入方法の違いによる発現効率、
毒性、分化誘導への影響を検証する。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト膵幹/前駆細胞の同定と長期培養へ
向けた培養法の検討 
ヒト膵を用いて膵島分離を行い、連続比重

勾配法にて膵島細胞および腺房細胞の豊富
な分画を除去した後、膵管細胞の豊富な分画
を培養した。その後、我々が確立した高濃度
FBS による培養方法、山本ら（Diabetologia. 

2006;49:2359）が確立した無血清培養方法、
およびヒト ES 細胞の培養方法をもとに、23
種類の培養液を調製し検討を行った。なお、
ヒト膵幹/前駆細胞に関する研究は、共同研究
者である野口洋文ら（ベイラー大学）が中心
に行った。 
 
（2）センダイウイルスベクターを用い
た GFP 遺伝子発現効率、毒性と分化誘導
の検証  
マウス膵組織特異的幹細胞の付着、浮

遊状態に対して、それぞれ GFP 組み換え
Sev ベクターを 2、10、20、50、100 MOI
の濃度で反応させた。初めに、反応開始
24、48 時間後の細胞毒性について検討し
た。次に、12、24、48、96 時間後の発現
効率について検討した。最後に、それぞ
れの状態における分化誘導に及ぼす影
響を比較検証した。  
 
（3）人権の保護及び法令等の遵守への
対応  
 組織提供は共同研究施設のベイラー大学
から提供していただいた。アメリカでは、提
供組織の研究使用についての脳死提供者の
家族にインフォームドコンセントを行い、同
意書をいただいている。提供は、ヘルシンキ
宣言の趣意を尊重し、倫理的配慮をおこなっ
ている。今回の研究で用いた細胞は、膵島移
植時に通常移植されずに破棄されている組
織中に含まれるものであり、膵島移植自体に
影響はなく、また、脳死・心停止ドナーから
の提供を前提としている点からも、その行為
による個人への不利益や危険性が発生する
ことはない。 
 
ヒト膵幹/前駆細胞に関する研究は、野口洋
文ら（ベイラー大学）が中心に行い、その周
辺技術に関する研究（マウス膵幹/前駆細胞を
用いた膵 β 細胞への分化誘導法）は、林衆
治ら（名古屋大学）を中心に検証した。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト膵幹/前駆細胞の同定と長期培養へ
向けた培養法の検討 
各培養方法にてこの細胞群は異なる形態
を示し、山本らが報告した無血清培養方法で
は、マウス膵幹細胞によく似た形態を示した。
この細胞は、PDX-1、CK-19、GLP-1Rなどを
発現しており、膵管細胞様の特徴を示してい
た（Fig.1 #1, #7, and #8）。 
しかしながら、この細胞は、培養 1ヶ月前 
後（PDL 5-15）で細胞増殖が停止し、この培
養条件では未分化能を維持することは難し
いと考えられた。その他の培養方法でも、い
ずれも 1-3ヶ月以内で細胞増殖が停止した
（Fig.2）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、この細胞に、蛋白導入法を用いた遺

伝子導入（Exendin-4、PDX-1や NeuroD）を
行うことにより、インスリンや膵臓関連遺伝
子の発現が確認できた（Fig.3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
我々は、1)ヒト膵より膵幹細胞の分離

と、2)この手法をヒト膵組織に適応し、
ヒト膵幹 /前駆細胞の同定と長期培養へ
向けた培養法の検討を行った。この結果
、マウス膵幹細胞に似た形態のヒト膵幹
細胞を同定することに成功した。この細
胞は、増殖能が限られているが、インスリン
分泌細胞を産生し得る新しい細胞ソースの
可能性を秘めている。 

（2）センダイウイルスベクターを用い
た GFP 遺伝子発現効率、毒性と分化誘導
の検証  
 膵組織特異的幹細胞への SeV ベクタ
ーの細胞毒性は、付着、浮遊状態におい
て 100MOIでもほとんど確認されなかっ
た。GFP 遺伝子発現効率は 48 時間で最
も高く、付着状態でそれぞれ濃度依存的
に 6.7(±1.3)%、15.4(±1.4)%、37.1(±1.3)%、
60.4(±2.5)% 、 69.6(±2.2)% を 示 し た
（Fig.4）。また、浮遊状態ではそれぞれ
7.7(±1.4)%、24.3(±4.1)%、43.6(±2.9)%、
77.2(±0.8)%、87.0(±2.0)%を示した。遺伝
子導入法の違いによる分化誘導への影
響は確認されなかった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、マウス膵組織特異的

幹細胞に対する SeV ベクターを用いた
遺伝子導入は浮遊状態において効率的
であった。更に臨床応用を考えると、作
業時間の短縮、ベクター使用量の削減な
どから非常に有効であり、膵β細胞への
分化誘導法として、極めて有望であると
言える。  
 
本課題では、膵幹細胞の同定・膵β細胞へ
の分化誘導法の検討を行った。 
近年の膵幹/前駆細胞用いた再生研究は新
規糖尿病治療法の開発として注目されてい
る。特に、重症糖尿病患者に対する膵島移植
医療においては、慢性的な臓器不足が叫ばれ
ている。この問題を解決する手段として、ヒ
ト膵幹細胞は膵島再生における重要な細胞
ソースであり、我々は、引き続き、ヒト膵幹
細胞の同定・機能評価と共に、その周辺技術
（膵 β 細胞への分化誘導法）についても検
証しなければならない。 

 
Fig.1 Morphology of the duct-rich population. 

 
Fig.2 Gene expression and growth activity of the 
duct-rich population 

 
Fig.3 Cell characterization before and after 
induction of exendin-4 and transduction of 
PDX-1 and BETA2/NeuroD proteins 

 
Fig.4 Comparison of GFP expression efficiency of 
pancreatic stem cells transfected with SeV vectors 
in the adhesion and floating states 
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