
琉球大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１８００１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

TASCLを用いた人工膵幹細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導法の開発

Development of the differentiation derivative methods from induced 
tissue-specific pancreatic stem cells using TASCL to insulin excretory cells

５０３２５８３３研究者番号：

潮平　知佳（SHIOHIRA, CHIKA）

研究期間：

１９Ｋ０９０５１

年 月 日現在  ４   ６ ２２

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：　本研究では、人工組織特異的膵幹細胞(induced tissue specific pancreatic stem
 cells:iTS-P細胞）をマイクロデバイスTASCLを用いて細胞塊のサイズを実際の膵島細胞の大きさに合わせ、さ
らに細胞移植に必要な細胞塊を一度に大量に作成するためにマイクロデバイスTASCLに改良を加え、人工インス
リン分泌細胞塊の作成に成功した。
また、作成した人工インスリン分泌細胞を糖尿病マウスの腎皮膜下に移植して、血糖値の経時的な降下作用を確
認した。TASCLに改良を加え、作成したiTS-P細胞に応用することで効率よい人工インスリン分泌細胞の作製に成
功した。

研究成果の概要（英文）： In this study, we succeeded in producing the cell mass of artificial 
insulin excretory cells from induced tissue specific pancreatic stem (iTS-P) cells using microdevice
 TASC. We were posssible to make the cell mass which is necessary for transplantation in large 
quantities concurrently. Furthermore, we transplanted the insulin excretory cells under the capsule 
of the kidney of diabetes mouse and confirmed a diachronic descent effect of the blood glucose 
level.

研究分野：再生医療学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ES/iPS細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導を行う研究は数多くあるが、分化誘導効率が低いのが現状であ
る。iTS細胞研究においては、研究代表者の施設が先駆的に行っており世界をリードしている。また、研究分担
者の池内は、均一胚葉体を一度に大量に作製でき、その胚葉体の形状やサイズをコントロールするマイクロデバ
イスTASCLを作製し特許を取得している。本研究においてインスリン分泌細胞を短期間、低コストで効率よく作
製するために、我々が樹立したiTS-P細胞とマイクロデバイスTASCLを組み合わせることで血糖降下作用を持っ
た、人工インスリン分泌細胞を効率よく一度に大量に作製することに成功した。

※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 
日本で 5-15万人いるといわれるⅠ型糖尿病は、急性合併症の低血糖発作や慢性合併症の腎不 
全などを伴うと生命の危険にさらされる。現在、糖尿病に対する移植療法には膵臓移植と膵島移
植がある。膵臓移植は比較的大きな手術を必要とするのに対し、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。しかしながら、最大の問題点はドナー不足であり、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。そこで我々はこれまでに、iPS細胞作製
技術を応用して、人工組織特異的幹細胞（induced tissue-specific stem cells: iTS細胞）を各組
織から作製することに成功した（Noguchi H et al. Cell Death Differ (IF 8.000)）。iTS細胞の利
点として、１）樹立効率が iPS細胞よりも高い、２）分化誘導効率が iPS細胞より高い、 
３）奇形腫形成がなく ES/iPS 細胞で懸念された未分化細胞残存による腫瘍形成の心配がない、
の 3点があげられる。本研究代表者は、自律複製型 RNAを用いて、染色体を傷つけることなく
人工膵幹細胞（iTS-P 細胞）を作製することに成功した（Miyagi-Shiohira C et al. Sci Rep 
(IF:4.122)）。この細胞のインスリン分泌細胞への分化誘導効率は ES細胞の 3-6倍高く、同時に
スフェロイド培養（3次元培養）のほうが接着培養（2次元培養）よりも分化誘導効率が高いこ
とを報告している。一方、研究分担者の池内らが開発したマイクロデバイス TASCLは、一度の
細胞播種操作で均一かつ大量の胚様体を形成できる新規培養デバイスであり、従来法よりも効
率的に胚葉体の形成が可能であることを報告している（Yukawa H et al. Biomaterials (IF 
8.806)）。TASCLを用いた 3次元培養は、iTS-P細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導にも
有効であると考えられる（下図）。 

 
これまでに ES/iPS細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導が、多くの施設で試みられて 
いる。ES/iPS細胞を用いた場合、膵幹・前駆細胞への分化誘導（上図の Stage 1-3）のステップ
が必要となるが、膵幹細胞と同じ機能を持つ iTS-P 細胞を用いた場合はこのステップが必要な
い。そのため iTS-P細胞の使用は、分化誘導効率を向上、分化誘導期間の短縮、コスト面の削減
などにつながり、臨床応用化を考慮した場合利点が多い。しかしながら iTS-P 細胞を用いた場
合も、最終分化細胞への分化誘導（上図の Stage 4-5）のステップが必要であり、この点の開発
が望まれているのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究はマイクロデバイス TASCL（Tapered Stencil for Cluster Culture）を使って、人工膵
幹細胞（iTS-P細胞）からインスリン分泌細胞を効率よく作製することを目的とする。幹細胞か
らインスリン分泌細胞への効率の良い分化誘導効法が未だ確立されていない現在、我々は iTS-



P細胞において接着培養（2次元培養）よりも、スフェロイド培養（3次元培養）のほうがイン
スリン分泌細胞への分化誘導効率がよいことを報告してきた（Miyagi-Shiohira C et al. Sci Rep 
(IF:4.122)）。この報告では、iTS-P細胞を「非接着性フラスコ」に播種することによりスフェロ
イドを形成させたため、スフェロイドのサイズが不均一であり、そのため分化誘導効率も、各ス
フェロイドによって異なるという欠点があった。より効率の良いインスリン分泌細胞を作製す
る手法の開発と、将来的な臨床応用化を目指すためのスフェロイドの大量培養法の検討も含め
て、マイクロデバイス TASCLの技術が利用できるものと考えた。研究代表者は自身の作製した
iTS-P細胞を TASCL上でスフェロイド培養しながら、分化誘導剤、培養日数、スフェロイドの
サイズや形状を検討し、得られたインスリン分泌細胞の機能評価を in vitroの系で確認すること
を目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
本研究においてインスリン分泌細胞を短期間、低コストで効率よく作製するために、我々が樹
立した iTS-P細胞を用いて、マイクロデバイス TASCLで分化誘導を行う計画となっている。膵
島は、約 1,000個の細胞が一つの塊となり、直径 100～200μm程の大きさで膵臓内に存在して
いる。このことからも、インスリン分泌細胞への分化誘導時におけるスフェロイドの大きさと、
形状が分化誘導効率に影響を及ぼすことが推測される。本研究分担者である池内らが開発した
マイクロデバイス TASCL（下図）は、1cm四方で 1度に 400個の均質な大きさ・形状の細胞ク
ラスターの培養ができる。さらに、TASCLは目的のスフェロイドのサイズや形状のコントロー
ルが容易であり、従来法よりも簡便かつ効率的なスフェロイドの形成が可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
研究分担者である池内はマイクロ/ナノテクノロジー研究の権威である生田教授（東京大 
学大学院情報理工学系研究科）のもとで TASCL の開発を行い、ES/iPS 細胞からの胚葉体形成 
や肝細胞のスフェロイド形成に TASCL が有効であることを報告している（Yukawa H et al.  
Biomaterials (IF 8.806)）。 本研究ではTASCLの形状等改良を適宜行い研究代表者に供給する。 
研究分担者である野口は国内における臨床膵島移植の権威であり、これまで国内外におい 
て 150 例以上の膵島分離実績と指導経験を持つ。膵島再生に関しても組織特異的幹細胞の人 
工作製を世界で初めて報告している（Noguchi H et al. Cell Death Differ (IF 8.000)）。本
研究においては研究分担者として、代表者が作製し in vitro で評価したインスリン分泌細胞を、
糖尿病マウスへ移植し in vivo での評価を行う。 
本研究代表は、研究期間で以下の研究計画表に記載の事項を明らかにする。また、研究代 
表者、研究分担者各々の役割に関しても同表に記載する。 
 
 
 

TASCLを用いた iTS-P細胞のインスリン分泌細胞への分化誘導法研究計画表 



 2019年度 2020年度 2021年度 

インスリン分泌

細胞の作製 

および機能評価 

 

研究 

代表

者 

潮平知佳 TASCL による iTS-P 細胞のスフ

ェロイド培養と、分化誘導剤の検

討を行う。作製した細胞のインス

リン分泌細胞としての in vitro で

の機能評価と、in vivo移植実験の

ための大量培養を行う。 

作製したインスリ

ン分泌細胞の評価

により、TASCLの

改良および改良後

作製した細胞の機

能評価をする。 

細胞の移植実験 

および機能判定 

 

 

研究 

分担

者 

野口洋文 研究代表者が作製したインスリン分泌細胞の in vivoで

の移植実験のために、研究分担者が保有している糖尿病

マウス（CRISPR/Cas9 で作製したインスリン分泌低下

型糖尿病マウス）を移植実験に必要な頭数準備する。細

胞とマウスがそろった時点で、インスリン分泌細胞をマ

ウスの腎被膜に移植し血糖降下作用を確認する。 

TASCLの作製 

および改良 

 

研究 

分担

者 

池内真志 胚葉体培養のた

め に 必 要 な

TASCLを作成・供

給する。 

研究代表者が作製したインスリン

分泌細胞の機能評価に応じて、

TASCLを改良し、供給する。 

 
 
４．研究成果 
（1）研究の主な成果 
TASCL を膵幹/前駆細胞に用いた報告例はいまだなく、今回本研究代表者は作製した人工膵幹
細胞である iTS-P 細胞をインスリン分泌細胞へ分化誘導を行う際、TASCL を使用し分化誘導効率
の向上を確認した。 
iTS-P細胞をTASCLでインスリン分泌細胞へと分化誘導した細胞は免疫染色において、insulin、
C-pep、Nkx6.1 および Pdx1 を発現していることを確認した。また、iTS-P 細胞を付着させたまま
インスリン分泌細胞へ分化誘導を行ったものと、TASCL で分化誘導を行ったインスリン分泌細胞
にて比較検討を行った結果、q-PCR による遺伝子発現では、TASCL で培養したインスリン分泌細
胞は、接着培養のインスリン分泌細胞より insulin1 の発現が 3.5 倍、insulin2 の発現が 2倍高
かった。グルコース応答試験の結果では、低グルコースおよび高グルコース試験の刺激に対して
も TASCL で培養したインスリン分泌細胞の反応が高く、特に高グルコース刺激においては接着
の60倍と有意にインスリン応答を示した。また、マウスES細胞を使用して接着分化誘導とTASCL
分化誘導法での q-PCR での遺伝子発現の結果を検討した結果、insulin1 で 8倍、insulin2 で 27
倍、Neurod1 で 8倍、Ngn3 で 11 倍、Nkx6.1 では 10倍遺伝子発現が高まった。また、TASCL によ
って作製したインスリン分泌細胞を糖尿病マウスの腎皮膜へ移植し、血糖降下作用を経時的に
観察した結果において、血糖値を経時的に降下させる作用が観察された。考察として、iTS-P 細
胞を使用して作成するインスリン分泌細胞のスフェロイドの欠点を改善するために、マイクロ
デバイス TASCL を用いて細胞塊のサイズを実際の膵島細胞の大きさに合わせ、さらに細胞移植
に必要な細胞塊を一度に大量に作成するためにマイクロデバイス TASCL に改良を加え、iTS-P 細
胞を用いて人工インスリン分泌細胞塊を作成することに成功した。また、作成した人工インスリ
ン分泌細胞を糖尿病マウスの腎皮膜下に移植して、血糖降下作用を経時的に測定し、実際に移植
した人工インスリン分泌細胞の生着を確認した。その結果、糖尿病マウス血糖値の経時的な血糖
降下作用を確認した。マイクロデバイス TASCL を改良して作成した iTS-P 細胞に応用すること
で効率よく人工インスリン分泌細胞を作製することに成功した。 
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