
琉球大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

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(B)（一般）

2022～2020

ブタをin vivo bioreactorとして用いた、ヒト膵島再生療法の開発

Differentiatio of human stem cells into pancreatic islets using porcine body as 
in vivo bioreactor

５０３７８７３３研究者番号：

野口　洋文（Noguchi, Hirofumi）

研究期間：

２０Ｈ０３７４５

年 月 日現在  ５   ６ １６

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：　幹/前駆細胞からインスリン分泌細胞への分化誘導効率は低い状況にある。この問
題を解決するために、本研究ではブタをin vivo bioreactorとして使用し、細胞の成熟化を図った。
　iTS/iTP細胞（2-8x10の9乗個）をブタ脾臓内へ移植した。移植後の脾臓内にiTS/iTP細胞の生着が確認された
がその細胞数は少なく、移植後の細胞の減少が示唆された。一方、糖尿病化した免疫不全マウスへの脾内移植も
実施したが、移植1-3か月後に血糖が改善した。
　以上の結果、iTS/iTP細胞のin vivoでの成熟化はマウスでは比較的容易に達成されるのに対し、ブタではかな
り難しい状況であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Differentiated efficacy of insulin-producing cells from stem/progenitor 
cells is low. To resolve the issue, we used porcine bodies as an in vivo bioreactor to differentiate
 into insulin-producing cells from stem/progenitor cells efficiently.
 iTS/iTP cells (2-8x1000000000) were transplanted into porcine spleen. The transplanted cells were 
observed in the spleen, but the number was low. These data suggest that many transplanted cells were
 rejected after the transplantation. On the other hand, transplantation of iTS/iTS cells into 
diabetic mouse spleen resulted in the reversal of blood glucose level. These data suggest that 
differentiational efficacy of stem/progenitor cells in vivo depends on the animal species.

研究分野： 膵島移植、膵島再生

キーワード： ヒトiTP細胞　in vivo bioreactor　ブタ　脾内移植　膵島
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果は、幹/前駆細胞から膵β細胞の分化誘導が困難な現状を改善することになり、医学の発展に大い
に貢献することになる。移植細胞の腫瘍化の問題はブタ脾内移植後の腫瘍形成の頻度などを観察することによ
り、膵β細胞の成熟化と同時進行でデータを収集することが可能である。これらのデータの収集が、将来的な再
生細胞の臨床応用化へとつながる。また、膵組織のみならず、他の臓器・組織の再生治療においても、iTS/iTP
細胞の使用やブタをin vivo bioreactorとした分化誘導が可能であると考えられるため、多くの再生医療に応用
可能であると考えられる

※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 

膵再生療法による糖尿病治療は、再生医療のターゲットとして注目を集めている。そのプロト

タイプである膵島移植は、膵臓からインスリンを分泌する膵島細胞を分離し、点滴の要領で移植

する治療法で、研究代表者が日本で最も多くの臨床膵島移植を実施している。この治療法の成功

は、膵 β 細胞機能を完全に失った糖尿病患者を細胞移植によって治療することが可能であるこ

とを示すこととなり、幹細胞分化膵 β 細胞を利用した再生医療の研究がこれまで以上に注目さ

れるきっかけとなった。現在、ES/iPS 細胞から膵 β 細胞への分化誘導の研究が盛んに行われて

いるが、いまだ分化誘導効率が低いのが問題である。また、膵幹/前駆細胞から膵 β 細胞の作製

も試みられているが、分化誘導効率が低いこととともに膵幹/前駆細胞を十分量確保するのが難

しい状況にある。 

われわれのグループでは、iPS 細胞作製技術を応用して人工的に膵幹/前駆細胞を作製できない

かと考えた。iPS 細胞は、リプログラミングファクターを一過性に発現させることにより、染色

体を傷つけることなく樹立することが可能となった。しかしながら、ES 細胞や iPS 細胞はその

多能性ゆえに、奇形腫を形成する可能性があり、また、目的細胞への効率的な分化誘導法が確立

していないことが問題点として挙げられる。われわれのグループでは、山中因子をそれぞれの組

織に一過性発現させ、組織特異的幹細胞のマーカーで「epigenetic memory」を多く残す細胞を選

択することにより、組織特異的幹/前駆細胞を人工的に作製することに成功し、これを iTS/iTP 細

胞（induced tissue-specific stem/progenitor cells）と命名した。この細胞の特徴は１）樹立効率が iPS

細胞よりも高い、２）分化誘導効率が ES/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点が挙げられ、臨床応用化を考慮し

た場合、大きな利点となる。この技術により、膵幹/前駆細胞を十分量確保するのが困難であっ

た問題点と、ES/iPS 細胞から膵 β 細胞への分化誘導効率が低い問題点の両方を解決することが

可能である。一方で、膵幹/前駆細胞や iTS/iTP 細胞から膵 β細胞への分化誘導に関しては、ES/iPS

細胞からよりも効率が高いものの、いまだ成熟膵 β細胞を大量に得るには至っていない。 

 

２．研究の目的 

膵幹/前駆細胞や iTS/iTP 細胞から成熟膵 β 細胞を大量に得るのが困難な状況を解決するため

に、専用の実験ブタ等を bioreactor として使用し、臨床サイズで in vivo で分化誘導を行うことを

検討した。ES/iPS 細胞から膵前駆細胞に in vitro で分化誘導を行ったのち、マウスへ移植し成熟

化させる研究は、われわれのグループを含めて複数施設で行われている。一方で、肝再生医療研

究において、われわれは iPS 細胞由来肝細胞をブタ脾内へ移植することにより成熟肝細胞を作製

することに成功した。この in vivo bioreactor 研究を応用し、われわれが小動物で証明している技

術を大動物へスケールアップし、本技術を臨床応用化へ近づけることが本研究の目的であった。 

 

３．研究の方法 

（１）ブタ膵島のブタ脾内移植 

iTS/iTP 細胞の移植の control として、ブタ膵島をブタ脾内移植した。膵島分離プロトコールは

研究代表者が通常用いている手技を用いた。免疫プロトコールは Kobayashi E (CA), et al. Nat 

Commun. 2019 May. 21;10(1):2244 で報告されたものを用いた。 

（２）iTS/iTP 細胞の大量培養 



ヒト iTS/iTP 細胞をブタ脾内へ移植するのに必要な量まで培養を行った。ヒト膵内にある膵島

数は 100 万個といわれており、1 つの膵島の細胞数は約 1,000 個であるため、本研究で移植する

細胞数は 100 万個×1,000=10 億個（1×109個）以上と設定した。 

（３）iTS/iTP 細胞の in vitro での分化誘導 

大量培養を行ったヒト iTS/iTP 細胞の in vitro での分化誘導を行った。分化誘導法は Nat 

Biotechnol. 2006;24(11):1392-401、Cell. 2014;159(2):428-39.で報告された分化誘導法を用いた。分

化誘導効率の確認のためインスリンの quantitative RT-PCR（qPCR）を行った。 

（４）分化誘導細胞のブタ脾内移植 

分化誘導を行ったヒト iTS/iTP 細胞をブタ脾臓内へ移植した。手術や薬剤の影響、糖毒性の影

響を除外するため、非糖尿病化ブタを用いた。移植を行ったブタへ免疫抑制剤を投与するなどの

管理・維持を行いつつ、採血を行い血中ヒトインスリン量などの測定を行った。移植 1 ヶ月後に

移植脾を取り出し、インスリン染色などの免疫染色を行った。 

 

４．研究成果 

（１）ブタ膵島のブタ脾内移植 

先行研究として、ブタの膵臓から膵島を分離したのち、ブタ脾臓内へ移植するという実験を 2

度実施した。膵島移植を行う直前にブタ膵摘出を行うことにより糖尿病化を行ったのち、ブタ膵

島を脾臓内へ移植した。Kobayashi E (CA), et al. Nat Commun. 2019 May. 21;10(1):2244 で報告され

た免疫プロトコールを用いたが、移植した膵島は脾臓内へ生着していることが確認された。膵島

移植を行わないブタに比べて有意に血糖値が低下した。 

これらの一連の移植作業は、本研究の iTS/iTP 細胞の移植の作業と共通する部分が多くあるた

め、この先行研究により、手技的な問題点がないことが確認された。 

（２）iTS/iTP 細胞の大量培養 

ヒト iTS/iTP 細胞の大量培養を行った。本研究で移植する細胞数は 1×109個以上と設定した。

ヒト iTS/iTP 細胞が 1×109個以上に達したのち、分化誘導を開始した。 

（３）iTS/iTP 細胞の in vitro での分化誘導 

細胞数が 1×109個以上に達したのち、ヒト iTS/iTP 細胞を Nat Biotechnol. 2006;24(11):1392-401、

Cell. 2014;159(2):428-39.で報告された分化誘導法を用いて、in vitro での分化誘導を行った。分化

誘導を開始したヒト iTS/iTP 細胞は増殖が停止するとともに形態が変化していった。in vitro での

分化誘導効率を確認するため qPCR を行った。分化誘導後にインスリンの mRNA が確認された

が、ヒト膵島と比較して mRNA 量は 1/10 以下であった。過去の報告と同様、幹/前駆細胞の in 

vitro での分化誘導効率は低いことが確認された。 

（４）分化誘導細胞のブタ脾内移植 

分化誘導を行ったヒト iTS/iTP 細胞をブタ脾臓内へ移植した。手術や薬剤の影響、糖毒性の影

響を除外するため、非糖尿病化ブタを用いた。ブタ免疫抑制プロトコールは Kobayashi E (CA), et 

al. Nat Commun. 2019 May. 21;10(1):2244 で報告された方法を用いた。糖負荷前後の血中ヒト C-

peptide の測定を行ったが、糖負荷前では検出感度以下であったが、糖負荷 10 分後にヒト膵島が

検出された。移植 1 ヶ月後に移植脾を取り出し、インスリン染色などの免疫染色を行ったがイン

スリン分泌細胞が脾内に確認されたものの、その量は少なかった。 

 われわれは、糖尿病化した免疫不全マウスに、分化誘導を行ったヒト iTS/iTP 細胞を移植した

が、移植 1-3 か月後に糖尿病は改善し、免疫染色にて生着細胞も多く確認された。以上の結果、

iTS/iTP 細胞の in vivo での成熟化はマウスでは比較的容易に達成されるのに対し、ブタではかな



り難しい状況であることが示唆された。 
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