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研究成果の概要（和文）：細胞移植治療は、生きた細胞を患者に移植する治療法であり、優れた治療効果を示す
ことから次世代治療法として期待されている。しかしながら、生体に移植した細胞は速やかに消失することが報
告されており、細胞移植の治療効果を最大限に発揮するためには、細胞の移植効率を向上する必要がある。本研
究では、組織に類似した機能や構造を示すことで知られるオルガノイドを対象に、生体に移植後の生存率を向上
する方法として血管構造を有する細胞構造体を作製した。様々な方法を検討した結果、間葉系幹細胞シート内に
血管内皮細胞を組み込むことによりシート内部で血管構造を形成させることが可能であり、移植した細胞構造体
の生存率も向上した。

研究成果の概要（英文）：Cell transplantation therapy is a treatment method in which living cells are
 transplanted into patients, and is expected to be a next-generation therapy because of its 
excellent therapeutic effects. However, it has been reported that cells transplanted into a living 
body rapidly disappear, so it is necessary to improve the efficiency of cell transplantation for 
effective cell transplantation therapy. In this study, vascular composite three-dimensional cellular
 structures were fabricated for organoids, which were known to exhibit tissue-like functions and 
structures, to improve the survival after transplantation. Based on some experiments, we 
successfully developed a vascular composite cell sheet consisted of mesenchymal stem cells and blood
 endothelial cells, and the survival of a cell sheet after transplantation was improved.

研究分野：細胞治療、再生医療、薬剤学

キーワード： 細胞移植治療　オルガノイド　血管コンポジット　ヒトiPS細胞　血管内蔵シート
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、細胞移植効率を格段に改善する方法として、血管構造を内蔵する細胞構造体の開発に成功した。本
研究は、細胞移植において解決すべき細胞の移植効率を改善する極めて重要な内容であり、本研究で開発した技
術は細胞移植治療の有効性を劇的に向上するものと期待される。本研究成果が実用化されることで、細胞移植治
療の発展に寄与でき、医療の発展を介して社会へ貢献できると考える。これまでに、細胞移植治療における移植
細胞の生存率を制御しようとする試みは少なく、細胞治療やオルガノイド研究において新たな可能性を生み出す
点で学術的に意義深いものである。

※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 
細胞を利用した疾患治療法－細胞移植治療法は、従来の薬物治療と比較して顕著に優れた治
療効果を有することが報告されており、多くの疾患に対して単回移植で永続的な治療効果を示
すことが多くの動物実験で実証されている。これを背景に細胞製剤の開発が世界中で興隆する
一方、移植された細胞の生存期間や作用メカニズムについては未だ不明な点が多く、治療法とし
て最適化されているとは言い難いのが現状である。細胞製剤の代表例である間葉系幹細胞は、炎
症性疾患をはじめとする様々な疾患において高い有効性が実証されているものの、移植細胞の
ほとんどは移植後速やかに細胞死を起こすことが報告されている。申請者らを含む数々の研究
グループが、細胞の生存期間を延長することでその治療効果の増大を試みてきたもののその効
果は一時的であり、細胞死を回避し、細胞を体内で完全に生着させる方法の開発には未だ至って
いない。したがって、細胞移植による疾患治療効果を最大限に発揮するためには、細胞の移植効
率を最大限に高める必要がある。移植した細胞が体内で生着しない理由は、①体内の免疫システ
ムによる拒絶、②物理的な環境変化による細胞傷害、③細胞が移植部位で生着するまでに生じる
足場依存的なアポトーシス（アノイキス）、④移植直後の低い栄養供給などが挙げられる。これ
らの内、免疫システムによる拒絶は自己由来 iPS 細胞を用いることで回避可能と考えられてい
る。物理的な環境変化とアノイキスについては、細胞を三次元構造に構築した細胞凝集塊（スフ
ェロイド）にすることで改善できることを申請者らの先行研究で明らかにした。したがって、細
胞の移植効率を最大限に高めるためには、移植した細胞の周辺における血管構造を早期に形成
することで、細胞への栄養供給を増大させることにあると考えられる。これまでにも移植細胞の
周辺で血管新生を促進する薬物または細胞などの併用が試みられており、細胞移植効率の改善
はある程度認められているものの、劇的な効果は示されていない。この理由として、生体におけ
る血管新生の誘導には時間がかかること、あるいは細胞スフェロイドの内部まで血管新生が起
こりにくいことが示唆されている。臓器オルガノイド（オルガノイド）は、分化万能性細胞また
は生体の細胞から試験管内で三次元的に形成される小さな臓器を指す。近年のオルガノイドに
関する研究は極めて盛んであり、ヒトの組織やヒト iPS細胞から脳、肝臓、膵島、血管など様々
なオルガノイドへの分化誘導プロトコルが開発されている。2019年に、Penningerの研究グルー
プがヒト iPS細胞から血管オルガノイドの分化誘導に成功し、マウスに移植した血管オルガノイ
ドがマウス体内で血管構造を形成することを報告した。申請者はこの報告をもとに、血管オルガ
ノイドを他のオルガノイドや細胞と融合させた血管コンポジット型オルガノイドを開発するこ
とにより、迅速な血管構造の形成による極めて効率的な細胞移植治療を実現できると考えた。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞移植治療における移植効率の最大化を目的に、膵島オルガノイドと血管オル
ガノイドで構成される血管コンポジット型膵島オルガノイド作製法の確立を試みた。まず、様々
な大きさの膵島オルガノイドを作製し、その機能や分化誘導効率を明らかにするとともに、1型
糖尿病マウスに移植後の治療効果を評価した。次に、血管オルガノイドを作製し、膵島オルガノ
イドとの融合を試みた。また、血管構造を内蔵する細胞構造体として、細胞スフェロイドや細胞
シートの作製も実施し、血管構造内蔵型細胞構造体を作製するとともに、生体に移植後の生存率
を評価した。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養 

iPS72.3 細胞は、Matrigel をコーティングしたプレートに播種し、mTESR1 培地で 37 C̊、5% 
CO2、加湿条件下で培養した。培地は毎日交換し、Dispaseを用いて 4日ごとに継代した。マウス
動脈血管内皮細胞株MAECは、10% FBS、0.6% 抗生物質－抗真菌剤混合溶液を添加したM199
培地で、37 C̊、5% CO2、加湿条件下で培養した。マウス間葉系幹細胞株 C3H10T1/2細胞または
NanoLuc luciferase（Nluc）を発現する C3H10T1/2/Nluc細胞は、15% FBS、0.6% 抗生物質－抗真
菌剤混合溶液を添加した DMEM培地で、37 C̊、5% CO2、加湿条件下で培養した。なお、遺伝子
安定発現株の培養には遺伝子発現の維持を目的に各種抗生物質を添加した。 
 
（２）実験動物 

5週齢雄性 BALB/c Slc-nu/nuマウスは、三協ラボサービス株式会社より購入し、SPF環境下で
飼育した。動物実験は、東京理科大学における動物実験委員会による承認を受けて実施した。ま
た、動物が関与するすべての実験は、国立衛生研究所の実験動物の管理と使用に関する指針に概
説されている原則と手順に従って実施した。 



 
（３）各種ヒト iPS細胞由来オルガノイドへの分化誘導 
膵島オルガノイドは、Rezaniaらの報告（Nature Biotechnol, 2014）におけるプロトコルをもと
に iPS72.3細胞から膵島オルガノイドヘ分化誘導した。具体的には、膵島オルガノイドへの分化
誘導に必要な試薬を含有する培地に交換しながら、ヒト iPS72.3細胞を definitive endodermへ誘
導後、primitive gut tube、posterior foregut、pancreatic precursorへと段階的に誘導した。Pancreatic 
precursorを培養プレートから剥離後、低接着面培養プレートで培養することにより、自発的に細
胞塊を形成させ、pancreatic endocrine precursorに誘導した。その後も経時的に培地を交換し、膵
島オルガノイドを成熟させ、膵島マーカーである NKX6.1 や INS 遺伝子が発現した細胞を膵島
オルガノイドとした。血管オルガノイドは、Wimmerらの報告（Nature, 2019）をもとに、iPS72.3
細胞から血管オルガノイドを誘導した。はじめに、低接着面培養プレートを用いてヒト iPS72.3
細胞の凝集塊を作製し、その後、血管オルガノイドへの分化誘導に必要な試薬を含有する培地に
交換しながら、mesoderm へ誘導後、血管系細胞へ誘導し、血管構造を有する血管オルガノイド
を作製した。 
 
（４）サイズ制御型ヒト iPS細胞由来膵島オルガノイドの作製と機能評価 
膵島オルガノイドの作製過程において pancreatic precursorを培養プレートから剥離し、様々な
細胞数で低接着面培養プレートに播種した。その後、上記と同様に培養することで、サイズを制
御した膵島オルガノイドを作製した。膵島オルガノイドの機能評価を目的に、膵島マーカーであ
る NKX6.1 や INS などの発現を免疫染色により評価し、遺伝子、タンパク質発現に及ぼすオル
ガノイドサイズの影響の解明を試みた。また、c-ペプチド、インスリン、グルカゴンの発現を免
疫染色によって確認した。さらに、オルガノイドのサイズがグルコース応答性インスリン分泌能
に与える影響についても評価した。また、膵島構成細胞以外への分化誘導についても評価するた
め、膵臓の外分泌系のマーカーとして pdx1や SOX9なども評価し、細胞分化の方向性について
評価した。 
 
（５）マイクロウェルシートを利用したサイズ制御型膵島オルガノイドの作製と 1 型糖尿病モ
デルマウスにおける治療効果 
均一なサイズの膵島オルガノイドを大量調製するために、直径 600 mのマイクロウェルを多
数有するポリジメチルシロキサン製のシート（マイクロウェルシート）に pancreatic precursorを
播種した。その後、上記と同様に培養することで、サイズを制御した膵島オルガノイドを作製し
た。均一なサイズの膵島オルガノイドをストレプトゾトシン誘発 1型糖尿病 BALB/c Slc-nu/nuマ
ウスの腎被膜に移植し、血糖降下作用を指標にその機能を評価した。 

 
（６）血管コンポジット型膵島オルガノイドの作製と機能評価 
血管コンポジット型膵島オルガノイドの作製において、血管オルガノイドの作製に時間がか
かったことから、血管オルガノイドの代わりにMAECスフェロイドを利用した。MAECスフェ
ロイドは低接着面培養プレートに MAEC を播種することで作製した。低接着面培養プレートを
用いて作製した膵島オルガノイドと蛍光色素 DiI で染色した MAEC スフェロイドを適当な割合
で共培養し、一つのオルガノイドになるまで培養した。その後、顕微鏡を用いて MAEC 由来の
蛍光を指標に血管コンポジット型膵島オルガノイド内における血管構造の形成を確認した。 

 
（７）血管構造を有する細胞シートの作製 
 細胞移植効率を向上する方法として細胞シートに着目し、間葉系幹細胞シートを作製した。具
体的には、トランズウェルのインサートに C3H10T1/2 細胞を播種し、遠心力を印加することで
シート底面に細胞を均一に接着させ、24 時間培養することで細胞シートを作製した。同様の方
法で、第 2 層、第 3 層と細胞シートを積層し、C3H10T1/2 のみからなる積層細胞シートや
C3H10T1/2/Nluc細胞またはMAECを第2層に挟み込んだ細胞シートを作製した。C3H10T1/2/Nluc
細胞を挟み込んだ細胞シートは BALB/c Slc-nu/nuマウスの皮下に移植後の生存率を in vivoイメ
ージングにより評価した。また、MAECを挟み込んだ細胞シートは、CD31抗体を用いた免疫染
色により、脈管構造の形成を観察した。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）サイズの異なる膵島オルガノイドの作製と機能評価 
ヒト iPS72.3細胞を definitive endodermへ誘導後、primitive gut tube、posterior foregut、pancreatic 

endoderm へと段階的に誘導した。Pancreatic endoderm を培養プレートから剥離後、低接着面 96 
well 培養プレートで培養することにより、自発的に細胞塊を形成させ、pancreatic endocrine 
precursorに誘導した。この時、1 wellあたりの pancreatic endodermを 2104~2106個の細胞数で
播種することにより、サイズの異なる細胞凝集塊を形成させた（図 1a）。形成させた細胞凝集塊
は、その後も培地を交換することで、pancreatic endocrine precursor、インスリン産生細胞を含む
膵島様細胞（膵島オルガノイド）へと分化誘導した。分化誘導を継続する期間中、1105~4105



個で播種した細胞凝集塊において出芽様の形状変化が観察された（図 1b）。そこで、2105個で
作製した膵島オルガノイドの内分泌系マーカーについて免疫染色を行ったところ、出芽部位に
おいてインスリン、c-ペプチド、グルカゴンの発現が高いことが示された（図 1c）。さらに、膵
島オルガノイドのサイズの違いにより分化効率が異なる可能性に着目し、細胞凝集塊作製過程
において、2105個で播種した群（small）と 1106個で播種した群（large）を調製し、その発現
マーカーの違いについて評価した。その結果、膵  細胞関連マーカー（NKX2.2、NKX6.1）の
発現は small群において高く、インスリンや c-ペプチドの発現も small群において高いことが示
された（図 1d, e）。そこで、それぞれの群におけるインスリン産生量を評価したところ、small群
はグルコースに応答して高いインスリン産生量を示した（図 1f）。以上のことから、膵島オルガ
ノイドのサイズ制御は膵島オルガノイドの分化運命を決める上で極めて重要な要因であること
が示された。 

 

 
図 1. (a) 播種時の細胞数を変化させることで形成された、サイズの異なる細胞凝集塊. (b) 一定範囲の細胞
数で播種した細胞凝集塊は出芽様の形態変化（矢印）を示した. スケールバーは、1 mm. (c) 膵島オルガノ
イドの出芽部位においては、内分泌系マーカーの発現が高い. スケールバーは、200 m. (d-f) 各サイズの膵
島オルガノイドの内分泌系マーカー発現. (d) small. (e) large. スケールバーは、200 m. (f) 各サイズの膵島
オルガノイドのインスリン産生能. White: small, black: large. n=4-5. 
 
 
（２）サイズ制御型膵島オルガノイドの大量作製と糖尿病モデルに対する治療効果 
サイズを制御した膵島オルガノイドの糖尿病に対する治療効果を評価するために、膵島オル
ガノイドの大量作製を試みた。既報を参考にすると、糖尿病マウスに対する治療効果を得るため
には、300-500 個の膵島オルガノイドを移植する必要があり、これまでに使用した低接着面 96 
well 培養プレートを用いた場合では作製可能な数と分化誘導時の培地交換に課題がある。そこ
で、研究代表者がこれまでに開発した細胞凝集塊作製用のマイクロウェルシート（図 2a）を用
いて膵島オルガノイドの分化誘導を試みた。これまでと同様の方法で、pancreatic endodermを培
養プレートから剥離し、直径 600 mのマイクロウェルを多数有するポリジメチルシロキサン製
マイクロウェルシートに播種し、分化誘導した。1枚のシートに 900個のマイクロウェルが存在
しており、一度の分化誘導で均一なサイズの膵島オルガノイドを大量に作製することが可能で
あった（図 2b-d）。作製した膵島オルガノイドの膵  細胞関連マーカーおよびインスリンや c-
ペプチドの発現は small群と同様に高いことが示された。さらに、インスリン産生量を評価した
ところ、グルコースに応答して高いインスリン産生量を示した（図 2e）。最後に、ストレプトゾ
トシン投与により作製した糖尿病モデルマウスにおける治療効果を評価した。糖尿病モデルマ
ウスの腎被膜に 500 個の膵島オルガノイドを移植したところ、移植して約 3 日後から血糖値が
低下し始め、28日後には有意に血糖値が低下した（図 2f）。 

 
 



 
図 2. (a) マイクロサイズの突起を複数有する基盤 (左) とマイクロウェルシート (右). (b, c) マイクロウェ
ルシートで作製中の膵島オルガノイド. スケールバーは、200 m. (d) マイクロウェルシートから回収した
膵島オルガノイド. スケールバーは、1 mm. (e) マイクロウェルシートで作製した膵島オルガノイドのイン
スリン産性能. (f) マイクロウェルシートで作製した膵島オルガノイドを糖尿病マウスの腎被膜に移植した
後の血糖値変化. ◯糖尿病マウス+膵島オルガノイド (500個), ●糖尿病マウス, ■正常マウス. n=3-4. 
 
 
（３）血管コンポジット型膵島オルガノイドの作製と機能評価 

Wimmerらの報告をもとに低接着面培養プレートを用いてヒト iPS72.3細胞から血管オルガノ
イドを分化誘導し、血管コンポジット型オルガノイドの作製を試みたが、膵島オルガノイドとの
融合までに至らなかった。そこで、膵島オルガノイドと MAEC スフェロイドを作製し、それぞ
れを低接着面培養プレートの１つのウェルに播種したところ、培養時間の経過とともに膵島オ
ルガノイドと MAEC スフェロイドが融合した。そこで、各細胞構造体が融合した血管コンポジ
ット型膵島オルガノイドの構造を確認したところ、細胞構造体内に血管細胞の存在は確認され
た一方で、血管構造は確認されなかった。 

 
 
（４）血管構造を有する細胞シートの作製 
 遠心力を用いることで、間葉系幹細胞からなる積層シートを作製することに成功した。さらに、
内部に MAEC を挟み込むことで、血管構造を内蔵有する細胞シートを作製することが可能であ
った（図 3a）。そこで、C3H10T1/2/Nluc細胞を挟み込んだ細胞シートを BALB/c Slc-nu/nuマウス
の皮下に移植後の生存率を in vivo イメージングにより評価したところ、懸濁状態の
C3H10T1/2/Nlucと比較して、細胞シートは長期的に移植部位に残存した（図 3b）。以上のことか
ら、細胞シート内に組み込んだ細胞は長期的に生存可能であり、血管構造を付与することで、さ
らに生存率が向上するものと考えられる。 
 

 
図 3. (a) MAECを内蔵する細胞シートの免疫染色. CD31抗体でMAECを染色し、シート内部で脈管構造を
形成することが示された。(b) C3H10T1/2/Nluc細胞内蔵する細胞シートの生存期間. C3H10T1/2/Nluc細胞を
懸濁状態でマウスの皮下に移植した群と C3H10T1/2/Nluc 細胞内蔵する細胞シート群の in vivo イメージン
グ像. 
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