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研究成果の概要（和文）：本研究では唾液腺から分離培養した内胚葉幹細胞をまず確立し、この

細胞から作成したクローンブタを作成した。このクローンブタを用いて遺伝性疾患の細胞移植

治療のモデルを作成した。さらに移植に適した肝臓細胞、膵臓内分泌細胞の作成をおこなった。

培養液に添加するアミノ酸が幹細胞保存、増殖、分化において重要な役割を果たすことを見出

した。 

 
研究成果の概要（英文）：We first isolated tissue stem cells originated from porcine 
salivary gland. This clone was used for the generation of cloned pigs. Using this cloned 
pigs, we established a model system of cell-transplantation for the treatment of liver 
and pancreatic disorders. We also established a new culture system using various 
concentrations of amino acids in the medium. 
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１． 研究開始当初の背景 
（１）国内外の情勢 
研究開始時の H２２年度前後における再生医
療は、褥瘡に対する FGF 製剤の保険収載、熱
傷に対する培養皮膚細胞の保険収載、欠損部
に対する軟骨培養細胞の応用など再生医療
研究から得られた技術が細胞治療の具体的
な例が臨床現場で応用されてきた時期であ
った。我々が取り組んできた肝臓・すい臓を
中心とした内胚葉臓器の機能障害において
も、臨床への応用が試みられていた。肝臓障

害については、ドイツを中心に肝細胞治療が
臨床治験されており、また、すい臓病に関し
ては糖尿病に対する膵島細胞の移植が開始
されていた。特に、わが国でもカナダのアル
バータ大学が開発したエドモントンプロト
コールが広く実施され、京都大学を中心に実
施されていた。このような研究・臨床背景の
中で、以下のような課題が早急に解明される
必要性に直面していた。 
① 移植する細胞をできるだけ成熟した状態

へ誘導する必要性。これは安全性にかか
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わる問題であり、広く国民が関心をもっ
ていた。 

② 組織幹細胞の細胞系譜及び分化制御の機
序を明らかにする必要性。これは①とも
かかわる問題であるが、必要な細胞を誘
導するための重要な基礎的研究である。 

③ 治療の対象となる遺伝性疾患におけるモ
デルを作成し、治療評価モデルを作成す
る必要性。 

④ 疾患モデルを用いて実用的かつ倫理的に
受け入れられる治療法を提示する必要性。 

である。そこで、本研究ではこれまでになか
った大型動物までも含むモデル系を開発し、
遺伝病の細胞治療の検証（有効性、実用性並
びに安全性の評価）システムの構築を提案し
た。 
 これらの目的、すなわち遺伝病の細胞移植
の有効性、実用性ならびに安全性を評価する
システムの構築は、ひいては国家プロジェク
トである iPS細胞の臨床応用に有効な基盤を
構築することにつながると考えられた。 
（２）我々の研究室における研究背景 
 我々の研究室では１０年以上にわたり、遺
伝性肝臓疾患への再生医療・細胞移植治療の
実績があった。この研究の中で、我々は以下
の成果をあげていた。 
内胚葉幹細胞の分離：本研究室で申請者らは、
肝臓細胞、膵臓細胞に分化誘導可能である体
性幹細胞の探索を行ってきた。まずラット
(Okumura et al. Hepatology,2003)において、
唾液腺から内肺葉系幹細胞の分離を世界に
先駆けて達成した。この細胞が、クローン化
された状態から肝臓細胞、膵臓細胞、唾液腺
細胞に分化されることを示し、さらに肝臓に
移植した細胞が成熟し機能することを明ら
かにした。次に、マウスの研究において
(Hisatomi et al. Hepatology,2004)、細胞表面
マーカーを活よした幹細胞の分離方法を確
立した。これらの移植実験を大型哺乳動物及
び将来への人への応用を可能にするための
前臨床実験として、ブタ唾液腺からの内胚葉
幹細胞の分離を試み、これに成功した
（Matsumoto et al. Cloning Stem Cells. 
2007）。 
 （３）ヒトへの臨床応用を想定して、大型
哺乳動物であるブタを用いた再生医療およ
び細胞移植研究系の確立を試みて、これに成
功した。具体的にはいかに示す。 
①未分化幹細胞の生存と増殖を支持する細
胞のクローン化：ブタ唾液腺から分離した内
胚葉幹細胞は非増殖・浮遊状態で分離され、
コラーゲン、フィブロネクチン、ラミニンな
どの細胞外マトリクスに接触することによ
り増殖期を迎える。非増殖期の細胞の生存と
接触直後の増殖には液性因子が必須である
ことが判明している。この液性因子の研究か
ら、この因子を分泌する細胞のクローン化に

成功した。 

②再生医学前臨床試験に利用可能なクロー
ンブタの作成と移植実験を実施した。ヒトへ
の再生医療研究の展開を視野に入れると、ブ
タはヒトと同じく遺伝的には異質な集団で
あり、移植実験を実施するには有効な免疫系
のコントロールを実施するかあるいはクロ
ーン動物を用いた移植が必要となる。そこで、
本研究者らはクローンブタを作出すること
を考えた。とくに、唾液腺由来内胚葉幹細胞
がクローン作出に優れた条件を備えている
ことが判明したことから、明治大学農学部生
命科学科発生工学研究室（長嶋研究室）との
共同実験において、唾液腺細胞を核ドナーと
して用いたクローンブタの作成を行った。ク
ローンブタの作成方法は明治大学農学部長
嶋 ら に よ っ て 開 発 さ れ た も の で あ る
（Kurome M, Ueda H, Tomii R, Naruse K, 
Nagashima H. Production of 
transgenic-clone pigs by the combination of 
ICSI-mediated gene transfer with somatic 
cell nuclear transfer. Transgenic Res. 2006; 
15(2):229-40.）その結果効率よくクローンブ
タが作成できた（Kurome et al submitted for 
publication）。これまで 40 頭の以上のクロー
ンブタが作成され、移植実験を実施した。移
植実験ではクローン化したブタから調整し
た内胚葉幹細胞を同じ固体由来の別のクロ
ーンブタへ移植した。In vitro で分化した幹
細胞を使用し、ブタ皮下、腎臓皮膜下へ移植
し、これらの細胞の挙動を観察している。予
想通り、クローン化したブタから別のクロー
ン化した固体への移植では移植が成立し、こ
れらの細胞の分化と移植後の細胞機能を観
察することを可能にしている。 
③また、細胞移植に伴う危険性ならびに有効
性を評価する基盤を開発した。 
このような背景と成果の上に立って、本研究
を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、以下の項目を主たる目的として実
施された。すなわち 
（１）ヒトおよびブタ内胚葉系幹細胞の分離、
同定方法の確立・安定した保存方法・供給体
性の確立を目的とした。これにより、ヒトと
ほぼ同程度の体重のブタに対する移植に必
要な幹細胞の分離、保存、供給のノウハウな
らびに問題点を明らかにすることを目的と
した。 
（２）分離した内胚葉幹細胞の分化調節方法
の検討と移植に適した分化細胞の作成を試
みた。これにより、iPS 細胞においても問題



視されている未分化細胞の腫瘍化を防ぐ方
法の開発ならびに分化技術の開発を試みた。 
（３）アミノ酸を中心として低分子化合物を
利用したヒトおよびブタ由来前駆細胞の保
存技術の確立を試みた。いずれの幹細胞にお
いても液体窒素レベルの低温が必要であり、
この保存運搬が臨床応用への重要なステッ
プと考えられる。すなわち、保存技術の発展
なくしては、臨床応用は難しく、本研究では
保存技術の開発も行うこととした。 
（４）ブタにおける移植モデル系の確立の実
現のための基盤構築を試みた。これにより、
本研究で使用される幹細胞のみならず、iPS
細胞を用いた細胞移植研究における臨床応
用への基盤形成を目的とした。 
これら５つの項目について計画をたてて研
究を開始した。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒトおよびブタ内胚葉系幹細胞の分離、
同定方法の確立・安定供給体性の確立におい
ては、これまで本研究代表者らが達成してき
た成果、すなわちマウス・ラットの唾液腺組
織に存在する内胚葉系幹細胞を同定し、分離、
培養の方法(Okumura et al, Hepatology 2003, 
Hisatomi etal Hepatology 2004)をさらに発
展させて用いた。これらの研究では、マウス
及びラット唾液腺の主排泄導管を結紮し、唾
液腺組織の炎症を誘発することで組織幹細
胞に増殖を促し、幹細胞を同定・分離したが、
ヒトへの応用を想定した場合、主排泄導管の
結紮は現実的でなく、正常唾液腺組織からの
幹・前駆細胞の同定、分離の必要があった。
そこでまずヒトへの応用を想定し、ブタの唾
液腺を用いた正常唾液腺組織からの幹・前駆
細胞の分離を正常唾液腺から可能とした
（Matsumoto et al. Cloning Stem Cells. 
2007;9(2):176-90）。 
（２）ヒトおよびブタ由来前駆細胞の保存技
術の確立（遠藤、中村、松本） 
継代数 10 以上の長期継代が可能となる細胞
を保存し、さらにその性質について検討する。
研究過程では、得られたヒト由来前駆細胞を
代表的な５種類の細胞保存液に凍結保存す
る。凍結は、バイセルを用いて行う。現時点
で既に、5種のヒト細胞を分離し、保存して

いる。保存した細胞は、経時的に再融解し、
以下の点を検証する。すなわち、表面マーカ
ー、細胞内部抗原、特異的な遺伝子発現（HNF, 
AFP, PDX-1,Ngn, NeuroD,など）、分化誘導後
の変化についてフローサイトメトリー法、免
疫蛍光抗体染色法及びリアルタイム PCR を用
いて検証する。 

 
（３）アミノ酸を中心として低分子化合物を
利用したヒトおよびブタ由来前駆細胞の保
存技術の確立、 
この研究では、培地に含まれるアミノ酸につ
いて、一つ一つのアミノ酸の除除去、あるい
は増加の影響について検討した。特に必須ア
ミノ酸の１アミノ酸除去培地に用いた幹細
胞の培養について検討を加えた。 
分離した内胚葉幹細胞の分化調節方法の検
討と移植に適した分化細胞の作成において
は、①幹細胞維持に適切な細胞外マトリクス
(ECM)の同定するために Laminin、type I 
collagen, type IV collagen, poly-D lysine, 
fibronectin, gelatinを用いて幹細胞の培養
条件の検討をおこなった。また②実用化を目
指して FBSを含まない無血清培養法を確立す
ることをめざした。③内胚葉系に commitment 
した前駆細胞を培養する方法を確立するた
めにフローサイトメトリー法を用いた細胞
解析を用いた。 
 
（４）多種の臓器からの内胚葉系に分化可能
な幹・前駆細胞の分離と移植技術の確立、 
唾液腺以外の臓器からの細胞の採取につい
て検討した。 
正常唾液腺から得られた幹細胞はマウス及
びラット唾液腺組織由来前駆細胞と同様に
CD49f＋/laminin＋、c-kit 陽性及び Thy-1 陽
性という特徴があり、その性質を生かして、
ヒトにおける内胚葉幹細胞の同定と分離方
法の確立を試みた。 
 
（５）ブタにおける移植モデル系の確立の実
現のための実験を実施、 
ブタにおける移植モデル系の確立〔遠藤、中
村、松本、山本〕 
ブタ胚は明治大学農学部生命科学科発生工
学研究室にて作成しており、明治大学農学部
施設で仔ブタの出産までのフォローが可能
である。分離したブタ唾液腺由来幹細胞は、
既にクローンブタの作成に使用され、唾液腺
由来内胚葉幹細胞核を移植したクローンブ



タが２０頭以上誕生している（Kurome Endo 
et al. Cloning Stem Cells. 2008, Kurome, 
Endo et al J Reprod Dev. 2008）。これらの
相互移植可能なブタコロニーを用いて移植
実験を行った。 
 
４．研究成果 
主な成果 
我々は、ブタのみならずヒトにおいても細胞
移植応用可能である幹細胞を分離した。この
分離は再現性があり、安定的に採取可能であ
った。また、現実的な細胞移植応用を想定し
て、移植に必要な技術の開発に取り組んだ。
その結果、未熟な幹細胞を短期間に安定的に
採取する方法を見出した。 
さらに、この細胞を用いて、保存試験、安全
性試験を行った。その結果、幹細胞の保存に
適した保存条件ならびに保存液の条件を見
出すことができた。また、移植細胞の安全性
を高めるために、分化誘導の効率を上げる基
盤作成を試みた。具体的には、20 種類のアミ
ノ酸の影響を観察した。その結果、グリシン
などいくつかの非必須アミノ酸が幹細胞の
分化増殖に影響を与えることを見出した
（ Glycine regulates proliferation and 
differentiation of 
salivary-gland-derived progenitor cells. 
Nakamura Y. et al. Cell Tissue Res. 2009 
May;336(2):203-12.）。また、メチオニンが
幹細胞の維持には重要であることも見出し

た。 
これらの研究を発展させることで、安全な幹
細胞の増殖効率の改善方法や分化誘導の方
向性の毛低などが達成されると期待される。
また、細胞の分化効率を上げるための細胞外
マトリクスを見出し、内肺葉系に運命付けら
れた細胞の維持にはコラーゲン Iが適してお
り、分化誘導には Fibronectin が適している
ことが示された。 
 
肝臓および膵臓へ分化させた幹細胞を本来
の標的臓器である肝臓あるいは膵臓へ移植
する実験をおこなった。さらに、臨床応用を
目指した移植評価系の基盤開発の目的で、ス
トレプトゾトシンを用いた糖尿病ブタを作
出し、これにたいして移植実験をおこなった。
この糖尿病ブタでは膵島が破壊され、高血糖

を示す。このブタに対して、膵島ベータ細胞
へ分化させた内胚葉幹細胞を門脈から肝臓
内へ移植し、この血糖を改善させた。 
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