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研究成果の概要（和文）：糖尿病治療では、膵β細胞の移植が進んでいるが、膵β細胞のインスリン分泌をさら
に促進することは課題である。本研究では、膵β細胞の凝集体形成およびインスリン分泌機能を促進するため、
ゼラチン多孔質マイクロウェル足場材料を作製した。マイクロウェル構造は、氷微粒子テンプレート法を用いて
乳酸/グリコール酸共重合体（PLGA）メッシュ上に作製した。多孔質マイクロウェル足場材料で培養したRIN5F細
胞（膵β細胞の細胞株の一種）は高いバイアビリティーをもち、ブドウの房状の凝集体を形成した。さらに、
RIN-5F細胞のインスリン分泌は多孔質マイクロウェル足場材料での培養によって促進された。

研究成果の概要（英文）：Despite the transplantation of pancreatic beta cells making progress in 
diabetic treatment, enhancement of insulin secretion from pancreatic beta cells remains a challenge.
 In the present study, gelatin-based porous microwell scaffolds were prepared for three-dimensional 
culture of pancreatic beta cells to promote their aggregation and insulin secretion functions. The 
microwell structure was fabricated on a biodegradable poly(lactic-co-glycolic acid) mesh by the ice 
particulate template method. The dimension of microwells were controlled by that of ice 
particulates. The microwells had a concave morphology surrounded by innumerable dense ultra-small 
pores. RIN-5F cells (a pancreatic beta cell line) cultured in the porous microwell scaffolds had 
high viability and formed botryoidal aggregates. Moreover, insulin secretion from RIN-5F cells was 
enhanced by culturing in the porous microwell scaffolds.

研究分野：生体材料学

キーワード： 1型糖尿病　膵島　膵β細胞　マイクロウェル　複合多孔質足場材料　インスリン分泌
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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、ゼラチン多孔質材料の外表面に形成させたマイクロウェル内に膵β細胞の集合体を形成させるこ
と、細胞集合体のインスリン分泌を促進させることに成功した。原料にゼラチンを用いることで、細胞集合体に
過度の機械的ストレスを与えずに、その構造と機能を保持できると考えられる。生体内で膵島の構造と機能を保
持する本質的な因子を抽出し、それらを足場材料の設計に反映させた点に本研究成果の学術的意義がある。1967
年に膵島分離法と膵島移植が報告されて以来、世界中で膵島移植が行われている。将来、本マイクロウェル多孔
質足場材料を用いた革新的な糖尿病治療が実現することが期待され、本研究成果の社会的意義は大きい。

※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 
膵性糖尿病は、膵島内のインスリンを産生する膵β細胞が損なわれることによって発症し、現
時点では根本的な治療方法は膵島移植しかない。しかし、膵島移植にも問題があり、ドナーか
ら採取した膵島は生体内と同様のスフェロイド構造を保つことは困難であり、搬送および培養
の過程でしばしばスフェロイド構造が崩壊したり、一部の細胞が壊死したりする。その結果、
膵島の機能が極端に低下してしまう。 
 
2. 研究の目的 
本研究では、膵島本来の構造の保持を可能にしている生体内環境に倣い、本来の構造と機能を
保持しながら膵島の三次元培養が可能な足場材料を着想した。具体的には、ゼラチンとポリ
（乳酸-グリコール酸）の生分解性ポリマー（PLGA）の多孔質マイクロウェル足場材料を、氷
粒子を用いて作製した（スキーム1）。ゼラチン多孔質マイクロウェルをPLGAニットメッシュ
上に作製し、ゼラチン-PLGA多孔質マイクロウェル足場材料を構築した。 
 

 
スキーム1 多孔質マイクロウェル足場材料のマイクロウェル構造を制御するためのさまざまな
テンプレートの図、および小、中、および大型のマイクロウェル足場材料の上面図と側面図、
およびフラットな足場材料（コントロール）の図。 
  
3. 研究の方法 
（1） ゼラチン-PLGA多孔質マイクロウェル足場材料の作製とキャラクタリゼーション 
ゼラチン-PLGA多孔質マイクロウェル足場材料は、氷微粒子テンプレート法を使用して作製し
た。まず、銅板（8 cm × 8 cm）をテフロンフィルムで覆い、密閉チャンバー内に静置した。加
湿器で発生する水の蒸気をチャンバー内に充填させることで、湿潤環境を作り出した。湿潤環
境への曝露下でテフロン表面に水滴アレイが形成された。テフロンフィルムで覆った銅板の曝
露時間を10分、15分、20分に制御することによって、異なるサイズの水滴を調製した。次に、
水滴アレイを－80℃で30分間凍結し、氷微粒子テンプレートを作製した。一方、ラップフィル
ムで包んだガラス板の上に、PLGAメッシュ（グリコール酸:乳酸のモノマー比90:10）を置き、
PLGAメッシュの周囲をシリコーンフレーム（厚さ1 mm）で囲った。フレームの内側に5%（重
量%）ゼラチン水溶液を流し込み、ゼラチン溶液表面を室温でならした。このコンストラクト
を－2℃の低温チャンバーに2分間移し、凍結せずにコンストラクトを冷却した。氷の微粒子テ
ンプレートを冷凍庫から低温チャンバーに移し、予冷したコンストラクトの上部に配置して、
氷の微粒子がゼラチン溶液に面するようにした。コンストラクトは直ちに－80℃で3時間凍結
し、続いて48時間の凍結乾燥が行われた。凍結乾燥後、足場材料をエタノールに浸漬し、50 
mM 1-エチル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドおよび20 mM N-ヒドロキシコハ
ク酸イミド0.1% 4-モルホリンエタンスルホン酸を含む水/エタノール混合溶媒5/95、10/90、
15/85（v/v）中にそれぞれ 8 時間浸漬し、架橋反応を行った。架橋後、多孔質マイクロウェル
材料を0.1 Mグリシン水溶液に一晩浸漬し、2回目の凍結乾燥の前に純水で洗浄した。3種類のマ
イクロウェル足場材料は、異なるサイズの氷粒子を使用して作製したもので、それぞれ小、
中、大のマイクロウェル足場材料とよぶことにする。コントロールとして、マイクロウェル構



造のないゼラチン-PLGA多孔質足場材料を、氷微粒子テンプレートなしで同じ手順で調製し
た。コントロールゼラチン-PLGA多孔質足場材料は、フラットな足場材料（コントロール）と
よぶことにする。足場材料の多孔質構造は、走査型電子顕微鏡（SEM）で観察した。多孔質マ
イクロウェル足場材料内の各マイクロウェルのサイズと、マイクロウェルの壁面にある小さな
空孔のサイズを画像解析ソフトウェアによって分析した。分析には、各タイプの足場材料5つの
サンプルと、50個のマイクロウェルと各マイクロウェルの50個の小さな空孔を使用した。 
 
（2） 細胞培養、細胞バイアビリティー、および形態 
RIN-5F細胞は、10%ウシ胎児血清を含むRPMI-1640を含む細胞培養フラスコで培養した後、足
場材料に播種した。まず、トリプシン/EDTA溶液を用いて、継代培養したRIN-5F細胞を剥離し
た。回収したRIN-5F細胞をRPMI 1640血清培地に2×107cell/mLの密度で再懸濁した。フラット
な足場材料（コントロール）とマイクロウェル多孔質足場材料をそれぞれ直径10 mmのディス
ク状に加工した。各足場材料をPBSで2回洗浄し、血清培地で2回洗浄した後、細胞懸濁液2 mL
を各足場材料に添加し、細胞播種を行った。細胞播種後、足場材料を細胞培養皿に移し、CO2

インキュベーター内で1日および7日間、37℃でインキュベートした。培地の半分は培養中に毎
日交換した。1日および7日間培養後、RIN-5F細胞を生細胞・死細胞同時染色試薬キットで染色
し、蛍光顕微鏡で観察した。 
 
（3） DNAアッセイ 
足場材料中の細胞増殖は、培養の1日後および7日後の細胞/足場材料コンストラクト中のDNA量
を測定することによって評価した。DNAをHoechst 33258色素で染色後、蛍光強度を測定した。 
 
（4） インスリン分泌の評価 
培養1日後および7日後に、β細胞から分泌されたインスリンを、ELISAキットを使用して測定
した。まず、細胞/足場材料コンストラクトを5 mLの新しいRPMI 1640培地に移し、3時間イン
キュベートした。続いて、各サンプルから500 μLを採取し、－80℃で保存した。すべてのサン
プルのインスリン量は、プロトコルに基づいてラットインスリンELISAキットを用いて測定し
た。インスリン抗体を96ウェルプレートにプレコーティングしたサンドイッチELISAシステム
を用いた。2時間インキュベートした後、各ウェルを1回洗浄した。西洋ワサビペルオキシダー
ゼ（HRP）を含む二次抗体を各ウェルに添加し、0.5時間インキュベートした。洗浄後、各ウェ
ルにo-フェニレンジアミンジヒドロリド（OPD）溶液を添加して比色反応を適用した。マイク
ロプレートリーダーを使用して、硫酸（1 M）を添加して反応をブロックした後の各サンプル
の吸光度（492 nm）を測定した。 
 
4. 研究成果 
（1） ゼラチン-PLGA多孔質マイクロウェル足場材料の作製とキャラクタリゼーション 
ゼラチン-PLGA多孔質マイクロウェル足場材料（以下では、単に「多孔質マイクロウェル足場
材料」と記す）は、氷微粒子テンプレート法（スキーム1）により作製した。氷微粒子テンプレ
ートのサイズを変更することにより、PLGAメッシュ上に種々のサイズの多孔質マイクロウェ
ルが形成された。SEM像より、コントロール足場材料にはマイクロウェル構造が形成されてい
ないことを確認した（図1a、e）。一方、多孔質マイクロウェル足場材料の外表面には、異なる
サイズのマイクロウェルが形成された。 
 

 



図1 多孔質マイクロウェル足場材料とコントロール足場材料のSEM像。（a）フラット（コント
ロール）、（b）小型の足場材料表面の低倍率画像、（c）中型および（d）大型のマイクロウェ
ル足場材料。スケールバー：500μm。（e）フラット、（f）小型、（g）中型、（h）大型のマ
イクロウェル足場材料表面の高倍率像。スケールバー：10 μm。（i）フラットな足場材料（コ
ントロール）、（j）小型、（k）中型、（l）大型のマイクロウェル足場材料の断面像。赤色の
破線はマイクロウェル構造を示す。スケールバー：500μm。 
 
小型、中型、大型の多孔質マイクロウェル足場材料におけるマイクロウェルのサイズは、それ
ぞれ221.1 ± 34.8μm、453.1 ± 64.0μm、874.3 ± 89.4μmであった。SEMの高倍率での観察か
ら、マイクロウェルの壁には密集した小さな空孔があることが示された（図1f–h）。小型、中
型、大型のマイクロウェル足場材料の壁にある小さな空孔の大きさは、それぞれ2.7 ± 0.7μ
m、2.8 ± 0.7μm、3.2 ± 0.9μmであった。足場材料の断面図は、ゼラチン-PLGA多孔質マイク
ロウェル足場材料のマイクロウェル構造も示した（図1j-l）。しかし、コントロール足場材料は
平坦な面を有していた（図1i）。PLGAメッシュはフラットな足場材料（コントロール）とマイ
クロウェルの足場材料の片側にあり、ゼラチン領域は多孔質構造を示した。小型、中型、大型
のマイクロウェル足場材料におけるマイクロウェルの平均深さは、それぞれ約148μm、232μ
m、410μmであった。 
 
（2） 細胞のバイアビリティーと増殖 
フラットな足場材料（コントロール）および多孔質マイクロウェル足場材料にRIN-5F細胞をそ
れぞれ播種し、血清培地中で1日および7日間培養した。培地交換時の細胞の損失を避けるため
に、培養培地の半分を慎重に除去し、細胞播種後に毎日新しい培地をゆっくりと加えた。生染
色/死染色の結果、培養1日後および7日後にRIN-5F細胞の高いバイアビリティーが示され、いず
れの足場材料にも死細胞は観察されなかった（図2）。 
 

 
図2 フラットな足場材料（コントロール）と多孔質マイクロウェル足場材料におけるRIN-5F細
胞の1日および7日間培養後の生細胞・死細胞同時染色。（a）（e）フラット、（b）（f）小
型、（c）（g）中型、（d）（h）大型マイクロウェル足場材料。緑色の蛍光は生細胞、赤色の
蛍光は死細胞を示す。スケールバー：200μm。 
 
培養1日後と7日後のDNA量を測定すること 
で、足場材料中のRIN-5F細胞の増殖を調べ
た（図3）。フラットな足場材料（コントロ
ール）と多孔質マイクロウェル足場材料で
の1日培養後のDNA量に有意差はなかった。
培養7日後、多孔質マイクロウェル足場材料
中のDNA量は、培養1日後と比較して有意に
増加した。 フラット、小型マイクロウェ
ル、中型マイクロウェル、大型マイクロウ
ェルの足場材料における7日間培養後のDNA
量は、培養1日後の1.9倍、2.3倍、2.6倍、2.4
倍に増加した。多孔質のマイクロウェル足
場材料での細胞増殖は、フラットな足場材
料（コントロール）での細胞増殖よりも高
かった。 

 

 
 

 
図3 フラットな足場材料（コントロール）と
多孔質マイクロウェル足場材料でそれぞれ1
日間および7日間培養した後のRIN-5F細胞
のDNA量。データは平均  S.D.（n = 3）で
ある。有意差: *p < 0.05, **p < 0.01。 



（3） 細胞凝集体の形成 
生細胞・死細胞同時染色後、すべての足場材料における細胞分布を蛍光顕微鏡で観察した（図
2）。フラットな足場材料（コントロール）内の細胞分布は、多孔質のマイクロウェル足場材料
内の細胞分布とは異なっていた。フラットな足場材料では、細胞は足場材料の平坦な表面に付
着した（図2a）。対照的に、多孔質マイ
クロウェル足場材料内の大部分の細胞は
各マイクロウェルの壁面に付着し、マイ
クロウェルに閉じ込められていた（図
2b–d）。7日間培養後、フラットな足場
材料（コントロール）内の細胞はフレー
ク状の細胞クラスターを形成した（図
2e）。一方、多孔質マイクロウェル足場
材料中のRIN-5F細胞はブドウの房状の凝
集体を形成した（図2f-h）。細胞は小さ
なブドウの房状の凝集体を形成し、それ
がさらに結合して大きな凝集体を形成し
た。小型のマイクロウェル足場材料で
は、小さなブドウの房状の細胞凝集体が
連なり、各マイクロウェルで1つの大き
な細胞凝集体が形成された。他方、中型
および大型のマイクロウェル足場材料で
は、小さなブドウの房状の細胞凝集体が
連なり、いくつかの大きなブドウの房状
の細胞凝集体が形成された。すべての多
孔質マイクロウェル足場材料の小さなブドウの房状の細胞凝集体は、緩やかに連なっていた。
この緩やかな結合は、栄養物質と酸素の拡散に有利であり、したがって高い細胞バイアビリテ
ィーを維持した可能性がある。共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて、フラットな足場材料
（コントロール）のフレーク状の細胞凝集体と、多孔質マイクロウェル足場材料のブドウの房
状の細胞凝集体の中心部を高倍率で観察した（図4）。フラットな足場材料では、フレーク状の
クラスター内の細胞がまばらに分布していた。一方、ブドウの房状の凝集体の細胞は相互作用
し、回転楕円体の凝集体を形成した。さらに、凝集体の中心に赤色蛍光がないことから、凝集
体のサイズは、凝集体の中心でも高い細胞バイアビリティーを維持するのに妥当であることが
示された。 

 
 
（4） インスリンの分泌 
足場材料、二次元プレートでそれぞれ培養
したRIN-5F細胞のインスリン分泌を、培養
1日後と7日後にELISAキットで調べた（図
5）。各データをDNA量で規格化し、RIN-
5F細胞のインスリン分泌機能を評価した。
培養1日後、足場材料中のRIN-5F細胞は、2
次元プレートよりも高いインスリン分泌を
示した。しかし、増加幅は大きくなかっ
た。7日間培養後、二次元プレートで培養し
たRIN-5F細胞のインスリン分泌は有意には
増加しなかった。一方、足場材料中のRIN-
5F細胞のインスリン分泌は有意に増加し
た。足場材料内のインスリン分泌は、二次
元プレートのインスリン分泌よりも有意に
高くなった。多孔質マイクロウェル足場材
料での培養は、フラットな足場材料（コン
トロール）と比較して、RIN-5F細胞のイン
スリン分泌をさらに促進した。小型、中
型、大型の多孔質マイクロウェル足場材料
におけるインスリン分泌レベルは同程度で
あった。 

図4 小型、中型、大型の多孔質マイクロウェル足
場材料におけるフラットな足場材料（コントロー
ル）内の細胞凝集体と凝集体の中央部の共焦点レ
ーザー顕微鏡像。スケールバー：20μm。 

 
図5 二次元プレート、フラット、小型、中型、大
型の多孔質マイクロウェル足場材料を1日間、7日
間培養したRIN-5F細胞のインスリン分泌量。デー
タは平均 S.D.（n = 3）である。有意差: **p < 
0.01, ***p  < 0.001, N.S. = 有意差なし。 
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