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研究成果の概要（和文）：再生膵島によるドナー不足問題の解決と同時にマイクロカプセルによる免疫隔離で移植成績
の向上も期待できる次世代の膵島移植の開発を試みた。
まず、マウス膵で膵幹細胞ニッチ組織全体をマイクロカプセル化する組織加工条件を確立した。マイクロカプセル内に
分化誘導後の内胚葉系細胞群をスフェロイドの形で選択培養でき、そこでは再生におけるケモカイン受容体CXCR4陽性
細胞を認めた。最終的に、マイクロカプセル化ニッチ組織から比較的純度の高い膵前駆体を培養する方法を確立するこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：We have shown that the ex vivo cultures of both duct and stellate cells 
proliferate together, and upon differentiation as a tissue complex with vascular endothelial cells, they 
generate spherical tissues containing pancreatic endocrine cells with a potential to cure diabetes.
In this study, we tried that we would develop the next-generation islet transplantation that would solve 
the current problems of donor tissue shortage and immune rejections for the treatment of Type-1 diabetes. 
First of all, we established the microencapsulation method of the endothelial, epithelial and pancreatic 
progenitor cells. We could culture these endoderm cells as forms of spheroid in the capsules, and found 
C-X-C chemokine receptor-4 positive cells there. We established the regenerative method to expand higher 
purity of pancreatic progenitor cells from the encapsulated pancreatic stem cell niche.

研究分野： 移植外科学
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１．研究開始当初の背景 
移植医療においてドナー不足は世界的に深
刻な問題である。一人の患者に複数のドナー
を必要とする膵島移植では特に重大な問題
である。これを解決するため、私達は膵島分
離後の廃棄組織から膵幹細胞を分離培養し
て、高いインスリン分泌機能を持つ再生膵島
の増殖培養法を発明した。つまり、成体膵組
織から分離した上皮細胞の培養法を用いて
膵島の再生環境を作り、インスリン及びグル
カゴン産生細胞の新しい増殖法を確立した
（PCT/JP2011/001519）。特徴として、同じ臓
器（膵臓）由来の間質細胞を培養系に取り入
れ、膵幹細胞の増殖率を格段に増加させるこ
とができた。膵発生段階における幹細胞の維
持を助ける微小環境（幹細胞ニッチ）の存在
が知られているが、特に内胚様由来の上皮組
織である膵島への分化では、これに隣接する
間質組織が幹細胞ニッチを形成し、細胞間作
用が重要と考えられてきている。そこで我々
は、「中心腺房細胞が幹細胞であり、これを
取り囲む間質細胞と共に幹細胞ニッチを構
成している」という仮説を提唱する。 
成体膵幹細胞の存在如何は、過去 20 年来議
論の的になってきたが、最近その実体が解明
されてきた(Xu 2008 Cell 132:197)。その代
表例が、中心腺房細胞という外分泌腺を形成
する腺房細胞に取り囲まれている小さな細
胞である。これは膵障害動物モデルにおいて
幹細胞の働きをして、in vitro でもインスリ
ン及びグルカゴン産生細胞へと分化するこ
と が 報 告 さ れ て い る (Rovira 2010, 
PNAS107:75)。そこには間質細胞が分泌する
CXCL12、TNFα、及び BMP 等液性因子の関与
が指摘されてきた。 
 
２．研究の目的 
申請者らが現在まで培ってきたヒト、ブタ、
及びマウスの膵島分離技術を用いると、この
中心腺房細胞を含む組織塊を、その中の幹細
胞ニッチを破壊することなく、そのまま回収
することができる。そこで本研究では、この
組織塊をマイクロカプセル化し、膵障害・再
生モデルにおいて、膵幹細胞の分化における
上記液性因子の作用機序を解明する。そして、
得られたデータを用いて間質細胞が形成す
る幹細胞ニッチをマイクロカプセル内で再
現し、膵島を再生させるための研究を行う。 
 
３．研究の方法 
申請者らは既にマウス膵幹細胞の増殖と膵
内分泌細胞への分化促進を実現した。本研究
ではこの培養法を基礎に、我々が培ってきた
ところの極めて完成度の高い膵島分離技術
とマイクロカプセル化を融合することによ
り、以下の３点を解明する。そして、マイク
ロカプセル化ヒト再生膵島の分化培養法の
確立を最終目的とする。 
(1)膵幹細胞ニッチ組織のマイクロプセル化
と移植・摘出条件の解明 

膵幹細胞である中心腺房細胞がニッチ組織
内で生存し、膵島細胞への分化能を維持した
状態で、ニッチ組織全体をマイクロカプセル
化する組織加工条件を解明する。次に、これ
をマウス膵皮膜下に移植し、人工的に膵炎を
起こし一定期間後に回収する摘出方法を確
立する。 
 
(2)マイクロプセル化ニッチ組織の再生誘導
シグナルの解明 
移植したマウスに膵障害を与えた後に摘出
したマイクロカプセル化ニッチ組織が、どの
ような膵内分泌組織の再生に関する細胞間
シグナル授受を行っているかを解明する。つ
まり、マイクロカプセルを分化誘導因子の探
索プローブとして用いて中心腺房細胞と間
質細胞の細胞間シグナルを解析し、このデー
タを基に、同様の細胞間作用をもたらす薬剤
をマイクロカプセル化ニッチ組織に添加し、
膵内分泌組織の分化誘導法を確立する。 
 
(3)再生膵島となったマイクロプセル化ニッ
チ組織の移植による糖尿病治療法の確立 
再生膵島へと誘導したマイクロカプセル化
ニッチ組織を糖尿病モデルマウスに移植し、
血糖値を安定化させる方法を確立する。次に、
その糖尿病治療法を確立できたら、移植され
たマイクロカプセル化ニッチ組織が、成体内
で継続的に膵島組織を再生することのでき
る条件の解明にとりかかる。 
また、ヒト組織においても同様にマイクロカ
プセル化ニッチ組織を作成し、上記の糖尿病
治療モデルで血糖値の安定性を評価する。 
  
４．研究成果 
(1) 膵島細胞へと分化する中心腺房細胞を
取り囲む組織(ニッチ組織)を、そのままマイ
クロカプセル化する為の、組織加工条件の確
立： 
成体膵幹細胞含有していると考えられてい
るマウス膵外分泌・膵管組織を、ドナー・マ
ウスの膵臓をコラゲナーゼ Pで消化し、比重
遠心膵島分離法で採取した。これらは数百～
数千個の組織塊（直径 200-300μｍ）として
得られ、その約 400 個をゼラチンでカプセル
化することに成功した。 
 
 (2) マイクロカプセル化ニッチ組織をマウ
スの膵臓に移植し、膵管を縛って膵障害を起
してマイクロカプセル内で膵島細胞に再生
を促した後、マイクロカプセル化組織を回収
する移植・摘出条件を確立する： 
マイクロカプセル化膵島幹細胞200個をNude
マウス膵臓の主膵管領域の小葉内に22Gの注
射針を用いて移植。膵管を結紮して炎症障害
を与えた後、組織の回収を行った。しかしな
がら、回収検体がかなり少なく、マイクロカ
プセル化組織を確認できなかった。マイクロ
カプセル化膵島幹細胞の移植手技は確立で
きたが、十分な組織を回収できる程の移植・



摘出方法の確立には至らなかった。 
 
(3) マイクロカプセル化ニッチ組織（膵外
分泌・膵管組織）の膵島様細胞塊への増殖
培養法の開発： 
ゼラチンまたはマトリゲル（GF-reduced）
でニッチ組織（膵外分泌・膵管組織）をマ
イクロカプセル化し、Advanced DMEM/F12 培
地内で３週間浮遊培養した。その結果、ゼ
ラチンカプセルでは、最初の１－２週間は
カプセル内組織の増殖が認められ、カプセ
ル内に留まって成長した。しかし、２週を
過ぎる頃からカプセル内に留まった組織は
萎縮し、一方その他の組織の多くはカプセ
ル外に排出され、お互いに接着し合うこと
なく膵島様組織を形成した。一方、マトリ
ゲルカプセルでは、マトリゲルと絡まった
状態で、３週間分化誘導培地内で、ほぼ一
定の組織増殖を認めた（図 1）。 
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(4)マイクロカプセル化ニッチ組織（膵外分
泌・膵管組織）の分化培養： 
カプセル化膵島幹細胞を移植して膵炎を起
こした後に十分な組織を回収するという移
植・摘出方法を確立できなかったため、上記
の増殖培養したマトリゲルマイクロカプセ
ル化ニッチ組織に、分化誘導シグナル候補と
考えられたアクチビン、BMP4 を外から添加し
て継続培養するという実験を選択した。する
と、2 週間後に細胞塊から budding out して
きていると考えられるスフェロイドの存在
を認めた。つまり、マイクロカプセル内に
分化誘導後の内胚葉系細胞群をスフェロイ
ドの形で選択培養できることが示された
（図 2）。 
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(5)サイトメトリーによる細胞解析： 
これらの細胞塊を酵素 Accutase でシングル
セル化し、抗 CXCR 抗体で染色し、FACS AriaII
で解析したところ、再生におけるケモカイン
受容体 CXCR4＋細胞を約１割認めた（図 3）。
このことから、培養・分化の方法をさらに最
適化することで、より純度の高い膵島様細胞
の前駆体を培養できる可能性が示唆された。 
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(6)遺伝子解析： 
マイクロカプセル化ニッチ組織を分化培養
したサンプルからは、Pdx1, Sox9の発現を認
め、一時的な Ngn3 も検出でき、マイクロカ
プセル化ニッチ組織から比較的純度の高い
膵前駆体を培養する方法を確立した。しかし
ながら、これらを糖尿病モデルマウスに移植
し、血糖値の安定化を得ることはできなかっ
た。 
マイクロカプセル化のまま高機能の再生膵
島を分化誘導する培養法を確立できたので、
今後さらに移植実験系で糖尿病を治すこと
が出来れば、ドナー不足問題の解決と同時に
マイクロカプセルによる免疫隔離で移植成
績の向上も期待できる次世代の膵島移植を
開発出来ると考えている。 
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