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「要旨」 

再生医療の急速な発展に伴い膵島細胞や膵前駆細胞を多能性幹細胞から作成す

ることが現実となりつつある。一方で、臨床応用に必要な大量の誘導細胞をど

のように確保するのかについては未解決の課題である。我々は三次元浮遊撹拌

培養装置を用いて、ヒト iPS 細胞から大量の膵前駆細胞を作成することを試み

た。誘導因子・培地条件の最適化を行い三次元浮遊撹拌培養装置で 17 日間の培

養を行うことで、ヒト iPS 細胞から大量の膵前駆細胞を作成することが可能で

あった。更に 2 週間、培養を継続すると膵内分泌細胞・膵外分泌細胞へ分化す

ることも確認した。三次元浮遊撹拌培養にて多能性幹細胞を膵前駆細胞へ分化

させる本手法は大量培養方法として有用であることが示唆された。
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略語一覧 

本論文で使用した略語は以下のとおりである。 

bHLH：basic Helix-loop-helix 

DAPI：4',6-diamidino-2-phenylindole 

DO：Dissolved Oxygen 

EGF：Epidermal Growth Factor 

ELISA：Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

ES: Embryonic stem 

FOXA2：Forkhead box protein A2 

GAPDH：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GCG：Glucagon  

GSIS：Glucose stimulated insulin secretion 

INS：Insulin 

iPS: Induced Puluripotent Stem 

KGF：Keratinocyte growth factor 

NANOG: Nanog homeobox 

NGN3：Neurogenin 3 

NKX6.1：NK6 homeobox 1 



7 

 

Oct：Octamer-binding transcription factor 

PBS：Phosphate buffered saline 

PDX-1：Pancreatic and duodenal homeobox 1 

PFA：Paraformaldehyd 

PTF1A：Pancreas Specific Transcription Factor, 1a 

QOL：quality of life 

RNA：Ribonucleic acid 

RT-PCR：Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

SOX17：Transcription factor SOX-17 

TTNPB ： 4-[(E)-2-(5,6,7,8-Tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthalenyl) 

-1-propenyl] benzoic acid, Arotinoid acid 
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 第一章：序文 

多能性幹細胞の発見・開発により、再生医療の分野では疾患や外科的処置によ

り失われてしまった臓器を作成する事が現実味を帯びてきた。 

膵島細胞の絶対量が減少することにより発症する１型糖尿病では、ヒトの膵島

細胞の他家移植が 1974 年が世界で初めて行われた(1)。当初の移植方法や免疫

抑制の方法では、膵島細胞の生着・機能維持が困難であったが 2000 年にエドモ

ントンプロトコル(2)が発表され、膵島移植によりインスリン依存状態から離脱

する事が現実のものとなった。 しかしながら、膵島移植は心臓移植や肝移植と

異なり、摘出した膵臓から膵島細胞を抽出・純化する必要がある。移植に用い

るグラフトは、他の臓器移植同様に脳死ドナーもしくは生体ドナー(3)からの 

提供が必要であるが、１度の移植で 11000 個/Kg の膵島（総β細胞数 1.3E+8 個

/body）が必要であり、インスリン離脱のためには複数のドナーと 2 回以上の反

復での移植を必要とすることが特徴である。エドモントンプロトコルによる膵

島移植方法では膵島を門脈内に注入し、肝臓血管内に膵島が生着することでイ

ンスリン分泌が可能となるが、移植された膵島細胞は数年で免疫応答などによ

り減少・機能低下する。エドモントンプロトコルでの移植方法をもってしても

移植後 5 年目のインスリン離脱率は 10%台と低いのが現状である。長期間のイ

ンスリン離脱が難しい点もさることながら、複数のドナー・大量の膵島細胞を
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必要とする事は膵島移植が一般化する上では大きな障害となっている。 

移植に必要な膵島グラフト不足の問題を解決するために、医療工学・薬学・再

生医療といった様々な分野で研究が行われてきた。特に、再生医療の領域では

多能性幹細胞から膵島細胞を作成する方法や肝臓(4)・膵管上皮細胞(5)などから

ダイレクトリプログラミングの手法で多能性幹細胞を経ず膵島細胞に直接誘導

する方法などが模索されている。 

近年は特に多能性幹細胞を用いた手法で目覚ましい進展が見られている。多能

性幹細胞由来の成熟膵島細胞作成の研究では、多能性幹細胞に様々な因子を段

階的に加える多段階誘導法によって膵島細胞を作成する手法や胚盤胞補完法に

よってキメラ動物から臓器を得る方法などが報告されている。 

ES 細胞や (6) や iPS 細胞(7)といった多能性幹細胞は未分化な段階ではほぼ

無限に増殖する事から脳死・生体ドナーを必要としない無尽蔵な臓器提供を可

能としうる。 

特に、iPS 細胞は患者本人の細胞から作成することも可能であることから、iPS

由来の誘導細胞はAllogenic Donorのグラフトよりも良好な生着が期待できるこ

とも報告されている(8)。 

2008 年には多能性幹細胞に様々な因子を作用させることで膵前駆細胞を作成

し、得られた膵前駆細胞をマウスに移植すると数ヶ月の経過で生体内で膵前駆
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細胞が機能的インスリン分泌を示す細胞に分化することに成功したとの報告が

みられた(9)。この事から、多能性幹細胞から機能的な膵島細胞を作成すること

が現実のものとなり、培養・誘導方法について多くの施設で研究がなされるよ

うになった。in vitro でのインスリン分泌細胞誘導での報告では、2011 年マウス

の iPS 細胞から高いグルコース応答性インスリン分泌能力を保持する誘導膵島

細胞を作成したとの報告を行った (10) 。2014 年にはヒトの iPS 細胞をソース

としてグルコース応答性インスリン分泌能を保持する成熟膵島細胞を作成した

との報告がなされた(11)。また同年、ヒト由来多能性幹細胞を in vitro 条件のみ

で高効率に機能的膵島細胞の分化誘導に成功したとの報告がなされた(12)。多

能性幹細胞由来の膵島細胞による一型糖尿病治療が現実のものとして考慮され

うる段階に到達している。 

一方、多能性幹細胞を用いてキメラ動物を作成する手法については、2010 年 

胚盤胞補完法にて膵臓発生の重要遺伝子である PDX1 を欠損させたマウスの胚

盤胞にラットの iPS 細胞を移植する事でマウスにラットの膵臓を作成させるこ

とに成功したとの報告がなされた(13)。当初はヒトの ES/iPS細胞は Epiblast stem 

cell (14)の状態であるためヒトへの応用は困難と考えられていたが、2014 年に

はEpiblast stem cellの段階よりもさらに発生の前段階にあたる naive型のヒト多

能性幹細胞を作成したとの報告(15)がなされ、胚盤胞補完法によるヒト臓器創
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出も現実の選択肢として考慮されうる段階に到達している。 

膵島細胞の移植効率そのものを向上させる試みも多くなされており、膵島細胞

と脂肪肝細胞を融合させることで必要細胞数や長期成績を向上させられる可能

性について報告しているグループや(16)、組織工学的な手法で、膵島細胞を再

構築し機能的な膵島細胞として生体内に移植する手法についても研究がなされ

ている。特に、共同研究を行った東京女子医科大学のグループからは膵島細胞

を温度応答性培養皿に播種して細胞シートの状態で皮下組織に移植することで

機能的な膵島機能を示すことも報告(17)している。  

このように、再生医療技術を応用して、様々な方法で膵島移植を更に現実的な

治療の選択肢として考えられるようになりつつあるが、ヒトへの臨床応用に向

けては大量の細胞の確保が必要不可欠である。臨床応用に向けては誘導の高効

率化と大量培養方法の構築が必要である。多能性幹細胞から膵前駆細胞への分

化を細胞培養皿上の二次元空間で行っている報告が多くみられるが、同手法は

空間的制約や培養にかかる手間の面から臨床応用に必要なだけの大量の細胞確

保には適さないと考えらえる。 

一方で、三次元浮遊撹拌培養は、高密度培養が可能であり単一の培養槽内で大

量の細胞を培養することが特徴として挙げられる。 

東京女子医科大学先端生命医科学研究所では独自に三次元浮遊撹拌培養装置
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(Figure1)を開発し、同装置での未分化培養や多能性幹細胞由来誘導心筋細胞の

培養研究を行っている。 

同培養装置では、持続的に酸素濃度・pH・温度といった培地条件のモニタリ

ングすることで、コンピューターによる培地条件の自動制御も可能である。培

地条件を安定的に管理する事が可能な細胞培養技術の開発は、産業化・臨床化

に寄与できると考える。共同研究者の松浦らは同培養装置を用いた、多能性幹

細胞の大量培養方法やヒト由来 iPS 細胞由来誘導心筋細胞の大量培養・誘導法

について報告している(18)。誘導心筋細胞は機能的にも優れた成績を示すこと

から、三次元浮遊撹拌培養装置による培養方法は様々な細胞腫に対する分化誘

導方法として有用な方法である可能性がある。 

今回我々は同培養装置を用いて、臨床応用にむけた三次元浮遊撹拌培養での

多能性幹細胞由来膵前駆細胞の大量作成を試みた。 

本論文では、三次元浮遊撹拌培養により大量のヒト iPS 細胞由来膵前駆細胞を

分化誘導したことを報告する。 
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第二章：方法 

第一節 細胞培養 

第一項 多能性幹細胞の未分化維持培養 

理化学研究所 (Tsukuba, Japan)から購入した、ヒト iPS 細胞 253G1 株(19)を用

いて実験を行った。253G1 株は培養皿上での 2 次元培養で mitomycin C-treated 

mouse embryonic fibroblasts(ReproCELL)との共培養による On Feeder 条件での維

持培養を行った。 iPS 細胞の接着培養では、培地として Primate ES Cell 

medium(ReproCELL, Yokohama, Japan)に 5ng/ml の basic fibroblast growth factor 

(bFGF; ReproCELL)を添加した物を用いた。3-4 日間の培養の後、Dissociation 

Solution(ReproCELL)によるコロニーの剥離・小凝集塊へのクランプ処理を行い

一日間培養したマウス胎児繊維芽細胞上に播種し,継代を行った。 

 

第二項 三次元浮遊撹拌培養装置 

東京女子医科大学先端生命医科学研究所により開発された、三次元浮遊撹拌

培養装置を使用した。Figure１に示す如く、250ml の培養槽の中に、デルタ型の

撹拌翼が備え付けられている。同培養槽の撹拌では層流の安定化が可能である。

培養槽の軸中心では培養槽内側へ向かう層流が生じ、基層からの物質の浸透効

率が上昇する。同培養槽での培養では細胞凝集塊が中層に集まるが、中層での
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撹拌は層流での撹拌となり、撹拌翼への物理的な刺激によるストレスが軽減さ

れる。また、小型 pH センサー・非接触型蛍光式溶存酸素濃度センサーにて培

養条件を持続モニタリングし、このデーターを基に pH・酸素濃度の自動調整を

行うことが可能である。 

本研究では、撹拌速度は 40rpm、自動調整による酸素および窒素供給により

溶存酸素は 40％もしくは 60％で維持し、pH は二酸化炭素の自動供給により

pH7.2 で維持した。また、細胞培養においては培養温度を 37℃で維持した。 

 

Figure 1) 
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第三項 三次元浮遊撹拌培養による多段階誘導法 

培養皿上で培養した iPS 細胞がコンフルエントな状態となった段階で、

Dissociation solution を用いて細胞を剥離した。ピペッティング操作にてコロニ

ーを 50μｍ程度の小凝集塊とし 250ml の培養槽(培地量：100ml)に播種した。

培地 100ml あたり、iPS 細胞がコンフルエントな状態の 10 ㎝培養皿 10 枚を要

した。Day1-3 の期間は、未分化維持培養を行い多能性幹細胞は凝集塊の形態で

増殖させた。未分化維持培養では mTeSR1(Stem Cell technologies)を使用した。

培地は毎日交換し、播種初日の段階のみ培地中に Rho-associated coiled-coil 

forming kinase 阻害剤である Y-27632(Wako,Japan)を 10µM 添加し,Day2,Day3 で

は mTeSR1 単独で培養を行った。得られた未分化状態の iPS 細胞凝集塊に以下

の条件で５段階の多段階誘導を加えた（Figure2）。 

 使用した培地は、Stage1 及び Stage 2 の段階では、StemPro34 medium (Life 

Technologies)に 50 µg/mL ascorbic acid (Sigma–Aldrich), 2 mM L-glutamine, 及び

400 µM 1-thioglycerol (Sigma–Aldrich)を添加した培地を使用した。また、

Stage3,Stage4,Stage5 の各段階では  improved MEM medium に 1% B27 

supplement (Life Technologies) , 400 µM monothioglycerol を添加したものを培地

として用いた。  

多段階誘導で用いる因子については、過去の報告(20) (21) (22)を参考に因子の種
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類・投与量・投与時期を設定した。 

Stage1(Day3-6)では、Day3-4.5 の期間は ActivinA 100ng/ml に GSK3 阻害剤で

ある 3 μM CHIR 99021 (TOCRIS Bioscience)を添加し、続く Day 4.5–6 は

CHIR99021 を除いた 100 ng/ml Activin A のみを添加して培養した。Stage2

（Day6-9）では、50 ng/mL KGF (Peprotech), 10 mM SB431542 (TOCRIS), and 1 μM 

dorsomorphin (Calbiochem)を加えた。Stage3（days 9–12）では 3 nM TTNPB 

(Sigma–Aldrich), 2.5 μM cycropamine (Sigma–Aldrich), and 50 ng/mL Noggin 

(StemRD)を添加した。 

Stage4（Day 12–17）では 50 ng/mL KGF, 50 ng/mL Noggin, and 50 ng/mL EGF 

(Peprotech) を添加。 Stage5 （ Day 17–31), では  10 μM forskolin (FOCUS 

Biomolecules), 10 mM nicotinamide (PhytoTechnology Laboratories), 10 μM 

dexamethasone (Wako), and 5 μM TGFβRI kinase inhibitor II (Calbiochem)を添加し

た。 培地交換のタイミングは、Stage2 および Stage3 では各ステージ初日のみ、

Stage4 および Stage5 では 2,3 日ごとに交換を行った。溶存酸素は Stage1 のみ

DO60％とし、以降は 40％で培養をおこなった。 
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Figure 2）誘導プロトコル 

接着培養から浮遊撹拌培養に移行したのち、三日間の培養で細胞凝集塊を形

成し、多段階誘導法により Definitive endoderm(Day6),Primitive forgut(Day9), 

Posterior foregut(Day12),を経て膵前駆細胞(Day17)を誘導。更に、二週間の培養

を行うことで膵島細胞・腺管細胞・膵管細胞へ誘導する(Day31)。 

ActA: ActivinA, CHIR:CHIR99021, SB: SB431542, Dor; Dorsomorphin, TT; 

TTNPB, Nog; Noggin, CYC; Cycropamine ALK5i: TGFβRI kinase inhibitor II, Nic; 

Nicotinamid, Dex; Dexamethasone, FSK; Forskolin 
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第二節 細胞塊の評価方法 

第一項 細胞数のカウント・細胞凝集塊の計測 

各段階の細胞塊は光学顕微鏡(Nikon, Tokyo, Japan)により撮影を行い細胞径は

NIS-Elements software (Nikon) にて計測した 。  細胞数のカウントは

Accumax(innovative cell technologies, CA)で凝集塊を分散させた上、One cell 

counterで行った。 

 

第二項 RNA 抽出及び quantitative RT-PCR 

得られた凝集塊は、遠心分離にてペレット化し培養液を除去後に RNAprotect 

Cell Reagent(Qiagen, Hilden, Germany)を添加して-20℃で保存した。RNA 抽出は

RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて、逆転写は High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いてプロトコル通りに

行った。定量的ポリメラーゼ連鎖反応は Taqman gene expression assay (Applied 

Biosystems)より購入した Primer/probes set および TaqMan®Fast Advanced Master 

Mix を用い、StepOne™ 及び StepOnePlus™ Real Time PCR Systems (Applied 

Biosystems)で反応・解析を行った。インターナルコントロールにはハウスキー

ピング遺伝子の GAPDH を用いて、⊿⊿CT 法で RNA の発現評価を行った。次

項に使用した Primer/probes set のリストを掲載する。 
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List) Taqman gene expression assays のプライマーリスト 
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第三項 免疫蛍光染色法による評価 

 細胞塊は 4％PFA にて固定を行い、ブロッキング液には 5% Donkey serum に

0.1% Triton X100 を添加したものを使用した。 二重染色法による免疫染色を行

ったが、一次抗体はブロッキング液に溶解して overnight 4°C で反応させた。PBS

で三階洗浄した後、ブロッキング液に溶解した二次抗体を室温で 1 時間反応さ

せた。  

一次抗体としては anti-Oct4, anti-NANOG, anti-SOX17 and anti-PDX1 goat 

polyclonal antibodies (R&D Systems, Minneapolis, MN), anti-HNF3β/FOXA2 

(Millipore, Temecula, CA), anti-NKX6.1(Atlas Antibodies, Stockholm, Sweden) and 

anti-C-peptide (GeneTex, CA) rabbit polyclonal antibodies,  PE-conjugated 

anti-CD142 (BD Pharmingen™, Franklin Lakes, NJ), anti-GCG HGL-B5 mouse 

monoclonal antibodies (Abnova, Taipei, Taiwan), anti-Trypsin1 sheep polyclonal 

antibody (R&D Systems) Anti-Pancreatic alpha amylase (Abcam)を用いた。 

二次抗体には、Alexa Fluor® 488 conjugated donkey anti-Goat IgG and anti-rabbit 

IgG antibodies, Alexa Fluor® 555 conjugated donkey anti-rabbit IgG and anti-Mouse 

IgG antibodies, Alexa Fluor® 568 conjugated donkey anti-mouse IgG and anti-sheep 

IgG antibodies, Alexa Fluor 647 conjugated donkey anti-sheep IgG antibody (Life 

technologies, CA) and PE conjugated anti-moｘuse IgG1 antibody (BD Pharmingen, 
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Franklin Lakes, NJ)を用いた。 

ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen)を用いて、核の染色お

よび封入を行い共焦点顕微鏡(Carl Zeiss, Germany)による評価を行った。  

 

第四項 フローサイトメトリーでの細胞評価 

得られた細胞凝集塊は、Acuumax(innovative cell technologies)を用いて 37℃で

10 分間反応させたのちピペッティングを行うことで分散させ単一浮遊細胞を

得た。PBS にて洗浄を行ったのち、 4%PFA にて固定しブロッキング液として

5% donkey serum に 0.1% Triton X100 を添加したものを用いた。 一次抗体は、

ブロッキング液に添加して 4℃Overnight で反応させた。 PBS にて三回洗浄後、

ブロッキング液に溶解した二次抗体を室温で 60 分間反応させた。一次抗体とし

ては、anti-human SOX17 and anti-human PDX1 goat polyclonal antibodies (R&D, 

Minneapolis, MN),  anti- HNF3β/FOXA2  (Millipore,Temecula,CA) and anti- 

NKX6.1 rabbit polyclonal antibodies (Atlas antibodies,Stockholm, Sweden)を用いた。 

二次抗体では Alexa Fluor® 488 conjugated donkey anti-Goat IgG and Alexa Fluor® 

555 conjugated donkey anti-rabbit IgG (life technologies, CA)を用いた。フローサー

とメトリーでの解析は、Gallios および Kaluza software (Beckman Coulter, CA)

を用いて解析を行った。  



22 

 

 

第五項 グルコース負荷試験 

Day30 の時点の誘導細胞を 2.5ｍM のグルコースを含有する乳酸リンゲル液

にて 37℃・2 時間にて培養した後、 この培地をサンプリングした。次いで、高

グルコース群では 25mM、低グルコース群では 2.5mM のグルコースを含む乳酸

リンゲル液にて 1 時間・37℃で培養し、培養後の培地をサンプリングした。 

これらのサンプルを用いて Ultrasensitive human C-Peptide ELISA kit にてプロト

コルに通り ELISA を行い、Emax にてサンプル中の C-Peptide 濃度の解析を行っ

た。本研究では培地交換前後の C-Peptide 濃度の変化を比較した。C-Peptide の

濃度は、DNA 量で定量化した。DNA の抽出は DNeasy Blood and tissue Kit 

(Qiagen, Germany)を用いた。抽出した DNA は NANO Drop 2000 spectrometer 

(Thermo scientific, MA)で測定した。  

 

第六項  統計解析  

標準偏差および有意差はStudent’s t-testで評価し、<0.05を持って、有意差あり

と判断した。 
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第三章 結果 

第一項 三次元浮遊撹拌培養による iPS 細胞の増殖・凝集塊形成 

10cm 細胞培養皿 10 枚で培養したコンフルエントな状態の iPS 細胞を三次元

浮遊撹拌培養槽（未分化維持培地 100ml）に移行させる段階では、約 3.7 × 10
7
 

cells/100mL 程度の細胞が播種される。三日間の未分化培養で、細胞数は 8 × 10
7
 

cells/100 mL まで増加する(Figure3a) 。 得られた細胞凝集塊を未分化マーカー

である Oct3/4 や NANOG の発現を調べたところ、ほとんど全ての細胞で同マ

ーカーが発現していることがわかった  (Figure 4),  

このことから、浮遊撹拌培養に移行させた後も Day0-3 の段階では未分化性が

維持されたまま細胞の増殖・凝集塊の巨大化が行えていることが確認できた。 
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Figure 3)細胞数と凝集塊の変化 

a) 細胞数の推移 

 Y-axis: 総細胞数(×10
5
/mL)  X-axis:浮遊撹拌培養に移行後の日数 

b) 各段階における細胞塊の変化 Scale bar: 500 μm 
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Figure4) 未分化培養での未分化凝集塊形成(Day3) 

NANOG:Green  OCT3/4:Green  DAPI :Blue  Scale bar: 20 μm 
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第二項  iPS 細胞からの胚性内胚葉への分化誘導 

膵臓細胞の発生は、胚性内胚葉・原腸・前腸を経て膵前駆細胞に分化するが

我々は先ず得られた未分化な細胞塊を胚性内胚葉の段階に分化させる事を試み

た。iPS 細胞塊に対して ActivinA および GSK3β阻害剤（CHIR99021）を作用さ

せ、初期播種段階から 6 日目の時点で細胞評価を行った。胚性内胚葉の段階で

発現する SOX17や FOXA2は免疫染色にて核で高効率に発現していることが確

認でき(Figure 5 a)、mRNA の発現も著明に亢進していた(Figure 6)。 

フローサイトメトリーで評価を行ったところ、約 82% (± 10.8, n = 5) の細胞

が SOX17 陽性細胞であり 83% (± 11.1, n = 4) の細胞が FOXA2 陽性細胞であっ

た(Figure 5b)。この段階では、100ml 培地の培養槽一基あたり 2.3 × 10
8
 個の細

胞まで増殖することが確認できた。ここまでの段階で、本法は高密度培養条件

で極めて大量の胚性内胚葉を高効率に誘導できることを示すことができた。 
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 Figure 5) Day6 時点での細胞凝集塊 

a) 免疫染色結果 

SOX17: Green  FOXA2 : Red  DAPI :Blue  Scale bar: 20μm 

 

b) フローサイトメトリー解析による Day17 時点での SOX17+/FOXA2-, 

SOX17-/FOXA2+ and SOX17+/FOXA2+ 細胞の割合 (n = 4)  
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Figure6)  qPCR による mRNA 発現の経時的な推移 

Y-軸: 各段階における relative mRNA expression (Day0 = 1) 

X 軸: 浮遊撹拌培養に移行させてからの日数  
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第三項  胚性内胚葉から膵前駆細胞への分化誘導 

Pancreatic and duodenal homeobox factor 1 (PDX-1) は膵臓発生において非常に

重要な転写因子である (23)  (13)。 PDX-1 を発現する細胞は膵内分泌細胞・外

分泌細胞・ductal cell に分化することが報告されている事から(23), 我々は誘導

した胚性内胚葉の特徴を示す細胞凝集塊を PDX-1 陽性細胞に分化させること

を試みた。 胚性内胚葉から PDX-1 陽性細胞への分化では Stage2,Stage3,Stage4

の 3 つの段階を経た Stage2(days 6–9)では KGF, SB431542, and dorsomorphin を

添加し、Stage3(days 9–12)では;TTNPB, Noggin, and cyclopamine を添加。Stage4 

（days 12–17）では KGF, Noggin, and EGF を添加した。 各段階を経て、経時

的に PDX-1のmRNA発現が亢進していることが確認できた(Figure6), 免疫染色

で PDX-1 の局在を確認すると核内で発現していることが確認できる。 

(Figure7a) またフローサイトメトリーでの評価では、Stage4 が終了した時点

（Day17）で、95% の細胞が PDX-1 陽性細胞であることが確認できた (Figure 

7c)。この段階での細胞数は 100ml の培地あたり、約 1.6 × 10
8
 cells/100 mL に達

し(Figure 3)、PDX-1 陽性細胞への大量かつ高効率な分化が示された。 NKX6.1 

も膵発生で重要な転写因子である(24)。NKX6.1 を発現する細胞はグルコースに

応答する mono-hormonal な細胞に分化や Acinar cell や Ductal cell に分化する運

命をもつ (25)。このことから、PDX-1 と NKX6.1 を共発現する細胞は膵前駆細
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胞であると考えられる。 Figure 6 で示す如く、NKX6.1 の mRNA 発現は各段階

を経て経時的に上昇していることが 確認できる。また、免疫染色でも Day17 の

時点で PDX-1 と共発現している事が確認できた(Figure 7a)。フローサイトメト

リーでの解析では 22％の細胞が NKX6.1 陽性細胞でありこれらの細胞は

PDX-1 と共発現していることが確認できた(Figure 7c)。これらの知見から、三

次元浮遊撹拌培養で多段階誘導を行うことで大量の膵前駆細胞を分化誘導する

ことが可能であることが示された。 

 

 

Figure7)  Day17 時点での細胞凝集塊 

a)  PDX-1: Green  NKX6.1:Red  DAPI :Blue  Scale bar: 20 μm 

 

b) PDX-1 :Green  CD142:Red  DAPI :Blue  Scale bar: 20 μm 
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c) フローサイトメトリー解析 

Day17 時点での PDX-1+/NKX6.1-, PDX-1-/NKX6.1+ , PDX-1 +/NKX6.1+ 細胞

の割合。 (n = 4)  
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第四項 膵前駆細胞から成熟膵臓細胞への分化誘導 

253G1 株のヒト iPS 細胞が三次元浮遊撹拌培養による未分化維持培養・凝集

塊形成を経て、4 段階の多段階誘導を加えることで多くの細胞で膵前駆細胞に

特徴的な転写因子を発現していることが確認できたが、これらの細胞が膵臓に

分化する能力を保持する事を証明するため、膵前駆細胞から膵島細胞への分化

を in vitro の条件で行った過去の報告(21)を参考に、更に誘導を加えた。17 日間

培養した細胞塊に対して、更に 2 週間、ALK5 inhibitor II, nicotinamide, 

dexamethasone や forskolin, を添加して培養を行った。 

浮遊撹拌培養開始後、31 日目の時点では NGN3, PTF1A, INS, GCG といった

膵臓に特有の遺伝子発現が経時的に亢進していることが確認できた (Figure 6)。

さらに、免疫染色では C-ペプチドやグルカゴンといった膵内分泌細胞に特徴的

なホルモンが細胞質内に存在していることも確認できた（Figure 8a）。これらの

存在から、膵島細胞特にα細胞やβ細胞が分化誘導されたことが示唆される。

Day31の時点での細胞凝集塊に含まれるC-peptide細胞がグルコース濃度に応答

してインスリンの分泌を促すかを調べたところ、ELISA による GSIS では高濃

度グルコース条件でヒト特異的 C-Pepitde の分泌が亢進した（Figure 8b）。 しか

しながら、膵内分泌細胞への誘導効率は著しく低く複数視野での観察でごく一

部に認めるにとどまった。分泌される C-Peptide の量は微量であった。 
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この事から、内分泌細胞以外の細胞への分化が示唆され追加の免疫染色を行

った。Trypsin および Amylase は膵外分泌細胞（腺房細胞）に発現するマーカー

であるが、ほとんどの細胞の細胞質でこれらのマーカーが細胞質に発現してい

た。また、胆管や膵管に発現するCK19の存在を確認すると多くの細胞で Trypsin

と共発現していることが確認できた(Figure 9a,b)。 

この事から、本法では Day17 で得られた細胞塊は膵前駆細胞の性質を保持し、

その後の誘導ではほとんどのものが膵臓の腺房細胞・膵管細胞に分化すること

が分かった。 
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Figure 8) Day 31 時点での膵内分泌能評価 

a) C-peptide : Green , Glucagon : Red  (middle panel, red)  DAPI :Blue  

 Scale bar: 20 μm 

b) グルコース負荷試験 

同一濃度で培養した同細胞数の細胞凝集塊を高グルコース群と低グルコース群

で分け、1 時間培養した時点での C-Peptide の濃度比較 

Y-軸:反応させた細胞凝集塊中の Total DNA 量で定量化した C-Peptide の分泌量 

(n=3). *p<0.05. 
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Figure 9）Day 31 時点での細胞凝集塊の膵外分泌系免疫染色結果 

a)Amylase : Red DAPI : Blue Scale bar : 20µm 

 

b)CK19 : Green Trypsin : Gray DAPI : Blue  Scale bar : 20µm  
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第四章 考察 

今回の実験では、三次元浮遊撹拌培養での細胞培養を行うことでヒト iPS 細

胞から膵前駆細胞を大量に分化誘導する事が可能であることを示すことができ

た。さらなる分化誘導で、得られた膵前駆細胞が腺房細胞・膵管細胞およびご

く一部ではあるがグルコース応答性のインスリン分泌を示す β細胞への分化も

確認することができた。1 型糖尿病に対する、膵島移植において脳死・生体ド

ナーを必要としないグラフト供給を実現する上では、多能性幹細胞由来の

PDX-1/NKX6.1 が共発現している膵前駆細胞を大量に分化誘導することが可能

な本法は非常に重要な技術であると考えられる。 

PDX-1/NKX6.1 陽性細胞をストレプトゾシン誘発 1 型糖尿病モデルのマウス

に移植すると、二ヶ月程度でマウスの血糖を降下させる事が可能な成熟膵島細

胞に in vivo 条件で分化誘導する事が可能であることが報告されている(9)。同手

法では、一匹のマウスに対し、PDX-1/NKX6.1 陽性細胞は約 1×10
7
 cell 個程度

が必要であったが、ヒトに対しては 5×10
8
 個程度の膵前駆細胞が必要なので

はないかと見積もられている(26)。 

今回の研究では、17 日間の浮遊撹拌培養を経て 100ml の培地（培養槽 1 基）

あたり 1.6×10
8 個の細胞を得ることが可能であった。 この内 95%の細胞は

PDX-1 陽性細胞であり、22％の細胞は NKX6.1 を共発現していた。このことか



37 

 

ら、一度に 3.5×10
7
 個の膵前駆細胞が回収できている事になる。 

本法のように細胞凝集塊の状態で誘導因子を作用させて培養する場合、凝集

塊外側と内部で誘導因子の濃度勾配や Cell-cell interaction の影響も考慮する必

要がある。 

誘導因子・培養期間は若干異なるが Takeuchi らは今回我々が用いた hiPSCs 

253G1 株を用いて培養皿上の単層培養で膵前駆細胞への分化誘導を行っている

(27)。評価のタイミングが異なるため、単純な比較は難しいが同報告では PDX1

陽性細胞への分化誘導効率は分化誘導開始後 10 日時点で 78%だった。同じ細

胞株を用いた今回の三次元浮遊撹拌培養では PDX1 陽性細胞率は 95%と高率で

あることが確認できた事から、三次元浮遊撹拌培養は PDX1 陽性細胞までの分

化では培養効率において劣らないことが示された。一方で、培養皿上での単層

培養での NKX6.1 陽性細胞への分化効率は 6-45%との報告(28)もなされている。

Schulzらのグループからは hESCsを非接着培養皿上で細胞凝集塊を維持したま

ま水平撹拌培養を行い、16-47%の効率で NKX6.1 陽性細胞を作成したとの報告

(22)がなされている。このことから、多能性幹細胞段階から細胞凝集塊の状態

で膵前駆細胞へ分化誘導する手法は単層培養と比較して誘導効率の面で大きく

劣るものではないと考える。 

同じプロトコルを用いても、細胞株によって誘導効率が大きく異なることが
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知られていることから高効率な誘導には多能性幹細胞の種類・株についても十

分な検討が必要である。 

今回の実験では、ストレプトゾシン誘発 1 型糖尿病モデルに対する膵前駆細

胞移植で長期経過での血糖降下能力獲得を証明していないが膵前駆細胞獲得後、

二週間の in vitro での培養で一部の細胞はグルコース濃度応答性のインスリン

分泌を示すことを証明することができた。このことから、得られた

PDX1/NKX6.1 陽性細胞は膵内分泌細胞にも分化するポテンシャルがあること

がわかる。PDX-1 は膵臓内分泌・外分泌細胞（腺房細胞）・膵管細胞への分化

で最も重要な転写因子であるが(23) 、 NKX6.1 の共発現も膵臓分化に重要であ

る。PDX-1/NKX6.1 共陽性の細胞は、グルコースに応答する成熟膵島細胞同様

の mono-hormonal な細胞へ分化する一方、で PDX1 陽性であっても NKX6.1 が

発現していない細胞はグルコース負荷に対して応答しない poly-hormonal な細

胞へ分化する可能性が報告(25)されている。また、 同報告からは PDX-1/NKX6.1 

が共発現している細胞は、in vivo 条件で膵内分泌細胞のみならず膵外分泌細胞

にも分化し得ることが示されている。ヒト多能性幹細胞から膵島細胞を分化誘

導したとの報告の多くでは、最終的な分化細胞で mono-hormonal な細胞と

Poly-hormonal な細胞の両方が確認されている (12) (29)。本法での分化誘導では

Day31 の段階で、グルコース応答性のインスリン分泌が示されていることから
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PDX-1/NKX6.1 共陽性の膵前駆細胞から分化誘導された mono-hormonal な細胞

成分が含まれていることが示唆される。しかしながら、本法でも Day17 の時点

では PDX-1/NKX6.1 共陽性の細胞のみならず、PDX-1+/NKX6.1-の細胞も混在し

ているため、最終分化段階で poly-hormonal な細胞が混在していると考えられる。 

 Ngn3 は bHLH transcription factor であり、膵発生では重要な役割を担っている。 

(30). NGN3 は発生の embryo の段階で発現亢進し、膵の成熟段階では発現の低

下がみられる (31) また、NGN３が発現する pancreatic precursors は将来的に膵

内分泌細胞に分化することが報告されている (32). このことから、NGN3 の発

現は多段階誘導の途中で亢進し、Day31 の時点で低下する必要があるが、本法

では Day17 の時点よりも Day31 の時点での方が NGN3 の mRNA 発現が亢進し

ていることが確認できている。（Figure 6)。NGN3 発現時期が遅い原因は明らか

ではないが、Day31 の時点では特に膵内分泌細胞については成熟化が十分では

ない細胞が混在している可能性も示唆される。また、我々は NGN3 発現が他の

報告とくらべて遅い段階から亢進する原因として、酸素分圧の影響や誘導因子

の問題を考えている。近年、ヒト iPS 細胞から効率的にインスリン分泌細胞へ

の分化でのNGN3の発現亢進については酸素濃度が重要であることが示された

(33)。我々のグループの過去の研究では三次元浮遊撹拌培養の条件においては、

マウス ES 細胞の増殖では低酸素状態下で増殖能・EB 形成に効果的であること
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を報告している(18)。今回、我々は同知見から低酸素状態での細胞培養を行っ

ていたが、溶存酸素の最適化で更に早い時期での NGN 発現亢進や最終段階で

の膵内分泌細胞の誘導効率の向上に期待ができると考えている。 

今回の研究では、膵前駆細胞の分化能力の確認のために行った追加の 2 週間

の培養で得られた細胞塊（Day31）に対するグルコース負荷試験では、濃度に

応じた C-Pepitide の分泌亢進は確認できたものの絶対量は少なかった。また、

免疫染色においてもごく一部の細胞でインスリン陽性細胞が確認できるに留ま

った。近年、当研究と同様に三次元浮遊撹拌培養で高効率に多能性幹細胞由来

の成熟膵島細胞を作成したとの報告(29)もなされている。同手法では誘導因子

として、本法では使用しなかった Betacellulin・ヘパリン・SANT-1・T3・γ-secretase 

XXI などが使用されている。本法では膵島細胞の分化誘導効率が満足なもので

はなかったが、誘導因子の最適化で更なる誘導効率向上に期待ができる。 

本法では、ほとんどの細胞が膵外分泌細胞（腺房細胞）および腺管細胞に分

化していた。腫瘍性疾患や外傷による膵損傷・炎症性疾患に対する膵全摘出症

例では、膵外分泌細胞も全て除去されるため、術後には生涯に渡る経口での膵

酵素の補充およびインスリンの投与が必要となる。また、膵内分泌機能および

膵臓外分泌機能が大幅に低下するため糖尿病を発症し、消化酵素の分泌低下に

伴う消化・吸収障害によって低栄養状態や脂肪肝に進展することがある(34)。
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治療に有効である可能性があっても、 膵外分泌機能・内分泌機能の双方が喪失

してしまう膵臓全摘出術を選択することは一般化しがたいのが実情である。こ

の事から、細胞シートをはじめとした組織工学的な手法で膵内分泌細胞のみな

らず腺房細胞・膵管細胞を含めた組織構築が可能となれば同病態の患者に対し

て福音となりうる。本法で得られた大量の誘導膵外分泌細胞の分化機構の解

明・得られた細胞の機能的評価を行うことは意味があるものと考えている。 

近年の報告では、分化段階からの PTF1A の発現は膵外分泌細胞（腺房細胞）

の発生に重要であることが報告されている(35)。本法でも、PTF1A の mRNA が

Day31 の時点で発現が亢進していることが確認でき、Day31 の時点で多くの細

胞がトリプシン・アミラーゼといった腺房細胞で発現するタンパク質が出現し

ていることが確認できている。胎児期の膵臓分化過程においては腺房細胞・膵

管細胞は同時に発現し、のちに成熟した膵管構造が形成される(36)。また、リ

パーゼの染色も試みたがこの段階では染色されなかった。ヒトの発生において

リパーゼの分泌は幼児期から始まることから、Day31 の細胞凝集塊の構成成分

の多くは胎児期の腺房細胞・腺管細胞の形成過程を見ているもの考察される。 

また、近年の報告では膵外分泌細胞の発生を阻害したマウスモデルでは、糖

尿病が引き起こされることが明らかとなった。このことは、膵内分泌細胞の機

能維持には何らかの機序で膵外分泌細胞の存在が必要であることが示唆されて



42 

 

いる(37)。 iPS 細胞から分化誘導した膵外分泌細胞が同じく iPS 細胞から分化

させた膵内分泌細胞の機能にどのような影響を及ぼしうるのかについては、依

然として明らかではないが本法では膵内分泌細胞および腺房細胞・腺管細胞の

作成が可能であったことから、今後の検証を必要とする。 

日々進化する再生医療技術を臨床適応の段階に進めるには、十分な量の細胞

提供が必要不可欠である。今回使用した三次元浮遊撹拌培養システムは、高密

度培養を可能とし 1 基の培養槽のみでも同時に移植に大量の細胞を取り扱うこ

とが可能であることからコスト・手間の面でも非常に大きなメリットがあると

考えられる。共同研究者の松浦らは、同バイオリアクターシステムで ES 細胞

由来の機能的心筋細胞の培養についての報告を行っている。この中で、最適な

撹拌速度・溶存酸素濃度・pH について言及しているが膵臓細胞の分化誘導でも

これらの条件をさらに検証する必要がある。なお、培養槽のスケールアップに

よりさらなる同時培養も可能であり、松浦らのグループは一度に 10
8
 個以上の

iPS 細胞由来の心筋細胞の分化誘導を行うことに成功している(38) 。このこと

から、三次元浮遊撹拌培養のさらなる誘導条件の検討により移植に足るだけの

大量のヒト iPS 細胞由来の膵臓細胞を同時に回収することも十分に可能である。 

 iPS 細胞由来の膵島細胞を臨床応用するためには、作成した細胞から目的と

する細胞をソーティングしなければならない。CD142 や CD200 は Pancreatic 
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endodermやPancreatic endocrine cellの抽出に有用であることが報告されている、 

(28)。Day17 時点の細胞凝集塊で CD142 の発現を調べたところ、多くの細胞で

PDX-1およびCD142が陽性であることが確認できた (Figure 7b), このことから

膵前駆細胞を Day17 時点でソーティングすることも現実的な選択肢である。 

また、多能性幹細胞から作成した誘導細胞の細胞集団の中には分化が十分に

行われない未分化な細胞が残存する可能性がある。これらの細胞が残存した場

合には、奇形腫などの腫瘍が発生する危険性がある。今回の研究では、各段階

での OCT4・NANOG の残存率等については評価していないが多能性幹細胞由

来の誘導細胞の臨床応用では未分化細胞の残存評価および未分化細胞を除去す

る方法の十分な検討が必要である。 

今回の研究では、三次元浮遊撹拌培養装置を用いてヒト iPS 細胞から膵前駆

細胞を大量に分化誘導することが可能であった。また、これらの細胞は膵臓細

胞（膵内分泌細胞・腺房細胞・膵管細胞）に分化しうることを示すことができ

た。 

更なる培養条件・誘導因子を検討することで、ヒトの多能性幹細胞由来の膵

細胞の大量供給・臨床応用につながることが期待できると考えている。 
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