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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 
1.幹細胞の分化誘導による移植用膵島およびインスリン産生細胞の開発。生体組織内由来膵幹細胞の同定・
分離、インスリン産生細胞もしくは膵島への分化誘導をはかり、並行して、ES細胞（マウス・ヒト）か
らのインスリン産生細胞誘導に関する検討を行う。 
2.皮下移植型バイオ人工膵デバイスの作製および改良を行う。 
3.皮下移植前処置としての血管新生誘導デバイスの作製および改良を行う。 
4.前臨床段階糖尿病モデルにおける皮下移植型バイオ人工膵の移植システムの確立。糖尿病モデル動物へ
の移植システム確立。特に、ヒトへの移植を前提とした大動物モデルによる検討を中心に移植システム

の有効性の評価を行う。以上の検討から、本研究における膵島再生治療法の有効性が確認された後、ヒ

トへの移植治療応用準備へ移行する予定である。 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。） 
 
 当初の研究目的に準じて、項目ごとに成果の概要を記載した。 
1．幹細胞の膵島様細胞への分化誘導 
 マウス胎性幹細胞（ES細胞）の分化誘導を試み、独自の方法で、従来報告されていない優れた機能を
有する膵島様細胞塊(ICC, islet-like cell cluster)を作製し、電子顕微鏡を用いてインスリン分泌顆粒を確
認した。また、その過程における膵特異的遺伝子発現を確認するとともに、マウス糖尿病モデルに移植し

て 2週間程度の血糖低下を観察し、一定の血糖調節機能を有することを確認した。さらに、その分化過程
をより詳細に検討する目的で、分化の各段階におけるマイクロアレイ解析により各遺伝子発現の変化を網

羅的に解析する実験を推進した。 
 これとは別に、本来は際限なく分裂・増殖するインスリノーマ細胞である MIN6 細胞を、培養条件の
操作により、増殖能が弱くブドウ糖濃度に応じたインスリン分泌反応を示す細胞塊に変化させ、これをバ

イオ人工膵に加工することで、少なくとも一ヶ月間 in vitroで良好な形態と機能を維持させることに成功
した。また、体性幹細胞からの膵島細胞分化誘導では、臨床的にも比較的利用しやすい骨髄中の細胞が in 
vivoで膵組織へ組み込まれる可能性、および、in vitroの培養によってインスリン産生細胞を誘導し得る
可能性について GFPマウスを用いた実験を行った。 
 
2．バイオ人工膵開発 
 各種の免疫隔離膜の組成や形態の詳細に関して最適化を図るべく試行した。その中で、ラット膵島ある

いはブタ膵内分泌細胞を分離精製して抗補体作用ポリマーを含む高分子ゲルに包埋することでマクロデバ

イスを作製し、下記血管誘導前処置を施した皮下組織内へこれを移植することで、マウス糖尿病モデルの

血糖を長期間にわたり正常化することに成功した。さらに、糖尿病モデルとして膵全摘犬を作製し、腹腔

内に上記のブタ膵内分泌細胞を組み込んだマクロデバイスを移植し、血糖を測定すると共に、ブタ C-ペ
プチド特異的アッセイ系を用いて移植した細胞の機能を検討したが、このデバイスは大型化に問題があり、

さらなる最適化が必要である可能性が示唆された。 
 大型化と臨床応用を視野にいれて、安全性と生体親和性に優れたポリビニルアルコール(PVA)を材料と
し、膵島細胞凍結保存技術を応用した全く新しい作製方法を考案した。この方法で作成したバイオ人工膵

にラット膵島を組み込み、in vitroの評価や糖尿病マウスへの移植実験を行なって有効性を確認した。さ
らに、バイオ人工膵の糖尿病合併症に対する効果を検討するため、糖尿病マウスにこの PVAデバイスを
移植し、約 2ヶ月にわたり血液・尿・腎組織所見を検討して、その糖尿病性腎障害に対する有効性を確認
した。また、ラット培養膵島に対するヒト新鮮血漿による組織障害を検討し、これに対して上記 PVAデ
バイス化が有効であることを確認した。この新規 PVAデバイスは、従来のチューブ型やバッグ型と異な
り、作製法が容易で大型化にも充分対応できる点で大きな利点と可能性を有している。今後は、このデバ

イスの最適化によって、将来的な臨床応用を目指すイヌ糖尿病モデル治療実験において飛躍的な成績向上

が期待される。 
 
3．皮下血管新生誘導 
 塩基性線維芽細胞増殖因子(basic fibroblast growth factor)を徐放性に遊離するデバイスを作製し、膵
島の同種皮下移植および異種バイオ人工膵皮下移植における有用性を小動物（マウス・ラット）において

確認した。また、従来用いていたコラーゲンスポンジに代えてコラーゲン被覆した PVAデバイスを用い
ても、良好な血管誘導が可能であることを示した。さらに、血管新生誘導技術の向上と応用可能性を探る

ため、ラット背部の虚血性皮膚壊死（皮弁）モデルや、新規の方法で作成した比較的長期間にわたり虚血

状態を持続するラット下肢モデルを用いて、血管新生デバイスや各種薬剤投与の効果を検討した。 
 
4．前臨床段階糖尿病モデルにおける検討 
 小動物における上記の研究により、本研究の目的の一部である、糖尿病モデル動物におけるバイオ人工

膵皮下移植システムの有効性が、小動物においてはほぼ確立し得たものと考えられる。しかし、膵全摘犬

を用いたバイオ人工膵移植実験では、十分な効果を確認するに至っておらず、この点については、今後の

さらなる検討が必要である。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連
研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

 今回、バイオ人工膵デバイスの大型化と臨床応用を視野にいれて、安全性と生体親和性に優れ

たポリビニルアルコール(PVA)を材料とし、全く新たな方法で作成したデバイスは、バイオ人工
膵以外の内分泌組織移植や、その他の組織・細胞移植にも応用可能性が高く、特記するに値する

新技術である。  
 PVAのゲル化には従来化学的処理が行われていたが、この処理は細胞の生存に適さず、細胞を
組み込んだ状態でのゲル化は不可能と考えられてきた。しかし、近年、凍結処理によるPVAのゲ
ル化 (crystallization)が報告されている。今回我々はこの点に注目し、従来から行われてきた膵
島細胞の凍結保存技術を応用してPVA中に血清やdimethylsulfoxiside(DMSO)を混入して膵島凍
結・再解凍に適した条件を作り、解凍時にも膵島細胞の機能を温存する新たな処置を組み合わせ

ることで、全く新しい作製方法により移植時に適切な膵島機能を発揮するバイオ人工膵を作製す

ることに成功した。また、物理的な強度を保つために、従来から我々が用いてきたメッシュによ

る補強を組み合わせた。  
 この方法で作成したバイオ人工膵にラット膵島を組み込み、in vitroの評価や糖尿病マウスへ
の異種移植実験を行なって血糖制御における有効性を確認し、糖尿病マウスにこのPVAデバイス
を移植して糖尿病性腎障害に対する有効性を確認した。また、ラット培養膵島に対するヒト新鮮

血漿による組織障害に対してこのPVAデバイス化が有効であることを確認した。以上の結果から、
今回開発したPVAバイオ人工膵デバイスは、細胞性免疫に対して主として物理的な防御効果を有
するのみならず、液性因子による膵島破壊に対しても一定の防御作用を有することが確認された。

 この新規PVAデバイスは、従来のチューブ型やバッグ型のPVAデバイスと異なり、作製法が容
易で大型化にも充分対応できる点で大きな利点と可能性を有している。即ち、従来のPVAデバイ
スは、バッグ状あるいはチューブ状の膜を作製した後でなければ膵島を組み込むことが困難であ

り、任意の形態のデバイスを作製することが容易でなく、デバイス内に膵島を組み込むために技

術を要した。しかし、今回の新規PVAデバイスは、技術的にはどのような形態のデバイスでも容
易に作製可能であり、大きさにも特に制限はない。さらに、膵島細胞の機能や生存率を向上させ

る各種の物質を混入できる可能性もあり、今後は、このデバイスの最適化によって、将来的な臨

床応用を目指すイヌ糖尿病モデル治療実験等において飛躍的な成績向上が期待される。  
 さらにこの方法は、凍結・再解凍が可能なあらゆる組織・細胞に応用可能であり、糖尿病以外

の各種内分泌疾患や代謝疾患に応用できる可能性があり、非常に幅広い潜在的応用範囲を有する

方法であると考えられる。  
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