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研究成果の概要（和文）：本研究は、ドナー膵組織の基質組成に対応し得る“テーラーメイド型膵島分離法”の
基盤を構築する事を目的として実施した。その結果、これまで同定されていなかったコラゲナーゼGの特異的対
象基質がコラーゲンIV及びVである事を明らかとし、既に同定済みであったコラゲナーゼHの対象基質に関する知
見と組み合わせる事により、ドナー種に対応するテーラーメイド型膵島分離法の樹立が可能である事を動物モデ
ルで実証し報告した。中性プロテアーゼに関しても、ラミニンやフィブロネクチンが主要対象基質であり、新規
に構築した2つの中性プロテアーゼ（ChNP 及びClostripain）それぞれの切断エピトープを特定する事に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to establish the basis of "tailor-made islet 
isolation method" that can correspond to the extracellular matrix component of donor pancreatic 
tissues. As a result, it has been clarified that the specific target substrates of collagenase G 
which have not been identified until now are collagens IV and V, and by combining it with the 
knowledge about the target substrates of collagenase H which has already been identified by our 
team, it has been reported that it is possible to establish a tailor-made islet isolation method for
 specific donor species by using animal models. Regarding the neutral proteases, we have revealed 
that laminin and fibronectin are the main target matrices, and we succeeded in identifying the 
cleavage epitopes of each of the two newly constructed neutral proteases (ChNP and Clostripain).

研究分野： 移植外科、細胞移植、膵島移植

キーワード： 膵島移植　細胞分離酵素　糖尿病　移植医療　再生医療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の遂行により、膵島分離用酵素剤を構成する各酵素成分の対象基質を初めて明らかにする事ができた。そ
れにより、これまでの常識である盲目的な酵素量の増加といった姑息的な手法ではなく、脳死ドナーより提供頂
く膵組織の基質組成に対応する酵素成分を科学的に至適化するという、時代を先取りするテーラーメイド型膵島
分離システムの基盤を構築する事ができた。この研究成果は、質の高い膵島の安定的確保を通じて膵島移植の発
展、普及に貢献するものと期待される。また、本研究で基盤を構築したテーラーメイド型細胞分離システムは、
膵島移植のみならず様々な再生医療への応用が可能であり、医学的に大きな意義を有していると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

（１）膵島移植は、安全・簡便・低侵襲であり患者に優しい画期的治療法であるため、今

後の糖尿病治療の中心を担っていくと期待されている。しかし、現状においては質の高い

十分量の膵島細胞を効果的かつ安定的に得る事が困難であるという致命的課題を有して

いるため、未だ一般医療に至っていない。 

 

（２）膵島分離において中心的役割を担う酵素剤として、2 種のコラゲナーゼサブタイプ

(G & H)と中性プロテアーゼが存在する事が知られている。しかし、現状では提供膵組織

に応じて酵素組成比を変更する事は不可能である。言い換えれば、極めて限局されたツー

ルによって、マトリックス組成が全く異なる種々の膵組織から効果的かつ安定的に膵島細

胞を回収しなければならないという無理難題を強いられているのが膵島移植の実状であ

る。したがって、各酵素成分の役割や作用機序の学理究明を介して特異的対象基質を同定

し、酵素成分と対象基質の方程式を樹立する事により、年齢や体型に起因する膵組織マト

リックス組成の個体差に幅広く対応できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 

 本研究は、申請者等が世界に先駆け作製してきたサブタイプ別リコンビナント細胞分離

酵素剤を用い、移植外科学・酵素工学・分子生物学・タンパク構造解析学の最新知見を革

新的に融合させ、従来成し得なかった対象膵組織のマトリックス組成に使用酵素成分を至

適化させる“ テーラーメイド型細胞分離システム ”の基盤を構築しようと試みるもので

ある。それにより膵島移植が抱える課題の解決を図り、膵島移植を国民病である糖尿病に

対する理想的な次世代細胞療法として確立する事を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 

（１）コラゲナーゼサブタイプの役割およびコラゲナーゼ Gが膵組織を消化する際に対象

となり得る基質について、基質消化試験および質量分析法を用いて検証を行った。 

 

（２）申請者等が独自に開発してきた 2 種類の新規中性プロテアーゼ（ChNP および

Clostripain）が膵組織を消化する際に対象となり得る基質について、基質消化試験およ

び質量分析法を用いて検証を行った。 

 

（３）膵島分離酵素剤を構成する各酵素成分の特異的対象基質の膵組織内発現量を半定量

化する事で、使用する膵島分離酵素剤の成分の最適化を図る事が可能であるかについて、

実際に各種比率条件下で膵島分離試験を実施し検証を行った。評価には以下の項目を活用

した。 

 膵島収量 

 分離膵島の ADP/ATP ratio 

 各種対象基質の免疫組織化学染色 

 各種対象基質のリアルタイム PCR 

 各種対象基質のウェスタンブロッティング 

 各種対象基質の質量分析法 

 
４．研究成果 
 

（１）コラゲナーゼ H は消化工程を強力に推進するのに対し、コラゲナーゼ Gは消化工程

初期においてはコラゲナーゼ Hと連携し膵組織の消化を促進するものの、消化後半の過消

化状況においては、分解された膵外分泌組織由来の内因性プロテアーゼによる膵島障害か

ら膵島を保護する作用を有している事が判明した。さらに、TMPP による二段階修飾を導入

した膵組織の質量分析と in vitro 基質消化試験の検証により、コラゲナーゼ G の有力な



対象基質としてコラーゲン IV とコラーゲン V を同定する事ができた（下記論文 2）。コラ

ーゲン IV に関しては、膵組織のみならず肝組織の免疫組織化学染色においても同様の所

見を示す事が確認できた。 

 

（２）In vitro 基質消化試験の実施により、膵組織に豊富に発現しているラミニンやフィ

ブロネクチンはコラゲナーゼ Gやコラゲナーゼ Hでは全く消化できず、中性プロテアーゼ

に強く依存している事が明らかとなった。ラミニンに関しては、申請者等が新たに開発し

た 2 種の中性プロテアーゼのうち ChNP はγ鎖に、CP はα鎖に切断部位を有する事を明ら

かとし、そのエピトープの同定にも成功した。今後、それらの知財化を目指す予定である。

またフィブロネクチンについても、ChNPとCPとの間で分解部位の顕著な相違が確認され、

ChNP による分解の方が CPによる分解よりも優位である事が判明した。 

 

（３）実際の動物モデルを用いた膵島分離試験の結果、Lewis ラットではコラゲナーゼ H

を増量する事で膵島収量の増加がみられたのに対し、SD ラットではコラゲナーゼ G:コラ

ゲナーゼ H 比が 1:1 群に比して 1:5 群で膵島収量の低下が認められた事から、Lewis ラッ

トでは SD ラットと比較して膵組織中にコラゲナーゼ H の特異的対象基質であるコラーゲ

ン III が豊富に存在する可能性が示唆された。免疫組織化学染色、リアルタイム RT-PCR

による検討では、膵島分離結果との相関が認められなかった。しかし、免疫組織化学染色

と同じく抗体を用いた検査であるウェスタンブロッティング法による検討では、Lewis ラ

ットの膵組織におけるコラーゲン III の発現が SD ラットと比較して有意に高く、膵島分

離結果との相関が認められた。また、質量分析法による検討でも 1型コラーゲンα1鎖/3

型コラーゲンα1鎖比および1型コラーゲンα2鎖/3型コラーゲンα1鎖比はLewisラッ

トで SD ラットよりも有意に低く、Lewis ラットの膵組織では SD ラットよりもコラーゲン

III が多く発現している可能性が考えられた。また、1 型コラーゲン α1 鎖/1 型コラーゲ

ンα2鎖比は Lewis ラットにおいて高い傾向にあり、この事は 3本の α1鎖からなるホモ

三量体 1型コラーゲンの比率と膵島分離成績との相関を示唆する結果であった。今回の検

討の結果から膵組織中のコラーゲン量を測定するためには、コラーゲンの特徴である三重

らせん構造を考慮した適切な方法が必要な事が確認された。また、質量分析法によるコラ

ーゲン III やコラーゲン I に占めるホモ三量体の比率の測定は、ドナー膵組織特異的な

テーラーメイド型膵島分離の実現に向けた重要な要素となり得る事が示唆された（下記論

文 1）。これらの結果により、これまでの常識である盲目的な酵素量の増加といった姑息的

な手法ではなく、脳死ドナーより提供頂く膵組織の基質組成に対応する酵素成分を科学的

に至適化するという、テーラーメイド型膵島分離システムの基盤を構築する事ができた。 
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