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 研究成果の概要： 現在の臨床膵島移植では 1 人の糖尿病レシピエントの治療に 2~3 人分のドナー膵臓が必要である。我々は移植早期（２４時間以内）に発現する自然免疫拒絶反応による移植膵島破壊がこの問題の本質であると考え、本研究課題を遂行した。その結果、NKＴ細胞、好中球、炎症性サイトカインが関与する拒絶反応の機序と制御法を明らかにすることができた。本研究成果は臨床膵島移植の成績向上に大きく寄与すると考えられる。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 
2007年度 5,100,000 1,530,000 6,630,000 
2008年度 5,800,000 1,740,000 7,540,000 年度      年度    総 計 14,600,000 4,380,000 18,980,000 

 

 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：外科学一般 キーワード：インスリン依存糖尿病、膵島移植、自然免疫拒絶反応、NKT細胞、好中球 
 １．研究開始当初の背景  近年、重症糖尿病の治療法として膵島移植が注目されている。膵島移植はインスリン産生細胞（膵島）を移植に用いる細胞移植で、臓器移植とは異なり、手技が簡便、侵襲が極めて少なく、安全な治療法である。実際の移植は局所麻酔下、超音波を用いて門脈を穿刺、単離膵島を肝内に移植する。移植後にはレシピエントの血糖は正常化し、移植前には治療困難で生命予後に重大な影響を及ぼす無自覚性低血糖発作（意識障害）は消失、更に糖尿病血管合併症は改善する。局所麻酔下での治

療法であるため、移植当日より経口摂取を開始でき、数日中には退院が可能である。このように膵島移植は画期的な重症糖尿病の治療法であり、今後の発展が切望されている。  臨床膵島移植は 2000 年にカナダのグループによる成功例が報告され(N Engl J Med 343:230, 2000), 米国、ヨーロッパを中心に実施例が増加している。我が国に於いても2004 年に開始され、現在までに 18 例実施されている。臨床膵島移植の現在の最も重要な課題は一人の糖尿病レシピエントの治療成功に２−３回の膵島移植、すなわち２－３人
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分のドナー膵臓を必要とする事が挙げられる。一人のドナー膵臓より得られた１回の膵島移植では生着する膵島数が少なく、移植膵島より分泌されるインスリンだけでは不十分で、減量できるもののインスリン注射を移植後に継続する必要がある。この問題が細胞移植である膵島移植が同じ目的で行われている膵臓器移植に比し、未だ実験的治療といわれる所以であり、その解決が臨床膵島移植の急務となっている。 
 ２．研究の目的  我々は先の研究に於いて移植膵島の生着に着目し、移植後早期に発現するグラフト膵島障害機序をマウス実験系で解析した。その結果、肝内に移植された膵島の５０％以上が移植後２４時間以内に破壊され、その過程に、近年新に見出された免疫担当細胞であるナチュラルキラー T（NKT）細胞が必須の役割を担っていることを見出した。また、移植部位である肝臓内に移植後６時間をピークに好中球が集積、移植膵島内に浸潤し、インターフェロンγを産生放出、移植膵島を破壊することが判明した。更に、集積した好中球の活性化にはNKT細胞の存在が必須で、NKT細胞を介して好中球がエフェクターとして機能していることが明らかになった。本研究では一人のドナーより一人、さらには二人以上へのレシピエントへの臨床膵島移植成功を達成する為に、上記知見で明らかになった移植早期膵島障害のメカニズムに基づき、NKT細胞を標的にした臨床応用可能な移植後膵島障害を制御する新規治療法を開発することを目的にした。 
 ３．研究の方法 （１）NKT細胞機能に関与する血液凝固関連生理活性物質の検索  凝固作用あるいは抗凝固作用を有する血液凝固関連生理活性物質がNKT細胞を介した移植後膵島障害を増強あるいは軽減する作用を有するか、マウス膵島移植モデルで検討した。特に我々は近年、致死因子として注目されているＨＭＧＢ１に着目し、膵島移植拒絶反応に於ける役割を明らかにした。 （２）NKT細胞以外の因子、特に好中球、炎症性サイトカインの役割解析  ＮＫＴ細胞依存性に活性化される肝内集積好中球の動態を解析した。 （３）サルを用いた移植膵島障害の解析  前臨床試験として、サルを用いた膵島移植の予備実験を開始した。 （４）ヒト肝リンパ球の解析 外科的切除肝臓組織よりリンパ球を単離し、

サイトカイン産生を解析した。 
 ４．研究成果 （１）NKT細胞機能に関与する血液凝固関連生理活性物質の検索 ①抗ＨＭＧＢ１抗体の移植時１回の投与で自然免疫拒絶反応が制御でき、マウス実験系で
one donor to one recipientの移植が実現できた。この知見はＨＭＧＢ１が膵島移植自然免疫拒絶反応に必須の役割を担っていることを示している。 ②ＨＭＧＢ１の免疫組織染色でＨＭＧＢ１がナイーブ膵臓内の膵島細胞核に濃染されることが判明した。内分泌細胞外の外分泌細胞、膵管細胞は染色されなかった。単離膵島ではナイーブ膵臓内膵島と同様の所見を示した。肝内移植膵島では移植後３時間でＨＭＧＢ１は移植膵島細胞核内にとどまらず、核外（細胞質）に染色された。 ③膵島に於けるHMGB1の存在を確認する目的で膵島と各臓器（胸腺、肝臓、肺、膵臓）、肝単核球よりＦＡＣＳで分離したＴ，Ｂ，ＮＫ，ＮＫＴ，クッパー細胞、好中球のHMGB1含有量を測定した。その結果、HMGB1が膵島に豊富に含有されていることが判明した。膵島は他の臓器、細胞と比較し、50-100倍のHMGB1を含有していることがわかった。 ④STZ糖尿病レシピエントマウスの膵島移植前後で血中ＨＭＧＢ１濃度を測定した。STZ静注で糖尿病を作成し、７２時間後に同種同系膵島を経門脈的肝内に移植した。STZ静注２４時間をピークに血中ＨＭＧＢ１濃度が有意に上昇した。７２時間後には前値に戻った。移植後は６時間をピークに血中ＨＭＧＢ１濃度は上昇した。２４時間で前値に戻った。 ⑤単離膵島を炎症性サイトカイン（IFN-γ, TNF-α, IL-1β）の存在下で培養し、膵島障害を惹起するin vitroモデルでＨＭＧＢ１と膵島障害の関連性を検討した。培養時間の経過と共に膵島はネクローシスにより障害され、比例して培地中HMGB1濃度は上昇した。 ⑥HMGB1の肝単核球に対する直接作用を検討した。マウス（C57BL/6）肝臓より単核球を単離し、in vitro HMGB1で刺激し、サイトカイン産生を検討した。HMGB1刺激により肝単核球はNKT細胞依存性にIL-12, IFN-γ, IL-6を産生した。FACS-sorted cellsを用いた解析によりIL-12とIL-6はそれぞれクッパー細胞、好中球より産生され、NKT細胞の存在下に産生量が著しく増加した。IFN-γはNKT細胞、好中球から産生された。 ⑦IL-12とIL-6が実際に膵島移植後に必須の役割をしているかどうかを明らかにするため



 

 

に、抗IL-12, 抗IL-6抗体の効果を検討した。抗IL-12, 抗IL-6抗体の移植時１回の投与により移植膵島障害は制御でき、one donor to one recipientの移植が実現できた。 ⑧HMGB1のin vivo作用を検討した。HMGB1(100µg/injection/mouse)を静注し、２時間後に肝単核球を単離し、FACSで解析した。膵島移植後と同様にNKT細胞と好中球からIFN-γが、好中球からIL-6が産生されのを確認できた。 ⑨HMGB1の受容体はTLR-2, TLR4, RAGEとの報告があり、我々の膵島移植の系についてそれぞれのノックアウトマウスを使用し、検討した。肝単核球を用いたin vitro解析ではHMGB1刺激でTLR-4 KOマウスでは野生型マウスと同様にIL-12, IL-6, IFN-γの産生が認められたが、TLR-2 KO, RAGE KOでは著しく減少した。In vivoの効果はそれぞれのKOマウスをSTZ静注で糖尿病を作成、レシピエントとして使用し、野生型膵島200個を肝内に移植した。野生型、TLR-4 KO の糖尿病レシピエントでは移植後高血糖で推移したが、TLR-2 KO, RAGE KOでは移植後正常血糖となった。 （まとめ） 以上の研究成果より移植膵島に豊富に存在するHMGB1が移植後早期に膵島より肝内に放出され、肝内免疫系を活性化し、移植膵島を障害する移植膵島障害機序の全貌が明らかになった。 今後はマウス膵島移植で得られた知見がヒト膵島に適応できるか検討する必要があるが、本研究成果は臨床膵島移植の成績向上に寄与することが期待できる。 （２）NKT細胞以外の因子、特に好中球、炎症性サイトカインの役割解析 IFN-γが移植膵島障害に必須の役割を担っていることが明らかになった。また、アデノシンがNKT細胞に抑制的に働き、肝内移植膵島障害を防止することが判明した。 （３）サルを用いた移植膵島障害の解析 サルを用いて移植部位の膵島障害に及ぼす効果を検討した。現在は実験が進行中である。 （４）ヒト肝リンパ球の解析 外科的切除肝臓よりリンパ球を単離し、ＨＭＧＢ１刺激によるサイトカイン産生を検討した。ヒト肝単核球が単離可能であること、ならびにIFN-γ, IL-6, IL-10, TNF-αを産生することを見出した。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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