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研究成果の概要（和文）：我々はFibroblast Growth Factorを使用したデバイスを作成し、皮下膵島移植の生着
率向上に血管新生の重要性を示した。
また新規素材であるI型Collagen様リコンビナントペプチド（RCP）を用いて安全で効果的な皮下血管床構築法を
確立し、従来の経門脈移植と同等の皮下膵島移植の生着率向上を実現した。
加えてRCPにAdipose-derived stem cells (ADSCs)を付加した群（RCP＋ADSCs群）の検証を行い、新生血管増強
効果と移植部位及び膵島グラフトの被膜におけるECMのup-regulationが相乗的に作用をもたらした可能性を示し
た。

研究成果の概要（英文）：We created a device using Fibroblast Growth Factor and demonstrated the 
importance of neovascularization in improving the survival rate of subcutaneous islet 
transplantation. We also established a safe and effective method for constructing a subcutaneous 
vascular development using a new material, type I Collagen-like recombinant peptide (RCP).
and accomplished an improvement in the survival rate of subcutaneous islet transplantation, which is
 equivalent to that of conventional portal vein transplantation.
In addition, we verified the group in which Adipose-derived stem cells (ADSCs) were added to RCP 
(RCP + ADSCs group), and we reasonably confident that the neovascular enhancement effect and the 
up-regulation of ECM at the transplant site and around the islet graft capsule would promote islet 
engraftment synergistically.

研究分野： 膵島移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、重症１型糖尿病の根治療法において、リスクが高い従来の経門脈的膵島移植に代わる低侵襲な
皮下膵島移植の開発である。我々はFibroblast Growth Factorや新規素材であるI型Collagen様リコンビナント
ペプチド（RCP）、血管新生作用を有するAdipose-derived stem cells (ADSCs)を用いて安全で効果的な皮下血
管床構築法を確立することにより、従来の経門脈移植と同等の皮下膵島移植の生着率向上を実現した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
現在世界の糖尿病人口は 3 億 8670 万人と言われており、日本でも年々増加傾向にある。中 
でもインスリン依存型糖尿病（１型糖尿病）では、内科的なインスリン注射や食事・運動療法に
よる管理にもかかわらず重症低血糖発作や時に突然死を起こし生命予後が不良である。この重
症の 1 型糖尿病患者に対して行われる治療法として期待されている治療の一つが膵島移植であ
り、近年の研究成果により移植成績も向上している。当院（東北大学病院）でも現在までに膵全
摘手術の患者に対する自家膵島移植を含め 7 例の膵島移植が行われている。特に自家膵島移植
手術は、本来廃棄される膵臓よりインスリン産生細胞のみを取り出し、患者本人に戻す事により
糖尿病発症を阻止する究極の先端再生技術であり、国内では 5 例目の報告例となるが良好なイ
ンスリン産生能の回復が報告されたのは本症例が初めてで、社会的意義が非常に高いと思われ
る。現時点での膵島移植の課題として、１）一人の患者の治癒に 2-3 回の移植が必要であるとい
う課題、２）経皮的門脈注入で行う方法が膵島移植の標準プロトコルであるが、肝臓内は原始免
疫反応が亢進しており、門脈内に移植された膵島は激しい炎症反応により 40－50％が移植後数
時間で破壊される（Goto, et al., Transplantation. 2004）だけでなく、移植膵島による門脈塞栓
などの重篤な合併症があること等があげられる。これらの問題点を打破すべく、当研究室では膵
島分離のための新規酵素カクテルの開発や、糖尿病治療のテーラーメード型膵島分離の開発、
Thioredoxin-1 による移植後早期膵島障害、短期間の絶食とインスリン投与を組み合わせる新し
い膵島移植手術法の考案等、様々な研究を発表してきた（Dendo, et al., Transplantation. 2015, 
他）。中でも本研究では１）より低侵襲な手技の開発、２）将来的な異種移植や人工多能性幹細
胞（iPS 細胞： induced pluripotent stem cells）由来の膵島移植の可能性も視野に膵島細胞の
追加移植を簡易に行う方法の樹立のため、従来の経門脈的膵島移植に代わる新しい移植部位の
開発について研究を進めている。これまでに、腎被膜下、後腹膜下、筋肉内、皮下等が、経門脈
移植に代わる移植移植部位として注目されてきた。その中でも、皮下への膵島移植は、１）最も
低侵襲であること、２）複数回の移植を安全に行えること、３）将来 iPS 細胞由来の膵島や異種
膵島の移植が実施された後に、移植膵島を起因とする合併症が起きた場合、経門脈移植では肝臓
内に移植された膵島を摘出することは不可能であるが、皮下膵島移植の場合は必要時に移植膵
島の摘出を簡易に行えることなど、様々な利点があることから、新たな移植場所として最も注目
されている。しかし、皮下は膵島移植において、膵島生着に必要とされる血管に乏しく、膵島の
生着には不利な部位である。このため移植予定箇所の皮下に新生血管床をいかに効果的に構築
し、膵島の生着を向上させるかが重要な鍵となる。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまで皮下の乏血管を克服するために、basic fibroblast growth factor （bFGF）を使用した
デバイスを移植前の皮下に留置し膵島移植の生着促進が有用であるという報告が存在する
（Luan, et al., Am J Transplant.2014）。当研究室でも bFGF を使用した皮下膵島移植前の新生
血管構築について研究し、この bFGF は高用量ではデバイス留置部への滲出液貯留と出血によ
りグラフト生着が阻害されることを報告している（Transplantation：In press）。一方、マウス
皮下にナイロンカテーテルを留置することで皮下の新生血管が増加し、そこに膵島を移植する
ことで、糖尿病の治療成績が向上することが報告されている（Pepper, et al. Nat Biotechnol. 
2015）ことから、皮下新生血管の構築においては、デバイス自体の性状に焦点を当てた研究も重
要であることが判明し、血管誘導効果を有する新規コラーゲン素材であるⅠ型コラーゲンを基
としたリコンビナントペプチド（RCP：Nakamura, et al., J Control Release. 2010）に焦点を
あて、皮下膵島移植の生着を促進するための移植前血管床構築プロトコルを作成し、長期 RCP
デバイス群は経門脈移植に匹敵する糖尿病治癒を示し、かつ出血や浸出液が少ないという報告
を行った（Uematsu SS, et al. Transplantation. 2018）。 
この前段階の bFGF における研究で、至適量の bFGF とヘパリンが血管新生に関わりこれが糖
尿病治癒に関与するのは予想の範囲であったが、一方予想外に bFGF を含まない空デバイス
（bFGF 0）群もある程度の治癒率を示した（Uematsu SS, et al. Transplantation. 2018）。こ
の結果は、糖尿病治癒に必要な膵島生着には、血管新生以外にも何か別の重要な機序を介してい
ることを示唆している。一つの候補として考え得るのは、コラーゲンやヘパラン硫酸、フィブロ
ネクチンといった細胞外マトリックス（extracellular matrices：ECM）の発現増強あるいは補
充である。実際、ヘパラン硫酸が膵島機能の活性化に必要不可欠であることが報告されており
（Ziolkowski, et al., J Clin Invest. 2012）、Ⅳ型コラーゲンが膵島機能を回復させたことも報告
されている（Yap WT, et al., Tissue Eng Part A. 2013）。さらに、複数のグループより、ラミニ
ンやフィブロネクチンが膵島機能を維持させるのに極めて重要であることが報告されており
（Edamura, et al., Cell transplant. 2001、他）、膵島分離作業中に、膵島周囲の ECM が破壊さ



れ、それにより膵島の機能が損なわれることも知られている（Cross, et al. Am J Transplant. 
2017）。これらの事実を照らし合わせると、ECM の発現増強や補充により膵島生着が促進する
と考えるのが合理的であり、さらに、軽度の炎症がフィブロネクチンの発現増強を介して、幹細
胞の生存を延長させたという最近の報告（Li, et al., Mol Med Rep. 2016）を鑑みると、アガロ
ースで作製した bFGF 徐放デバイス自体がもたらすメリットも、デバイスの異物反応によって
引き起こされる軽度の一時的炎症により誘導・補充される ECM によって説明可能ではないかと
推定される。以上より本研究では、(1)RCP 皮下デバイスにおける皮下膵島移植時の血管新生の
評価と、(2)RCP と bFGF を使用した皮下膵島移植時の血管新生以外の因子として ECM の存在
を明らかにし、今後の皮下膵島移植に貢献することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法  
 
(1)RCP 皮下デバイスにおける血管新生の証明： RCP 皮下デバイスを留置後摘出し、同種同系膵
島を移植、血管新生の免疫染色による定量分析を行い、bFGF デバイス群と比較する。また、皮
下に移植した膵島の血管新生を特殊なチャンバー（dorsal skinfold chamber）を使用し、二光
子顕微鏡を用いてより詳細な血管新生機序を求める。 
(2)RCP または bFGF 皮下デバイスにおける ECM の証明：(1)と同様のマウスで免疫染色で ECM （ラ
ミニン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ヘパラン硫酸、コラーゲンⅠ、Ⅲ、Ⅳ）の存在を
定性で確認し、差があれば Laser microdissection（LMD 7000）を使用して定量的に解析する。 
(3)RCP 単体では血管新生において有意な差を認めるには至らなかったが、移植部位の間質組織
における Fibronectin の発現増強傾向が認められたことから、RCP に血管新生作用を有する脂肪
組織由来幹細胞(Adipose-derived stem cells: 以下 ADSCs)を付加した群（以後 RCP＋ADSCs 群）
と RCP 単独群の検証を実施した。 
 
 
４．研究成果  
 
(1)RCP 皮下デバイスにおける血管新生の証明：以前に行った実験で、bFGF を使用したデバイス
群とコントロール群での新生血管の評価では、bFGF 群では、有意に高値を示した。しかし、RCP
群について新生血管の評価を行ったところ、膵島内の新生血管の数は少数で、コントロール群と
有意な差を認めなかった。今回、治癒結果の非常に良好な RCP デバイスやある程度の治癒を得た
bFGF0 群（bFGF を含まないデバイスを使用した群）において、免染にて新生血管が少ないという
事実は、皮下における膵島生着には血管新生以外の何か別の重要な機序を介していることを示
唆している可能性があると思われる。一つの候補として考え得るのは、コラーゲンやヘパラン硫
酸、フィブロネクチンといった ECM の発現増強あるいは補充である。膵島分離作業中に、破壊さ
れた膵島周囲の ECM が失われ膵島の機能が損なわれるという報告やフィブロネクチンの発現増
強を介して幹細胞の生存を延長させたという報告から、デバイスの異物反応によって引き起こ
される炎症により誘導・補充される ECM によってより膵島生着が促進する可能性もあると考え
た。 
(2)RCP または bFGF 皮下デバイスにおける ECM の証明：(1)の結果を受け、シャム群、bFGF デバ
イス群、RCP 短期留置群、RCP 長期留置群において、皮下に移植した膵島周囲の ECM 発現におけ
る免疫染色(定性)を行った。現在までに終了しているのはラミニン、フィブロネクチン、ビトロ
ネクチン、コラーゲンⅣの定性評価と統計解析である。ラミニンに関しては明らかな有意差を認
めず、フィブロネクチンに関しては bFGF 群と RCP 長期留置群において有意に発現が高く、ビト
ロネクチンに関しては、は bFGF 群の発現が有意に高く RCP 長期留置群が高い傾向を示し、コラ
ーゲンⅣに関しては bFGF 群が有意に高い発現を示した。 
(3)この結果、血糖推移と治癒率では RCP 単独群、RCP＋ADSCs 群で有意な差は認めなかったが、
膵島機能を示す腹腔内ブドウ糖負荷試験では RCP＋ADSCs 群が有意に良好であった。 
また、各群での膵島内部における新生血管を免疫染色による半定量化で比較したところ、RCP＋
ADSCs 群における新生血管は RCP 単独群と比較し多い傾向にあった。 
以上より、各群の間質組織の Fibronectin と、移植膵島グラフトの被膜における Collagen III
の発現を確認したところ、RCP＋ADSCs 群の有意な増強を認めた。 
また移植膵島の被膜に関しては Laminin および Collagen IV に関しても発現が増強する傾向が
確認された。 
これらの結果から、RCP＋ADSCs 群では膵島内部における新生血管増強効果と移植部位および膵
島グラフトの被膜における ECM の up-regulation が相乗的に作用し移植成績向上をもたらした
と考えられる。 
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