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研究成果の概要（和文）： 大動物モデルである犬を用いてPBSCｓおよび間葉系幹細胞（MSCｓ

を分離培養することが可能であった。犬膵島分離、移植モデルは既に確立されたが、マー
ジナル膵島モデルを作成し、幹細胞同時移植モデルとの比較検討を行っている最中であ

研究成果の概要（英文）：る In this study we established culture of both PBSCs and MSCs
from canine. Now, we are trying to establish canine islet transplantation model
with marginal number and compare between those control model and PBSCs or MSCs
co-transplant model in terms of glucose tolerance.
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１．研究開始当初の背景
（１）膵島移植は、１型糖尿病根治療法として既に
臨床応用されている。しかし、現状ではインスリン
離脱を可能にするためには2または3人のドナー
を要し、長期の膵島機能保持は困難で、成績は
不良といわざるを得ない。
（２）成績改善のために膵島への血管再構築促進
（膵島の微小臓器化）に注目した。膵島機能低下
の主因として、移植膵島への血管再構築の困難
性があげられる。我々はは、ラットを用い骨髄間
葉系幹細胞(MSCs)の移入が血管新生を惹起し、
膵島生着促進と機能改善が得られることを見出し
た。
（３）当施設では末梢血幹細胞（PBSCs）の血管新
生効果を確認し、すでに末梢動脈閉塞症を有す
る症例に対して臨床応用し有効性を確認してい
る。

２．研究の目的
血管再生を惹起する幹細胞を膵島と同時
移植し、膵島生着に不可欠な血管新生を
増進させることにより、移植膵島の機能改
善、維持が可能であると考えた。

（１）大動物モデル（犬）からのPBSCｓおよ
びMSCｓの分離培養方法の確立

（２）犬膵島移植モデルによる幹細胞同時
移植効果の検討



３．研究の方法

（１）PBSCｓの採取

体重10kg、雌、ビーグル犬を用いて、全身麻
酔下に右大腿動脈、静脈にカットダウン法に
てかにゅレーションを行った。体外循環を行
い、　　　にて末梢血よりPBSCｓを分離し、
FACSにてCD34陽性細胞を検出した。

（２）MSCｓの採取、培養
体重10kg、雌、ビーグル犬を用いて、全身麻酔
下に上腕骨より骨髄細胞を採取した。市販の
MSCｓ培養液で骨髄細胞を培養し、接着細胞
のみを継代していった。脂肪、骨細胞への分
化誘導が可能であることを確認し、さらにFACS
にてCD34が陰性であることを確認した。

図3　犬骨髄由来間葉系幹細胞

（３）犬膵島移植モデル

体重10kg、雌、ビーグル犬を用いて、全身
麻酔下に開腹、膵臓摘出を行った。膵管よ
りコラゲナーゼを注入し、臨床で一般に用
いられているRicordi法にて膵臓を消化し
た。消化された膵島をCOBEにて連続比重勾
配で膵島のみを分離し、経門脈的に肝内に
自家移植した。

図4　犬間葉系幹細胞の分化誘

４．研究成果 （3）犬膵島自家移植モデルでの比較
検討は今後も継続して行われるが、十
分な膵島を移植された自家移植モデル
では以下のように非常に良好な耐糖能
を示すを示す。

（１）G-CSFの投与によって、全有核細胞数、
CD34陽性細胞数（PBSCｓ）は明らかに増加した。陽性細胞数（ ）は明ら に増加 た。

図１　PBSCｓの収量

（2）分離培養された細胞は98％がCD34
陰性であり、肉眼的には紡錘形であっ
た。分化誘導実験において脂肪細胞、
骨細胞へ分化が確認されたため、MSCｓ
であることが証明された。

図5　犬自家膵島移植モデルにおける　
移植後耐糖能

図2　FACSによる骨髄由来幹細胞の解析（CD34)
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