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研究成果の概要（和文）：細胞死回避による免疫寛容誘導の機構解明を、ラット膵島分離後、亜

致死刺激の濃度の Mitomycin C(MMC)処置をおこない、その後培養する系において実施した。

MMC 処置により damage-associated molecular pattern 分子である HMGB1 や eat-me 
signal を誘導する calreticulin を濃染する中心壊死部が有意に抑制された。Western blot では、

apoptosis の経路には変化はなく、細胞周期停止が直接的に誘導されていることが明らかとな

り、これまでの in vivo の結果を含め、寛容誘導につながる機構が想定された。 
 
研究成果の概要（英文）：Islets treated with sublethal concentration of MMC at 10μg/ml for 
30 min induced immunological unresponsiveness when these islets were cultured for more 
than 20 hrs and transplanted into renal subcapsular space of STZ-induced diabetic mice. 
MMC treatment effectively reduced central necrotic area which pooled calreticulin and 
HMGB1 both inducing cross priming together. Western blot analysis suggested that MMC 
treatment and subsequent culture for 8 or 20 h upregulated the active form of p53 as well 
as the downstream gene p21waf1. Meanwhile, the active form of caspase-3 was not 
significantly changed. This indicates that the activation of p53 was directed at cell cycle 
arrest, but not at apoptosis processes through the activation of caspase-3. These findings 
together with previous in vivo results would support that a concept of surviving but not 
dying cells through sublethal stress induce unresponsiveness to the treated cells.  
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１．研究開始当初の背景 

膵島移植はホストに免疫抑制剤を投
与 す る こ と な く 、 グ ラ フ ト の
immuno-modulation のみで、長期生着
が得られる可能性がある。1984 年には
膵島を UV 照射することにより長期生
着することが示された（Science 223: 
607, 1984）。我々は膵島をγ線照射する
方法（Diabetes 38 Suppl 1:154, 1989）、
Mitomycin-C（MMC）処置し短期間培
養することによりラットからマウスの
異種移植の系で有意な生着延長効果が
得 ら れ る こ と を 明 ら か に し た
（Transplantation 67: 1474, 1999）。ま
た、 MMC 処置膵島ではマウスの
full-allogeneic な系においても約半数の
動 物 で 永 久 生 着 す る こ と
（Transplantation 76: 65, 2003）、さら
に、ラットからマウスの異種移植の系に
おいても、培養時間を 20 時間から 3 日
に延長することによって約半数の動物
で永久生着が得られることを明らかに
した（Cell Transplantation 17: 619, 
2008）。 
これらの事実は sublethal な細胞死を

誘導する処置を施された膵島は細胞死
から逃れ、免疫不応答を獲得することを
示すものと考えられた。 

 
 
 
２．研究の目的 
これまで我々がマウス、ラットで明らか

にしてきた MMC により細胞死を回避した
膵島が免疫不応答を誘導する機構解析をお
こなうことを本研究の目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 

細胞死を回避した膵島が免疫不応答を誘
導する機構解析をおこなうため、①細胞死を
回避した細胞はストレスに抵抗性を獲得す
ることが出来るかどうか、②細胞死を回避し
た細胞ではどのようなシグナル伝達が誘導
されているかの 2 点について検討した。 
方法としては、①は MMC 処置後、培養ス

トレス下の膵島の viability の測定と
damage-associated molecular pattern 分子
であるHMGB1やeat-me signal を誘導する
calreticulin の免疫染色をおこない、免疫応
答制御因子の評価をおこなった。②に関して
は、MMC 処置後の細胞内シグナル伝達につ
いて Western blot にて検討した。 
 
 

４．研究成果 
 
膵島分離後、培養の系において膵島の中心

部に壊死部がみられるが、MMJC 処置による
影響を検討するため、ヘマトキシリン・エオ
ジン染色標本において、膵島全体面積と
damage 部分の面積を、ソフトウェア
Microanalyzer で測定し、膵島全体に対する
damage 部分の面積比を計算したところ、有
意な差がみられた。 
 
図１ 

 
中 心 壊 死 部 に は damage-associated 

molecular pattern 分子である HMGB1 や
eat-me signal を誘導する calreticulin が貯
留し、培養とともに染色部の減少が見られる
ことが明らかとなった。 
 
図２ 

 
 
細胞内シグナル伝達を調べたところ、8,20

時間培養において、MMC 処置により、活性
型 p53 とその下流の p21waf1 のタンパクレ
ベルは上昇していた。一方、活性型 Akt と活
性型 caspase-3 は、MMC 処置による増減は
認められた。MMC は、p53 の serine 15 の
リン酸化により、細胞周期停止、DNA 修復、
apoptosis を誘導するが、MMC 低濃度処置と
それに続く 8,20 時間培養は、活性型 p53 と



そ の 下 流 遺 伝 子 で あ る p21waf1 の
upregulation を誘導したが、一方で、活性型
caspase-3 は有意には変化がみられなかった
ことより、p53 の活性化から、apoptosis は
誘導されずに、細胞周期停止が直接的に誘導
されていることが示唆された。 
 
図３ 

 
 

これらの結果から、sublethal なストレス
を受け細胞死を回避した細胞はその後のス
トレスにも抵抗性を示すこと、また、その際、
damage-associated molecular pattern 分子
であるHMGB1やeat-me signal を誘導する
calreticulin の表出を押さえるとともに、自
分自身は apoptosis に向かうのではなく細胞
周期を停止し、ストレスに対する抵抗性を保
持していることが示唆された。本研究で得ら
れた結果は今後、移植免疫のみならず、がん
免疫を考えるうえで、重要な知見となると考
えられた。 
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