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研究成果の概要（和文）：膵島移植はⅠ型糖尿病の理想的な細胞治療法であるが、移植した膵島は早期より傷害され進
行性に失われてしまう。本研究では、安全かつ有効な膵島移植法を確立すため、NF-κBやCD40を標的とした新しい治療
戦略を探求した。マウスやイヌ膵島移植モデルでNF-κB活性化抑制作用を有するDHMEQ、PPAR-γアゴニストやプロテア
ゾーム阻害剤投与により、移植後早期の炎症反応による膵島消失を有効に抑制し得た。また、マウスやサル膵島移植モ
デルにおいて、CD40-CD40L副刺激遮断により拒絶反応は強力に抑制されアロ移植膵島の生着期間は著明に延長した。こ
れら分子標的治療は有効であり、臨床応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic islet transplantation (PIT) is an ideal cell-based therapy for type I d
iabetes. However, transplanted islets are injured immediately after grafting, and islet graft function det
eriorates progressively. In order to overcome these hurdles, we focused on NF-kB and CD40, and tried to es
tablish a safe and effective strategy for PIT in the current studies. In murine and canine PIT models, we 
found that agents which inhibits NF-kB activation such as DHMEQ, PPAR-gamma agonist and proteasome inhibit
or, efficiently blocks inflammatory responses and prevents islet graft loss shortly after PIT. Also, CD40-
CD40L costimulatory blockade potently suppressed rejection and markedly prolonged islet allograft survival
 in both mouse and monkey PIT models. Our results demonstrated that treatments targeting NF-kB and CD40 ar
e very effective for preventing graft loss following PIT, and that these strategies would be applicable fo
r clinical PIT. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 Ⅰ型糖尿病は自己 T細胞が膵 β細胞を破壊
する自己免疫疾患で、終生のインスリン治療、

慢性透析、若年死亡が不可避である。膵臓移

植は極めて有効な治療法であるが、脳死下の

臓器提供が極めて少ない本邦では、新たな治

療法の確立が切望されている。膵 β細胞ラ氏
島（膵島）移植は最先端かつ理想的な細胞治

療法であり欧米では臨床応用されているが、

移植直後の炎症・免疫反応による早期グラフ

トロスが起こるため、ひとりの患者治療に 2
〜3 人のドナーが必要である。また、膵島移
植 1年後のインスリン非依存率は漸く 80%ま
で向上したものの、5 年後には遅発性グラフ
トロスにより 15%まで減少し予後不良であ
るため、本細胞治療法は現在、縮小傾向にあ

り新たな治療戦略が必要である。 
 膵島細胞移植後の早期グラフトロスは、血

液に惹起される即時的な炎症反応：instant 
blood-mediated inflammatory response（IBMIR）
や自然免疫: innate immunity 反応が主な原因
であることが近年の研究から解ってきた。

CD40-CD40L副刺激およびその下流に存在す
る転写因子 NF-κBは、T細胞、B細胞、樹状
細胞、MΦ等の活性化に重要な役割を果たし、
自然免疫や獲得免疫（細胞性免疫、液性免疫）、

炎症反応に大きく関わっている。最近の研究

では、膵管細胞や膵 β細胞には CD40が発現
し、このレセプターを介したシグナルに引き

続き NF-κB が活性化されることで膵細胞自
身からも炎症性サイトカインが放出され、細

胞傷害を増悪させることが見いだされた。従

って、これらは早期グラフトロスを防止する

上で非常に重要な標的分子である。また、膵

ラ氏島の遅発性グラフトロスには、移植細胞

に対するアロ免疫反応およびⅠ型糖尿病の

場合には膵β細胞自身に対する自己抗体・T
細胞による免疫反応が関与している。前述の

通り、広く免疫反応に関わる転写因子 NF-κB
や CD40-CD40L副刺激を阻害することは、早
期のみならず遅発性グラフトロスの制御に

も有効性が期待される。なお、CD40-CD40L
シグナルはⅠ型糖尿病の発病に重要な役割

を果たしていることも NOD マウスを用いた
研究から示唆されている。 
 
２．研究の目的 

 安全かつ有効な膵島移植法を確立する上

でハードルとなっている膵島後の早期およ

び遅発性グラフトロスに対し、NF-κBやCD40
を標的とした新しい治療戦略を見いだすこ

とが目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) NF-κB阻害による膵島保護効果の検討： 
 C57BL6 マウスより膵ラ氏島を単離し、
HMGB1 で刺激した RAW264.7 細胞と共培養
した。膵ラ氏島培養開始時に NF-κB 阻害剤
DHMEQ を添加し、24時間後に培養膵島数お
よび上清中の TNF-α、IL-6濃度を検討した。 
 
(2) 単離膵島における NF-κB 阻害剤による
IBMIR抑制作用の検討： 
 カニクイサルを全身麻酔下に開腹し、摘出

膵臓より膵島を単離した。 Loop system 
(Bennet W, et al. Diabetes 1999) 内に同一ドナ
ーより採取した血液 3 ml を入れ、37℃、50 
ml/minの条件下に緩徐に振盪した。震振開始
時に NF-κB 阻害剤 Liposome-DHMEQ (10 
μg/ml)を添加し、チューブ内に膵島を入れて 0、
60、180、360分後にチューブ内血液を回収し、
血液中の Insulin、C-peptide、HMGB1 濃度を
測定し IBMIR抑制作用を検討した。 
 
(3) NF-κB阻害剤 DHMEQによる早期グラフ
ト障害抑制効果の検討：  
 C57BL/6 (B6)マウス膵島 175個を STZ糖尿
病誘導同系マウスの肝臓内に経門脈的に移

植した。移植 1 時間前に Liposome-DHMEQ 
(20 mg/kg)もしくは Liposome のみを投与し、
移植後血糖値を測定した。また、移植 12 時
間後の血清 HMGB1を ELISA法で測定し、移
植後 14 日目に腹腔内ブドウ糖負荷試験
(IPGTT)を施行した。 
 
(4) マウス同系膵島移植における Bortezomib
の早期グラフト障害抑制効果の検討： 
 STZ糖尿病誘導B6マウスにB6マウス膵島
200 IEQ を経門脈的に肝臓内へ移植した。
Bortezomib (0.5-1.0 mg/kg)を移植1時間前に iv
投与し、移植 14 日目の血糖正常化率および
IPGTTによる移植膵島機能を検討した。 
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(5) イヌ膵島自家 marginal model 移植におけ
る PPAR-アゴニストの早期グラフトロス抑
制効果の検討： 
 ビーグル犬を用い膵島自家移植モデルを

作成した。ビーグル犬において膵全摘を行い、

膵島を Ricoldi chamberを用いて単離し、得ら
れた膵島を経門脈性に肝内へ自家移植した。

移植膵島数は 0、500、1000または 2000 IEQ/kg
を移植しマージナルモデルを確立する。この

至適なマージナル膵島数を移植するモデル

において、レシピエント犬に PPAR-アゴニス
ト pioglitazone5 mg/kg〜10 mg/kg を移植直
前・直後及び 1日後の計 3回投与し、空腹時
血糖値を測定して血糖正常化率を評価した。 
 
(6) CD40-CD154副刺激経路遮断による、膵
島移植後の早期グラフトロス抑制効果の検

討： 
 B6マウス膵島を単離し、CD40発現をフ
ローサイトメトリーで解析した。膵島 175
個を STZで糖尿病化した B6の肝内に移植
した。β ガラクトシダーゼまたは CD40Ig
遺伝子をコードするアデノウイルスベクタ

ー（AdLacZ、AdCD40Ig）を、移植 2 日前
にレシピエントに単回 IV 投与（1×108 

pfu/body）し、移植後の空腹時血糖値を測
定した。膵島移植 3時間後の肝臓を採取し、
炎症性サイトカインの mRNA 発現をリア
ルタイム RT-PCR法で検討した。 
 
(7) アロ膵島移植における NF-κB 阻害薬、
DHMEQと Tacrolimus併用療法の有効性の検
討： 
 BALB/c マウス膵島を STZ 誘導糖尿病 B6
マウス肝内へ経門脈的に移植した。DHMEQ 
(20 mg/kg)を移植後 3日間もしくは 14日間 IP
投与した。tacrolimus (FK: 1.5 mg/kg)は移植後
14日間 IP投与した。IP投与した。併用療法
群では、術後 3日間はDHMEQのみを投与し、
その後 FK を 14 日間投与した。空腹時血糖
を測定し、アログラフトの生着期間を検討

した。 
 
(8) アロ膵島移植におけるNF-κB活性阻害と
CD40-CD154 副刺激経路遮断併用療法の有
効性についての検討：  
 BALB/c マウスアロ膵島を STZで糖尿病
化した B6 マウス肝内へ経門脈的に移植し

た。移植 2日前に AdCD40Igまたは AdLacZ 
(1×108 pfu/body)をレシピエントへ単回 IV
投与した。NF-κB阻害薬DHMEQ (20 mg/kg)
を移植後 3日間 IP投与した。空腹時血糖を
測定し、アロ膵島グラフトの生着期間を検

討した。 
 
(9) サルアロ膵島移植モデルにおける抗
CD40抗体のグラフトロス抑制効果の検討： 
 カニクイザル(年齢: 5.2±0.9 年, 体重：
5.3±0.8 kg)に膵臓全摘出術を施行し、糖尿
病を誘導した．膵臓全摘出術の 2週間後に
ABO 血液型一致ドナー(年齢: 4.9±0.7 年, 
体重: 5.2±1.1 kg, MLR: SI>4.6)の膵島を経
門脈的に肝臓内に移植した。導入療法群

(n=5)には、抗 CD40抗体 (10 mg/kg)を移植
当日、4、7、11、14日目に静脈内投与した。
維持療法群(n=4)には、さらに抗 CD40 抗体 
(5 mg/kg)を週 1回、6か月目まで投与した。
移植後に血糖を測定し、膵島グラフト生着

期間を評価した。さらに、血中 C-peptide
値、インスリン値、静脈内耐糖能試験

(IVGTT) により移植膵島グラフト機能を
評価した。末梢血中の白血球の phenotype
や血中抗 CD40 抗体濃度を測定し、ドナー
抗原に対する細胞性免疫反応を IFN-γ 
ELISpotで、液性免疫応答を抗ドナーIgG抗
体測定によりそれぞれ評価した。また、肝

臓内に移植された膵島を免疫組織学的に評

価した。 
 

４．研究成果 

(1) NF-κB阻害による膵島保護効果： 
 Control 群では約 40％の膵島が死滅した
が、NF-κB阻害剤 DHMEQ添加群では傷害
は軽減され約 95％が生存した。培養上清中
の TNF-α、IL-6、HMGB1 は DHMEQ 添加
群で抑制された。 
 
(2) 単離膵島における NF-κB阻害剤 DHMEQ
の IBMIR抑制作用： 
 Insulin、C-peptide、HMGB1 の 3 項目いず
れについても、360 分までの検討で、Control
の Liposome群と比較して Liposome- DHMEQ
血液添加による膵島破壊の抑制は認められ

なかった。膵島移植における早期グラフト傷

害は、移植後 24 時間以内に多くの膵島が喪
失することから、観察期間を移植後 24 時間
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まで延長して再度検討したが、 Insulin、
C-peptide のいずれについても DHMEQ によ
る膵島破壊の抑制は認められなかった。 
 
(3) NF-κB阻害剤 DHMEQによる早期グラフ
ト障害抑制効果： 
 Liposome-DHMEQ 20 mg/kg 投与群の血糖
正常化率は 86％ (n=7)であり、対照群の血糖
正常化率 11％ (n=9)と比較して有意に改善し
た。治療群の IPGTTは正常のパターンを示し
たが、対照群では糖尿病パターンを呈した。

血清HMGB1濃度はDHMEQ投与群14.2±9.4、
対照群 87.1±25.3 (ng/ml)で、治療群で有意に
低値であった。 
 
(4) マウス膵島移植におけるプロテアソーム
阻害薬 Bortezomib の早期グラフト障害抑制
効果： 
 マウスマージナル膵島移植モデルにおい

て、移植後血糖正常化率は、無治療群 10.0% 
(n=10)に対し、Bortezomib 0.5 mg/kg、0.75 
mg/kg、1 mg/kg投与群では各々60.0% (n=10)、
45.4% (n=11)、50.0% (n=4)に改善した。移植
14日目の IPGTT後血糖値AUC値は無治療群、
Bortezomib 0.5 mg/kg、0.75 mg/kg、1 mg/kg各
投与群でそれぞれ 1411±260、1028±395、
1195±260、 1201±255 mg/d*hr と減少し、
Bortezomib投与群では膵島機能が保たれた。 
 
(5) イヌ膵島自家 marginal model 移植におけ
る PPAR-アゴニスト pioglitazoneの早期グラ
フトロス抑制効果：  
 膵全摘ビーグル犬で膵島を移植しない糖

尿病発症コントロール群および500 IEQ/kg移
植群では、術後早期より血糖値が上昇し、全

例で高血糖による代謝障害を来した。膵島

1000 IEQ/kg 移植群では７例中３例 (44.4%)
が、2000 IEQ/kg移植群では５例中４例 (80%)
で血糖正常化し、膵島 1000 IEQ/kg移植群が
マージナルモデルと判断した。本モデルにお

ける PPAR-γ agonistの早期グラフト傷害抑制
効果の検討では、無治療の血糖正常化率

42.9%  (3/7)に対し、pioglitazone 移植後 3 日
間経口投与により 100% (7/7)で血糖が正常化
し、移植後 14日目の IVGTT血糖値 AUC 0-120

も改善した。 
 
(6) CD40-CD154 副刺激経路遮断による膵

島移植後の早期グラフトロス抑制効果： 
 単離膵島をサイトカインカクテル TNF-α 
+ IL-1β + IFN-γ で刺激すると膵島表面の
CD40 発 現 レ ベ ル は 9.1±2.2% か ら
28.2±6.8%へ上昇した。マージナル膵島移植
モデルにおいて、無治療群（n=11）とAdLacZ
群（n=7）では 1 例も血糖正常化しなかっ
たが、AdCD40Ig 投与群では 6 例中 5 例
（83％）の血糖が正常化した。また、
AdCD40Ig 投与群では AdLacZ 群と比較し
て移植後の肝内 TNFα、IL-1β、MCP-1 の
mRNA発現が抑制された。 
 
(7) アロ膵島移植における NF-κB 阻害薬、
DHMEQと Tacrolimusの併用効果：  
 マウス骨髄由来 DC を in vitro において
HMGB1 で刺激すると CD40、CD86、MHC 
class IIの発現は増強するが、DHMEQ添加に
よりこれら活性化マーカーの発現は抑制さ

れた。また、HMGB1 で DC を刺激するとア
ロT細胞のプライミングは増強されT細胞増
殖反応（MLR）は亢進したが、DHMEQ添加
した DCではMLRは抑制された。BALB/cマ
ウス由来のアロ膵島 600個を STZで糖尿病化
したB6マウス肝内へ経門脈的に移植すると、
無治療では全例で膵島グラフトが 17 日以内
に拒絶された。DHMEQを移植後 3日間投与
またはタクロリムスを 14 日間投与すると、
アロ膵島の生着率は各々25% (2/8 例)および
38% (3/8例)であったが、DHMEQを移植 3日
間投与後にタクロリムスを 14 日間併用する
と全例 (100%)が長期生着した。アロ膵島レ
シピエントでは、移植 6時間後に上昇した血
中HMGB1濃度はDHMEQ投与により抑制さ
れ、移植後 9日のアロ反応性 IFN-γ産生細胞
数も DHMEQ併用群で低下した。アロ膵島を
300 個へ減らして同様に糖尿病マウスへ移植
すると、無治療では一度も血糖は正常化しな

かった。DHMEQ 3日間投与またはタクロリ
ムス 14 日間投与では膵島グラフトの生着期
間は延長したものの全例で拒絶されたが、

DHMEQとタクロリムスの併用群では膵島グ
ラフト生着期間は著明に延長し 50% (4/8 例)
が長期生着した。 
 
(8) アロ膵島移植におけるNF-κB活性阻害と
CD40-CD154 副刺激経路遮断併用療法の有
効性： 
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 アロ膵島 200 個を移植するモデルにおい
て、無治療コントロール群 (n＝4)および
AdLacZ 群 (n＝6)では全くグラフト生着が
得られず、DHMEQ投与群 (n＝7)でも移植
後 24 日目までにすべてのグラフトが拒絶
された。一方、AdCD40Ig 投与群 (n＝11)
では 7例 (64％)のグラフトが生着し、5例 
(45％)は 200 日以上生着した。DHMEQ 併
用(n＝8) によりグラフト生着率は更に改
善した。 
 
(9) サルアロ膵島移植モデルにおける抗
CD40 抗体による遅発性グラフトロス抑制効
果： 
 膵臓全摘出後、糖尿病誘導を IVGTTにお
ける高血糖の維持、血中 C-peptide及びイン
スリン値の不応答及び不検出により確認し

た。同種間膵島移植(移植膵島：8201-12438 
IEQ/kg)後、全例で血糖が正常化した。無治
療のコントロール群 (n=3) では、9日以内
に拒絶され、血中の C-peptide値は拒絶翌日
には検出感度以下となった。一方、抗 CD40
抗体導入療法群では、2頭が 15、23日目に
血糖正常のまま犠牲死 (内ヘルニア、腹膜
炎) となった。2頭が 210、250日目にそれ
ぞれ拒絶されたが、1 頭は血糖正常のまま
観察期間を終えた (>608日)。抗 CD40抗体
維持療法群では、2 頭が 96、115 日目に消
化管蠕動不良のため血糖正常の状態で犠牲

死となった。1 頭は 523 日目に拒絶された
が、1 頭は血糖正常のまま観察期間を終え
た (>607日)。抗 CD40抗体治療群では、移
植後 IVGTT において、血糖値、C-peptide
値、インスリン値は正常パターンを示した。

血中抗 CD40 抗体濃度は、導入療法群では
移植後 60日目に検出感度以下となったが、
維持療法群では移植後 200日目まで保たれ
た。抗 CD40 抗体投与群では、ドナー抗原
に対する細胞性免疫反応及び抗ドナー抗体

産生が抗体投与期間中、強く抑制された。

しかし、拒絶を呈した 3 頭 (導入療法群 2
頭と維持療法群 1 頭) では、ドナー抗原に
対する細胞性免疫反応は徐々に増加し、さ

らに抗ドナー抗体が陽転化した後に高血糖

となりグラフトは拒絶された。一方、拒絶

を示さなかった 2頭 (導入療法群 1頭、維
持療法群 1頭) では、全観察期間に渡って、
これら免疫反応は完全に抑制され、さらに

組織学的解析においても移植膵島への

CD3、CD4及び CD8陽性細胞の浸潤が認め
られなかった。観察期間終了時 (移植後 607、
608 日目) の IVGTT において、血糖値、
C-peptide値、インスリン値は全て正常パタ
ーンを示した。末梢血中の白血球の

phenotype 解析では、特に拒絶を示さなか
った 2頭において CD4+ T細胞の増加及び
CD20+ B 細胞の抗 CD40 抗体投与終了後に
増加が認められた。 
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