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研究成果の概要（和文）：ティシュエンジニアリングの手法を用いた膵島細胞シートを開発した。in vitroにおいてイ
ンスリン分泌機能を持つ事、in vivoにおいて同系移植モデルで血糖値の正常化を確認している。今回は、同種移植モ
デルの系で、BALB/cマウスの膵島を単離し、温度応答性培養皿にて接着培養を行い、培養２日後に回収した細胞シート
をB6マウスの皮下に移植後、血糖値の測定と組織学的検討を行った。血糖値の正常化は移植後３日目より認め、移植部
位には炎症性細胞浸潤が確認された。マイトマイシン処理により約１週間の生着延長と細胞浸潤の抑制効果を認め、イ
ンスリンおよびグルカゴン陽性細胞から構成される細胞集塊が確認された。

研究成果の概要（英文）：Our previous study has demonstrated therapeutic effect of bioengineered islet cell
 sheets as a novel approach of islet transplantation for diabetes mellitus. Dispersed islet cells obtained
 from BALB/c mice were then plated on the laminin-5-PIPAAm dishes. After 2 days of culturing, islet cells 
reached confluent and were harvested as uniformly spread islet cell sheets by lowering culture temperature
 from 37 degrees C to 20 degrees C for 20 min. Harvested islet cell sheets were transplanted into subcutan
eous site of diabetic B6 mice. Normal glucose levels were observed after 3 days of transplantation.  Histo
logical examination revealed that the transplanted islet cell sheets with MMC formed clusters of islet tis
sues and effect to control of inflammatory cell infiltration. It was showed that pretreatment of highly im
munogenic crude pancreatic islet sheet with MMC improved their survival in allografts transplantation mode
l.
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１．研究開始当初の背景  
 Ⅰ型糖尿病は、幼年期または青年期にもっ
とも好発し、30歳以前に診断される糖尿病の
主な病型である。また糖尿病全体の 10～15％
を占める。大津らは 15 歳未満のⅠ型糖尿病
発症率を 2.46 人/10 万人（Ⅱ型糖尿病発症
率：1.12 人/10 万人）と発表している。全国
で 1800 人を超えると思われる患児らは小児
期から 1日に数回の血糖測定とインスリン注
射を行い続けることとなり、常に低血糖や糖
尿病性ケトアシドーシスを発症する危険性、
腎障害の末生涯透析を受けるなどのリスク
を負うことになる。日本における膵島移植は、
日本膵・膵島移植研究会の膵島移植班（当講
座が事務局）を中心に臨床実施体制が整備さ
れ、2007 年 3 月 30 日現在、64 回の膵島分
離後、移植条件を満たした 33回(52%)の膵島
移植が 17人の患者に行われている。しかし、
国内ではもとより、発症率が日本の 5倍を超
えるといわれている国外でも小児に対する
膵島移植はまだ行われていない。その理由と
して、移植後の免疫抑制剤による悪影響が不
明である点が挙げられる。実際、成人の場合、
平均２〜３回の移植が門脈内注入として行
われる。しかし、５年後にインスリンフリー
になっている症例は 10％程度と報告されて
おり、バラバラになった膵島細胞が、他の臓
器移植と同様に生着するためには、免疫寛容
の獲得や移植部位、移植膵島の修飾等が課題
であると考えられる。我々は以前より、成人
Ⅰ型糖尿病に対する治療を目指し、ヒト膵島
分離とともに移植膵島に対する免疫寛容誘
導の研究を行ってきた。これまでの実験で膵
島をマイトマイシン C で処置することによ
って、レシピエントの免疫抑制なく、長期に
生着させることが可能であることを見出し
ている。また、腎被膜下に移植した場合に、
細胞塊を形成し存在する膵島細胞がさらに
移植部位の被膜を裏打ちするがごとくシー
ト上に再構築され、炎症細胞浸潤の抑制が起
きている事を確認した。研究代表者は、日常
診療で小児外科を専門とし、小児糖尿病の悲
惨さは痛感しており、小児膵島移植の可能性
を明らかにしたいと考えている。最近、肝細
胞をシート化し、皮下に移植し長期に構造と
機能が維持されたとの報告がある(Nature 
Medicine. 13,880-5,2007)。肝細胞は single 
cell の状態では非常に弱く、培養液中に浮遊
させていると、どんどん死んでしまう。体内
で single cellを生着させる事は難しいが、シ
ート化することにより、繊維芽細胞や、細胞
外マトリックスなどで微小環境を構築する
ことが形態・機能を維持していると考えられ
る。そこで、我々は膵島に着目し、既に細胞
シートの作成が可能であることを示した
(Biomaterials. 30: 5943-9, 2009)。さらに in 
vitro においてインスリン分泌機能を持つ事
を明らかにしている。また in vivo において
も同系ラット及び同系マウスに移植を行い、
血糖値を正常化させている。本研究は、同種

移植での免疫寛容を獲得するべく再構築膵
島移植モデルの完成を目指し、小児膵島移植
の臨床応用への展開を図るものである。 
 
２．研究の目的 
 最近の成人膵島移植の成績から、移植膵島
数の不足、免疫抑制剤の効果の限界が明らか
になってきている。免疫寛容が獲得できれば、
移植膵島が少なくて済む小児だからこそ、膵
島移植の適応となる事は必須であろう。我々
は膵島細胞シートの同種移植条件を設定し、
小児における膵島移植の臨床応用への道を
探る。期間内に(1)(2)について研究を行う。(1)
膵島細胞シートの同種移植。移植片の拒絶反
応について分析。(2)膵島移植シートの修飾。
MMC注入による生着延長の獲得。 
 肝細胞を利用した多次元化肝組織構築に
成功したとの報告がある。温度により表面の
親水疎水性が変化する温度応答性培養皿を
用い、細胞間接着を維持した状態で肝細胞シ
ートが回収され、さらに積層化が可能となり
細胞機能が明確となっている。これまで膵島
移植は、培養液中に浮遊した細胞を門脈内に
注入する形で行われてきた。ラミニンなどの
細胞外マトリックスを用いて、膵島細胞の接
着培養や細胞の形態、機能に対する有効性に
ついての報告があるが、我々が作成した３次
元構造を持つ細胞シートを移植するという
考え方は斬新で、これまで報告がない。今後
ES 細胞や iPS 細胞が導入された場合には、
細胞シート移植技術が、膵島移植の成績向上
に関与すると期待される。 
 
３．研究の方法 
実験 1：マウス膵島細胞シートを作成するに
あたり、現在作成済みであるラット膵島細胞
シートを参考に、マウス膵島細胞シートを作
成する。 
実験２：同種移植モデルを作成し、移植後の
血糖値測定、体重測定、移植部位の組織学的
評価を行う。 
実験３：膵島をマイトマイシン C処置する事
で免疫寛容を誘導する系で、実験２と同様に
評価する。 
 
４．研究成果 
 膵島細胞シートの作製を行った。BALB/c マ
ウスの膵島細胞 5×106 個／枚を２日間培養
した。 
（図１） 
ストレプトゾトシン誘発 B6 マウスの皮下に
２枚移植した。 
（図２） 
 膵島細胞シート移植後、血糖を測定した。
移植後３日眼には血糖が正常化し、８日目に
は血糖の上昇が見られた。 
（図３） 
 膵臓分離後マイトマイシン C により 30 分
間処置した場合も同様に細胞シートが作製
できた。BALB/c マウスの膵島細胞 5×106個／



枚を２日間培養した。 
（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ストレプトゾトシン誘発 B6 マウスの皮下に
２枚移植した。膵島細胞シート移植後、血糖
を測定した。移植後３日眼には血糖が正常化
し、未処置膵島細胞シートと比較し１週間の
生着延長効果が得られた。 
（図５） 

 
組織学的解析において、皮下に膵島細胞塊と
して、インスリン染色陽性細胞およびグルカ
ゴン染色陽性細胞が確認された。また未処置
膵島では炎症細胞浸潤を認めたが、マイトマ
イシン処置膵島では炎症細胞浸潤が抑制さ
れていた。 
（図６、７、８、９） 
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 同種移植の系では、同系移植と同様に移植
後早期に血糖値の正常化が得られ、炎症細胞
浸潤による拒絶反応を来たし、その後約１週
間で血糖値の再上昇を認めている。組織学的
には、α細胞およびβ細胞が集塊をなし、炎
症細胞浸潤はその周囲に止まり、膵島組織内
ではみられなかった。さらにマイトマイシン
C 処置により、生着の延長が獲得され、今後
長期に渡る血糖正常化を目指せる可能性が
示唆された。 
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