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研究成果の概要（和文）：臨床膵島移植が直面する最も重要な課題は膵島移植特有の自然免疫拒

絶反応の新規制御法開発である。本研究では膵島移植の自然免疫拒絶反応がドナー膵島細胞の

細胞膜に存在する Na+/Ca2+交換体を介した細胞内への Ca2+の流入に端を発した、膵島細胞

障害により惹起されること、またドナー膵島を移植前に Na+/Ca2+交換体阻害剤で処置するこ

とにより自然免疫拒絶反応が制御できることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：A major obstacle facing clinical islet transplantation is the low 

efficiency of this procedure due to innate immune rejection of transplanted islets. In the 

present study, we demonstrate that the innate immune rejection of transplanted islets is 

triggered by injury of islet cells caused by Ca2+ influx into  cells via Na+/Ca2+ exchanger 

(NCX) and that innate immune rejection can be prevented by the treatment of donor islets 

with NCX inhibitor prior to transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 

臨床膵島移植の現在の最も重要な課題は

一人の糖尿病レシピエントの治療成功に２−３

回の膵島移植、すなわち２－３人分のドナー

膵臓を必要とする事が挙げられる。一人のドナ

ー膵臓より得られた１回の膵島移植では生着

する膵島数が少なく、移植膵島から分泌される

インスリンだけでは不十分で、減量できるもの

のインスリン注射を移植後に継続する必要が

ある。この問題が細胞移植である膵島移植が

同じ目的で行われている膵臓器移植に比し、

未だ実験的治療といわれる所以であり、その

解決が臨床膵島移植の急務となっている。こ

の問題を解決する従来の研究動向としては、
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より多くのドナー膵島を得る為の方法論すなわ

ち、ドナー膵臓摘出法、保存法ならびに膵島

単離法の確立、さらには臓器移植とは異なる

膵島移植拒絶反応の制御法を見出すことが主

体であった。申請者は膵島移植拒絶反応に関

し、近年見出された免疫担当細胞であるＮＫＴ

細胞が必須の役割を担っていることを世界に

先駆けて明らかにしている (（ＪＣＩ 105: 

1761-1767, 2000, Diabetes 55: 34-39, 2006）。

今後の方向性として申請者は独自の視点、す

なわち移植早期（２４時間以内）に発現する膵

島障害、自然免疫拒絶反応による移植膵島破

壊（喪失）に着目し、研究を進めている。膵島

移植では種々の理由より移植部位として肝臓

（経門脈的肝内）が選択される。しかしながら、

肝臓は生体の第一戦の防御機能を有しており、

膵島移植後には肝臓内で種々の生体防御反

応、特に炎症反応を含む“自然免疫拒絶反

応”が惹起され、翻って移植膵島自身が障害

される機序が考えられる。この膵島障害の制

御により一人から一人への膵島移植を達成で

きる可能性がある。先の研究（平成１５－１７年

度文部科学省基盤研究B）で肝内に移植され

た膵島の５０％以上が移植後２４時間以内に

破壊され、その過程に、近年新に見出された

免疫担当細胞であるナチュラルキラー T

（NKT）細胞が必須の役割を担っていることを

見出した。また、移植部位である肝臓内に移

植後６時間をピークに好中球が集積、移植膵

島内に浸潤し、インターフェロンγを産生放出、

移植膵島を破壊することが判明した。更に、集

積した好中球の活性化（インターフェロンγ産

生）にはNKT細胞の存在が必須で、NKT細胞

を介して好中球がエフェクターとして機能して

いることが明らかになった。平成１８年度からの

研究（平成１8－20年度文部科学省基盤研究

B）では上記知見で明らかになったNKT細胞を

介した移植早期膵島障害のメカニズムに関し

て、その全貌を明らかにすべく、より上流の

NKT細胞活性化機序について解析した。その

結果、膵島の肝内移植直後より移植膵島自身

より炎症惹起因子（HMGB1）が放出され、NKT

細胞依存性にクッパー細胞、好中球よりそれぞ

れIL-12、IL-6産生を刺激し、両者により好中球

がIFN-を産生、そのIFN-が移植膵島を障害す

る新しい経路を見出した(Transplantation 

83:1085-1092, 2007、 Diabetes )。これらの知見

は移植膵島に存在する炎症惹起因子（ＨＭＧＢ

１）が移植膵島障害の規定因子であり、その放出

機序解析が新規治療法開発に直結することを示

している。ＨＭＧＢ１は当初全ての有核細胞の核

に存在するＤＮＡ結合蛋白として見出されたが、

最近の研究により細胞に種々のストレスがかかっ

た時に細胞質、細胞外に放出され、炎症を惹起

することが報告されている。我々は膵島細胞が他

の組織、細胞に比し、多量のＨＭＧＢ１を含有す

ることを見出した（submitted）。一方、移植膵島は

経門脈的に移植され、肝内で生着するが新たな

動脈血管新生までには１－２週間を要し、それま

では門脈（静脈）血でのみ栄養されることになる。

従って移植直後より、移植膵島は虚血（低酸素）

状態となる。我々はこの点に着目、すなわち移植

直後の虚血、低酸素状態が移植膵島へのストレ

スとなりＨＭＧＢ１放出へのトリガーになると想定

した。予備実験の結果、単離膵島の低酸素下培

養による細胞死の過程で、膵島よりＨＭＧＢ１が

放出されることが確認できた。更には低酸素下膵

島細胞死に新たに見出されたNa＋/Ca２＋交換体

（ＮＣＸ）を介したＣａ２＋ イオンの細胞内流入が

関与している知見を得た。NCXは細胞膜に存在

し、細胞内Ｎａの細胞外流出によって細胞外Ｃａ

を細胞内に取り込むイオントランスポーターで、

共同研究者の岩本隆宏教授が世界に先駆けて

遺伝子改変マウスを作成し、高血圧症の成因と

して報告している（Nat Med ）。膵島細胞におけ

るＮＣＸの存在、生理機能については全く未解明



 

 

で、本研究により世界で最初の成果が得られる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では肝内移植後早期（２４時間以内）に

発現する自然免疫拒絶反応による移植膵島細

胞死の機序を解析、その制御法を見出し、膵島

移植の成績向上に寄与すことを目的にしてい

る。 

 

３．研究の方法 

平成２２年度にはマウス単離膵島を用いて

膵島低酸素下培養に於ける膵島障害の in 

vitro モデルを確立し、同モデルを用いて

Na＋/Ca２＋交換体（NCX）インヒビターの低酸

素下培養膵島障害に対する抑制効果を検証

した。更には膵島細胞に於ける NCXの存在、

機能の解析、in vivo膵島移植モデルでドナー

膵島の移植前 NCX インヒビター存在下培養

の移植早期膵島障害に対する効果を検証し

た。 

平成２３－２４年度は膵島細胞死に係わる

NCX isoformを明らかにするとともにNCX1+/-

マウス膵島β細胞を用いて膵島細胞のＮＣＸ

機能の詳細を検討した。また、単離ヒト膵島を

を免疫不全マウスに移植する実験系で NCX

インヒビターの移植ヒト膵島障害に対する効果

を検討した。 

４．研究成果 

平成２２年度 

（１）マウス（C57BL/6）単離膵島を低酸素ガス

（１%O2+5%CO2+94%N2）で満たしたチャンバー

（３７Ｃ）内で培養する低酸素下培養単離膵島細

胞死の in vitro モデルを確立した。 

（２）NCX 阻害剤を用いて低酸素下培養膵島細

胞死に Na＋/Ca２＋交換体が関与していることを

明らかにした。 

（３）膵島細胞に於ける NCX の存在を RT-PCR, 

western blotting, 免疫組織染色で明らかにし

た。 

（４）膵島移植の実験系でNCXインヒビターでのド

ナー膵島移植前処理により移植膵島障害が制

御できることを明らかにした。   

平成２３年度  

（１）NCX isoform の解析により、膵島β細胞に

は主に NCX1 が発現していることを分子生物学

的、免疫組織学的に明らかにした。 

（２）NCX1KO マウスは胎生致死であり、実験に

は NCX1+/-, マウスインスリンプロモーターに

NCX1 gene を組み込んだトランスジェニックマウ

スを使用した。NCX1+/- ならびに NCX１Tｇマウ

スの単離膵島を用いて in vitro ならびに in vivo

膵島移植実験のドナーとして用い、移植膵島障

害に於ける NCX1の役割を明らかにできた。 

（３）サル膵島にNCXが発現していることを免疫

組織学的に明らかにできた。 

平成２４年度 

倫理員会の承認を受け、ヒト膵島を用いた実験

を行い、以下の知見を得た。ヒト単離膵島は米国

共同研究者より供給を受け、フェデックスで搬送

し、実験に使用した。 

（１） ヒト膵島にはマウス膵島と同様にNCX1が優

位に発現すことをqPCR、免疫染色で明らか

にした。 

（２） ストレプトゾトシンで糖尿病を作成した免疫

不全マウス（NOD/scid）への移植実験で、

NCXインヒビターによる前処置で移植後のヒ

ト膵島細胞死が制御でき、生着率が向上す

ることが判明した。 

（３） ヒト膵島グラフトの免疫染色でインスリン陽性

細胞を豊富に含有する細胞を認めた。 
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