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研究成果の概要（和文）：今回われわれはp38蛋白内にある一部のアミノ配列（MKKなどの蛋白質と結合する部
位）を用いたp38抑制ペプチドを合成した。p38抑制ペプチドはMKKとの結合を阻害し、p38の活性化を抑制した。
p38抑制ペプチドの膵島移植への効果を確認するため、マウス及びブタ膵島の培養時にp38Iを添加した。培養後
の膵島の残存率はコントロールペプチドを投与した時に比べ、有意に高いことが証明された。また、糖尿病マウ
スへ移植後の血糖改善率はp38I投与群のほうが有意に高いことが証明された。これらのデータよりp38I投与によ
り膵島のアポトーシスが抑制され、膵島移植成績を向上させることが示された。

研究成果の概要（英文）：Here we synthesized peptides to inhibit p38, which were derived from the 
sites on p38 that mediate binding to proteins such as MAPK kinases (MKKs). The p38 inhibitory 
peptides (p38I) significantly inhibited the activation of p38. To evaluate the effects of p38I, 
mouse and porcine islets were incubated with 10 micromole p38I. After culture, the numbers of islets
 in the p38I-treated cultures were significantly higher compared with those of cultures treated with
 control peptide. After islet transplantation, blood glucose levels reached the normoglycemic range 
in 58.3% and 0% of diabetic mice treated with p38I or control peptide, respectively. These data 
suggest that p38I inhibited islet apoptosis and improved islet function.

研究分野：細胞移植・膵島移植

キーワード： p38MAPK　アポトーシス　蛋白導入システム　ペプチド　膵島移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
p38MAPKの抑制薬は、研究試薬として様々な実験に使用されるのみならず、膵島の抗アポトーシスペプチドとし
て臨床応用化することも期待できる。また、この方法が確立されれば、他の抑制剤も同様の手法によって作成が
可能となるため、本研究は新規性が高く、独創的で画期的な研究であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
p38 MAPK はセリン/スレオニンキナーゼで MAPK ファミリーの主要なメンバーであり、p38 シ

グナル伝達経路における中心的な分子である。p38 シグナル伝達経路は、トポイソメラーゼ II

やヒストン脱アセチル化酵素阻害剤、浸透圧ショック、微小管分解や紫外線のような多種にわ

たるストレスにより急速に活性化される。この p38 経路は 以前からストレスおよび免疫応答と

関連したものとされていたが、最近になってアポトーシスおよび分化過程に関与していること

が明らかとなっている。膵島移植に関しても、膵島分離中および膵島移植直後に p38MAPK は活

性化され、膵島細胞のアポトーシスを誘導することが報告されている。 

本研究の独創的な点は、蛋白導入法（Protein Transduction System）というウイルスが不要

で安全性の高い手法を用いて p38MAPK 抑制ペプチドを作成することであり、そのペプチドを細

胞内へ導入することによりアポトーシスを防ぐ点にあった。従来のウイルスベクターを用いた

遺伝子導入はそれ自体に細胞毒性があり、安全性を考えると臨床応用への道が遠い。安全性の

高い「蛋白導入法」を用いて p38MAPK の活性化を抑制するという手法は、臨床応用が期待でき

る。今回用いた「蛋白導入法」は、欧米でも注目されている手法であり、アメリカでは皮膚癌

などに対しての臨床治験がはじまっている（Personal Communication）。現在まで、この導入法

の副作用は報告されておらず、臨床応用を考えた場合、非常に優れた手段となり得る。 

 
２．研究の目的 
本研究は「蛋白導入システム」を用いて、p38MAPK の抑制剤を開発することを目的とした。

はじめに、p38MAPK 抑制に重要なアミノ酸配列を同定し、p38MAPK 抑制ペプチドを合成した。複

数のペプチドより有効性・安全性の高いペプチドを選択し、マウス（小動物）の膵島細胞を用

いて p38MAPK 抑制剤の効果判定を行った。さらに前臨床試験としてブタ（大動物）の膵島細胞

と用いて p38MAPK 抑制剤の効果判定を行った。 

 
３．研究の方法 
p38MAPK 抑制ペプチドの開発 

p38MAPK のアミノ酸配列のうち、同蛋白の活性化に関与する 10-30 アミノ酸配列を数箇所選

択し、蛋白導入システムで最も導入効率がよいと考えられているポリアルギニンを付加したペ

プチドを複数個作製した。各ペプチドを膵ベータ細胞株である MIN6 細胞に投与し、p38MAPK の

活性化を最も抑制するペプチドを決定した。p38MAPK の活性化には anisomycin を用い、Western 

blot にて判定を行った。同時に JNK や ERK の活性化も測定し、他の kinase に対する影響を確

認した。これらの判定により、p38MAPK を効果的に、かつ選択的に抑制するペプチドを選び出

した。 

 

p38MAPK 抑制剤投与によるマウス膵島細胞への効果確認（次ページ図） 

マウスの膵島細胞を用いて p38MAPK 抑制剤の効果を判定した。現在までに、膵保存、膵島分

離、分離後の培養、および移植直後の非特異的炎症反応により、膵島細胞内にストレス関連キ

ナーゼである p38MAPK が誘導され、アポトーシスがおこることが報告されており、これが、生

着率低下に大きく関わっているものと考えられている。はじめにマウスの膵島を分離後、

p38MAPK 抑制ペプチドを投与し抗アポトーシス効果を判定した。 



また、同ペプチドを膵臓保存時および

膵島分離時の溶液にも添加し、アポトー

シス抑制効果を判定した。判定は、

p38MAPK の活性度の比較、islet 

equivalents の変化、アポトーシス細胞

の割合、インスリン分泌率の変化などで

判定した。同時に、蛋白導入法の安全性

に関しても検討した。 

次にp38MAPK抑制ペプチドで処理した膵

島を動物に移植し、移植効果を確認した。

ドナーと同種同型マウスをストレプト

ゾトシンにて糖尿病にし、p38MAPK 抑制

ペプチド処理した膵島細胞の移植を行

った。空腹時血糖、糖負荷試験、組織学

的検索などを行い、移植細胞の評価を行

った。同時に p38MAPK 抑制ペプチドの i

n vivo における安全性を確認した。 

図．p38MAPK 抑制剤の膵島細胞への効果 

 

p38MAPK 抑制剤投与によるブタ膵島細胞への効果確認（前臨床試験：上図） 

前臨床試験としてブタ（大動物）の膵臓を用いて膵島分離を行い、マウスの試験と同じ検討

を行った。臨床応用化に向けて、有効性・安全性を大動物で確認した。 

 
４．研究成果 

p38MAPK 抑制ペプチドの開発 

p38MAPK のアミノ酸配列のうち、同蛋白の活性化に関与する 10-30 アミノ酸配列を３箇所選

択し、蛋白導入システムで最も導入効率がよいと考えられているポリアルギニンを付加したペ

プチドを複数個作製した。各ペプチドを膵ベータ細胞株である MIN6 細胞に投与し、p38MAPK の

活性化を判定したところ 1つのペプチド（p38I）が有意に活性化を抑制することが確認された。

このペプチドは JNK や ERK の活性化には影響がなく、p38MAPK の活性を特異的に抑制するもの

と考えられた。 

 

p38MAPK 抑制剤投与によるマウス膵島細胞への効果確認 

マウスの膵島細胞を用いで p38I による p38MAPK 抑制効果を判定した。膵保存、膵島分離、

分離後の培養、および移植直後の非特異的炎症反応により、膵島細胞内にストレス関連キナー

ゼである p38MAPK が誘導され、アポトーシスがおこることが本研究でも確認されたが、膵島分

離後に p38I を投与すると、膵島分離後のアポトーシスが抑制された。 

また、同ペプチドを膵臓保存時および膵島分離時の溶液にも添加し、アポトーシス抑制効果

を判定したところ、培養液投与時と同様、抗アポトーシス効果を確認することができ、膵島残

存量やインスリン分泌率の向上が認められた。 

次に p38I で処理した膵島を動物に移植し、移植効果を確認した。ドナーと同種同型マウスを

ストレプトゾトシンにて糖尿病にし、p38MAPK 抑制ペプチド処理した膵島細胞の移植を行った。



血糖改善率は p38I 投与群において有意に改善率が高いことが明らかとなった。糖負荷試験でも

p38I 投与群のほうが有意に血糖値が低く、組織学的検索でも膵島生着量は p38I 投与群のほう

が有意に生着率が高いことが確認された。 

上記 in vitro、in vivo 試験において、p38I の副作用は確認されず、安全性が高いペプチド

であると考えられた。 

 

p38MAPK 抑制剤投与によるブタ膵島細胞への効果確認（前臨床試験） 

前臨床試験としてブタ（大動物）の膵臓を用いて膵島分離を行った。p38I を膵臓保存時およ

び膵島分離時の溶液に添加し、アポトーシス抑制効果を判定したところ、マウスの実験と同様、

抗アポトーシス効果を確認することができ、膵島残存量やインスリン分泌率の向上が認められ

た。またブタ膵島を糖尿病マウスへ移植し、移植効果を確認した。血糖改善率は p38I 投与群に

おいて有意に改善率が高いことが明らかとなった。糖負荷試験でも p38I 投与群のほうが有意に

血糖値が低く、組織学的検索でも膵島生着量は p38I 投与群のほうが有意に生着率が高いことが

確認された。 

上記 in vitro、in vivo 試験において、p38I の副作用は確認されず、安全性が高いペプチド

であると考えられた。 
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