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研究成果の概要（和文）：細胞移植の基礎実験として、分泌系細胞シートの作成とシート化した細胞の機能評価
を目的とした。細胞培養および回収時の小胞体ストレス関連研究を行う前段階として、培養細胞（間葉系幹細
胞）を用いて、シート化細胞の評価モデルを作成した。細胞培養室にて間葉系幹細胞を２週間培養後、細胞を回
収し、温度応答性培養皿(Up Cell)に播種して細胞シートを作成した。播種３日後、Cell Shifterにて細胞シー
トを回収し、ゼラチンゲル上に転写した。作成過程の条件による細胞の状態を光学顕微鏡で観察し，主に重積シ
ート作成の条件を決定した。

研究成果の概要（英文）：As a basic experiment of cell transplantation, we aimed to make a secretory 
cell sheet and evaluate the function of the sheeted cells. As a pre-stage for carrying out 
endoplasmic reticulum stress-related studies during cell culture and recovery, an evaluation model 
for sheet cells was prepared using cultured cells (mesenchymal stem cells). After culturing the 
mesenchymal stem cells for 2 weeks in the cell culture room, the cells were collected and seeded on 
a temperature-responsive culture dish (Up Cell) to prepare a cell sheet. 3 days after seeding, the 
cell sheet was collected by Cell Shifter and transferred onto a gelatin gel. The condition of the 
cells under the preparation process was observed with an optical microscope, and the conditions for 
preparing the stacking sheet were mainly determined.

研究分野： 膵島移植

キーワード： 細胞培養　細胞シート

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵島移植は１型糖尿病に対する治療法として実施されている。膵島細胞は、精製の過程で受ける、酸化ストレ
ス、虚血、小胞体ストレスなどに対して、脆弱な細胞である。そのため、膵島分離から移植までに、細胞の喪失
やインスリン分泌低下が生じ、治療成績に影響を与えている。一方、近年膵島細胞の生存には小胞体ストレスが
深く関わっていること、インスリン分泌においてユビキチンープロテアソームシステムが関与していることが示
されている。膵島分離、培養、単離、シート作成の各ステップでの小胞体ストレス反応について、分子生物学的
手法を用い明らかにすることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 膵島移植において、膵臓摘出→保存→膵島分離→純化→移植という過程で、虚血、低酸素、 機

械的刺激、酸化ストレス、炎症といった様々な障害を受ける。膵島移植には、インスリン分泌能

を保持した十分な膵島が必要である。これらの過程において、障害を制御するために様々な工夫

が行われてはいるが、移植基準を満たすことは本邦でも海外でも50％程度で、一人のレシピエン

トに複数のドナーが必要になっている(N Eng J Med, 355:1318-30,2006)。膵島移植成績を向上

させるためには、摘出・分離・移植の過程における膵島細胞死による細胞数の減少、インスリン

分泌能を制御し、one donor/one recipient の膵島移植を可能にすることが最大の課題である。

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。以前より、１型糖尿病に対する治療を目指し、移植膵島に対する

免疫寛容誘導の研究を行ってきた。しかし、膵島はクラスターを形成しているため、細胞に対す

る影響にばらつきが生じる。膵島に対してジェノトキシックストレスを加えるとセントラルダメ

ージが生じることを確認し(Pancreas.41(2):245-252,2012)、膵島に対する効率的な修飾には限

界があり、単細胞の形が有利であると考察した。近年、細胞の生存とインスリン分泌に深く関わ

っていると言われているユビキチン−プロテアソームシステム系小胞体ストレス応答の制御を、

膵島細胞レベルで行えば、膵島細胞喪失とインスリン分泌低下を食い止めることができるのでは

ないかとの考えに至った。 

 

２．研究の目的 

 これまでの実験でマイトマイシンC処置膵島が、レシピエントの免疫抑制なく、長期生着が可

能であることを報告している(Ise K et al.Transpl.77(6):907-14,2004)。さらに、単離膵島細

胞シートの作成に成功している（特許第5717253、Biomaterials.30(30):5943-9,2009)。in vitro

においてはインスリン分泌機能を持つこと、in vivoにおいても糖尿病マウスへの移植実験で血

糖の正常化と長期生着に成功した(Transpl.92(11):1231-6.2011)。膵島細胞レベルでユビキチン

−プロテアソームシステム系小胞体ストレス応答を制御した膵島細胞を用いた機能的細胞シート

の作成を試みる。膵島細胞のユビキチン−プロテアソームシステム系小胞体ストレス応答を把握

するため、各種 阻害剤の介入を行い、介入のタイミングやターゲットを明らかにする。虚血や

低酸素、再灌流などの刺激侵襲により生じた異常タンパクが小胞体に蓄積すると小胞体ストレス

反応が起こり、ユビキチン-プロテアソーム系によるタンパク分解が亢進する。この小胞体スト

レス反応の機能不全が糖尿病をもたらすと言われている。膵島分離・移植過程では、様々な小胞

体ストレスが負荷されると想定されるが、小胞体ストレスの関与に関する知見は極めて少ない。

膵島細胞のタンパク質分解レベルでの保護は極めて独創的なアプローチと考える。さらに糖尿病

の病態生理学に関する分子・細胞レベルにおける知見の蓄積や、ユビキチン−プロテアソームシ

ステム系小胞体ストレス応答に関する知見が蓄積され得る可能性がある。 

 
３．研究の方法 

（１）膵移植の対象となる症例の膵組織の遺伝子変異の有無の解析（２）小胞体ストレス下での

遺伝子変異発生の有無の解析（３）細胞シート作成実験方法の検討。 

（１）（２）ClearSeq SS Comprehensive Cancer キャプチャライブラリ（Agilent社）を用いて

実施。変異頻度の高い151の遺伝子を標的とした次世代シークエンサーによる変異解析用の遺伝

子パネルで、Whole benome sequenceやexome sequenceによる遺伝子解析より、効果的な変異解

析を行った。 



（３）細胞移植の基礎実験として、分泌系細胞シートの作成とシート化した細胞の機能評価

を目的としている。細胞培養および回収時の小胞体ストレス関連研究を行う前段階として、

培養細胞（間葉系幹細胞、樹状細胞）を用いて、シート化細胞の評価モデルを作成する。

細胞培養室にて間葉系幹細胞を培養後、細胞を回収し、温度応答性培養皿(Up Cell)に播種して

細胞シートを作成する。Cell Shifter、Cell Stamp、流水法にて、細胞シートを回収し、ゼラチ

ンゲル上に転写して、作成過程の条件による細胞の状態を光学顕微鏡で観察し記録する。樹状細

胞を温度応答性培養皿(Rep Cell)に播種し、細胞回収後、間葉系幹細胞と共培養し細胞シートを

作成する。作成過程の条件による細胞の状態を光学顕微鏡で観察し記録する。 

 

４．研究成果 

（１）（２）について、遺伝子解析中。施設異動のため、小胞体ストレス応答制御による細胞死

回避の検証（N-Acetyl-L-cysteineおよびL-glitathioneを細胞シート作成時に添加しストレス緩

和を図り、細胞死の検出）を行うことができなかった。膵組織遺伝子は現在解析中。 

（３）細胞培養および回収時の小胞体ストレス関連研究を行う前段階として、培養細胞（間葉系

幹細胞）を用いて、シート化細胞の評価モデルを作成した。細胞培養室にて間葉系幹細胞を２週

間培養後、細胞を回収し、温度応答性培養皿(Up Cell)に播種して細胞シートを作成した。播種

３日後、Cell Shifter にて細胞シートを回収し、ゼラチンゲル上に転写した。作成過程の条件

による細胞の状態を光学顕微鏡で観察し，主に重積シート作成の条件を決定し細胞シートの積層

化に成功した。 

完成したモデルを用いて、培養、単離、シート作成によって小胞体ストレスシグナルがどのよう

に活性化するかをWestern blot法で解析し、小胞体ストレスセンサーとして同定されている3種

の小胞体膜貫通タンパク質(IRE1アルファ、PERK、ATF6)それぞれの上流、下流のタンパク質発現

の変化を検討している。 

   

 （コンフルエント状態）  （温度応答下細胞剥離） （三重二重単層連続シート）     
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