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研究成果の概要（和文）：【研究目的】移植前Mitomycin-C（MMC）処置による膵島グラフトの長期生着は、免疫
抑制剤なしに達成され、ドナー特異的免疫寛容が関与する可能性が示される。本研究では、MMCを用いた移植前
処置によるドナー特異的免疫寛容誘導について評価した。【結果】長期間生着したMMC処置膵島グラフトに対す
る宿主リンパ球は限局性に集簇し、中心にCD3陽性T細胞、辺縁部にCD45R陽性B細胞が極性をもって局在している
ことが明らかとなった。【結論】MMC処置移植グラフトに対する宿主免疫応答は、拒絶される非処置移植グラフ
トとは異なり、特徴的な免疫細胞の集簇として観察され、末梢性免
疫寛容に関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Introduction: Our previous study demonstrated that ex-vivo Mitomycin-C(MMC) 
pretreatment of islets reduced immunogenicity, enhancing graft survival without immunosuppression. 
The aim of this study is to investigate an immunological mechanism to enhance graft survival of 
MMC-treated islets. Methold:Isolated islets with MMC pretreatment were implanted to renal 
subcapsular space of diabetic mice. Immune response to xenograft in over-100-days after grafting was
 evaluated by histological analysis.Result:Histological and immunohistochemical analyses of the 
implant site revealed that infiltration of CD3-positive T cell was decreased in MMC-treated islets 
in early phase after transplantation. In all mice survived over-100-days, CD3-positive T cell 
aggregation surround by CD45R-positive B cell was found near xenograft. Conclusion: Ex-vivo MMC 
pretreatment of islets reduced early phase immune response to xenograft and induced characteristic 
immune response in peripheral transplantation site.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
移植後免疫抑制剤を加えずに、移植前処置のみでグラフトの長期生着をもたらすプロトコールの確立は、膵島移
植のみならず移植医療の究極的な目標である。我々の既報ではMMC処置によるSublethal cell stressは細胞死を
回避し、免疫応答の抑制により膵島移植片の生着率の改善をもたらしている。これは移植前処置における理想的
な免疫抑制モデルとなる可能性を秘めており、この細胞死の回避と免疫寛容メカニズムを解明する事により、最
適な移植前処置の確立と膵島移植成績の向上へつながるものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 膵島移植は、β細胞機能が廃絶した 1 型糖尿病患者において、無自覚性低血糖発作を伴う

血糖コントロールが困難な重症症例に対し、血糖応答性インスリン分泌の回復をもたらす β細

胞置換療法である。膵島移植は膵臓移植と比較して低侵襲であり、理想的な移植治療としての

確立が期待されるが、臨床膵島移植の課題は長期生着の改善にある。膵島移植後のインスリン

離脱率は 1 年目では 80％であるが、移植後 5 年では 10％以下に低下する（NEJM 

343:230-238,2000）。それは、①膵島分離過程で生じる細胞ストレスによる cell viability 低下、

②移植後早期障害とそれに引き続き惹起される宿主免疫応答、③免疫抑制剤による細胞障害、な

ど複合的な要因により移植片の大半が喪失されるためであると理解される。したがって免疫抑

制剤を用いることなく、移植後早期障害グラフトが惹起する宿主免疫応答を抑制できれば、膵

島移植の成績を向上させる極めて有効なアプローチとなりうる。 

我々はこれまでに、移植前 Mitomycin-C（MMC）処置によりラットからマウスの異種移植実験

系において、免疫抑制剤を要さずに約半数で永久生着が得られることを示した

（Transplantation 76:65-71, 2003）。さらに、MMC 処置による生着延長のメカニズムとして

膵島から分泌されるサイトカインが複数抑制されることを明らかにし、MMC 処置による膵島の

免疫原性低下が機序の一端をなしていると考えらた。しかし、MMC 処置によるグラフト生着が、

免疫抑制剤を用いずに達成される機序の解明には、獲得免疫応答に至る過程でのドナー特異的

免疫寛容の誘導の関与が予想される。そこで我々は膵島樹状細胞に着目し、移植前 MMC 処置に

より膵島樹状細胞が免疫寛容性の形質変化を獲得することが生着に関与すると仮説をたて、そ

の検証を行った。 

 
２．研究の目的 
本研究は、MMC を用いた移植前膵島処置による膵島内樹状細胞の形質変化（tolerogenic 

dendric cells、以後 tol-DC と略）を介するドナー特異的免疫寛容の誘導について解明する。 
 
 
３．研究の方法 
MMC 処置によるドナー樹状細胞の phenotype と機能を明らかにするために、研究期間内に研

究項目を計画した。 
 
Ⅰ．MMC 膵島内樹状細胞の抽出と表現型および機能解析 

① 磁気細胞分離装置（auto-MACS）を用いて分離膵島内の組織樹状細胞を抽出する。 
② MMC 処置膵島由来の樹状細胞の phenotype 解析を行う。 

Flow cytometory をもちいて、MMC derived DC(MMC-DC)の phenotype を明らかにする。特に、
tol-DC を特徴づける FcrⅡ,TLRs,PD-L1,CCR7 などの発現亢進、もしくは MCH-Ⅱ、CD86 の発現
低下の有無に着目する。 

③ MMC-DC の細胞内サイトカインの測定 
   MMC-DC 内のサイトカインを測定し、Treg 誘導に関連のある IL-10、TGF-β、IDO といっ
たサイトカイン発現の有無を評価する。 
 
 
Ⅱ．MMC 処置膵島グラフトに対する宿主免疫応答の解析 
糖尿病マウスの腎被被膜下に MMC 処置ラット膵島を移植する動物実験モデルにおいて、長期間
生着した個体でのグラフトへの免疫応答を免疫組織学的染色にて評価した。 
 
４．研究成果 
 Ⅰ．MMC 膵島内樹状細胞の抽出 
 膵島内の樹状細胞を Magnetic cell sorting system で分離することを試みたが、評価可能な
樹状細胞を分離することはできなかった。 
 
Ⅱ．MMC 処置膵島グラフトに対する宿主免疫応答の解析 
 膵島移植後 100 日間の血糖正常化を達成した個体（n=4）において生着した膵島を確認した（イ
ンスリン染色）。また、移植グラフト周囲にはリンパ球が限局性に集簇し、CD3 および CD45R 染



色では中心に CD3 陽性 T細胞、辺縁部に CD45R 陽性 B細胞が局在していた（図 1）。 
図１：長期生着膵島グラフトにおける宿主免疫応答の特徴 
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