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研究成果の概要（和文）：臨床膵島移植において使用されている免疫抑制剤は膵島毒性を有しており、移植後の
長期成績の改善には膵島移植に適した免疫抑制療法の開発が必要である。インスリン抵抗性の改善効果やアロ反
応性T細胞に対する抑制効果が報告されているMEK阻害剤に着目し検討を行った。
糖尿病モデルマウスを用いた同種異系統の膵島移植において、MEK阻害剤投与群は非投与群に比べグラフト生着
期間が有意に延長し、移植後のグラフト機能も良好であった。拒絶反応回避の機序として、レシピエントのCD4
陽性T細胞を介した機能分化の抑制と、移植部位である肝臓内でのアロ抗原に対するTh1/Th2免疫応答の調整が関
与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research to investigated the utility of the 
mitogen-activated protein kinase inhibitor trametinib in islet transplantation. Islets from fully 
major histocompatibility complex-mismatched BALB/c mice were transplanted into 
streptozotocin-induced diabetic C57BL/6 mice via the portal vein. Trametinib prolonged graft 
survival significantly when compared with vehicle. Histologic analyses revealed that cellular 
infiltration of the graft by lymphocytes was inhibited significantly. In addition, trametinib 
suppressed functional differentiation of naive CD4+ T cells in recipients. Expression of mRNA 
encoding inflammatory cytokines in recipients treated with trametinib was also inhibited. Trametinib
 delayed islet graft rejection by inhibiting functional differentiation of naive CD4+ T cells and 
regulating inflammatory cytokines. Trametinib might be a promising candidate for immunosuppressive 
therapy after allogeneic islet transplantation.

研究分野： 消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞移植である膵島移植の更なる成績改善には、少ない膵島細胞でも血糖コントロールを可能とするような移植
環境の構築が必要で、臓器移植と同様のプロトコールではなく、副作用のない薬剤によるAllo反応性免疫応答の
制御が必要である。今回、MEK阻害剤によるAllo反応性T細胞の抑制が膵島移植にも応用可能であることが示さ
れ、新たな免疫抑制療法の選択肢となる可能性が示唆された。MEK/ERK経路の阻害はインスリン抵抗性改善効果
も有するためこの薬剤は膵島移植において理想的な薬剤となりうる。同種膵島移植ならびに細胞移植における
MEK阻害剤の免疫抑制作用については初の報告であり、他の分野にも波及しうる結果である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
インスリン依存状態糖尿病に対する低侵襲な細胞移植である膵島移植は、臓器移植に比べ生着
率で劣る点が課題である。膵島移植において最適な移植環境とは、移植膵島の機能に悪影響を与
えず、移植後の血管新生が良好であることと考えられるが、現状の免疫抑制療法は膵島毒性と移
植後血管新生阻害作用を有しており、膵島移植のブレイクスルーには新たな免疫抑制療法の開
発が必要である。近年、「MEK( mitogen-activated protein kinase kinase)阻害剤」が Allo 反応
性 T 細胞を選択的に抑制し GVHD を抑制し、従来の Calcineurin 阻害剤より効果が高いこと
が報告されている。また、MEK/ERK 経路の阻害は耐糖能を改善しうる可能性があることも報
告されている。これらの背景から、MEK 阻害剤が、膵島移植において最適な移植環境を構築す
ることに有用である可能性があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、MEK 阻害剤が膵島移植に有効であることを小動物モデルで検証し、免疫抑制
療法および移植方法に新たな戦略を提示することである。具体的には、マウス経門脈膵島移植モ
デルにおいて、MEK 阻害剤である Trametinib が、①Allo 免疫応答を制御しうるか、②移植膵
島が機能しやすい環境を作り得るか、そして③移植後の血管新生を阻害しないか、という点を検
証する。MEK 阻害剤は抗腫瘍剤として臨床使用され、基礎レベルでは GVHD 治療への有用性
は示されているものの、臓器移植や細胞移植の免疫反応の制御に応用したとの報告はなく、新規
の試みとなる。 
 
３．研究の方法 
（1） 経門脈膵島移植における MEK 阻害剤：Trametinib の生着延長効果の検討 
MEK 阻害剤としては GVHD 治療での有用性が示唆された Trametinib を用いた。BALB/c(H-2d 
haplotype)マウスから薬剤により糖尿病化した C57BL6(H-2b haplotype)マウスへの同種異系
（Allo）膵島移植を門脈内に行い、対照群と MEK 阻害剤群におけるグラフト生着期間を検証し
た。 
 
（2）MEK 阻害剤投与が及ぼす耐糖能への影響の検討 
非移植マウス、MEK 阻害剤投与レシピエント、MEK 阻害剤非投与レシピエントに対して、糖
負荷試験を行い、耐糖能の評価を行った。 
 
（3）移植部位の組織学的評価 
膵島移植グラフトへの拒絶反応に伴う免疫細胞の浸潤は、移植後 7～10 日頃にピークに達する
ことから、拒絶反応の程度を評価するために、MEK 阻害剤投与レシピエント、MEK 阻害剤非
投与レシピエントにおける肝内膵島移植グラフトを 7日目に採取し、病理組織学的に評価した。 
 
（4）移植後の T細胞動態の検証 
MEK 阻害剤が膵島移植後の T 細胞 sub-population に影響を検証するため、レシピエントマウ
スの肝臓および脾臓から分離したT細胞のsub-populationをフローサイトメトリーで解析した。 
 
（5）移植部位における mRNA 発現解析 
T 細胞の活性化と分化に関連する炎症性免疫反応に対する MEK 阻害剤の効果を調べるために 
移植後 7 日目に q-PCR を実施し、T細胞の活性化と分化に関わる炎症性サイトカインをコードす
る mRNA の発現を測定した。 
 
（6）MEK 阻害剤が膵島細胞 Viability に及ぼす影響の検討 
MEK 阻害剤が膵島細胞の Viability に与える影響（Calcein-AM /PI 染色法）とインスリン分
泌能に与える影響を、In vitro アッセイにて検証した。 
 
４．研究成果 
（1）Trametinib は MHC 完全不一致の経門脈的膵島移植モデルにおいて膵島グラフトの生着期間
を延長する（図 1） 
600 個の BALB/c（H-2d ハプロタイプ）マウスから分離した膵島を、STZ 誘発糖尿病の C57BL/6
（H-2b ハプロタイプ）マウスに経門脈的に移植した。溶媒のみを投与したマウスは全例移植膵
島を拒絶し、移植膵島の生存期間の中央値は 12 日であった（n＝8）。一方、Trametinib を 1 日



量 0.1 ま た は
0.3mg/kg で 28 日間
投与したところ、移
植膵島の生着期間の
中央値が、それぞれ
32 日（n＝8、P＝
0.0007）および 30日
（n＝9、P＝0.005）
に延長した。 
 

（2）Trametinib は同種膵島移植後のグラフト機能とグルコース応答性を維持する 
移植膵島の機能を評価するために、移植後 7 日目のレシピエントマウスに経腹腔的糖負荷試験
（IPGTT）を実施した。Trametinib 投与群は、IPGTT プロファイルがほぼ正常であった。さらに
IPGTT の各時点（0，15，30 分）での血漿中の C-ペプチド濃度を測定し，インスリン分泌を評価
した。Trametinib 投与群は非投与群のレシピエントマウスと比べ、血漿 C ペプチド濃度が有意
に良好であった。Trametinib は、同種膵島移植後の移植膵島機能とグルコース応答性を維持す
ることが示された。 
 
（3）Trametinib は移植膵島へのリンパ球の浸潤を抑制する 
移植膵島への拒絶反応の程度を評価するために、膵島を移植された肝を 7日目に採取し、病理組
織学的に評価した。H&E 染色では、Trametinib 非投与群において移植膵島の内部および周囲への
高度の細胞浸潤が認められた。免疫染色ではこれらの細胞は CD4+および CD8+細胞で構成されて
いることが明らかになった。Trametinib 投与群では、CD4+および CD8+細胞の浸潤が有意に抑制
されていた。さらに、Trametinib 投与群では膵島の形態とインスリン染色陽性領域が良好に維
持されていた。また移植膵島周囲の血管形成が良好であり、血管誘導に悪影響を与えていないこ
とも示唆された。 
 
（4）Trametinib は CD4+T 細胞の機能分化を抑制する 
対照群（溶媒のみ投与）、0.1 または 0.3mg/kg のトラメチニブを投与した 7日目のレシピエント
マウスの肝臓および脾臓から分離した T 細胞亜集団をフローサイトメトリーで解析した。
Trametinib は、CD4+T 細胞のうち、肝臓におけるナイーブ T細胞（CD62L+CD44-）の割合を用量
依存的に増加させた。また、エフェクターメモリーT細胞（CD62L-CD44+）の割合が減少した。対
照的に、Trametinib は肝臓および脾臓における CD8+ T 細胞の亜集団には影響を与えなかった。
これらの結果から、少なくとも in vivo では Trametinib は主に CD4+ナイーブ T細胞の機能分化
を抑制することが示唆された。 
 
（5）Trametinib は炎症性サイトカインをコードする mRNA の発現を抑制する 
対照群（溶媒のみ投与）、0.1 または 0.3mg/kg の Trametinib を投与した 7 日目のレシピエント
の摘出した肝臓における炎症性サイトカインをコードする mRNA の発現を測定した。Trametinib
投与群（0.1 mg/kg）の IL-
2、TNF-α、IFN-γをコード
する mRNA の発現は、対照
群に比べて有意に低下し
ていた。炎症性サイトカイ
ンの抑制には用量依存性
は確認されなかった（図
2）。抗炎症性サイトカイン
である IL-4 および IL-10
については、mRNA の発現が
トラメチニブ投与群で高
くなる傾向が見られた。こ
れ ら の 結 果 か ら
Trametinib は、Th1 および
Th2 免疫応答を調節し、炎
症性サイトカインを制御
することが示された。 

図 1 

図 2 



（6）Trametinib は膵島の Viability およびインスリン分泌能に悪影響を及ぼさない 
0, 1, 10, 100 nmol/L, 1 μMの Trametinib と共培養した膵島細胞の生存率には変化が見られ
なかった。各濃度の Trametinib の存在下で培養した膵臓の総インスリン量と分泌能を評価した
が、グルコース低濃度（3.3 mmol/L）または高濃度（20 mmol/L）で培養した際の総インスリン
量とインスリン分泌量は Trametinib の濃度を変えても変化はなく、Stimulation index にも変
化は見られなかった。これらの結果から、Trametinib は膵島の Viability およびインスリン分
泌能に悪影響を及ぼさないことが示唆された。 
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