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研究成果の概要（和文）：　幹細胞増殖因子（HGF）が、膵島細胞の低酸素によるアポトーシスを阻害すること
を示し、HGFを徐放するキトサンゲルにHGFを添加することによって、EVOHバッグに当該ゲルを封入したマクロカ
プセル化膵島の一期的皮下移植で移植効果を確認することに成功した。また、この移植効果は５ヶ月程度で消失
することを観察し、この種のカプセル化においてはゲル素材の安定性が効果の持続に重要であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）： This study showed that hepatocyte growth factor (HGF) inhibits 
hypoxia-induced apoptosis of islet cells. In chitosan gel that slowly releases HGF, addition of HGF 
into the gel enabled primary subcutaneous transplantation of macro-encapsulated islets. However, 
this effect lasted about 5 months and this observation suggested that durability of gel material is 
important for the sustained transplantation effect of this kind of macro-encapsulated islets. 

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 HGFが膵島細胞の低酸素によるアポトーシスを防止することは、知る限り初めての知見で、今後の膵島移植やカ
プセル化膵島移植の成績向上に資する可能性がある。また、マクロカプセル化膵島の一期的皮下移植に成功した
ことは、１型糖尿病の患者や家族、その医療者にとって大きな進歩であり、今後、この種のカプセル化膵島が研
究の主体となる可能性があり、それが持つ細胞を漏らすことなく全て回収できる機能を応用して、異種移植や未
分化細胞から文化誘導した細胞の移植などに応用できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１） HGFについては PI3K/AKT経路を介して細胞保護作用を発揮するとの平滑筋肉腫細胞
での報告１がある。膵島移植と H G Fの関連についても、HGFの投与２や膵島での強発現３が移
植効果を増強するとの報告がある。一方、HGF/c-Met 経路を遮断すると妊娠糖尿病が増悪する
との報告４や、膵臓特異的 c-Met-KO マウスで部分膵切除後の膵島再生が阻害されたとの報告５

がある。また、研究代表者も膵島の HGF・c-METの免疫染色が移植後に増強するとの報告を行
っているが６、膵島細胞に対する HGF の直接作用や細胞内情報伝達経路はほとんど検討されて
いなかった７。 
（２） また、カプセル化膵島の移植における HGFの添加も過去に例がなく、b-FGF（塩基性
線維芽細胞増殖因子）と同様に酸性ゼラチンで徐放化することで皮下などの血管新生に応用で
きるとの報告８があるのみである。 
 
２．研究の目的 
（１） 本研究の目的は、HGFの膵島に対する作用を検討し、その後に、HGFを併用したマク
ロカプセル化膵島の皮下移植実験を行って、この臨床応用に向けた proof of conceptの実験結果
を得ることである。 
（２） 研究代表者らの過去の研究や、他の研究者によるカプセル化膵島移植の研究により、生
体における異物反応を抑制することが、移植したカプセル化膵島の機能をより長く発揮させる
ことに非常に重要であることが示されている。このため、研究代表者は、これまでの研究で異物
反応をほとんど起こさないことが知られていた EVOHでバッグを作成し、この中に免疫隔離機
能を有するゲルを充填することで異物反応が非常に弱いマクロカプセル化膵島を作成しようと
考え、EVOH製透析膜等を製作した実績がある株式会社クラレに、多孔質 EVOH膜の試作を依
頼した。また、HGFは様々な作用を有するが、抗炎症作用も知られており、その血管新生作用
と共に、デバイスに添加する増殖因子としては良い作用を有していると言える。一方、HGFは
非常に高価な増殖因子で、大量に増殖因子を使う本研究のような研究には向かないものであっ
たが、臨床グレードのリコンビナント-ヒト-HGF の製品化を目指しているクリングルファーマ
社から HGF提供の内諾を得ているため、このような研究を実現させることができた。 
 
３．研究の方法 
（１） マクロカプセル化デバイスは、EVOHバッグ（最初の腹腔内移植の研究では EVOHの
多孔質膜の提供をクラレ社から受けて、研究室においてヒートシールでバッグを作成した。その
後の皮下移植実験では、クラレ社でバッグに整形して提供を受けた。約 10×10mm 大）の中で、
ラット膵島を懸濁したキトサン溶液をインキュベータ内で 35℃以上（実際には 37℃）にするこ
とでゲル化して作成した。キトサン溶液は、0.1 規定の酢酸に溶解したキトサン（2.5％ wt/vol）
をβグリセロリン酸溶液(80% wt/vol)で低温にて滴定し、pH7.4 付近とすることで作成した。デ
バイス内に入れた膵島の機能を評価するため、低(60mg/dL)-高(300mg/dL)-低(60mg/dL)の順でグ
ルコース液(RPMI-1640 培地)に 1 時間ずつ浸漬して、その培養液中のインスリン濃度を測定し
た。 
（２） デバイスの腹腔内移植でマウス糖尿病が軽快するかどうかを確認した。具体的には、
Lewis ラット（11～13 週齢）から分離した膵島（460～570 個）を上記デバイス内に入れて、糖
尿病モデルラット（移植 7日前にストレプトゾトシン 180mg/kg で糖尿病とした）の腹腔内に移
植した。4週間後に腹腔内ブドウ糖負荷試験を行い、採血してインスリン濃度等を測定し、デバ
イスを摘出して実験を終了した。 
（３） このデバイスの皮下移植において、塩基性線維芽細胞増殖因子（b-FGF）の作用を検討
した。具体的には、正常マウスおよび糖尿病マウスモデルをコントロールとして、1回手術群（キ
トサンゲル内に 10μg の b-FGF を含むデバイスを一期的に移植）と 2 回手術群（前処置として
b-FGF に浸漬したゼラチンシートを移植し、１０日後にデバイスを移植）を作成し、4週後に腹
腔内ブドウ糖負荷試験・血中インスリン等を測定した。 
（４） キトサンゲルから HGF が徐放化されるかどうかを確認した。具体的には、100μL のキ
トサンゲルに 10μgの HGF を添加してゲル化させた後、28 日間 HGF リン酸バッファー(PBS)中で
インキュベートし、PBS 中の HGF 濃度を測定した。 
（５） 低酸素による膵島の細胞死に対する HGF の作用を確認した。具体的には、BIONIX-1（ｎ
B-1）キットを使用して、酸素濃度１％で HGF(200ng/mL)を含むあるいは含まない CMRL-1066 培
地で一夜培養し、Live/Dead 染色を行った。 
（６） 一期的皮下移植における HGF の作用を検討した。具体的には、HGF を（10μg/100μL）
含むあるいは含まないマクロカプセル化膵島のデバイスを作成し（10×20mm の EVOH バッグ内に
100μLのキトサン溶液を入れて作成）、これを糖尿病マウスモデルの背部皮下に移植。移植後４
週で腹腔内ブドウ糖負荷試験と血中インスリン濃度を測定した。 

  



４．研究成果 
（１） 作成したデバイスは良好にゲル化し、in vitro でマクロカプセル化膵島として機能し
た。ゲルに入れない膵島、EVOH バッグに入れずキトサンゲルのみに入れた膵島と EVOH バッグ内
でキトサンゲルに入れた膵島をそれぞれ 7日間培養して、ブドウ糖負荷試験を行ったところ、ゲ
ルに入れない膵島は培養 5日後にはブドウ糖応答性インスリン分泌がほぼなくなったのに対し、
キトサンゲル中あるいは EVOH バッグに入れたキトサンゲル中の膵島は 7日後にもブドウ糖応答
性インスリン分泌を維持した。また、同じ群で培養液中のインスリン濃度を３０日間測定したと
ころ、ゲルに入れない膵島は 7 日以降著明に低下、EVOH バッグに入れずキトサンゲルのみに入
れた膵島も 18日以降著明に低下したが、EVOH バッグに入れてキトサンゲルで包埋した膵島は 30
日後でも初期のころと同様のインスリン濃度を維持した。以上の結果は、キトサンゲルに包埋す
ることで膵島機能の劣化は強く抑制され、EVOH バッグに入れてもインスリン放出量は変化しな
い。さらに、EVOH バッグに入れることでキトサンゲルが培養液中でより長く維持され、その結
果、膵島機能もより長く保たれることを示している。 
（２） このデバイスを腹腔内に移植して、マウス糖尿病の治療に成功した。図１左に正常群、
糖尿病群および移植群の血糖の推移を示し、図１右に腹腔内ブドウ糖負荷試験の血糖値の推移
を示す。 
 血糖の推移では、移植群の血糖の平均値はデバイス移植後に血糖値は速やかに低下し、実験が
終了する 28 日後まで 200 mg/dL 程度で推移しており、糖尿病の改善が示されている。また、腹
腔内ブドウ糖負荷試験の結果では、負荷前の血糖値は正常群に近く、負荷後も正常群に近い所で
推移しており、糖尿病群からは明らかに低下している。この時のグラフ下面積（Area under curve） 
でも糖尿病群と正常群および移植群の間には有意の差（p<0.001）がある。ただし、正常群と移
植群の間にも有意の差（p<0.01）がある。また、K値は、正常群 0.91±0.31、移植群 0.71±0.12
でこれらの間に有意差（p<0.05）は認められなかった。また、糖尿病群では K値は求められなか
った。さらに、負荷前の血糖値が正常に近いことは、一夜の絶食時にもマクロカプセル化膵島の
機能が発揮されていることを示しており、非常に興味深い。即ち、これを患者の血糖値に置き換
えると、夜間の絶食中にもデバイスの機能が維持されて血糖値が低下していることが示されて
おり、絶食している夜間にはインスリンを効かせておく必要がないことを示唆している。夜間に
インスリンを効かせておく必要がなくなれば、低血糖発作などの危険が大きく低下し、患者の
QOL 改善に大きく寄与できることが示唆される。 
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（３） b-FGF は前処置として血管新生を誘導した場合には有効であったが、一期的皮下移植で
は有効性は示されなかった。図２左に b-FGF を使った実験の血糖値の推移を、図２右に 28日後
の血中インスリン値を示す。移植後の血糖値の推移をみると、ほぼ一貫して血管新生前処置を行
った群（Two time Tx）が低い。また、血中インスリン値をみると、血管新生前処置を行った群
（Two time Tx）が無治療の糖尿病群や b-FGF 入りデバイスを一期的に移植した群よりも高くな
っている。また、28日の経過中、糖尿病群・一期的移植群・血管新生前処置群のいずれも、移植
時時に比べて体重は減少しているが、減少率をみると、糖尿病群-17±8%、一期的移植群-12±3％、
血管新生前処置群-9±2％で、糖尿病群と血管新生前処置群の間に有意差（p<0.001）を認めた。
これらの結果から、b-FGF は血管新生前処置に使う場合には移植結果を改善するが、これを添加
したデバイスを一期的に皮下移植しても効果が期待できないと結論した。 
（４） キトサンゲルは HGF を徐放した。即ち、1日後には大量の HGF が放出されるが、その後
はほぼ一定量の放出が続き、観察した 28日間にゲルに投与した HGF の約 5.5％が放出された。 
（５） HGF の添加は低酸素による膵島細胞の細胞死を抑制した。図３に Live/Dead 染色の赤色
（死んだ細胞が発する）/緑色（生きている細胞が発する）の値を記したグラフを示す。 
 このように、HGF が培養液中に存在すると、１％というかなりの低酸素状態で膵島に起こる細
胞死を有意に（p<0.0001）抑制することが示された。膵島細胞に対して HGF がこのような作用を
有するとの報告は我々の知る限りこれまでに行われておらず、おそらくこれが初めての報告で
はないかと考えている。 
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（６） HGF を添加したデバイスの一期的皮下移植は移植効果が認められた。図４にこの実験に
おける血糖値（図４左）と体重（図４右）の推移を示す。 
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血糖値の推移では、HGF＋群で有意に血糖が低下して正常群に近づいているが、300 mg/dL 程度
で推移しており、繰り返し測定のある 2 元配置分散分析で糖尿病群や HGF-群との間に有意差
（p<0.0001）を認めた。また、体重の推移では、HGF+群は正常群とほとんど差がなく推移し、糖
尿病群とは p<0.0001、HGF-群とは p<0.001 の有意差を認めた。 
 腹腔内ブドウ糖負荷試験の血糖変動を図５に示す。 

 

図５ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この結果は上記腹腔内移植の結果と同じように、HGF+群（図５では Islet+HGF）で一夜絶食後



の血糖値が正常群に近づいており、良好な治療効果を示すものと思われる。一方、HGF－群（図
５では Islet alone）では一夜絶食後の血糖値が糖尿病群に近く、負荷後の推移も糖尿病群に近
い。この結果、K 値は HGF+群 0.817±0.101 と正常群 1.074±0.374 で有意差なく、糖尿病群と
HGF-群では K値は計算できなかった。また、組織学的検討では、HGF＋群のデバイスからはイン
スリンやグルカゴン陽性の細胞を有する膵島が多数みつかったが、HGF-群のデバイスからはそ
のような組織はみられず、血中インスリン値も HGF+群と正常群でゆういさがなかった一方、糖
尿病群と HGF-群でも有意差はなく、HGF+群と糖尿病群および HGF-群との間には有意差（共にｐ
＜0.0001）を認めた。 
 以上のとおり、HGF を添加したマクロカプセル化膵島は一期的皮下移植によって移植効果を発
現し、効果がある間は、夜間にインスリンを効かせておく必要がないなど低血糖の発生を抑える
効果が示唆され、患者の QOL を著明に改善する効果が強く期待される。 
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