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研究成果の概要（和文）：I 型糖尿病は、膵β細胞の減少が本態の疾患であり、この減少に基づ

きインスリン投与を生涯必要とする。自己や近縁者の細胞をインスリン産生細胞へ分化させ、

長期間レシピエントに拒絶されなければ、インスリン治療から開放される夢の治療といえる。

骨髄キメラモデルを作成し、個体の全般的な免疫機能を保ちつつ該当移植抗原に対する免疫応

答のみを抑制した状態の誘導を効率化するドナー特異的免疫寛容のモデルを作成した。これは、

免疫抑制剤を用いずに移植片を生着させる新たな方法として注目され長期に移植細胞や臓器が

生着することを目的としている。レシピエント内にドナー由来細胞が存在するキメリズムの状

態は、ドナー特異的免疫寛容の誘導の一手段であり、キメリズムの形成と維持により、移植片

を長期に生着させることが可能となる。もうひとつの目的としてキメリズムおよび移植片の生

着の維持には免疫担当細胞としての脾臓細胞が有用であり、MHC が一部合致する細胞の存在

により、特異的免疫寛容が維持されることを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：The development of effective immunosuppressants has dramatically 

improved both graft and patient survival rates in organ transplantation, and has 
contributed to advances in medical transplantation during the past few years. Inducing 
donor-specific tolerance (DST) is widely believed to be the most effective solution to 
these problems. Chimerism is viewed as an attractive approach to inducing DST, and many 
studies of this phenomenon have been published. A mixed chimera can be created by 
transplanting bone marrow (BM) from histoincompatible donor mice to lethally-irradiated 
recipient mice, together with BM that is histocompatible with the recipient mice, so that 
the recipient haematopoietic cells can be partially replaced by donor-compatible cells. 
Compared to an allochimera, a mixed chimera is more stable and less susceptible to the 
lethal BM aplasia associated with BM graft rejection. We have focused on using splenocytes 
as a source of cells for establishing tolerance, in view of their availability for use 
in clinical practice. Splenocytes are an attractive source of cells with which to develop 
chimerism because they are a rich source of lymphocytes. In the current study, we verified 
the hypothesis that splenocytes containing abundant immunocytes are effective for 
maintaining chimerism and improving long-term graft survival in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞の可塑性に着目し、In vivo において、
肝細胞からインスリン産生細胞へ分化させ
る方法を開発することが目的である。肝細胞
に対するPdx-1遺伝子導入によるインスリン
産生能の獲得についてはすでに報告されて
いるが、本研究では臨床応用に向けたインス
リン産生能の長期維持を目的としたもので
あり、肝細胞の門脈血流遮断、外分泌機能の
廃絶を行うことによって、肝細胞の恒久的な
ラ氏島β細胞への形質転換を狙ったもので
ある。 
 
２．研究の目的 
(1)糖尿病治療遺伝子の作成、発現の検討 

膵ラ氏島移植は臨床応用され、一定の成績
が報告されるようになってきたが、ドナー不
足の問題より、日本ではラ氏島移植の恩恵に
あずかれる患者はほとんどいないのが現状
である。自己の細胞を採取してインスリン産
生細胞へ分化させて体内に戻す治療、あるい
は、自己の組織をインスリン産生細胞へ分化
させる治療が実現できればこの問題は解決
する。 

最初に、肝細胞の可塑性に着目し、In vivo
において、肝細胞からインスリン産生細胞へ
分化させる方法を開発することが目的とす
る。次に他家よりの細胞移植によりインスリ
ン発現細胞を免疫抑制剤なしに長期間生着
させることに２面より外科的な糖尿病に対
する戦略を確立することを目的とする。 

 
(2)脾臓細胞によるキメラ細胞の置換とドナ
ー特異的免疫寛容の維持の検討 
研究の目的 
免疫抑制剤を用いずに、一度生着した移植片
を長期に維持することは非常に重要である。
そこで、ドナー特異的免疫寛容の指標となる
キメリズムの導入時に有効と考えられてい
る脾臓細胞の、キメリズムの維持における有
用性について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)糖尿病治療遺伝子の作成と発現の検討 
Adenovirus の作成  

本研究では adenovirus vector を用いて骨髄
細胞、肝細胞、脾臓細胞などの各種細胞への
遺伝子導入を行う予定とした。マウス PDX-1
遺伝子発現 adenovirus については、群馬大
学生体調節研究所 小島 至教授より供与
を受け、当研究室の負担で外注（タカラ・バ
イオ株式会社：ドラゴンジェノミクスセンタ
ー）で増幅精製した。 
 
胆管結紮 + ストレプトゾシン誘導糖尿病
発現マウスの作成 
ストレプトゾシンは膵内分泌細胞をター

ゲットとして傷害させる薬物として知られ
ている。ストレプトゾシンによる糖尿病誘発
モデルは確立されたモデルとしてよく知ら
れており、また臨床的には内分泌細胞癌など
に応用されている。これに部分胆管結紮を行
い肝門脈周囲に特異的に肝障害を起こすモ
デルに対して pdx-1遺伝子導入アデノウイル
ス（AdV-pdx-1）を経胆管的に注入（図 1）す
る。 
 

 

 
 ストレプトゾシン投与後のプロトコール 
糖尿病モデルマウスは 7日目、14 日目に犠死
させ免疫染色によりインスリンの発現を確
認する。血糖を経時的に測定して、インスリ
ンの発現に対する血糖降下作用を確認する。 
 



 

 
 
(2)脾臓細胞によるキメラ細胞の置換とドナ
ー特異的免疫寛容の維持の検討 
1-1 マウス 
MHC classⅠが H-2Kb である C57BL/6J(B6)、
MHC classⅠが H-2Kk である C3H/He(C3H)、MHC 
classⅠが H-2K b/d である B6 と DBA/2 の
F1{第一世代の子供(B6D2F1)}、MHC classⅠ
が H-2K b/k である B6 と C3H の F1(B6D2F1)
の Specific Pathogen Free(SPF)マウスを使
用した。 
 
1-2 皮膚移植 
皮膚ドナーマウスの腹部の毛を除毛後、全層
の皮膚を採取。採取した皮膚は 15×15mm ず
つに切り分け、皮下組織をすべて除去したも
のを移植片とし使用した。 
 
1-3 骨髄移植 
レシピエントマウスに 1,000 rad の放射線を
照射。骨髄細胞は、ドナーマウスの上腕骨、
大腿骨および脛骨から採取した。採取した骨
髄細胞は、70μmのセルストレーナー(Becton 
Dickinson Japan)で濾した後、計 3 回遠心
（4℃、1500rpm、5 分）して抗 Thy1.2 抗体
(Miltenyi Biotec Tokyo)の付いた magnetic 
beads(Miltenyi Biotec Tokyo)を使用して T
細胞を除去しドナー由来骨髄細胞を放射線
照射マウスの尾静脈より注入した。 
 
脾臓細胞の採取と投与 
脾臓細胞は丁寧につぶし、赤血球は BD Pharm 
Lyse 溶液(Becton Dickinson)で溶血させた。
次に、細胞を 1%のウシ胎仔血清入りの HBSS
で合計 3回洗浄し破砕された赤血球細胞を除
去し使用した。 
 
動物モデルの作成 
骨髄混合キメラに脾臓細胞を追加投与する
モデル 
骨髄混合キメラモデルは、C3H(H-2Kk)をレシ
ピエントとして、Day 0 に C3H(H-2Kk)の骨髄
細胞5×106個とB6D2F1(H-2Kb/d)の骨髄細胞
10×106 個を移植して作成。Day 30 に

B6(H-2Kb)の皮膚を移植し、Day 60 に種々の
脾臓細胞を 50×106個投与して 3 種類のグル
ープに分けた。レシピエントと同種である
C3H の脾臓細胞を投与する群をグループ A、
骨髄ドナーと同種である B6D2F1 の脾臓細胞
を投与する群をグループ B、レシピエントと
皮膚ドナーの F1である B6C3F1 の脾臓細胞を
投与する群をグループ Cとした。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
フローサイトメトリー 
末梢血中の赤血球を溶解液(FACS Lysing 
Solution；Becton Dickinson)で溶血させ、
非 特 異 的 結 合 物 質 を 抗 CD16/32 抗 体
(PharMingen)で排除した。その後、1×106 個
の細胞をFITCまたはPEに結合した抗H-2Kb、 
H-2Kd、 H-2Kk、Thy1.2、CD19、Gr-1 抗体
(PharMingen)で染色し、FACS Calibur(Becton 
Dickinson)で細胞表面抗原を測定。解析には
CELL Quest(BD Biosciences)を使用した。 
 
４．研究成果 
(1)糖尿病治療遺伝子の作成と発現の検討 
2-3 結果 
インスリンによる肝組織の免疫染色 
 pdx-1遺伝子導入後7日目および14日目の
肝組織中のインスリンの発現を免疫染色で
検討した。7 日目においては門脈周囲の肝細
胞にインスリン強陽性の肝細胞が出現した。
しかし、14 日目の免疫染色検体においては、
門脈周囲の肝細胞に高率に発現し強陽性で
あった細胞は、数、発現強度において減弱し
ていた。 
このことより、pdx-1 遺伝子によるインス

リンの誘導は門脈周囲の肝細胞に起こる事
が確認された。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
糖尿病マウスのインスリン発現と血糖降下
作用の検討 
また、胆管結紮による肝障害により門脈周囲
の細胞は pdx-1遺伝子投与によるインスリン
の発現は免疫染色では確認されたものの一
過性のものであり、持続発現および更なる効
率の追求が必要と考えられた。糖尿病発症マ
ウスにおいて、すべての個体で糖尿病の発病
をみとめ、持続的な高血糖状態が維持された。
胆管結紮後、pdx-1 遺伝子導入アデノウイル
ス注入群ではマウスの随時血糖は Controlと
比較して低いものの統計学的な有意差は検
出できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)脾臓細胞によるキメラ細胞の置換とドナ
ー特異的免疫寛容の維持の検討 
 
骨髄混合キメラモデル 
 経時的なキメラレベルの変化を調べ、
Day30 に移植した皮膚の生着を観察した。 
混合キメラの形成 
骨髄ドナーに B6(H-2Kb)を用いて作成した混
合キメラモデルでは、C3H(H-2Kk)の骨髄細胞
と B6(H-2Kb)の骨髄細胞を移植した群と、
B6(H-2Kb)の骨髄細胞を投与した群を作成。

投与した骨髄量 C3H:B6=1:2 の群では、末梢
血のキメラレベルは day28 に平均 11.78±
9.00％(range0.58-26.24％)、day60 には平均
28.58±12.09%(range19.96-46.22%)となり、
投与した骨髄量 C3H:B6=1:3 の群では、末梢
血のキメラレベルは day28 に平均 36.38±
17.20％(range8.03-63.38％)、day60 には平
均 50.46±21.01% (range15.29-70.74%)とな
った。 
 B6D2F1(H-2Kb/d)を用いて作成した混合キ
メラモデルでは、C3H(H-2Kk)の骨髄細胞 5×
106個とB6D2F1(H-2Kb/d)の骨髄細胞10×106
個(C3H:B6D2F1=1:2)を移植し day28に末梢血
のキメラレベルは平均 78.89± 7.88％
(range62.21-91.63％)、day60には平均 84.50
±6.31%(range72.09-95.22%)になり高率な
キメラ細胞が得られた。 
 
 皮膚移植片の生着 
 C3HとB6の組み合わせの混合キメラモデル
で移植した骨髄細胞の数が C3H:B6=1:2 の群
では、Day30 に移植した B6(H-2Kb)の皮膚移
植片のうち Day60 まで生着していたのは 40%
であった。一方、C3H:B6=1:3 の群、および
C3HとB6D2F1の組み合わせの混合キメラモデ
ルでは、Day30 に移植した B6(H-2Kb)の皮膚
移植片は、全て Day60 まで生着していた。 
 
ドナー特異的免疫寛容の維持における脾臓
細胞の役割 
 前述の皮膚移植モデルのなかで、最もキメ
ラ率が高く、皮膚移植片の生着率がよかった
のは、レシピエントに C3H(H-2Kk)、骨髄ドナ
ーに B6D2F1(H-2Kb/d)を使用した骨髄混合キ
メラモデルであった。このモデルを使用して、
移植片の維持期に３種の脾臓細胞を投与す
ることによって、その後のキメラ細胞の変化、
皮膚移植片の生着を観察した。 
 
キメラ細胞の除去 
C3H(H-2Kk)の脾臓細胞 50×106 個を day60 に
静注したグループ Aのマウス末梢血を７日毎
にフローサイトメトリーで解析した結果、
C3H 由来の MHC classⅠである H-2Kk 陽性細
胞は徐々に増えて、平均 7.39±3.07％から、
静注21日後には平均97.47±2.91%になった。
一方、B6D2F1 由来の H-2Kb およびＨ-2Kd は
徐々に減少し、H-2Kb は平均 86.18±5.88％
から、静注 21 日後には平均 0.04±0.03%にな
った。骨髄ドナーと同じ B6D2F1(H-2Kb/d)の
脾臓細胞 50×106 個を静注したグループ B
（n=7）の末梢血では、B6D2F1 由来の H-2Kｂ
およびＨ-2Kd は徐々に増え、H-2Kb は平均
83.74±7.21%から、静注 21 日後には平均
99.60±0.21％になった。C3H 由来の H-2Kk は
徐々に減少し、平均 8.88±4.24％から静注２
１日後には平均 0.21±0.14％になった。 

 



 
キメラ細胞の置換 
レシピエントでもなくドナーでもない、レシ
ピ エ ン ト と 皮 膚 ド ナ ー の F1 で あ る
B6C3F1(H-2Kb/k)の脾臓細胞 50×106 個を静
注したグループ C（n=8）の末梢血では、H-2Kk
が徐々に増え、平均 9.02±3.79％から静注
21 日後には平均 98.42±0.90％になった。
H-2Kd は徐々に減少し、平均 85.79±3.33%か
ら静注 35 日後には平均 0.29±0.69％になっ
た。この B6C3F1 脾臓由来細胞は徐々にレシ
ピエント末梢血内で占める割合が増加し、脾
臓細胞の静注から 180 日後には H-2Kb/k の細
胞は平均 77.77±19.11％となった。 
 
皮膚移植片の生着 
 各種の脾臓細胞投与後、既に生着している
皮膚移植片を連日観察した結果、グループ A
では、Day30 に移植した B6(H-2K b)の皮膚は、
脾臓細胞静注から平均 31 日後（23-50 日後）
に完全に拒絶された。一方、グループ B及び
グループ C では B6 の皮膚移植片は 200 日以
上生着し続けた。 
 
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
再置換したキメラ細胞の解析 
 グループ C で MHC classⅠが H-2Kb/k であ
った細胞をさらに解析すると、脾臓細胞の静
注から 180 日目の骨髄系細胞が平均 5.24±
1.84％、T リンパ球系細胞が平均 11.37±
3.04％、B リンパ球系細胞が平均 78.49±
4.87％であった(Figure 13)。移植した皮膚
は生着したまま維持され、末梢血中には特定
の細胞群のみではなく、投与した脾臓由来の
細胞が多系に渡って維持・増加し、180 日以
上、レシピエントマウス内を循環し続けた。
これは、脾臓細胞によりキメラ細胞が再置換
を受けたということを意味している。 
 
考察 
レシピエントと血縁関係にある F1 マウスの
脾臓細胞を投与することにより、骨髄混合キ
メラマウスの末梢血中キメラ細胞を置換す

ることが可能であり、その状態は長期間維持
されることがわかった。また、移植片と MHC
が一部合致する新たなキメリズム下では、特
異的免疫寛容が維持され移植片の生着も維
持されることが示唆された。 
また、レシピエントと移植皮膚ドナーとの F1
マウスの脾臓細胞投与でキメリズムが維持
され、移植片の生着を継続させることができ
たことから、臨床においても、臓器移植後に
ドナーと全く同一の細胞がなくても、レシピ
エントやドナーの血縁者、脳死患者、臍帯血、
ES細胞から臓器ドナーと近似のMHCを有する
細胞を利用することで移植片を生着、維持が
可能であることが示唆された。特に、血縁者
の細胞が利用可能であるということは、細胞
提供者が患者の身近に居り、倫理的にも臨床
応用しやすいと思われる。 
この実験は、免疫抑制剤の長期投与からレシ
ピエントを開放する重要な鍵となる結果で
あり、臨床治療でキメリズムを維持し、移植
の長期予後を改善させる上で、この結果の細
胞移植の成立、維持に対して持つ意味は大き
いと考える。 
 
総 括 
平成 19 年度から 21 年度の 3 年間にわたり、
科学研究費補助金 A(2)により、『肝幹細胞を
利用した糖尿病治療戦略』研究を行った。こ
の最終目標を達成するには、作成した pdx-1
遺伝子のホストへの効率の良い移入方法、お
よびホストでの恒久的発現が最重要課題で
あり、本研究でその機序の一端を解明し、こ
れからの臨床応用への扉を開いたと考えて
いる。 
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