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研究成果の概要（和文）：(1) C57BL/6由来骨髄細胞(BMCs)からPI(-)CD45(-)Ter119(-)Sca-1(+)PDGFR-α(+)細胞群をs
ortingし、これらを培養することにより比較的均一な間葉系幹細胞が分離されることを明らかにした。
(2) 糖尿病未発症NODマウスにtemsilorimusを-d7, -d1に、cyclophosphamideを-d4から-d1まで連日投与し、d0に2Gy放
射線照射とC57BL/6由来BMCsを 2 x 10�ﾂ投与することにより、移植後1ヵ月の末梢血で血液キメラが誘導され糖尿病発
症が抑制されることを証明した。

研究成果の概要（英文）：(1) We demonstrated that mesenchymal stem cells (MSCs) were purified by culturing 
the sorted C57BL/6-derived bone marrow cells (BMCs) with the PI(-)CD45(-)Ter119(-)Sca-1(+)PDGFR-α(+) 
markers.
(2) We showed that transplantation of C57BL/6-derived BMCs (2 x 10� induced stable mixed hematopoietic 
chimerism without GVHD in prediabetic NOD mice preconditioned with temsilorimus (5mg/kg on -day 7 and 
-day 1), cyclophosphamide (100mg/kg on -day 4 to -day 1) and 2Gy total body irradiation (on day 0). This 
immunosuppression is a novel regimen based on the clinical transplantation. We also revealed that the 
induced hematopoietic chimerism completely prevented insulitis and onset of autoimmune diabetes.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
	
 我が国では、1 型糖尿病治療として膵島移
植の再開が予定されているが、依然として(1) 
ドナー膵島(Islets)の絶対的不足、(2) 移植後 5
年時のインスリン離脱は 20%未満、(3) 免疫
抑制剤の危険性、という大きな問題に直面し
ている。	
  
 
２．研究の目的 
	
 研究の全体構想は、アロ抗原である骨髄細
胞(BMCs)、間葉系幹細胞(MSCs)、Islets を 1
型糖尿病レシピエントに移植し、生体内で
Graft vs. Host Disease (GVHD)を惹起すること
なく安定したドナー抗原ならびに自己抗原
特異的免疫寛容を誘導し、免疫抑制剤を使用
することなく 1型糖尿病を治癒に導くことで
ある。本研究では、1 型糖尿病レシピエント
のモデルである NOD マウスを用い、アロ由
来の BMCs, MSCs, Isletsを経門脈的に供移植
することにより、MSCs がグラフト生着の向
上に果たす役割とそのメカニズムについて
明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
	
 糖尿病発症後の NOD マウスをレシピエン
トとして前処置を行ったのち、アロ由来の
MSCs, BMCs, Isletsを経門脈的に移植し、(1) 
血液キメラの誘導、(2) Isletsグラフト生着、
(3) 同グラフト拒絶、(4) GVHD制御、(5) 糖
尿病治癒、の過程をリアルタイムに検討し、
それらの過程にMSCsが及ぼす機能を明らか
にする。予備実験として、糖尿病未発症 NOD
マウスに前処置を行ったのち、アロ由来の
MSCs, BMCsを経尾静脈的に移植し、血液キ
メラの誘導と糖尿病発症の抑制が可能であ
るかを評価する。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 (1) C57BL/6 骨髄細胞由来間葉系幹細胞
の新たな分離培養方法の確立  
BMCs から接着細胞のみを培養継代し MSCs
を分離する手法では、安定したMSCsを採取
することは困難であった。我々は BMCsから
PI-CD45- Ter119- gated Sca-1+ PDGFR-α+細胞
を sortingし、この細胞群だけを培養継代する
ことにより比較的均一なMSCsが分離される
ことを明らかにした(下図)。 
 
 
 
 
 

 
 
分化誘導実験では、この細胞群が骨細胞
(Osteocytes)、脂肪細胞(Adipocytes)、軟骨細胞
(Chondrocytes)いずれにも分化することを証
明した(下図)。 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
抗体を用いた表面マーカーの探索では c-kit, 
Sca-1, CD34, CD45, CD11b, H-2Kb, I-Ab, CD86
がいずれも陰性、CD29, CD44 が陽性で文献
報告と一致していた(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Concanavarin Aによる Tリンパ球刺激試験で
は、刺激 T リンパ球単独培養群と比較し、
MSCs 混合培養群では有意にリンパ球の増殖
が抑制されることを証明した(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
	
 (2) 糖尿病未発症 NOD マウスにおける
新たな血液キメラ誘導方法の確立  
我々は糖尿病未発症 NOD マウス(6 週齢)に
anti-CD3 mAb 投与と低用量(3Gy)放射線照射
を行ったのち、C57BL/6由来MSCs, BMCsを
移植することにより GVHD を発症すること
なく血液キメラを誘導し、糖尿病の発症を抑
制する方法を報告した (Asari et al. Exp 
Hematol 2009)。本研究では、より臨床に即し
た免疫抑制剤を使用することにより GVHD
を発症しない血液キメラの誘導方法を確立
した。NOD マウス(6 週齢)に temsilorimus 
(5mg/kg) を -d7, -d1 に 、 cyclophosphamide 
(100mg/kg)を-d4から-d1まで連日投与したの
ち、d0 に 2Gy の放射線照射と C57BL/6 由来
BMCsを 2 x 107個投与することにより、移植
後 1ヵ月の末梢血で安定した血液キメラが誘
導されることを証明した(下図では末梢血中
の Bリンパ球キメラを呈示)。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに血液キメラが誘導された NOD マウス
では、糖尿病発症が抑制されることを明らか
にした(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
現在、血液キメラの誘導に必要な最小限の放
射 線 照 射 量 を 明 ら か に す る た め 、
cyclophosphamide ならびに temsilorimus 投与
量の最適化を行っている(下表)。 
 
 
 
 
 
 

 
 
	
 (3) C57BL/6 マウス膵臓からの膵島分離
方法の確立  
C57BL/6マウスにおいて、総胆管経由で主膵
管に collagenase type Iを注入し Isletsを分離す
る方法を見いだした(下図)。現在、Isletsの採
取量が増加するよう分離方法の最適化を行
っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
	
 (4) 今後の展望  
	
 3 年間で予定していた研究目標に到達する

ことができなかったが、引き続き以下の実験
を計画している。 
① NOD 糖尿病未発症モデル(6 週齢)に上記
前処置を行い、C57BL/6由来 BMCs, MSCsを
同時移植することによりMSCsの新たな上乗
せ効果(急性･慢性拒絶反応の抑制、グラフト
生着率の向上、糖尿病発症の抑制など)を評価
する。また、その効果に対するMSCsの細胞
学的特徴を分子レベルで明らかにする。 
② NOD 糖尿病発症モデル(10 週齢を予定)に
対し上記免疫抑制処置を行ったのち、
C57BL/6由来MSCs, BMCs, Isletsを移植する
ことにより血液キメラを誘導し糖尿病が治
癒するかを評価する。また、MSCs を移植し
ない群と比較しMSCsが果たす細胞学的特徴
を明らかにする。 
	
 レシピエントの免疫抑制方法を大動物実
験に移行しやすい cyclophosphamideならびに
temsilorimus に変更したことにより臨床応用
への可能性が広がり、さらにはMSCsによる
グラフト生着率の向上が期待されるであろ
う。 
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