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研究成果の概要（和文）：膵島細胞障害制御後には再生が誘導されるのではないかと想定し、同種同系マウス膵島移植
、さらに米国より搬送されたヒト膵島を免疫不全マウスに移植する実験系を用いて、移植膵島を対象に膵β細胞の再生
について解析した。その際、Receptor for Advanced Glycation Endoproducts (RAGE)に着目した。その結果、RAGE欠
損マウス膵島ではGLP-1Rの発現が優位に上昇し、移植膵島障害は発現しないのみならず、移植膵島のインスリン含有量
が２倍に上昇することが判明し、移植膵島の再生を示す知見が得られた。ヒト膵島ではマウスで有用性が判明したRAGE
阻害剤を用いて検討している。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to determine whether expansion of transplanted 
islets is induced when the injury of transplanted islets is prevented after transplantation. For those 
purposes, RAGE-/- vs wild-type mouse islets are used as donors since RAGE signals have been reported to 
be involved in beta cell failure. It was found that RAGE-/- islets are not only protected from the 
injuries but also expand after transplantation. The array analysis revealed that the beneficial effect of 
RAGE-/- islets was mediated through the upregulation of GLP-1 R expression. In addition, RAGE inhibitors 
including soluble form RAGE (sRAGE) was found to have the similar beneficial effect when applied to 
wild-type islets prior to transplantation. In case of human islets, the effect of sRAGE was not evident 
when treated human islets were grafted beneath the kidney capsule of STZ-diabetic NOD/scid mice and 
therefore, the effects of other RAGE inhibitors are currently under investigation.

研究分野： 移植外科学
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１．研究開始当初の背景 
臨床膵島移植は2000年にカナダのグルー

プによる成功例が報告され(N Engl J Med 
343:230, 2000), 米国、ヨーロッパを中心に実
施例が増加している。我が国に於いても2004
年に開始され、現在までに１８例行われている。
申請者施設では2006年に第一例目を実施し
た。臨床膵島移植の現在の最も重要な課題は
一人の糖尿病レシピエントの治療成功に２−３
回の膵島移植、すなわち２－３人分のドナー
膵臓を必要とする事が挙げられる。一人のドナ
ー膵臓より得られた１回の膵島移植では生着
する膵島数が少なく、移植膵島から分泌される
インスリンだけでは不十分で、減量できるもの
のインスリン注射を移植後に継続する必要が
ある。この問題が細胞移植である膵島移植が
同じ目的で行われている膵臓器移植に比し、
未だ実験的治療といわれる所以であり、その
解決が臨床膵島移植の急務となっている。こ
の問題の解決には2つの方向性があり、一つ
は移植膵島喪失の原因解明と制御法開発、も
う一方は生着した移植膵島の再生誘導法の開
発である。 

申請者は前者の移植膵島喪失の最も重要
な因子である拒絶反応に関して、近年見出さ
れた免疫担当細胞であるＮＫＴ細胞が膵島移
植の拒絶反応制御に必須の役割を担ってい
ることを世界に先駆けて明らかにした (（Ｊ Ｃ
lin Ｉnvest 105: 1761-1767, 2000, Diabetes 
55: 34-39, 2006）。更には膵島移植特有の
拒絶反応として、移植部位（経門脈的肝内）の
特性、すなわち生体の第一線防御臓器として
機能している肝臓内への移植に着目し、膵島
移植後には肝臓内で種々の生体防御反応、
特に炎症反応を含む“自然免疫拒絶反応”が
惹起され、移植膵島自身が障害される機序と
そ の 制 御 法 を 明 ら か に し た (J Exp Med 
202:913-918, 2005)。具体的にはマウス実験
系を用い、肝内移植後には移植局所で NKT
細胞依存性に浸潤好中球が活性化され、
IFN-γ を産生、エフェクターとして機能し、移
植膵島の５０％以上を２４時間以内に破壊す
る機序を明らかにした。そしてこの NKT 細胞
―好中球―IFNγ経路を標的にした治療法に
よりマウスでは１匹のドナーより２匹のレシピエ
ントへの膵島移植を成功に導くことができた。
この成果は臨床膵島移植の成績向上に極め
て重要な知見を提示しており、内容が高く評
価され、ハイライトセッションに取り上げられ、
組織データが表紙に採用、また Nature Rev 
Immunol（5: 830, 2005）で紹介された。引き続
く研究では NKT 細胞―好中球―IFNγ経路
活性化の上流因子が移植膵島自身より放出
される炎症惹起因子（HMGB1）であることを明
らかにし、HMGB1 を標的にした抗体療法で
自然免疫拒絶反応が制御できることを報告し
た(J Clin Invest 120: 735-743,2010)。更には
移植膵島からのＨＭＧB1 放出の成因は、膵
島の門脈内移植に伴う虚血（低酸素）障害で
あ り 、 そ の 際 に 膵 島 細 胞 膜 に 存 在 す る

Na+/Ca2+ exchanger (NCX)を介した細胞外か
ら細胞内へのＣａ２+流入が移植膵島細胞死
の必須因子として機能していることを見出した
(submitted)。最も重要な知見はドナー膵島の
NCX-inhibitorによる移植前pretreatmentによ
り、移植後膵島障害が制御できることを明らか
にできた点にある。 

自然免疫拒絶反応による肝内移植膵島障
害（喪失）に関し、最近になり、我々の見出し
たNKT細胞―好中球―IFNγ経路をケモカイ
ンの観点から標的にした臨床膵島移植（第２
相試験）の成績がイタリアのグループより発表
された（J Clin Invest 122: 3647-3651, 2012）。
それによると新規治療法により自然免疫拒絶
反応による移植早期膵島障害が制御でき、一
回の膵島移植後生着率が著しく向上すること
が示された。 
 上記知見により申請者は現在の臨床膵島移
植が直面する課題、移植膵島喪失に起因す
る非効率性に関しては新規治療法開発の目
途が立ち、今後の研究の方向性としては、もう
一方の課題解決策である生着した膵島の再
生誘導法の開発に注力すべきと考え、本研究
申請に至った。 
 
２．研究の目的 

インスリン産生細胞の再生については、従
来ES細胞、iPS細胞、体性幹細胞よりインスリン
産生細胞を創生する研究が主体である。そし
て、現在までにヒトＥＳ細胞からインスリン産生
細胞の創生（Nature Bio Tech 24: 1392, 2006）、
1型糖尿病患者の皮膚線維芽細胞より作成し
たiPS細胞よりインスリン産生細胞の創生 
（PNAS 106: 15768, 2009)の報告がなされてい
る。しかしながら、インスリン産生細胞は得られ
たものの、細胞数は極端に少なく、またβ細胞
の重要な機能、すなわちグルコース応答性イ
ンスリン分泌能の欠如、更には未分化細胞の
移植に伴う腫瘍形成など、多くの課題があり、
臨床応用には程遠く、その後の進展を示す報
告は皆無である。一方、体性幹細胞に関して
は新しい知見が蓄積されている。身体を構成
する全ての細胞は、程度の差異はあるものの
少しずつ入れ替わってホメオスターシスが維
持されおり、膵β細胞も同様と考えられる。そ
の過程に於いて、膵前駆細胞より内分泌前駆
細胞、外分泌前駆細胞、膵管前駆細胞、そし
て最終的には内分泌細胞（β、α、δ、ＰＰ）、
外分泌細胞、膵管細胞に分化する。最近の研
究では特に膵内分泌細胞に関して、種々の遺
伝子改変マウスを駆使して、膵前駆（幹）細胞
より内分泌細胞の分化に係わる転写因子
（Pdx1, Ngn3, NeuroD, FoxO1, MafA, MafB, 
Nkx2.2, Nkx6.1） が明らかにされ、今後の研
究の進展が期待されている。すなわち、膵内
分泌細胞の幹細胞を標的にしたインスリン産
生細胞の再生誘導である。 

本研究では膵島移植の手法を用い、移植
膵島の内分泌幹細胞の動態解析、インスリン
産生細胞の再生誘導に関する研究を行う。イ



ンスリン産生細胞誘導にはグルコースシグナ
ルが必須と考えられているが、持続する高血
糖は膵β細胞に対しては通常は毒性を有し、
細胞死を招来する。申請者は仮説として、持
続高血糖よる細胞死を防止できれば再生シグ
ナルが活性化され、インスリン産生細胞再生
誘導が発現するのではないかと想定した。そ
して、種々のノックアウトマウス膵島をドナーと
した同種同系膵島移植の予備実験の結果、
幸いにも高血糖による膵島細胞死がReceptor 
for Advanced Glycation Endoproducts (RAGE)
を介した経路によることを見出し、RAGE 欠損
移植膵島では糖毒性は発現せず、移植後 30
日には Pdx1+Ki67+細胞が認められ、インスリン
産生細胞の再生誘導を示唆する知見が得ら
れた。本研究では、これらの予備実験結果を
基盤に、マウス移植膵島、更には STZ-糖尿
病 NODscid マウスに移植したヒト移植膵島に
ついて、インスリン産生細胞再生誘導を解析
し、誘導因子、誘導法を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 

野生型マウス膵島を対照に Receptor for 
Advanced Glycation Endproducts(RAGE)欠損
マウス膵島をドナーとして STZ-糖尿病マウス
の腎皮膜下に移植する同種同系膵島移植の
実験系で、経時的に移植膵島の機能（レシピ
エント血糖値）、光顕および電顕観察、ホルモ
ン含有量測定を行った。また、米国から搬送さ
れたヒト単離膵島を STZ-糖尿病 NODscid マ
ウスに移植する実験系を確立した。次に膵β
細胞分化に関与する転写因子を含めた免疫
組織学的、分子生物学的解析、並行して
RAGE 欠損マウス vs 野生型単離膵島（in 
vitro）, 移植膵島（in vivo）に関し、高濃度グ
ルコース下での糖毒性に対する感受性相違
の責任遺伝子をマイクロアレーで抽出し、ＲＡ
ＧＥに関連した膵島の糖毒性機序解析と制御
法を見出した。ヒト膵島ではマウスと同様に移
植膵島のインスリン産生細胞再生誘導を証明
し、免疫組織学的、分子生物学的解析を行っ
た 
 

４．研究成果 
高血糖による膵島細胞死が Receptor for 

Advanced Glycation Endoproducts (RAGE)を
介した経路によるとの予備実験結果に基づき、
RAGE ノックアウトマウスの単離膵島をドナー
として用い、ＳＴＺ糖尿病同種同系マウスの腎
皮膜下移植の実験系で、以下の成果を得た。 

野生型マウス単離膵島をドナーとして用い
る場合、一匹のドナーから単離できる膵島数、
２００個の移植でＳＴＺ糖尿病マウスレシピエン
トの血糖は正常化したが、５０個の移植では高
血糖で推移した。対照的に、ＲＡＧＥノックアウ
トマウス膵島がドナーの場合、５０個膵島の移
植でＳＴＺ糖尿病レシピエントの血糖は正常化
した。 

野生型 ｖｓ ＲＡＧＥノックアウトマウス の

移植膵島を光顕ならびに電顕で観察した。移
植後６０日目の 光顕で野生型移植膵島は明
らかに変性し、免疫染色でβ細胞の脱顆粒が
認められたが、ＲＡＧE ノックアウト移植膵島は
正常形態を示した。移植後１４日目の電顕像
では野生型膵島β細胞の細胞質に著しい空
胞変性があったが、ＲＡＧＥノックアウトマウス
移植膵島β細胞は正常形態を保持してい
た。 
 ＲＡＧＥの効果をブロックする soluble RAGE 
(sRAGE)を実験に用いた。野生型単離膵島に
移植前 in vitro でｓＲＡＧＥを作用させ、ドナー
として用いた。sRAGE 処置野生型膵島５０個
の移植でＳＴＺ糖尿病マウス血糖は正常化し
た。 

STZ-糖尿病 NODscid マウスの腎皮膜下に
単離ヒト膵島を移植し、移植後レシピエント血
糖が正常化しない、最大の膵島数をドナー膵
島数(marginal mass)として決定する必要があり、
実験の結果、1000 IEQ(Islet Equivalent)であ
ることが判明した。 

RAGE欠損 vs 野生型マウス単離膵島を用
いて両者の違いをマイクロアレーで抽出し、
RAGE欠損膵島ではGLP-1Rの発現が優位に
上昇していること、またRAGE欠損膵島を
GLP-1阻害剤（Exendin 9-37）で移植前処置
すると効果がなくなることにより、RAGE欠損膵
島の生着率向上はGLP-1Rを介した経路によ
るが証明できた。更には野生型マウス単離膵
島にGLP-1アナルグ（liraglutide）で前処置、移
植後はレシピエントに投与（皮下、60日間）す
ると移植膵島障害が制御できることも明らかに
した。 
移植膵島再生に関し RAGE 欠損マウス

移植膵島は移植後１２０日でインスリン含
有量が２倍になることが判明した。InsI, 
InsII, glucagon, somatostatin, PP, Pdx1, 
Ngn3 の検索と染色は現在進行しており間
もなくデータが完結する予定である。 

RAGE 阻害剤に関してはすでに臨床使
用されている薬剤で RAGE 阻害作用を有
する化合物を見出しており、現在マウスな
らびにヒト膵島での効果を検討している。 
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