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【要約】 
【背景】膵島移植は重症低血糖発作を伴うインスリン依存糖尿病患者に血糖応答性イン

スリン分泌能の回復をもたらすが、移植グラフトの生着率改善が最大の課題である。そ

の要因は膵島分離過程で強い細胞ストレスを受けたグラフトへの宿主免疫応答により、

移植後に移植片の大半が喪失されることにある。成績改善には、膵島毒性を有する免疫

抑制剤を用いることなく、移植細胞・組織への宿主免疫応答を抑制しうるアプローチが

望まれる。これまで、移植前 Mitomycin-C（MMC）処置により免疫抑制剤を投与せず
に移植膵島の長期生着が得られることが示されている。本研究では、MMC処置がもた
らす膵島の遺伝子発現変化を網羅的に解析し、免疫抑制剤の非使用下での膵島グラフト

生着延長メカニズムの解明を試みた。 
【方法】実験①；分離したラット膵島を MMC処置群（10μg/ml、30分）と単純培養群
に分け、Streptozotocin誘導糖尿病マウスの腎被膜下に移植した。また、移植部位に浸
潤した免疫細胞を免疫組織学的染色にて評価した。実験②；両群において新鮮膵島と 3
日間培養膵島を採取（各 n=3）し、マイクロアレイにて網羅的遺伝子解析を行った。バ
イオインフォマティクス解析ソフトを用いて、データマイニング解析、および生物学的

機能解析を行った。実験③；遺伝子解析の妥当性を in vitro実験系において検証した。
膵島培養液中のタンパク発現を ELISA 法により評価し、さらに膵島培養液へのマウス
単球の遊走能を評価した。 
【結果】結果①；ラット膵島のマウスへの免疫抑制剤非使用移植実験の結果、MMC処
置膵島の平均生着期間は非処置膵島と比較して有意に延長した。移植部位の免疫細胞数

は MMC処置膵島で有意に減少し局所免疫不応答の誘導が示唆された。結果②；両群の
膵島において発現遺伝子の生物学的機能変化を比較した結果、非処置群では多くの遺伝

子群（cellular movement, immune cell trafficking, inflammatory responseなど）で発現
増強を認めたが、MMC処置膵島ではいずれも発現が抑制されていた。これらの遺伝子
群より膵島より分泌される免疫細胞遊走因子（サイトカイン・ぺプチダーゼ）が MMC
処置により複数で同時に抑制されていることが注目され、発現差の大きい IL-6、MCP-3、
MMP2 を検証実験の候補として選定した。結果③；膵島培養液中の IL-6、MCP-3 およ
び MMP-2 値はいずれも、MMC 処置膵島において有意に抑制され、遺伝子解析の妥当
性が確認された。また、膵島培養液に対するマウス単球の遊走能は、MMC処置群にお
いて有意に抑制された。さらに非処置膵島培養液に抗 MCP-3モノクローナル抗体もし
くはMMP阻害剤を用いると単球の遊走能は有意に抑制された。 
【結語】膵島分離過程を経た膵島グラフトは、免疫細胞遊走因子を分泌し、宿主免疫応

答を惹起するが、移植前培養期間に MMC処置を付加することにより、免疫細胞遊走因
子の分泌が抑制され、局所免疫反応の不応答が誘導されることで、免疫抑制剤非使用下

においてもグラフトの生着延長がもたらされるものと考えられた。 
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【研究の背景および目的】 
膵島移植は、β細胞機能が廃絶した 1型糖尿病患者において、無自覚性低血糖発作を伴
う血糖コントロールが困難な重症症例に対し、血糖応答性インスリン分泌の回復をもた

らす β細胞置換療法である。近年の欧米を中心とした臨床試験の結果、膵島移植により
重症インスリン依存糖尿病患者は内因性インスリン分泌能を長期間獲得し、重症低血糖

発作から解放されることが明らかになっている(1, 2)。しかし、膵島移植には通常複数
回の移植を必要とする上、移植後のインスリン離脱率は 1年目では 80％、移植後 5年
で 10％以下と低下するため(2)、生着率の改善が最大の課題である。その要因は移植後
にグラフトの大半が喪失されることにあり、それに寄与する現象として、１）膵島分離

過程における細胞ストレスによる細胞活性低下(3, 4)、２）細胞ストレスを受けたグラ
フトが惹起する自然免疫系反応(5, 6)、３）グラフト拒絶反応(7)、４）自己免疫の再活
性化(8)、および５）免疫抑制剤による細胞毒性(9)などが知られている。したがって、
免疫抑制剤を用いることなく、細胞ストレスを受けたグラフトが惹起する宿主免疫応答

を抑制できれば、膵島移植の成績を向上させる極めて有効なアプローチとなりうる。膵

島移植は細胞・組織移植であり、生着促進を目指した移植前処置の付加は、臓器移植に

比して容易である。我々はこれまでに、Mitomycin-C（MMC）による移植前処置が、免
疫抑制剤の投与を要さずに、膵島グラフトの長期生着を誘導することを明らかにしてき

た(10-12)。この方法は、簡便なグラフトの処置のみでレシピエントへの侵襲も伴わな
い有望な方法であるが、これまでに MMC処置による膵島グラフトの生着延長のメカニ
ズムは明らかではなかった。この生着延長のメカニズムの解明は、膵島移植における移

植前グラフトにどのような変化を与えるべきかについて、新たな知見を加えることにな

ると思われる。よって本研究では、膵島の遺伝子発現を網羅的に解析し、MMC処置と
その後の培養期間における膵島の生物学的機能変化を包括的に捉え、その機能変化から

膵島生着延長のメカニズムを解明することを目的とした。 
 
【方法】 
実験動物 
本研究で実施した動物実験では、生後 8～10週の雄Wister rat(CLEA Japan, Inc, Tokyo, 
Japan)を膵島ドナーとして使用した。糖尿病マウスは、生後 8～9 週の雄マウス
C57BL/6(H-2b)(B6 mice; Nihon Clea, Inc. Shizuoka, Japan)の腹腔内に Streptozotocin 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,USA)を 250mg/Kg body weight投与して作成した。随時
空腹時血糖が連日 2回の測定で 400mg/dl以上の個体を糖尿病マウスと認定し、レシピ
エントとした。実験で使用されるラットとマウスは、調整された温度と適切な明暗サイ

クル下で飼育された。骨髄細胞からの単球分離には、生後 8～10週の雄 B6マウスを使
用した。すべての動物実験において、麻酔法はイソフルランの吸入麻酔法を使用した。

動物実験プロトコールは福島県立医科大学の動物実験倫理委員会の承認を得ている。 
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膵島分離・MMC処置と培養、膵島移植 
膵島の分離は過去に我々が報告した方法(13)に則り実施した。簡潔に述べると、摘出し
たラット膵の主膵管よりコラゲナーゼ(Liberase;0.23mg/ml)を注入し膨化させ、消化し
た後に膵外分泌組織と膵島組織が混在した溶液から Ficol液を用いた比重遠心法で膵島
のみを純化する。分離膵島は MMC処置膵島と非処置膵島の２群に分け、MMC処置群
では MMC を 10mg/ml 濃度に調整した培地  (RPMI-1640 with HEPES[10mM], 
L-gultamine[2mM], penicillin[100U/mL], streptomycin sulfate[100µg/mL], amphotericin 
B[0.5/mL], and 10% fetal bovine serum)にて 30分間培養し(11)、非処置膵島は培地のみ
で同時間培養した。その後 3回洗浄し、培地 RPMIで培養した（37℃、5％CO2 /95% air）。
膵島移植実験では、300個の膵島を顕微鏡下に採取し、糖尿病 B6マウスの左腎皮膜下
に移植した。拒絶は、血糖値が連続 2日間の測定で 300mg/dlを超えた場合と定義した。 
  
移植部位の免疫細胞浸潤の評価 
移植グラフトに対する局所免疫応答を評価するために、移植部位に浸潤した免疫細胞を

免疫組織学的染色後、免疫細胞数を測定した。膵島移植により血糖正常化した糖尿病マ

ウスを、移植後 4日目および 8日目に安楽死させた。移植側腎を摘出し、速やかに 10％
ホルマリンで固定し、移植グラフトの割面が最大となるように割を入れパラフィン包埋

後、４μmの連続切片を作成した(14)。連続切片は、まず H.E.染色で免疫細胞浸潤を評
価し、さらに免疫組織学的染色法にて単球, T細胞、そして B細胞を染色した。マウス
単球染色には抗 F4/80モノクローナル抗体(dilution1:200; Abcam, UK)を使用し、T細胞
染色には抗 CD3モノクローナル抗体 (dilusion 1:100,Abcam, UK)、B細胞染色に抗マウ
ス CD45Rモノクローナル抗体(dilution 1:50; Caltag)を使用した。 
 
分離膵島の RNA精製と増幅,  Microarray解析 
MMC処置によるグラフト生着延長のメカニズムを解明するために、膵島遺伝子の網羅
的発現解析を行った。MMC処置および非処置膵島の両群において、新鮮膵島（d0-islets）、
培養 1日後(d1-islets)、培養 3日後(d3-islets)の膵島を採取し、総 RNA抽出を行った。
200個の分離膵島を顕微鏡下に採取し、ただちに-80℃で冷凍保存した。膵島の総 RNA
の抽出はメーカーの手順に従い Rneasy R Mini Kitを用いて行った。抽出された RNAの
定量と純度は NanoDrop 1000 Spectrophotpmeterと Agilent RNA 6000 Nano Kitで測定
し、RNA integrity number値 > 7.0かつ、濃度 >33ng/μlであるサンプルを増幅の基準
とした。それぞれの総 RNAサンプルより逆転写酵素で cDNAを合成し（Ambion R WT 
Expression Kitを使用）、さらに RNAポリメラーゼで増幅しながら、cRNAを合成した。
合成された cRNAは GeneChip R WT Terminal Labeling Kit で蛍光ラベルし、GeneChip 
R Rat gene 1.0 ST Arrayにてハイブリダイゼーションした。つぎに、このアレイをGene 
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ChipR Scanner 3000 7G でスキャンし、蛍光強度イメージを作成後、GeneChip® 
Command Console® Softwareを用いて解析した。  
 
マイクロアレイデータ解析および発現遺伝子 Bio-function解析  
マイクロアレイデータの Normalizationと filteringは Gene Spring GX software Version 
12.5. を用いて行った。発現差解析では、d0-isletに対する d1-および d3-isletの遺伝子
発現強度を比較し、発現強度に２倍以上のカット・オフ基準を満たす transcriptsを特定
した。発現強度２倍以上のデータについて Ingenuity Pathway Analysis （IPA; Qiagen, 
Redwood City, CA,USA;www.qiagen.com/ingenuity）を用いた Bio-function解析をおこ
なった。この解析は, マイクロアレイデータを Ingenuity knowledge data baseに基づく
生物学的プロセスに分類し、各クラスターの発現傾向を統計学的に解析する方法である。

この解析法により、全遺伝子の発現プロファイルを包括的に解釈することが可能となる

のみならず、統計学的に有為な生物学的機能のランク付けが可能となる。 
 
ELISAを用いた膵島培養上清中の蛋白測定 
Bio-function 解析の結果に基づき, 我々は immune cell trafficking (ICT) 遺伝子群が
MMC処置により最も抑制された生物学的プロセスのひとつであり、さらにそれら遺伝
子群において、膵島グラフトが分泌する複数の免疫細胞遊走因子（サイトカインおよ

びペプチダーゼ）が同時に抑制される変化に注目した。そこでアレイデータの検証を

目的として、膵島培養上清中の蛋白発現を ELISA kitにて測定した。リストアップされ
た免疫細胞遊走因子のなかで、MMC処置により遺伝子発現が最も抑制された分子を検
証の候補として選定した。サイトカイン遺伝子では IL-6、IL-33、Monocyte chemotactic 
protein-3(MCP-3)を、ペプチダーゼ遺伝子では Matrix metallopeptidase 2(MMP2)と
Matrix metallopeptidase 9 (MMP9)を選出した。 
分離膵島 240 個を顕微鏡下に採取し、3.5cm の培養皿(Sumiron)を用い 3ml の

RPMI-1640 培地で培養した（膵島；80 個/ml）。膵島培養上清は培養 1 日目、2 日目、
3日目に採取し、速やかに-80℃にて保存した。培養上清中の各因子の蛋白濃度はELISA 
kitを用いて測定した（IL-6,IL-33,および MMP9の定量；Quantikine ELISA Kit（R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA)、MCP-3定量；ELISA Kit for MCP3（Cloud-Clone Corp. 
Houston, TX, USA)、 MMP-2定量；MmP2 ELISA kit(Abnova) 、すべてのアッセイは
重複測定）。それぞれの ELISA kit の測定下限値は、IL-6; 21pg/ml, IL-33; 6.85pg/ml, 
MCP-3; 5.7pg/ml, MMP2; 10pg/ml, and MMP9; 0.013ng/mlであった。各アッセイにお
ける発光濃度測定は吸光マイクロプレートリーダー(450nm)を用いて行った。  

 
自動細胞分離装置によるマウス単球分離 
生後 8～10週の雄 B6マウスを吸入麻酔で安楽死させ、腓骨および脛骨を摘出し、骨髄
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細胞を採取した(15)。骨髄細胞由来の単球分離は、非単球細胞(T細胞, 顆粒球, NK細胞, 
B 細胞, 樹状細胞, および好酸球)を除去して行った。採取した骨髄細胞に抗 CD3, 抗
CD7, 抗 CD19, 抗 CD45RA, 抗 CD56,および抗 IgE 抗体を含むカクテル抗体
(monocyte isolation kit; Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach, Germany) を加え、磁気細
胞分離装置(auto MACS® Pro Separator; Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany)
を用いて分離を行った。  
 
マウス単球遊走能解析 
ラット膵島培養上清へのマウス単球の遊走能は、Transwell migration assay法を用いて
評価した。Migration assayの chamberは、単球に適した Transwell permeable pore size 
5µm (corning, USA)を使用した。ラット膵島培養上清は蛋白定量に使用したサンプルと
同様のものを使用した。分離した単球を 1.0×106 個/mlとなるよう無血清培地で希釈し
（A 液）、上段槽に A 液 100μl 注入し、下段槽には 600μl 膵島培養上清を注入した。5
～7 時間の培養後に、5μm の小孔を介して下段槽に移動した単球数の平均（高倍率 10
視野における単球数の平均値）を測定し、単球の遊走能とした。Negative controlには
RPMIに対する単球遊走能を用いた。また、MCP-3阻害による単球遊走能への影響を評
価するために、培養上清に 2μg/mlの抗 MCP-3 モノクローナル抗体(Abcam, UK)に加え、
単球の遊走能を測定した。さらに、MMPファミリー（MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, 
MMP8, MMP9, MMP-12, MT-MMP1, MMP-26）の阻害剤 GM6001 (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. CA, USA)を 10μmol/Lの濃度で培養上清に加え、単球の遊走能を測
定した。 
 
統計解析 
本研究のデータは平均±SEMで表記した。IL-6, MCP-3,およびMMP-2蛋白量は、Student 
t-testを用いて比較し、単球の遊走能は Student-t testもしくは One-way Anovaを用い
て比較した。グラフト生着日数は Kaplan-Meier法で算出し、MMC処置群と非処置群で
の生着期間の比較は log-rank testを用いた。全ての解析において、p値 0.05以下を統
計学的有意と定義した。全ての統計解析は Graph-Pad PRISM 5.0 software 
(GraphPad,La Jolla,CA)を用いて行った。 
 
【結果】 
移植前MMC処置により誘導される移植グラフト生着延長効果 
MMC 処置を加えた WS(RT1k)ラット膵島を、Streptozotocin 糖尿病化マウス
C57BL/6(B6:H2-b)に移植する concordant な異種膵島移植モデルにおいて、MMC 処置
グラフトの著名な生着延長を確認した(MST; 98 days versus 17days, p<0.01)(Figure1)。
特に、約 40％の MMC 処置膵島では、免疫抑制剤を用いずに 100日を超える長期生着
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を認めた。これらの結果は我々がこれまでに報告と一致した成績であり(10)、MMC 処
置による移植グラフトの生着延長が本研究においても再現されたことを示している。 
 
移植前MMC処置による局所免疫不応答の誘導 
ラット膵島をマウス腎被膜下に移植する concordant な異種移植実験において、移植部
位に遊走された免疫細胞数とその構成を免疫組織染色にて評価した。その結果、移植後

8日目のグラフトに集簇する免疫細胞はMMC処置膵島で有意に減少することが明らか
になった（Figure A and B）。また、浸潤した免疫細胞の構成を明らかにするために、移
植部位の連続切片を免疫染色した。移植後 8日目に移植部位へ集簇した免疫細胞は、単
球（F4/80陽性）および T細胞（CD3陽性）が優位であり、B細胞（CD45R陽性）の
比率は低いことが明らかになった（Figure2 C,D,E, F, G, H）。また、MMC処置および非
処置膵島グラフトへ浸潤した免疫細胞を比較すると、移植後 4日目で有意な差は認めな
かったが、移植後 8日目では、MMC処置グラフトで単球、T細胞および B細胞のすべ
ての免疫細胞数が減少しており(Figure3)、MMC処置による局所の免疫不応答が誘導さ
れたことが明らかになった。これらの結果についても、我々の既報と一致していた(14)。 
 
MMC処置による膵島遺伝子プロファイルの変化 
MMC 処置および非処置膵島より抽出された総 RNA を、マイクロアレイにて網羅的に
解析した。分離後培養期間に膵島で生じる遺伝子プロファイル変化を明らかにするため

に、両群において3日培養膵島(d3-islets)の遺伝子発現を新鮮膵島(d0-islets)と比較した。
非処置膵島ではカット・オフ基準(発現強度 2倍以上)を満たす遺伝子を 735個認め、そ
のうち 526個で遺伝子発現が増強され、209個で遺伝子発現が抑制された。一方、MMC
処置膵島では上記基準を満たす 871個の遺伝子のうち、289個で発現が増強され、582
個で発現が抑制された（table1）。この発現差解析で選出された遺伝子（非処置;735個、
MMC 処置；871 個）について、IPA ソフトウェアを用いて生物学的機能別にクラスタ
ー解析を行った。膵島での遺伝子発現を視覚化した heat mapが示すように、MMC処
置膵島と非処置膵島では培養期間で生じる遺伝子変化に顕著な違いを認めることが明

らかとなった（Figure4）。すなわち、非処置膵島では培養期間に cellular movement, 
immune cell trafficking, および inflammatory responseといった細胞活性化に関連する
多くの遺伝群で発現が増強されるが、MMC処置はこれらの遺伝子群を含む多くの遺伝
子が抑制されることが明らかとなった。また、MMC 処置膵島では、cell death and 
survivalに関与する遺伝子群の発現が増強され、MMC処置による DNA複製阻害作用に
よる結果と考えられた（Figure4）。Bio-function 解析の結果、非処置膵島において統計
学的に最も有意に変化した生物学的機能クラスターは、cellular movement (IPA 上の
Molecular and Cellular Functions categoryにおいて)と immune cell trafficking(IPA上の
Physiological System Development and Function category において)であった(Figure5)。
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これらの遺伝子群のうち膵島が分泌すると知られる免疫細胞遊走因子に注目すると、非

処置膵島では多くのサイトカインおよびペプチダーゼ遺伝子の発現上昇を認めるが、そ

の一方で、MMC処置膵島では、これらの免疫細胞遊走因子は複数で同時に抑制される
ことが示された(Figure6)。さらに、MMC 処置により抑制される免疫細胞遊走因子は 3
日間の培養期間に増加されることが明らかとなり、グラフト生着延長に関与しうる因子

として注目された。（table2）。 
 
MMC処置による免疫細胞遊走因子の分泌抑制効果 
網羅的遺伝子解析の結果より、MMC処置により誘導されるグラフト生着延長因子とし
て、膵島が分泌する複数の免疫細胞遊走因子（サイトカイン・ペプチダーゼ）の抑制に

注目した。それらの免疫細胞遊走因子のより、最も発現が抑制された遺伝子について、

膵島培養上清中のタンパク発現を検証した（table2;IL-6(FC;-7.659)、IL-33(FC;-5.372)、
MCP3(FC;-3.819), MMP2(FC;-4.721)および MMP9(FC;-2.406)）。その結果、IL-6、MCP-3、
および MMP-2 において膵島培養上清中のタンパク発現は、MMC 処置群で有意に抑制
されることが明らかになった(IL-6 level (n=7); 879.1±95.2pg/ml vs 577.1±56.5pg/ml, 
p<0.05, MCP3 level(n=8); 56.5±4.3pg/ml vs 38.0±2.6pg/ml, p<0.01, and MMP2 level 
(n=4) ; 3.15±0.38 ng/ml vs 1.78±0.37ng/ml, p<0.05, respectively)。しかし、IL-33および
MMP9については、今回使用した ELISA kitでは検出下限値以下となるデータであった。
以上より、複数の因子について膵島培養上清中のタンパク発現が検証され、アレイデー

タの妥当性が確認された。 
 
移植前MMC処置による単球細胞の遊走能抑制効果 
これまでの実験では、MMC処置が膵島グラフトより分泌される免疫細胞遊走因子を抑
制することを明らかにした。そこで次なる重要な検証として、ラット膵島培養上清への

マウス単球の遊走能に及ぼす MMC処置の影響を評価した。タンパク発現が検証された
MCP3および MMP-2の阻害が、単球の遊走能抑制に寄与するかどうかについても評価
した。その結果、MMC処置膵島では培養上清へのマウス単球の遊走能が、非処置膵島
と比較して有意に抑制されることが明らかになった(non-treated versus MMC-treated 
d1-islet; 185.2±8.3vs264±13.0/one high power field, p<0.001, d3-islets; 463.8±10.4 
versus 624.7±24.2/one high power field, p<0.001)(Figure8)。また、非処置膵島の培養上
清中に抗MCP-3モノクローナル抗体(anti MCP-3 mAb)もしくは、MMPs阻害剤を付加
した際のマウス単球の遊走能は有意に抑制されることが示され(anti MCP-3 mAb; 
657.9±41.8/one high power field (p<0.05), GM6001; 611.3±24/one high power field 
(p<0.05), and no agent;908.0±49.5/one high power field, respectively)(Figure9)、これら
の因子が移植グラフトへの単球遊走に重要な役割を担う可能性が示唆された。 
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【考察】 
近年、マイクロアレイ技術の革新により、膨大な生物情報の計測と解析が可能となり、

その膨大な情報を効率よく整理・解析し、その生物学的意義を明らかにするバイオイン

フォマティクスの重要性が高まっている (16)。従来までわれわれは個々の分子やパス
ウェイに注目し、その発現や機能を解析するアプローチを試みてきたが(14, 17)、それ
らの方法はMMC処置による膵島の生体機能変化の一部分のみを捉えているに過ぎない
可能性があった。今回、マイクロアレイデータをバイオインフォマティクスツールにて

解析することにより、膵島遺伝子の生物学的機能変化を包括的に捉え、かつ統計学的に

有意な生物学的機能変化を際立たせることで、膵島内で生じる変化をより正確に解釈す

ることが可能となったと思われる。MMC処置および非処置グラフトの遺伝子発現を解
析し、その生物学的機能変化を比較した結果、移植前 MMC 処置により cellular 
movement, immune cell trafficking, および inflammatory responseといった細胞活性化
に関連する多くの遺伝群が抑制されることが示唆された。中でも、グラフト生着延長因

子として最も注目すべき生物学的プロセスは、MMC処置は移植膵島グラフトが分泌す
る免疫遊走性サイトカインおよびペプチダーゼの遺伝子発現を複数で同時に抑制する

ことであると思われた。 
本研究の遺伝子解析結果は、膵島グラフトが分離過程で被る細胞ストレスにより培養

期間に多くの炎症誘導性サイトカインを分泌するという過去の知見(18)と一致してい
る。Cowleyらはヒト膵島の遺伝子発現を解析し、分離膵島では NF-KBパスウェイの活
性化により複数の炎症誘導性サイトカインの遺伝子発現が増強されることを報告し

(19)、さらに Solomon らは移植後グラフトにおいても同様であることを報告している
(20)。膵島より分泌される炎症誘導性サイトカイン（TNFα(21)や MCP-1(22)など）や
alarmin（HMGB1(23)）は宿主免疫応答を惹起し移植成績に関与することが知られてお
り、治療のターゲットになりうると考えられている。実際に、膵島分泌ケモカイン-ケ
モカインレセプターの阻害が免疫細胞動員を抑制し、膵島グラフトの生着に寄与するこ

とがいくつかの動物実験モデルで示され(24-26)、さらに抗 TNFα 抗体を用いた抗炎症
プロトコールの有効性も臨床研究で検証されている(27)。しかし、それらの炎症誘導因
子を単一に抑制するプトロコールが、免疫抑制剤を用いずに膵島グラフトの生着延長を

達成するという報告は存在せず、その効果には限界があると考えられる。Citorn らは、
単一の炎症誘導性サイトカインを標的とした細胞外あるいは細胞表面での炎症制御は、

サイトカイン作用の冗長性や重複性により障害されため、複数のターゲットを抑制する

ことの必要性を主張している(28)。その点において、MMC 処置は膵島グラフトより分
泌される複数の免疫遊走因子を同時に抑制する multi-target effector として抗炎症作用
を有していると考えられ、より効果的なアプローチになりうるものであるといえる。 
 遺伝子解析の結果注目された IL-6、MCP-3、MMP-2については、膵島培養上清中の
蛋白発現はいずれも MMC処置膵島において有意に抑制されることが明らかとなり、遺
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伝子解析結果の妥当性が示された。さらに、ラット膵島培養上清へのマウス単球の遊走

能は、MMC処置膵島群で有意に抑制されることが示され、膵島グラフトより分泌され
る免疫細胞遊走因子が宿主免疫を惹起するという一連の反応をMMC処置が抑制すると
考えられた。また、MCP-3と MMP-2については、抗 MCP-3モノクローナル抗体もし
くは MMPs 阻害剤を膵島培養上清に加え、それぞれを阻害することでマウス単球の遊
走能が有意に抑制されることが示された。したがって、MCP-3および MMP-2は移植部
位の初期自然免疫応答に重要な役割を担っている可能性があり、治療のターゲットとも

なりうると考察される。 
MCP-3およびMMPsは移植グラフトの生着ならびに機能に関連があることが報告さ

れている。MCP-3 は CC ケモカインのサブファミリーのひとつに分類され、主な白血
球をすべて活性化する多面的性を有するケモカインとして知られている(29)。Aliらは精
製されたMCP-3アンタゴニストが、マウス皮膚移植モデルにおいてグラフトへの CD3
陽性細胞浸潤を抑制し、グラフト生着延長をもたらすことを示している(30)。そして、
MMP-2 は亜鉛依存性エンドペプチダーゼの１つであり、細胞外マトリックスの分解機
序に関わり、細胞浸潤・転移に密接に関係していることが知られている(31)。Barro ら
は、ラット膵島の内に MMP-2を含む多くの MMPs遺伝子の発現を報告し(32)、さらに
Lingwal らは、MMP-2/-9 の阻害薬を投与するモデルにおいて膵島グラフトが糖尿病マ
ウスの血糖を早期に低下させることを示している(33)。また、IL-6については、Itohら
は抗 IL-6 受容体抗体が膵島移植早期における移植グラフト喪失を軽減することを報告
している(34)。しかし、Choi らは IL-6 を培養上清に付加することが細胞死とインスリ
ン分泌低下を回避すると報告しており(35)、IL-6が治療のターゲットになりうるかどう
かについて、定まった見解は認めていない。本研究では一部のmoleculesに注目して蛋
白発現を実証したが、これら以外にも複数の免疫細胞遊走因子が MMC処置により遺伝
子発現が抑制されており、膵島グラフト生着に関連する可能性があると考えられる。 
これまでに、単一の薬剤処置により複数の免疫遊走性因子を同時に抑制するモデルは

報告されていない。我々の既報では、MMC処置による移植グラフトの生着延長効果は、
処置後 3日間の培養期間を設けることで増強されることを示した(11)が、どのような生
物的プロセスがMMC処置膵島グラフト内で生じ、生着延長効果に関与したのかという
疑問に対する明確な答えは得られていなかった。本研究の結果は、MMC処置により抑
制される免疫細胞遊走因子が 3日間の培養期間に増加される（table2）ことを示してお
り、MMC処置後の培養により増強されるグラフト生着延長効果の要因と考えられた。
また、MMC処置誘導されるグラフト移植部での局所免疫不応答は(10, 11, 14)、複数の
免疫遊走性因子を同時に抑制することの相加または相乗効果より達成された可能性が

推察され、複数の因子を同時に抑制することの重要性を示唆しているものと考えられた。 
移植グラフトへの初期免疫応答は、単球や好中球を代表とする自然免疫担当細胞の集

簇に始まることを考慮すれば、それらの遊走因子の抑制を達成しうる移植前グラフト処
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置は理にかなった方法といえる。今回我々は、MMC処置グラフトへ集簇する免疫細胞
数が、移植後 4日目では非処置グラフトと比較して有意差を認めないが、移植後 8日目
で著名な減少を認めることを示した。この現象は、グラフトへの自然免疫反応の抑制は、

浸潤細胞による直接的なグラフト障害の軽減のみならず、獲得免疫応答の誘導シグナル

を減衰させる可能性があることを示唆している。したがって、移植後初期免疫応答を十

分に抑制することがグラフト長期生着においても重要であることが推察される。 
本研究の結果を解釈する際に考慮すべき項目は以下のとおりである。今回の研究では

免疫細胞遊走因子について注目し解析を行ったが、これら以外にも MMC処置による生
着延長に寄与する生物学的プロセスが存在する可能性があることである。MMC処置に
よる膵島グラフト生着延長の機序について、その全貌を明らかにするには免疫細胞遊走

因子以外についても研究を進める必要があると考えられる。 
本研究により、膵島移植前のグラフトへの MMC処置は、複数の免疫細胞遊走因子を

同時に抑制することを可能とし、局所免疫反応の不応答を誘導することで、免疫抑制剤

非使用下においてもグラフトの生着延長をもたらすことが示された。移植前に宿主免疫

応答の惹起を抑制しうる処置を付加することが極めて効果的であるということを示し

ており、この概念は、膵島移植のみならず、細胞移植全般においてもグラフト生着率向

上を達成しうる新たなアプローチとなると考えられる。臨床応用可能な移植前処置の確

立を目指し、大動物を用いた実験での検証が望まれる。 
 
結語 
膵島分離過程を経た膵島グラフトは、免疫細胞遊走因子を分泌し、宿主免疫応答を惹起

するが、移植前培養期間に MMC処置を付加することにより、免疫細胞遊走因子の分泌
が抑制され、局所免疫反応の不応答が誘導される。免疫抑制剤非使用下においてもグラ

フトの生着延長をもたらしうる有用なアプローチであると考えられた。 
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 Figure Legends 
Figure 1 
MMC処置および非処置異種移植グラフトの生着期間。MMC処置グラフトでは、非処
置グラフトと比較して著名な生着期間の延長を認めた(MST; 98 days versus 17days, 
p<0.01) 。 
 
Figure 2 
移植後 8日目の異種移植グラフト周囲の組織学的所見。 
図 A,C,E、および Gは MMC処置グラフトの、図 B、D,F,および Hは非処置グラフトの
組織学的所見を示す。パラフィン包埋標本の連続切片を免疫組織染色し、T細胞（CD3
染色陽性）、マクロファージ（F480 染色陽性）、および B細胞（CD45R染色陽性）
について評価した。 
 
Figure 3 
MMC処置により誘導される局所免疫応答抑制 
MMC処置（circles）および非処置グラフト（square）に浸潤した免疫細胞数をカウン
トし、比較した。浸潤した免疫細胞において優位な構成細胞は、CD3陽性 T細胞なら
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びに F480陽性マクロファージであった。移植後 8日目のグラフトへ浸潤した免疫細胞
は数は、T細胞、マクロファージ、および B細胞すべてにおいて有意に減少していた（ｐ
<0.05）。 
 
Figure 4  
3日間の培養期間での MMC処置および非処置膵島における遺伝子発現 heatmap 
アレイデータは生物学的機能別クラスターに図示された。各クラスターは統計学的に有

意なクラスターの順（-log(p-value)）にサイズ化され、発現の z-score値によって色分
けされる。非処置膵島では培養期間に cellular movement, immune cell trafficking, およ
び inflammatory responseといった細胞活性化に関連する多くの遺伝群で発現が増強さ
れるが、MMC処置はこれらの遺伝子群を含む多くの遺伝子が抑制されることが明らか
となった。 
 
Figure 5  
MMC処置ならびに非処置膵島の Bio-function解析結果 
非処置膵島において統計学的に最も有意に変化した生物学的機能クラスターは、

cellular movementと immune cell traffickingであったが、MMC処置によりいずれも抑
制された。 
 
Figure 6  
Immune cell trafficking 遺伝子の亜カテゴリーの詳細 
非処置膵島では多くのサイトカインおよびペプチダーゼ遺伝子の発現上昇（サイトカイ

ン遺伝子の比率 (10.1%; 17/168), ペプチダーゼ遺伝子の比率(8.3%; 14/168)）を認めた。 
その一方で、MMC処置膵島では、これらの免疫細胞遊走因子は複数で同時に抑制され
ることが示された（MMC処置膵島により抑制された因子数(80%; 16/20 genes)）。 
 
Figure 7 
膵島培養上清中の IL-6、MCP-3、および MMP-2のタンパク発現量 
IL-6、MCP-3、および MMP-2 の膵島培養上清中のタンパク発現は、MMC 処置膵島と
比較して非処置膵島において著名に高値であった(IL-6 level (n=7); 879.1±95.2pg/ml vs 
577.1±56.5pg/ml, p<0.05, MCP3 level (n=8); 56.5±4.3pg/ml vs 38.0±2.6pg/ml, p<0.001, 
and MMP2 level (n=4) 3.15±0.38 ng/ml vs 1.78±0.37ng/ml, p<0.04, respectively)。 
 
Figure 8 
ラット膵島培養上清へのマウス単球の遊走能 
MMC膵島および非処置膵島において、培養 1日目もしくは 3日目の培養上清へのマウ
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ス単球の遊走能を比較した。マウス単球遊走能は、強拡大にて撮影した遊走単球数の平

均値で算出した。 
A) 遊走した単球数は、非処置膵島と比較して MMC 処置膵島では有意に少なかった。

(d1-islet; 185.2±8.3 vs 264±13.0/one high power field, p<0.01, d3-islets; 463.8±10.4 
versus 624.7±24.2/one high power field, p<0.01) 

B) マウス単球の遊走能は、膵島培養上清中に抗 MCP-3 モノクローナル抗体もしくは
MMPs 阻害剤を付加することで抑制される(anti-MCP3 mAb; 657.9±41.8/one high 
power field (p<0.05), GM6001; 611.3±24/one high power field (p<0.05), and no 
agent;908.0±49.5/high power field, respectively)。 
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Bio-function analysis of gene alteration
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MMC-induced suppression of islets secretion of chemoattractant
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Inhibition of mouse monocyte chemotaxis
by ex-vivo MMC treatment
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Number of differentially expressed genes ( Fold change≧│2│)
in non-treated and MMC-treated islets

Non-treated d1-cultured islets d3-cultured islets

Up-regulated genes 398 526
Down-regulated genes 325 209

total 723 735

MMC-treated d1-cultured islets d3-cultured islets

Up-regulated genes 203 289
Down-regulated genes 560 582

total 763 871

Table1



30min. cultured islets 1-Day cultured islets 3-Day culture islets
Symbol Gene Name FC Symbol Gene Name FC Symbol Gene Name FC

c
yt

o
ki

n
e
s

IL6 interleukin 6 9.041 CXCL10 chemokine ligand 10 4.530 CXCL10 chemokine ligand 10 8.839

CCL13 chemokine ligand 13 7.102 WNT5A
wingless-type MMTV 
integration site family, 

member 5A
-2.085 IL15 interleukin 15 2.374

CXCL10 chemokine ligand 10 5.657 IL11 interleukin 11 -3.936 CXCL13 chemokine ligand 13 -2.258

CXCL2 chemokine ligand 2 4.629 CXCL14 chemokine ligand 14 -2.311

CXCL3 chemokine ligand 3 4.350 IL10 interleukin 10 -2.969

WNT5A
wingless-type MMTV

integration site family, member 5A
-3.050

CCL7 chmokeine ligand 7 -3.819

IL33 interleukin 33 -5.372

IL6 interleukin 6 -7.659

p
e
p
ti
d
as

e

N.D. N.D. N.D.

ADAM8
ADAM 

metallopeptidase 
domain 8

3.812 ADAM8 ADAM metallopeptidase domain 8 11.024

C3
complement 
component 3

-3.454 LOC286960 LOC286960 3.782

CASP1
caspase 1, apoptosis-related 

cysteine peptidase
-2.360

MMP9 matrix metallopeptidase 9 -2.406

PLAU plasminogen activator, urokinase -2.507

MMP7 matrix metallopeptidase 7 -3.203

MMP14 matrix metallopeptidase 14 -3.872

C3 complement component 3 -4.536

MMP2 matrix metallopeptidase 2 -4.721

CTSC cathepsin C -4.843

GZMB GZMB -4.997

Synchronous suppression of cytokine and peptidase 
genes by ex-vivo MMC treatment 
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