
タクロリムスが移植膵島の血管新生へ及ぼす影響に
関する研究

著者 西村  隆一
学位授与機関 Tohoku University
URL http://hdl.handle.net/10097/54514

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

https://core.ac.uk/display/235950731?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 

 - 1 - 

                                                                                                                博士論文 

 

 

 

タクロリムスが移植タクロリムスが移植タクロリムスが移植タクロリムスが移植膵島膵島膵島膵島のののの血管新生へ及ぼす影響血管新生へ及ぼす影響血管新生へ及ぼす影響血管新生へ及ぼす影響 

に関する研究に関する研究に関する研究に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

東北大学大学院医学系研究科医科学専攻 

外科病態学講座先進外科学分野                                   

西村 隆一 



 

 - 2 - 

１１１１．要約．要約．要約．要約 

 

膵島移植は、重症１型糖尿病に対する治療法として既に臨床応用が開始され

ている。この新しい細胞移植療法は、従来行なわれてきた膵臓移植と比べ、安

全・簡便・低侵襲などの利点を有しているが、現状では克服すべき課題も多い。 

膵島移植の中でも、同種膵島移植は自家膵島移植に比べて長期的な膵島の機

能やインスリン離脱率が低いことが報告されている。この結果に影響を及ぼす

因子はいくつか考えられるが、自家膵島移植では使用せず、同種膵島移植で使

用される免疫抑制剤もその１つに挙げられる。膵島移植の代表的な免疫抑制療

法であるエドモントンプロトコールの主要要素であるラパマイシンは、血管新

生抑制効果を有することが最近明らかになってきたが、現在膵島移植で標準的

に使用されているタクロリムスが移植膵島の血管新生に及ぼす影響に関しては、

これまで十分な検討が実施されていない。そこで本研究においては、dorsal 

skinfold chamber モデルと二光子顕微鏡を組み合わせた高感度イメージングシ

ステムを用いて、タクロリムスが移植膵島の血管新生に及ぼす影響について検

証した。また、レーザーマイクロダイセクション技術を導入し、ハイスループ

ットリアルタイム PCR アレイを施行することにより、移植膵島の遺伝子発現の

変化を解析した。 
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C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) マウスから分離された膵島を、dorsal skinfold 

chamber が装着されたレシピエントマウスへ移植した。レシピエントは、コン

トロール群（n=9）とタクロリムス投与群（n=7）の 2 群に分けて比較検証を行

った。移植膵島に対する新生血管の変化を二光子顕微鏡で観察し、取得した画

像は画像解析ソフト Volocity で 3D 構築し、新生血管体積を測定した。移植膵

島の遺伝子発現については、BioMark 48.48 dynamic gene expression system

を使用して解析を行った。 

移植した膵島に対する血管新生は移植後 14 日以内に完了した。タクロリムス

投与群の移植膵島に対する新生血管体積は、コントロール群に比べて有意に低

値を示した（P<0.05）。移植膵島の遺伝子発現に関しては、タクロリムス投与

により血管誘導因子である Vegfa の上昇が確認されたが、細胞周期への影響は確

認されなかった。 

本研究により、タクロリムスは移植膵島からの血管誘導因子の放出制御を介

さずに血管新生を抑制することが明らかとなった。移植膵島の血管新生への影

響を考慮した免疫抑制療法の至適化が、同種膵島移植の成績を改善することが

示唆された。 

 

 



 

 - 4 - 

２２２２．研究背景．研究背景．研究背景．研究背景 

  

インスリンを分泌する膵ランゲルハンス島 β 細胞の機能不全によって引き起

こされる１型糖尿病に対して、膵島移植は有効な治療法として確立されようと

している(1)。膵島移植はドナー膵臓からインスリンを分泌する膵島のみを分離

し、レシピエントへ移植することによって移植膵島を生着させ、血糖をコント

ロールすることを目的としている。これまで１型糖尿病に対する移植療法とし

て臓器そのものを移植する膵臓移植が主流であったが、手術侵襲が大きいとい

う欠点を有している。これに比し、膵島移植は安全・簡便・低侵襲といった多

くの魅力を備えている。 

1970 年代から研究されてきた膵島移植は、近年の技術進歩に伴い実験的段階

から臨床応用へと発展をとげた。特に 2000 年にカナダのアルバータ大学により

開発されたエドモントンプロトコールは、糖尿病患者のインスリン離脱を可能

にし、世界のスタンダードとなるに至っている(1)。その特徴として、ステロイ

ド剤を用いない新規免疫抑制プロトコールの開発、新規消化酵素剤の使用、一

人の患者に対し複数回の移植を施行、分離直後に移植する新鮮膵島移植の導入

などの新しい方法を取り入れたことが挙げられる。しかし、目覚ましい技術の

進歩にもかかわらず、一人の患者を治癒するために複数のドナーを必要とし、
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また、5 年後のインスリン離脱率は 10－15％に過ぎず、いまだ十分な成績に至

っていないのが現状である(2)。膵島移植が今後医療として広く普及していくた

めには、一つの臓器で一人の患者を治癒するいわゆる “One-to-One” を確立さ

せ、貴重な臓器提供を有効利用することが重要である。 

膵島移植の中でも、膵動静脈奇形や慢性膵炎といった膵臓全摘を伴う良性疾

患が対象となる自家膵島移植は、同種膵島移植に比べて少ないグラフト量で、

長期に渡るグラフト生着や高いインスリン離脱率を得られるということがよく

知られている(3, 4)。同種膵島移植の成績が劣る理由として、膵島分離に至るま

での冷保存時間が自家移植に比べて長いこと(5)、純化工程が必要であること(6)、

また膵島グラフトに対する免疫反応を抑制するための免疫抑制剤の使用といっ

た様々な要因が考えられるが、その中でも特に免疫抑制剤の影響が大きいと推

察される(7-9)。免疫抑制剤が膵島移植へ及ぼす影響としては、アポトーシスや

オートファジー誘導(10)、耐糖能障害(11)、炎症性メディエーター誘導による

viability 低下(12)、細胞周期の制御(13)、移植膵島に対する新生血管抑制などが

挙げられるが、これらの中でも特に新生血管抑制は、移植膵島生着にとって大

きな障害となりうる。膵島移植では、膵島分離工程において消化酵素により膵

島周囲の血管網が失われるため、膵臓移植と異なり、移植後、グラフトは無血

管環境下に晒される。したがって、移植膵島が生着して機能するためには、早
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急な血管網の構築が極めて重要である(14-16)。新生血管の組成については、ド

ナー膵島由来の血管内皮細胞よりもホスト由来の血管内皮細胞が重要な役割を

担っているとの報告がある一方(17, 18)、新生血管の内皮細胞の約 30～40％はド

ナー膵島由来で、ドナー膵島由来の血管内皮細胞も重要な役割を担っていると

の報告もあり(19, 20)、ドナー由来の血管内皮細胞の役割に関しては、いまだ一

定の見解を得るに至っていない。いずれにしても、ホスト由来の血管内皮細胞

は血管新生において重要な役割を担っている。 

近年の様々な報告により、エドモントンプロコールの主要免疫抑制剤である

ラパマイシンが、腫瘍血管の制御のみならず、移植膵島の生死の鍵を握る血管

新生を強く抑制することが明らかとなってきている(1, 21-24)。この結果をふま

えて、現在欧米では、ラパマイシンの代わりに新生血管抑制効果がないと信じ

られているタクロリムスを中心としたプロトコールが標準療法となっており、

今後日本で開始される高度医療制度を活用する臨床試験においても同様のプロ

トコールが用いられる予定である。しかし、膵島移植や膵臓移植で現在標準的

に使用されているタクロリムスの新生血管抑制効果については報告がほとんど

なく、解明が急務である。 

移植膵島周囲の血管新生網は、これまでの免疫染色による形態観察などによ

り、移植後 10～14 日程度で完成することが報告されている(17, 25-27)。従来の
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血管新生観察モデルは、移植膵島に対する血管新生評価を可能にした点で意義

深いが、移植した部位の組織から切片を作製して観察するため、同一動物での

経時的な評価は困難であった。また、Menger らは、ハムスターの背部に Dorsal 

skinfold chamber (DSC) を装着して血管新生過程を観察する、皮下移植モデル

を報告し(28)、同一動物に移植した同一膵島を経時的に観察することが可能とな

った。しかし、新生血管の評価法が、血管の分枝数や血管径を測定するなどの

主観的な方法であり、検者の違いによって結果に影響が出る可能性が考えられ

る。 

2008 年、Speier らは、マウスの眼球に膵島を移植して、深部まで観察が可能

であるが、組織へのダメージは少ない二光子顕微鏡を使用して、同一動物に移

植した同一膵島への血管新生を経時的に観察可能な anterior chamber モデルを

報告した(29, 30)。しかし、この眼球の anterior chamber は、血管新生観察モ

デルとして確かに画期的であるが、臨床への応用を考えた場合に現実的ではな

い。 

現状においては、臨床膵島移植は経門脈的に肝臓へ移植するのが標準的であ

るが、肝臓は出血や塞栓などの合併症に加え、グラフトが新鮮血流に晒される

ことにより自然免疫反応を惹起する危険性を伴うため、必ずしも最適の移植部

位とは言えない(31, 32)。膵島移植の移植部位については、肝臓以外にも腎被膜
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下や筋膜下、皮下、脾臓、膵臓、大網など、様々な部位が報告されている(33)。

これらの移植部位の中で、低侵襲でアクセスが容易であることから将来的に臨

床応用の可能性が強く期待される部位として皮下が挙げられる。皮下移植モデ

ルは、DSC 技術を導入することにより、Speier らが提案した二光子顕微鏡を観

察に使用することが可能である。そこで、本研究においては、タクロリムスの

血管新生に及ぼす影響を、今後臨床展開が望める皮下移植モデルを用いて検討

した。 

 

    

３．研究目的３．研究目的３．研究目的３．研究目的    

  

本研究は臨床応用を念頭において、皮下に移植した膵島の血管新生に対する

タクロリムスの影響を、DSC と二光子顕微鏡を組み合わせた高感度イメージン

グシステムを用いて解明することを目的とした。また、移植膵島自体へのタク

ロリムスの影響を解析するために、レーザーマイクロダイセクション (LMD) 

を用いて、移植膵島の遺伝子発現の状態を解析することも試みた。 
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４．実験方法４．実験方法４．実験方法４．実験方法    

 

ⅠⅠⅠⅠ    実験動物実験動物実験動物実験動物    

本研究における動物実験は、東北大学医学系研究科動物実験委員会により承

認を受け、米国の National Institutes of Health により発行された“Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals (1996 年改訂版) ”  に基づき施行し

た。経時的な膵島の観察を容易にするため、緑色蛍光蛋白質（ GFP :green 

fluorescent protein）遺伝子を導入した、生後 9～12 週、25～30g の雄性

C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) マウス (Slc、Japan) をドナーとして使用した。ま

た、レシピエントには生後 8～12 週、体重 25～28g の雄性 Balb/c nu/nu マウ

ス (Slc、Japan) を使用し、皮下移植モデルとして DSC モデルを採用した。 

 

ⅡⅡⅡⅡ    レシピエントマウスへのレシピエントマウスへのレシピエントマウスへのレシピエントマウスへの DSCDSCDSCDSC 装着装着装着装着    

 生後 8～12 週、体重 25～28g の雄性 Balb/c nu/nu マウス (Slc、Japan)の腹

腔内 に 2,2,2-Tribromethanol 溶液を投与して麻酔を行った(250mg/kg)。

2,2,2-Tribromethanol溶液は2,2,2-Tribromethanol(Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Germany)2gを2-methyl-2-butanol(Wako, Osaka, Japan)2mlで溶解して stock 

solution を作製し、その stock solution のうち 1ml を 39ml のリン酸緩衝生理食
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塩水(PBS)で希釈して使用した（最終濃度 25mg/ml）。 

 まず、マウスの頚部と腰部に支持糸を通し、背部皮膚をひろげ（図１図１図１図１AAAA）、術

者側と反対側の皮膚にチャンバーフレームの一方を 3-0 絹糸で仮固定した。そ

の後、透過光をあてながら観察窓（図１図１図１図１BBBB----aaaa）をマーキングし、術者側の皮膚を

全層切除し、反対側の皮膚の筋膜は生体顕微鏡下に切除した。術者側からもう 1

枚のチャンバーフレームをかぶせ、ビスとリングで 3 か所固定し（図１図１図１図１BBBB----aaaa）、

観察窓を生理食塩水で満たしてカバーガラスをかけ、C リングという専用のリ

ングで固定した。最後に、3-0 絹糸でチャンバーフレームと皮膚を 4 か所固定し

た（図１図１図１図１BBBB----cccc）。チャンバーはポリアセタールレジン樹脂製 (grade M90-44, 

Polyplastics Co.,Ltd., Tokyo, Japan)で、従来使用されてきた金属製チャンバー

よりも約 40%軽量化されているため、マウスに対する長期装着のストレスは軽

減されると考えられる(34)（図１図１図１図１CCCC）。本研究においては、チャンバー装着上の

技術的観点から、レシピエントとして Balb/c nu/nu mice を使用したが、それに

より比較的長い期間の観察が可能になった。また、特異的免疫反応の関与が除

外され、薬剤自体の影響を検証することが可能となった。 

 

ⅢⅢⅢⅢ    膵島分離および培養方法膵島分離および培養方法膵島分離および培養方法膵島分離および培養方法    

麻酔はイソフルレン (Abbott Japan Co. , Ltd. , Tokyo, Japan) の吸入麻酔で
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行った。1g/L の濃度で collagenase (Sigma type V; Sigma Chemicals, St. Louis, 

MO, USA) を溶解した cold Hanks’ Balanced Salt Solutions (HBSS) を顕微

鏡下に総胆管より注入し、膵臓を拡張させた後、膵臓摘出を行った。10 mL の 

HBSS を加えた後、37℃ 下で 16 分間温浴させることにより膵臓を消化した。

引き続き Histopaque-1119 （Sigma Diagnostics、U.S.A)と LymphoprepTM 

（Nycomed Pharma AS, Norway) を用いた濃度勾配遠心を行い、膵島が存在す

る層の溶液を回収した。その後、マウス 1 匹から分離した約 200～300IEQs(islet 

equivalents)の膵島を、5.5 mmol/L グルコース及び 10% 胎児ウシ血清を添加

した RPMI-1640 5ml とともに 50mm ペトリディッシュ（Sterilin, Cambridge, 

UK)に入れ、37°C、5% CO2 下で 3 時間培養した(35)。 

 

ⅣⅣⅣⅣ    DSCDSCDSCDSC へのへのへのへの移植移植移植移植    

DSC 装着済のレシピエントマウスをアクリル樹脂製の筒に入れ、その筒をア

クリル樹脂製のプレートに固定した。イソフルレン (Abbott Japan Co., Ltd.)

で吸入麻酔後、保持リングおよびカバーガラスを外し、分離した膵島をハンド

ピックアップで 2～10 個移植した。移植後は空気が入らないように生理食塩水

で満たしながらカバーガラスをかけ、保持リングで固定して移植を終了した。 
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ⅣⅣⅣⅣ    実験群実験群実験群実験群    

 膵島を移植したレシピエントマウスを、コントロール群（n=9：6 匹のマウス

に移植した 9 つの膵島）とタクロリムス (Astellas, Deerfield, IL, USA)投与群

（0.5mg/kg/日）（n=7：4 匹のマウスに移植した 7 つの膵島、7 つの膵島のう

ち 2つはチャンバートラブルのため、移植後 11 日目までしか観察できなかった）

の 2 群に分けて比較検証した(36)。タクロリムスはマウス背部の皮下に埋め込ん

だ MICRO-OSMOTIC PUMP (Model 1002, Alzet, Cupertino, CA, USA)を使用

して、14 日間持続投与した。 

    

ⅤⅤⅤⅤ    タクロリムスタクロリムスタクロリムスタクロリムス血中血中血中血中濃度測定濃度測定濃度測定濃度測定    

移植後7日目に下大静脈から血液サンプルを採取し、使用するまで-80℃で凍

結保存した。血中タクロリムス濃度はDimension TACRO (Siemens Healthcare 

Diagnostics, Inc., Newark, DE, USA) を使用して測定した。 

    

ⅥⅥⅥⅥ    マウスマウスマウスマウス膵島グラフト膵島グラフト膵島グラフト膵島グラフトに対する新生血管の観察に対する新生血管の観察に対する新生血管の観察に対する新生血管の観察および測定および測定および測定および測定    

血管造影のために、移植後 1、4、7、11、14、18、21 日目に Texas Red® (10 

mg/mL; Invitrogen, Leek, Netherlands) 0.1mLを尾静脈から経静脈的に投与し

た。イソフルレンで麻酔をかけ、アクリル樹脂製の筒にマウスを入れてプレー
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トに固定し、水浸レンズ (OLYMPUS XLPLN25XWMP NA1.05) を備えつけた

二光子顕微鏡 (FluoView FV1000MPE; OLYMPUS) で観察した（図図図図１１１１DDDD）。最

小限のレーザー出力とスキャン時間で観察を行った。本研究を通して、移植膵

島および周囲の血管に対する観察によるダメージは確認されなかった。GFP と

Texas Red は、890nm の波長のレーザーで励起した。二光子顕微鏡で取得した

画像を画像解析ソフト Volocity (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) を用いて

3 次元構築し、各々の体積を測定した(29, 30)。新生血管体積は移植後 1 日目の

体積を 0 ㎛
3
として、移植後 x 日目の血管体積は、（移植後 x 日目の血管体積－

移植後 1 日目の血管体積）で表した。また、各観察ポイントにおける新生血管

体積増加率は、（移植後 x 日目の血管体積－移植後 1 日目の血管体積）÷（移植

後 1 日目の血管体積）で表した。 

 

ⅦⅦⅦⅦ    レーザーマイクロダイセクションレーザーマイクロダイセクションレーザーマイクロダイセクションレーザーマイクロダイセクション（（（（LMDLMDLMDLMD））））    

移植後 7 日目に膵島を移植した部位の皮膚を摘出し、液体窒素で凍結後、-80℃

で保存した。コントロール群の膵島（n=6）、タクロリムス投与群の膵島（n=6）、

および膵島分離後、移植せずに凍結させた移植前膵島（n=6）の 3 群で比較検討

を行った。これらのサンプルから 10µm の凍結切片を作製した。レーザーによ

る凍結切片からの膵島切り抜き (LMD 処理) を行う直前に凍結切片を 30 秒間
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アセトン固定し、脱水後、乾燥させた。LMD 処理は LMD 7000 (Leica, Bensheim, 

Germany) を使用して実施した。切除した膵島は細胞溶解液を添加し、液体窒

素で凍結し、-80℃で保存した。 

    

ⅧⅧⅧⅧ    ハイスループットハイスループットハイスループットハイスループット定量定量定量定量 ppppolymelase chain reactionolymelase chain reactionolymelase chain reactionolymelase chain reaction    ((((PCRPCRPCRPCR))))    法法法法    

 膵島サンプルの mRNA 精製には、RNeasy Micro Kit (Qiagen, Tokyo, Japan) 

を用いた。逆転写反応には、Quantitect Reverse Transcription（QIAGEN）を

使用し、反応プロトコールに基づいて、調製を行った。精製したテンプレート

RNAにゲノムDNA 除去試薬を加え、42℃で2 minインキュベートすることで、

ゲノム DNA を除去した。ゲノム DNA 除去後，逆転写酵素、プライマー、緩衝

液を氷上で加え、混合した。42℃で 30 min（逆転写反応）、95℃で 3 min（逆

転写酵素の失活）、サーマルサイクラーにて反応を行った。作製した cDNA は

-30℃で保存した。遺伝子発現は BioMark 48.48 dynamic gene expression 

system (Fluidigm, South San Francisco, CA, USA) を使用して解析した。前増

幅した cDNA は TE バッファー（1:5）で希釈し、定量 PCR に使用した。膵島

移植における炎症や糖代謝、細胞周期、血管新生などに関係すると考えられる

48 種類の遺伝子を選択し、BioMark Real-Time PCR Analysis Software 

Version 2.0 (Fluidigm) を使用して解析した。ハウスキーピング遺伝子として、
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Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin)(Actb) を使用し、比較 CT 法を用いて解析し

た。比較 CT 法とは基準となるサンプルと比較して，未知サンプルが何サイクル

早く，あるいは何サイクル遅く閾値 (CT 値) に達するかに注目して相対定量す

る方法である(37)。計算過程を下記に示す。比較 Ct 法では，1 サイクルの検出

の違いが 2 倍量の差になる。つまり，(式 1) で増幅効率を 1 と仮定すると、PCR 

の 1 サイクルで反応生成物量は 2 倍になる。(式 2) と (式 3) により ∆CtA と

∆CtB を算出し、(式 4) から ∆∆Ct を算出する。さらに (式 5) により相対定量

値が算出できる。この値は ∆CtA や ∆CtB で，内在性コントロール遺伝子の発現

量を基準としたターゲット遺伝子の発現量を示しており、各ターゲット遺伝子

間の発現量の差を比較できる。 

（式1）PCR産物量＝鋳型初期量(1＋PCR効率)サイクル数 

（式2）∆CtA＝参照試料中のターゲット遺伝子のCt－内在性コントロール遺伝子

のCt 

（式3）∆CtB＝目的試料中のターゲット遺伝子のCt－内在性コントロール遺伝子

のCt 

（式4）∆∆Ct＝∆CtB－∆CtA 

（式5）2-∆∆Ct 
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ⅨⅨⅨⅨ    統計学的処理統計学的処理統計学的処理統計学的処理    

全ての測定値は、平均値±標準誤差で表示した。コントロール群とタクロリム

ス投与群の 2 群間の新生血管増加率の比較には Unpaired Student’s t-test、2

群間の新生血管体積の経時的変化の比較は Two-way Factorial ANOVA を行っ

た。また、移植前膵島群とコントロール群、タクロリムス投与群の 3 群におけ

る遺伝子発現の比較は One-way Factorial ANOVA および多重比較検定

（Bonferroni）を行った。p < 0.05 を統計学的有意と判定した。 

 

 

５．実験結果５．実験結果５．実験結果５．実験結果    

    

ⅠⅠⅠⅠ    移植膵島周囲の新生血管体積の経時的変化移植膵島周囲の新生血管体積の経時的変化移植膵島周囲の新生血管体積の経時的変化移植膵島周囲の新生血管体積の経時的変化    

コントロール群の移植膵島周囲の新生血管体積は、移植後 14 日目まで経時的

にほぼ一定の割合で増加していき、その後はプラトーとなった（図図図図２２２２）。 

 

ⅡⅡⅡⅡ    移植膵島および新生血管の経時的形態変化移植膵島および新生血管の経時的形態変化移植膵島および新生血管の経時的形態変化移植膵島および新生血管の経時的形態変化    

コントロール群、タクロリムス投与群とも、移植後 4 日目には血管の芽を認

め、移植後 7 日目には、これらの芽が相互に連結していった。その後、新生血
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管網は経時的に大きくなっていった（図図図図３３３３）。 

 

ⅢⅢⅢⅢ    タクロリムス血中濃度タクロリムス血中濃度タクロリムス血中濃度タクロリムス血中濃度    

タクロリムス血中濃度は 7.9 ± 0.4 ng/mL（n=6）であった。    

 

ⅣⅣⅣⅣ    血管新生に対するタクロリムスの抑制効果血管新生に対するタクロリムスの抑制効果血管新生に対するタクロリムスの抑制効果血管新生に対するタクロリムスの抑制効果    

タクロリムス投与群の移植膵島に対する新生血管の体積は、コントロール群

に比べて有意に低値を示した（P<0.05；図４図４図４図４）。    

移植後 1 日目に対する新生血管体積の増加率は、14 日目においてコントロー

ル群 (189.2 ± 42.3 %) が、タクロリムス投与群 (70.0 ± 26.7 %) より有意に高

値を示した（P<0.05；図５図５図５図５）。    

 

ⅤⅤⅤⅤ    移植膵島における遺伝子発現移植膵島における遺伝子発現移植膵島における遺伝子発現移植膵島における遺伝子発現    

48 種類の遺伝子について解析を試み、35 種類の遺伝子で PCR が成功した（表表表表

1111）。その 35 種類の遺伝子の中で特に、炎症や糖代謝、細胞周期、血管新生に関

係する代表的な 12 種類の遺伝子の発現について解析した（表表表表 2222）。移植前膵島に

比べて、vascular endothelial growth factor A (Vegfa) (p<0.01)、tissue factor 

(F3) (p<0.01)、G1/S-specific cyclin-D1 (Ccnd1) (p<0.01)、Cell division protein 
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kinase 4(Cdk4) (p<0.01)の発現が、コントロール群の膵島では抑制されていた

（図６図６図６図６）。反対に、matrix metalloproteinase-14 (Mmp14)はコントロール群で

上昇していた(p<0.01)。また、コントロール群とタクロリムス投与群の比較では、

Vegfa (p<0.05)と Ccnd1(p<0.05) がタクロリムス投与群で有意に高値を示した

が、その他の遺伝子発現には差が認められなかった。 

    

    

６．６．６．６．考察考察考察考察    

    

近年の劇的な膵島分離技術の進歩にもかかわらず(38-41)、同種膵島移植の成

績は自家膵島移植の成績に大きく劣っている(3)。これには、様々な因子が寄与

していると考えられるが、同種膵島移植における免疫抑制剤の使用は重要な要

因の 1 つである。タクロリムスは、副作用として耐糖能障害や神経毒性、腎毒

性が報告されているが(42)、膵島グラフトに対しての重篤な副作用がほとんどな

いと考えられ、現在、膵島移植および膵臓移植の両方で標準的な免疫抑制剤と

して、世界中で広く使用されている(43, 44)。 

Turgut らは、角膜におけるタクロリムスの血管新生抑制効果を報告している

が(45)、タクロリムスが膵島移植にとって死活的に重要である新生血管構築へ及
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ぼす影響については、十分な研究が実施されておらず、その解明が強く望まれ

る。十分な検討が実施されてこなかった理由として、有用な解析法の欠如が挙

げられる。ラパマイシンのように、強力な血管構築阻害作用を有する薬剤に関

しては、従来法である免疫組織化学染色による断片的な新生血管マーカーの染

色でも十分評価が可能であると思われるが、阻害作用の幅がラパマイシンほど

大きくはない多くの薬剤においては、より鋭敏であり、かつ半定量化が可能と

なる高感度システムの確立が不可欠である。そのため、本研究では DSC と二光

子顕微鏡を組み合わせ、有用かつ実用的な高感度イメージングシステムを構築

し(46)、タクロリムスが移植膵島に及ぼす影響について検証した。その結果、タ

クロリムスが移植膵島に対する血管新生を有意に抑制することが、初めて明ら

かとなった。本研究は、皮下移植モデルによる検討のため、現在臨床で行われ

ている肝臓への移植とは膵島を取りまく環境が同一ではない。肝臓への移植に

比べて、皮下への移植は膵島の生着が悪く、糖尿病を治癒するためにはより多

くの膵島を必要とすることが報告されているが、この原因の一つとして、皮下

の乏しい血管構築が考えられている(33, 47)。しかし、肝臓内に移植された膵島

も、膵臓内の膵島に比べると組織酸素分圧が著しく低いことが報告されており

(48)、膵島が生着し、機能するためには早急な新生血管網の構築が必須である。

その点からも、本研究におけるタクロリムスの新生血管抑制効果は大きな意義
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も持つと考えられる。 

本研究で構築した高感度イメージングシステムの長所の一つとして、組織切

片を要せず、同一動物で繰り返し、同じ膵島を経時的に観察できる点が挙げら

れる。さらに、レシピエントとしてヌードマウスを用いることで、より長期の

観察が可能となった。このシステムの活用により、移植膵島に対する新生血管

網の構築がほぼ 14 日以内に完成することが明らかとなったが、この所見は組織

切片を用いて検証されたこれまでの様々な報告と一致する(17, 25-27, 49, 50)。

このことは、この観察所見が正確であることを示すとともに、本開発システム

が移植膵島への血管新生過程を解析するための有用な方法となり得ることを示

している。 

本研究では、さらに、移植された膵島自体の遺伝子発現の状態を解析するた

めに、レーザーマイクロダイセクション技術を導入し、ハイスループットリア

ルタイム PCR アレイ解析を行った。前述の高感度イメージングシステムにレー

ザーマイクロダイセクションおよびリアルタイムPCRを組み合わせた本方法に

よって、タクロリムスが血管新生の過程に及ぼす影響だけでなく、膵島グラフ

ト自体への影響も同時に評価することが可能となった。この新しいシステムは、

高感度イメージングという視覚情報と、細胞が保持する遺伝子（あるいはタン

パク組成）という分子情報を、同時に取得することを可能とする点で極めて画
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期的である。一つの細胞に関する情報を多角的に入手することにより、現象を

多面的に捉えることが可能となるため、本システムは、癌細胞や各種幹細胞の

血管新生や生着の研究にも有用な手法になると思われる。 

 リアルタイム PCR 解析において、コントロール群の膵島では Vegfa や F3、

Ccnd1、 Cdk4 が移植前膵島に比べて有意に抑制されていた。さらに予想外な

ことに、低酸素で誘導される hypoxia-inducible factor-1α (Hif1a) の発現にも上

昇は確認されなかった。これまでの様々な研究により、皮下に移植したグラフ

トは虚血に陥り易いとされているが(47)、Hif1a のデータは、皮下が予想してい

るよりも低酸素状態ではないことを示唆している。しかし、本研究では、血管

新生構築により生存している膵島のみが解析されており、また DSC 内に数個し

か移植していないため、膵島周囲に血管新生のための十分なスペースがあった

点も十分考慮し、今後、臨床移植と同等のグラフト量を使用する検証が望まれ

る。 

一方、タクロリムス投与群の膵島においては、コントロール群と比べて、Vegfa

と Ccnd1 が有意に高値を示した。血管内皮細胞の増殖や遊走、管腔形成を誘導

することによって血管新生を強く惹起する Vegfa(51-53)が有意に高値を示して

いることから、タクロリムスによって血管新生が抑制されたために、膵島が反

応性に血管新生のシグナルを放出したと考えられる。しかし、同じく血管誘導



 

 - 22 - 

因子であり、細胞外マトリックスの分解を介して血管新生促進や改善を引き起

こす Mmp14 は上昇しておらず(54, 55)、ドナー膵島が出す basic fibroblast 

growth factor (bFGF) や hepatocyte growth factor(HGF)などの他の重要な血

管誘導因子についても今後包括的に検証していく必要があると思われる (56, 

57)。 

ラパマイシンは FKBP12(FK506-binding protein 12)受容体と結合し、

mTOR(mammalian target of rapamycin;哺乳類標的蛋白質)の活性を抑制する

ことにより、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子 p27 が上昇し、細胞増殖周期

が休止期に切り替わり、血管平滑筋の増殖が抑えられることが報告されている

(13, 58)。しかし、本研究で検証したタクロリムスにおいては、細胞周期調節へ

の抑制効果は確認されておらず、異なる作用機序を有する事が示唆された。 

Lopez-Talavera らは齧歯動物において、0.5mg/kg/日のタクロリムスを投与

すると、薬剤投与直前の最低血中薬物濃度であるトラフ値がヒトに対するエド

モントンプロトコールと近い 6.0 ± 1.5 ng/mL になることを報告した(36)。した

がって、本研究においては、0.5mg/kg/日をタクロリムス投与群の用量として設

定したが、実際持続投与中の血中濃度は 7.9 ± 0.4 ng/mL であり、トラフ値では

ないことを考慮すると、目的とした臨床濃度に近い条件をほぼ達成できたもの

と考えられる。本研究において、臨床に近い用量のタクロリムス投与で移植膵



 

 - 23 - 

島の血管新生が抑制されたことは、特記に値する。さらに驚くべきことに、

Shapiro らは、免疫抑制剤の門脈内血中最高濃度が、全身の血中最高濃度の 2

倍以上に達することを報告している (59)。この報告と本研究の知見を照らし合

わせると、現在の標準的な移植部位である肝臓におけるタクロリムスの膵島血

管阻害作用は、かなり強力であり、同種膵島移植におけるグラフト生着不良の

主要因となっていることが推察される。 

 これらの結果が示すように、同種膵島移植の成績向上のためには、免疫抑制

療法の至適化が極めて重要である。スフィンゴシン 1-リン酸受容体調節薬であ

る FTY720 は、血管阻害作用は有しないと考えられており、膵島移植において

免疫反応を効果的に抑制することが既に知られているため、タクロリムスの有

用な代替となる可能性を有している(60, 61)。本研究において構築された新しい

評価システムは、こういった新規免疫抑制剤を含む血管構築促進プロトコール

の至適化のためのスクリーニング手法として有用であると思われる。 

    

    

７．７．７．７．結論結論結論結論    

    

本研究により、タクロリムスは、膵島グラフトからの血管誘導因子の放出制
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御を介さずに、グラフトの血管新生を抑制することが明らかとなった。移植膵

島の血管新生への影響を考慮した免疫抑制療法の至適化が、同種膵島移植の成

績を改善することが示唆された。 
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図 1：(A)頚部と腰部に支持糸を通し、背部の皮膚をひろげた状態のマウス。(B)

チャンバーフレーム。a.観察窓、b.ネジ穴、c.糸で固定する穴。(C) Dorsal skinfold 

chamber を装着した balb/c nu/nu マウス。(D) 観察中のマウスの固定（アクリ

ル樹脂製の筒にマウスを入れて、プレートに固定）。 

 

 



 

 - 32 - 

 

 

 

図 2：コントロール群の移植膵島に対する新生血管体積の経時的変化。全ての値

は、平均値 ± 標準誤差で示した（n=9：6 匹のマウスに移植した 9 つの膵島）。 
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図 3：移植膵島および膵島周囲の血管の経時的変化（×250 倍）。膵島は緑、血管

は赤で示した。上段：コントロール群、下段：タクロリムス投与群。GFP と Texas 

Red は 890nm のレーザーで励起。スケール: 1unit=51.0 µm/unit。 
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図 4：コントロール群（●、n=9：6 匹のマウスに移植した 9 つの膵島）および

タクロリムス投与群（○、n=7：4 匹のマウスに移植した 7 つの膵島、7 つの膵

島のうち 2 つはチャンバートラブルのため、移植後 11 日目までしか観察できな

かった）の膵島に対する新生血管体積の経時的変化。全ての値は平均値 ± 標準

誤差で示した。*コントロール群に対して、P< 0.05。 

 



 

 - 35 - 

 

 

 

図 5：コントロール群（黒、n=9：6 匹のマウスに移植した 9 つの膵島）および

タクロリムス投与群（白、n=7：4 匹のマウスに移植した 7 つの膵島、7 つの膵

島のうち 2 つはチャンバートラブルのため、移植後 11 日目までしか観察できな

かった）の移植膵島において、移植後 1 日目に対する各時点での新生血管体積

の増加率。全ての値は平均値 ± 標準誤差で示した。* P < 0.05。 
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図 6：移植前（灰色、n=6）、コントロール群（黒、n=6）、およびタクロリムス

投与群（白、n=6）の膵島における Hif1a (A)、Vegfa (B)、Mmp14 (C)、Mbip (D)、

Mif (E)、F3 (F)、Ccnd1 (G)、 Cdk4 (H)、 Aldoa (I)、 Eno1 (J)、Cs (K)、お

よび Pdha1 (L)の mRNA 相対比。*移植前膵島に対して P < 0.05、#コントロー

ル群に対して P < 0.05、 **移植前膵島に対して P < 0.01。 
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表 1：移植膵島における発現を確認した 35 種類の遺伝子。 
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表 2：本研究で解析した血管新生や炎症、細胞周期、糖代謝に関する 15 種類の

遺伝子。 

 

 


