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緒言 

 

1 型糖尿病治療としての膵島移植 

糖尿病は、全世界で患者数が最も多い慢性疾患のひとつである。2000 年の統計

では、糖尿病患者は世界人口の 2.8%、1億 7100万人に上る 1。特に 1型糖尿病で

は、膵 β 細胞の特異的障害のためインスリンの絶対的欠乏をきたし、著しい高血糖か

らケトアシドーシスや昏睡に至る。1 型糖尿病患者の多くは若年で発症し、地域により

差はあるものの、14 歳以下での罹患率は 10 万人あたり年間 0.1～36.8 人、本邦に

おいては 1.0～2.2人 2であり、糖尿病患者全体の 5～10％を占める 3。 

1 型糖尿病の治療の主体はインスリン注射である。インスリン投与によって糖尿病

の死亡率は激減し、網膜症、腎症、神経障害の発症や進行を遅らせることができる 4

が、一方で患者は重度の、時に致死的な低血糖発作の危険にさらされることになる 5。 

長期間の血糖値の安定化と恒常性が得られる治療法として、膵移植が行われてい

る。膵移植により、80％以上の患者で 1年以上のインスリン離脱を達成する 6。また糖

尿病患者の生活の質や 7、糖尿病性合併症をも改善する 8。一方で、膵移植は依然、

高い手術合併症率と治療関連死を伴う治療法である 9。このため膵移植は若年患者

や、合併症を発症していない患者に対しては通常行われない。膵移植の代替治療と

して膵島移植、つまりドナーの膵から膵島のみを分離し、経門脈的に肝に移植する方

法がある。膵島移植の手技は膵移植と比較して、より簡便・安全であるため、糖尿病

性合併症を有するコントロール困難な成人患者のみならず、子供を含めた若年者に

対する糖尿病性合併症発症前の治療としても期待されている 10。 

 

 

膵島移植の歴史 

1972 年代前半に、糖尿病ラットに対する同種同系膵島移植によって、糖尿病が改

善したという報告が相次いだ 11-13。その後、大動物を用いたモデルによる膵島移植が

試みられたが、血糖正常化のために十分な量の膵島を分離することができず、望まし

い結果は得られなかった。1970年代後半になると、分離された膵島ではなく、膵の断

片を移植する試みがなされ、イヌ用いた実験で成功を収めた 14,15。そして 1977 年ミ

ネソタ大学においてNajarianらは膵島移植の臨床導入を行った 16。この結果、患者

がインスリン離脱に至ることはなく、少数の症例で短期間のみインスリン所要量が減っ

ただけであった。また多量の組織を門脈内に注入するため、門脈塞栓や門脈圧亢進

症のような重篤な合併症から死亡する症例も出た 17,18。膵島移植を安全な治療とする

ためには、より精製された純度の高い膵島が必要であった。 

Ricordi らは、酵素によって徐々に消化される膵島を、過消化に至る前に採取する

方法によって膵島収量の増加を図った 19。Robertson らは、濃度勾配の連続した比
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重遠心法を用いることで、膵島の純度を高めた 20。また主膵管に酵素を注入する際

の圧を一定にすることや 21、酵素をそれまで用いられ、製品によって効果が一定しな

い collagenase から、より精度が高く効果が安定した Liberase に変えることも 22、膵

島収量や質の向上に貢献した。このような進歩にも関わらず、臨床での成績は依然

不良であった。1974年から 1990年にかけて、1型糖尿病患者に対する 450例以上

の同種膵島移植が Islet Transplant Registryに報告されたが、1年以上のインスリ

ン離脱に至った患者はわずか 10%以下であった 23,24。 

膵島移植が臨床での成功に至らない原因として、移植膵島量や免疫抑制が不十

分であること、膵島に対する自己免疫の再燃、β 細胞傷害性や糖尿病原性を持つ薬

剤の使用が考えられた 25-27。これらを考慮した新しいプロトコルがカナダのエドモント

ンで適用された。その要点は、質の高い膵島を十分量、複数回にわたり移植したこと。

そして sirolimus、低用量 tacrolimus、抗 interleukin (IL)-2 受容体モノクローナ

ル抗体を組み合わせた、ステロイドを使用しない新しい免疫抑制療法によって、糖尿

病原性が低く抑えられたことである 28。エドモントンプロトコルの導入により、全例で血

糖正常化が得られ、膵島移植 1 年後においても、観察された全ての患者がインスリン

離脱を持続していた 28。この結果を受け、世界中でさらなる症例が蓄積された。アル

バータ大学では、エドモントンプロトコルに従い、17 人の患者が膵島移植を受けた 29。

その全例で 1人の患者に対し 2～3回の移植が必要であった。初回移植から 1年以

上のインスリン離脱率は 80%であった。HbA1c は正常化し、糖尿病性合併症の著明

な悪化を認めず、治療関連死も認めなかった 29。各国 9 施設でエドモントンプロトコ

ルの追試が行われ、施設間の差はあったが、高いレベルでの成功率が証明された 30。

膵島移植は膵移植に匹敵する効果を有する治療となり、血糖値が不安定で低血糖

発作を繰り返すような 1 型糖尿病患者に対し、実現可能な治療選択肢のひとつとな

ったのである。 

 

 

膵島分離の効率化 

膵島分離法の改善、移植手技、移植後の免疫抑制等、あらゆる分野で臨床膵島

移植の進歩は続いた。特に同種膵島グラフトは脳死あるいは心臓死ドナーからの提

供に限られるため、ドナーから効率よく膵島を分離する技術の向上が重要である。膵

島分離には多くの労力、コストを要し、しかも得られる膵島収量は一定しない。最高と

考えられる技術を用いてさえ、理論的に可能な収量の 20～50%しか得られていない

のである 31。ドナーの膵の質は、年齢、BMI、血糖値、血行動態などのドナー側の因

子に大きく依存する 32が、摘出の際に体内で膵を急速に冷却し、温阻血時間を最小

限とすることで、膵島収量と viability が改善した 33。ドナーから摘出された膵は、膵

島分離が可能な施設まで輸送されるが、膵摘出から膵島分離までの冷阻血時間も膵

島分離に大きな影響を与える因子である 34-36。この問題を解決するため、高い酸素
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親和性を持つ perfluorocarbons と UW solution を用いた two-layer method が

導入された 37。この方法により、温阻血によって生じる膵島のダメージが軽減し 38、膵

島の収量と質が改善した 39,40。これらの進歩により、ドナーの条件が悪く、使われなか

ったかもしれない膵からも、膵島を得られる可能性が高まった。 

 

 

膵島移植後グラフト傷害 

膵島分離、精製の過程での進歩により、ドナーから得られる膵島の収量は、徐々に

向上している。しかし 1 人の患者がインスリンから離脱するために、2～3 人のドナー

から得られた十分な量の膵島が必要である。これは同種膵島グラフトが経門脈的に

肝臓へと移植された直後に、大部分が破壊されることが主な原因である。この移植直

後のグラフト喪失を防止する戦略が、移植成績を改善するために極めて重要である。 

分離された膵島グラフトが門脈内で血液と接触するとき、血小板凝集、補体・凝固

系の活性化のカスケードが起こる 41,42。さらにこの反応は、 tissue factor43、

monocyte chemotactic protein (MCP)-144、tumor necrosis factor (TNF)-α45、

high mobility group box 1 (HMGB1)46などのメディエーターにより、細胞傷害性の

炎症反応や自然免疫反応を引き起こし、続いて膵島グラフトへ好中球や単球が浸潤

する 47-49。マクロファージや、類洞内のクッパー細胞は、膵島移植後に活性化され、こ

れらの反応において重要な役割を果たす 50,51。活性化したこれらのマクロファージは、

IL-1β、IL-6、TNF-α、interferon (IFN)-γ などの炎症性サイトカインを分泌し、膵島

グラフトを直接傷害する 52。膵島内のマクロファージも、TNF-α や IFN-γ に反応し、

IL-153や誘導型一酸化窒素 54を合成することが知られている。これらの結果、移植さ

れた膵島は、移植後 72 時間で、その 50～70％が破壊される 55-57。近年、膵島移植

後早期のグラフト傷害に対するいくつかの戦略が報告されている。例えば、げっ歯類

の門脈内膵島移植でのマクロファージ抑制療法 52、マウス膵島に対するTNF-α受容

体抗体による抗炎症療法 58、nicotinamide による抗酸化療法 59、抗コレステロール

薬 pravastatin60や simvastatin61、ビタミン D362、pentoxiphylline63が動物実験

または in vitro実験において好成績を収めている。 

 

 

膵島移植後グラフト傷害におけるマクロファージ、NF-κB と HMGB1 

  nuclear factor kappa B (NF-κB)は、Rel ファミリーに属する p65 (Rel-A)、p50、

p52、c-Relおよび Rel-Bから構成される転写因子である。NF-κBのホモまたはヘテ

ロ二量体は、核内に移行することによって様々な細胞が活性化、増殖、成熟する際に

重要な種々の遺伝子の転写を促す 64,65。膵島移植において早期グラフト傷害に関わ

るマクロファージ、単球、血小板などにとっても、NF-κB は重要な役割を果たす 66。

TNF-α、IL-1、lipopolysaccharide (LPS)や、様々な内因性の傷害関連分子によっ
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て NF-κB 経路を経てマクロファージが活性化すると、TNF-α、IL-1、IL-6、IL-12 な

どの遺伝子の転写がNF-κBに依存して起こり、これらの炎症性サイトカインを放出す

る 67,68。また NF-κB は膵島細胞のアポトーシスにも関わっており、炎症性サイトカイ

ンが惹起する膵島細胞のアポトーシスは、NF-κB を阻害することによって抑制される
69。 

HMGB1 は、組織の損傷や炎症の際にマクロファージ、樹状細胞、ナチュラルキラ

ー細胞などの免疫細胞が分泌する核タンパクである 70,71。HMGB1 が toll-like 

receptor (TLR) 2、TLR4、 receptor for advanced glycation end products 

(RAGE)と結合すると、NF-κBを介するシグナル伝達が起こり 72,73、免疫細胞が活性

化し、それに引き続き起こる炎症反応が促進される 74,75。また HMGB1 はマクロファ

ージなどの免疫細胞から分泌されるだけでなく、β 細胞を始めとする細胞や組織が損

傷した際にも放出される 74。特に膵島は甲状腺、肺、脾臓、肝臓などの他の臓器と比

較して 20 倍もの HMGB1 を含み、膵島移植後のグラフト傷害においてその血中濃

度が増加する 46。 

 

 

本研究の目的 

 本研究においては、NF-κB の核内移行を遮断する 76,77新規低分子 NF-κB 阻害

剤 dehydroxymethylepoxyquinomicin (DHMEQ)を用いて、拒絶反応が起こらな

い同種同系マウスの膵島移植において、NF-κB 阻害が炎症反応を抑制し、移植後

早期の膵島グラフトの喪失を防ぐという仮説を検証した。 

 その結果、DHMEQ による NF-κB 阻害が膵島移植後早期グラフト傷害を抑制し、

血糖正常化率を改善することが示された。活性化したマクロファージが産生し、破壊

された膵島からも放出される HMGB1 が、さらにマクロファージを活性化し、マクロフ

ァージが分泌する炎症性サイトカインによって膵島の破壊が引き起こされるというフィ

ードバックループにおいて、DHMEQ による NF-κB 阻害がマクロファージの活性化

を抑制することで膵島の破壊を防止するという機序が明らかになった 78。 

 

 

  



6 

 

略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである 

CMC       carboxymethylcellulose 

DHMEQ   dehydroxymethylepoxyquinomicin 

DMEM     Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO     dimethylsulfoxide 

ELISA     enzyme-linked immunosorbent assay  

GAPDH   glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HMGB1    high mobility group box 1 

IFN        interferon 

IL          interleukin 

IPGTT     intraperitoneal glucose tolerance test 

Lipo- DHMEQ   liposomal dehydroxymethylepoxyquinomicin 

LPS        lipopolysaccharide 

MCP       monocyte chemotactic protein 

MIP        macrophage inflammatory protein 

NF-κB     nuclear factor kappa B 

PBS        phosphate buffered saline 

RAGE       receptor for advanced glycation end products  

SPF        specific pathogen free 

STZ        streptozotocin 

TLR        toll-like receptor 

TNF       tumor necrosis factor 

  



7 

 

実験方法 

 

動物 

全ての動物実験は、『北海道大学動物実験に関する規定』に従った。雄 C57BL/6 

(H-2b)マウスを SLC (静岡県)から購入した。specific pathogen free (SPF)環境で飼

育された週齢 12～15週の雄マウスを実験に使用した。 

 

 

薬剤 

 DHMEQは共同研究者である梅澤らにより開発合成されたものを使用した。

DHMEQの製法については既に報告されているが 79、その概略を示す。合成経路

を図 1に示す。市販の 2,5-dimethoxyanilineおよび acetylsalicyloyl chlorideか

らなるサリチルアミドを合成する。これをヨードベンゼンジアセタートとメタノールで処理

し、bisdimethylacetal を形成する。続いて vinylogous amide dimethylacetal 

groupの加水分解により quinoneを得る。これを過酸化水素と水酸化ナトリウム溶液

でエポキシ化し epoxyquinonedimethylacetal を得る。さらにジクロロメタンイド中で

三フッ化ジエチルエーテル錯体により処理し epoxyquinone を得る。これを水素化ト

リアセトキシホウ素ナトリウムで還元し、DHMEQ を得る。 

 

 

 DHMEQは DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)で溶解し、-80℃で保存し

た。これを 0.5% carboxymethylcellulose (CMC) (Sigma-Aldrich)で溶解して使

用した。 

Liposomal DHMEQは、共同研究者である中村、原島らにより作製されたものを

使用した。その製法の概略を示す。Cholesterol、1,2 -distearoyl-sn-glycero-3-

図１. DHMEQの合成経路(文献 79 より引用) 
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phosphocholineおよび N-(carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000)-1,2-

distearoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine (NOF、東京都)を 3:6:1のモル

比でエタノールに溶解する。これに DHMEQ を添加し、65℃で完全に溶解するまで

混和する。溶媒を蒸発させてできた脂質薄膜に食塩水を添加し、室温で 20分かけ

て水和する。これを超音波処理し、liposome を生成する。Liposomeに取り込まれず

に残った DHMEQ を遠心分離で除去し、Liposomal DHMEQを得る。 

HMGB1はシノテスト(神奈川県)から、リコンビナントマウス IFN-γ、TNF-α、IL-1β

は Sigma-Aldrichから購入した。 

Hanks溶液は、Hank's Balanced Salts (9.7g/L) (Sigma-Aldrich)に滅菌精製

水を添加し作製した。コラゲナーゼ溶液は Collagenase, Type2、(Worthington, 

NJ, Lakewood)を Hanks溶液で 0.2%に溶解した。 

Ficoll- Conray液は、Ficoll400, type400 (Sigma-Aldrich) 20g、コンレイ 400

注 (第一製薬、東京都) 40ml、Phenol red (Sigma-Aldrich) 2.4ml、10%グルコー

ス 2.4ml、炭酸水素ナトリウム注 (大塚製薬、東京都) 2.4mlに合計 240ml となるよ

うに滅菌精製水を添加して作製。さらに比重遠心法に用いるため、比重が

1.095g/ml、1.084g/ml、1.072g/ml、1.048g/ml となるように滅菌精製水で希釈し

た。 

 

 

膵島分離 

C57BL/6マウスの膵島を過去の報告と同様に分離した 80。すなわち、マウスを頸

椎脱臼により安楽死させ、速やかに腹部に十字切開を置いた。胸骨剣状突起を切除

し肝を頭側胸壁上に脱転し、十二指腸を左に脱転すると総胆管を視認できた。十二

指腸を Kocher鉗子で遮断。総胆管前壁を開窓し、細く引き延ばした PE10チュー

ブ (ハギテック、千葉県) を 1 cm程度挿入(図 2A)。コラゲナーゼ溶液を約 2 ml注

入し、膵を膨化させた後、膵臓と脾臓を一塊に摘除した(図 2B)。脾臓と異物を除去し

た後、ディッシュ上で米粒大になるまで細かく切離し、37℃で 20分間消化した。

Hanks溶液で消化を停止し、ピペッティングで粉砕した。1400rpm、1分間の遠心

分離を 3回行い、茶漉しで濾過した。上清を捨て、沈殿物に比重 1.095g/mlの

Ficoll- Conray液 4ml を添加して攪拌した。その上に比重 1.084g/ml、

1.072g/ml、1.048g/mlの順にそれぞれ 2mlの Ficoll- Conray液を注ぎ、

2200rpm、10分間で比重遠心した。比重 1.072g/ml と 1.048g/mlの層の間に集蔟

する膵島を採取した(図 2C)。Hanks溶液で 2回遠心分離し、acinar細胞などの異

物を除去した後、10% ウシ胎児血清、penicillin 100単位/ml、amphotericin B 

0.25μg/ml を添加した RPMI 1640培地 (Sigma-Aldrich) に入れ、炭酸ガス

5%、湿度 95%、37度の培養器で保存した(図 2D)。精製された膵島のうち、直径

150～200μmのものを後の実験に使用した。 



9 

 

  

 

 

細胞刺激、共培養 

 マウスマクロファージ類似細胞株、RAW 264.7細胞を American Type Culture 

Collection (Manassas, VA) から購入した。ウシ血清由来の 2%アルブミン、

penicillin 100単位/ml、streptomycin 10μg/ml、amphotericin B 0.25μg/ml を

添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) 培地

で培養した。細胞を 96 wellのプレートに入れ、HMGB1 (20μg/ml) を添加。2時

間後に phosphate buffered saline (PBS)で 3回洗浄。2×106 cell/mlに調整し、

C57BL/6マウスから分離した膵島 200個とともに、総量 1.5ml となるように 35mm

ディッシュに入れ、炭酸ガス 5%、湿度 95%、37度の培養器で培養した。ディッシュ

の上清を採取し、HMGB1、TNF-αおよび IL-6 タンパク量を測定した。また、前述

の DMEM培地中に IFN-γ、TNF-α、IL-1β (各 20ng/ml) を添加し、RAW 264.7

細胞を加えずに、マウス膵島 200個のみを分散し、同様の条件で培養した。培養後

の膵島の viability を評価するため、MTT Formazan (Sigma-Aldrich) １ｍｇ/ml

を膵島に添加。37℃で 2時間保存後、上清を除去し、DMSO 200μl を添加。室温

で 5分間攪拌し、570nmで吸光度を測定した。分離直後の膵島 0個、20個、50

個、100個、150個、200個を同様に処理し、得られた吸光度から検量線を作成。こ

れから膵島の viability を計算した。 

図 2. マウスの総胆管（矢印）内にカニュ

レーションし、コラゲナーゼ溶液を注入

(A)。膨化した膵臓（矢印）および脾臓を

一塊に摘出(B)。比重遠心後、最上層と

第 2層の間に集蔟する膵島（矢印）(C)。

精製された膵島(D)。 
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蛍光免疫染色 

 前述の DMEM培地中で、RAW264.7細胞をチャンバースライドグラス内にサブコ

ンフルエントになるまで培養した。HMGB1（20μg/ml）もしくは LPSを添加し、炭酸

ガス 5%、湿度 95%、37度の培養器で培養した。PBSで 3回洗浄した後、3.7%ホ

ルムアルデヒド(Sigma-Aldrich)を添加した PBSを注ぎ、室温にて 30分固定した。

PBSで 2回洗浄し、マイナス 20℃のアセトン(Sigma-Aldrich)を滴下。0.2% 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)を添加した PBSを注入し、室温にて 30分静置し

た。続いて 3%ウシ血清アルブミンを添加した PBSで中和し、30分静置。一次抗体

として NF-κB p65 (C22B4) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA)を滴下し、PBSで 3回洗浄した後、二次抗体として Goat Anti-rabbit IgG 

(Alexia Fluor 488)（abcam, Cambridge, MA）を滴下した。十分に乾燥させ、

ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI(ライフテクノロジーズジャパン、東

京都)を滴下した。共焦点顕微鏡を用いて観察した。 

 

 

糖尿病誘導 

 膵島移植の 5～7日前に、レシピエントとなる C57BL/6マウスに 180mg/kgの

streptozotocin (STZ) (Sigma-Aldrich) を腹腔内投与した。尾静脈から血液を採

取し、Accu-Chek blood glucose monitor (Roche Diagnostics K.K.、東京都)で

血糖値を測定した。2日連続で血糖値 450mg/dl以上となったマウスをレシピエント

として使用した。 

 

 

膵島移植および治療 

 10%ウシ胎児血清を添加した RPMI培地に分離した膵島を入れ、膵島をレシピエ

ントの肝内に経門脈的に注入した。手技の詳細を以下に示す。 

膵島移植のレシピエントとなる C57BL/6マウスにネンブタール注射液(大日本住

友製薬、東京都) 50～75mg/kg を腹腔内投与し麻酔した。腹部正中切開で開腹し、

肝臓を頭側に脱転した。膵島数をカウントし、翼状針 27G針長 13mm (テルモ、東

京都)のチューブ内に充填。マイクロスコープ下に翼状針を膵頭部の門脈に穿刺し、

チューブ内の膵島を注入した(図 3A,B)。刺入部を圧迫止血した後、4-0 または 5-0

の縫合糸で閉腹した。 

 膵島を移植されたレシピエントに DHMEQ (20mg/kg) を 1日 1回腹腔内投与し

た。DHMEQ 1×群は移植直後に 1回、DHMEQ 2×群は移植直後と 1日後の 2

回、DHMEQ 3×群は移植直後と 1、2日後の 3回、DHMEQ 4×群は移植直後、1

～3日後の 4回投与した。対照群には DHMEQ を含有しない vehicle (CMC＋

DMSO) を移植直後、1～3日後の 4回投与した。また Lipo-DHMEQ群には、経
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静脈投与可能な製剤である、Liposomal DHMEQ (20mg/kg) を移植直後に 1

回、陰茎静脈内に投与した。2日連続で血糖値が 200mg/dlを下回った場合を血糖

正常化とした。 

 

 

ブドウ糖負荷試験 

 膵島移植後 14日目に腹腔内ブドウ糖負荷試験 (IPGTT) を行った。6時間の絶

食の後、2g/kgのブドウ糖溶液を腹腔内投与し、投与直前、投与 30、60、90、120

および 180分後に血糖値を測定した。Naïve C57BL/6マウスを対照群として用い

た。 

 

 

炎症性サイトカインと HMGB1の測定 

 培養上清中の IL-6、TNF-α タンパク量を OptEIA Sets (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ) を用いて enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)法で測定した。すべての検体を duplicateで測定した。マウス血清および

培養上清中の HMGB1濃度を、シノテスト社に依頼し ELISA法で測定した 81。 

 

 

Real-time PCR 

 膵島移植後に DHMEQ を腹腔内投与されたマウスの肝臓を、移植から 12時間後

に摘出し、液体窒素で急速凍結した後、-80℃で保存した。Trizol reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて組織サンプルから total RNAを抽出した。

図 3. C57BL/6マウスを腹部正中切開で開腹し、肝臓を頭側に脱転した。マイクロ

スコープ下に膵頭部の門脈(A)を同定。門脈に翼状針を穿刺し、膵島を注入した

(B)。 
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cDNAは Omniscript RT Kit (Qiagen, Valencia, CA) と oligo(dT)-20 primer 

(東洋紡、大阪) を用いて、total RNA 1μgから合成した。生成された cDNAは、

PCRでの相対定量のため、0.5μMの特異的プライマー (Invitrogen) とともに

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) を用いて、LightCycler (version 

1.4) で解析した。PCRの条件は、94℃15秒、続いて 94℃15秒 40サイクル、

60℃20秒、72℃30秒とした。目的とする遺伝子である IL-1β、IL-6、TNF-α、

macrophage inflammatory protein (MIP)-1β、MCP-1のmRNA相対発現量

を、Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNAを内部標

準として用いた標準曲線法で定量した。健常マウスの肝臓を対照として用いた。 

以下の primerを用いた： 

mouse TNF-α forward 5′-ACCCTCACACTCAGATCATC-3′,  

and reverse 5′-GAGTAGACAAGGTACAACCC-3′;  

mouse IL-1β forward 5′-GGATGAGGACATGAGCACCT-3′,  

and reverse 5′-AGCTCATATGGGTCCGACAG-3′;  

mouse MCP-1 forward 5′-TCCCAATGAGTAGGCTGGAG-3′,  

and reverse; 5′-TCTGGACCCATTCCTTCTTG-3′;  

mouse IL-6 forward 5′-CAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG-3′,  

and reverse 5′-GCCACTCCTTCTGTGACTCC-3′;  

mouse MIP-1β forward 5′-CCCACTTCCTGCTGTTTCTC-3′,  

and reverse 5′-GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG-3′;  

mouse GAPDH forward 5′-TACACTGAGGACCAGGTTGT-3′,  

and reverse 5′-CTGTAGCCGTATTCATTGTC-3’。 

 

 

統計 

 各群間の血糖正常化率は Kaplan-Meier法を用い、log-rank testで比較した。

定量的結果は平均値±標準偏差で表記した。統計学的解析は Studentの t検定を

用い、p<0.05 を有意とした。 
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実験結果 

 

同種同系膵島移植における移植膵島数の確定 

 NF-κB 阻害剤 DHMEQ による血糖正常化率改善効果の検証に先立ち、大部分

が移植後に血糖正常化しないが、治療により血糖正常化しうる移植膵島数を検索し

た。C57BL/6 マウスから得られた膵島 50、100、150、175、200、300、400、500 個

を糖尿病化したレシピエントマウスに移植した。膵島 50、100、150、175 個を移植し

た群では、全例移植 14 日後までに血糖正常化しなかった。膵島 200 個を移植した

群では 17%、膵島 300個では 50%、膵島 400個では 67%、膵島 500個では 50%、

600 個では 100%で、移植 14 日後までに血糖正常化した（図 4）。膵島 175 個のモ

デルが適切と考え、後の実験に用いた。 

図 4. C57BL/6 マウスから得られた膵島 50、100、150、175、200、300、400、

500 個を糖尿病化したレシピエントマウスに移植した。膵島 50、100、150、175

個を移植した群では、全例移植 14 日後までに血糖正常化しなかった。膵島 200

個を移植した群では 17%、膵島 300 個では 50%、膵島 400 個では 67%、膵島

500-600個では 75%で、移植 14日後までに血糖正常化した 
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DHMEQはマウスの門脈内膵島移植モデルで血糖正常化率を改善した 

 膵島移植における NF-κB 阻害剤 DHMEQ の効果を検証するため、大部分が移

植後に血糖正常化しない移植膵島数のモデルにおいて DHMEQ を使用した。ドナ

ーおよびレシピエントには、拒絶反応が起こらない同種同系マウスを用いた。

C57BL/6 マウスから得られた 175 個の膵島を糖尿病化したレシピエントマウスに移

植した後、腹腔内にDHMEQを、または静脈内にLiposomal DHMEQを20mg/kg

投与した。対照群にvehicle (CMC＋DMSO) を腹腔内投与したところ、血糖正常化

率は 11.1%であった。一方、DHMEQ 投与群では投与量依存性に血糖正常化率が

改善し、DHMEQ 3×群では 66.7%、DHMEQ 4×群では 83.3%と、有意に改善した。

Liposomal DHMEQ投与群では、単回のみの静脈内投与により 85.7%で血糖正常

化した（図 5A,B）。この実験において、全てのマウスに明らかな副作用を認めなかっ

た。 
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DHMEQはマウス膵島移植における膵島グラフト機能を改善した 

 膵島グラフトの機能を評価するため、移植後 14 日目に IPGTT を施行した。

DHMEQ 治療群では、IPGTT は正常のパターンを呈し、いずれの時点においても

対照群より低い血糖値を示した(図 6A)。DHMEQ 3×群、DHMEQ 4×群および

Liposomal DHMEQ群では、対照群と比較して有意に膵島機能が改善した(図 6B)。 

 

 

 

図 5. 175個の膵島を糖尿病化したレシピエントマウスに移植した後、DHMEQを

投与した。対照群の血糖正常化率は 11.1%であった。DHMEQ投与群では投与

量依存性に血糖正常化率が改善し、DHMEQ 3×群では 66.7%、DHMEQ 4×

群では 83.3%と、有意に改善した。Liposomal DHMEQ投与群では、単回のみ

の静脈内投与により 85.7%で血糖正常化した(A)。移植後日数と血糖正常化率

(B)(文献 78、FIGURE 1 より引用、一部改変)。 
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DHMEQは膵島移植後の肝内の炎症反応を抑制した 

 膵島移植の移植部位の炎症反応を評価するため、レシピエントマウスの肝臓を移植

12時間後に採取し、炎症性サイトカインの mRNA発現量を real-time PCRで測定

した。移植後肝内の TNF-α、MCP-1、MIP-1β、IL-1β、IL-6 の mRNA 発現量は、

対照群と比較して DHMEQ治療群において有意に抑制された（図 7）。 

 

 

 

図 6. IPGTT のいずれの時点においても、治療群では正常の血糖パターンを示

した(A)。DHMEQ 3×群、DHMEQ 4×群および Liposomal DHMEQ群の血糖

値は対照群と比較して有意に低値であった(B)。 （* P<0.05 vs. control) (文献

78、FIGURE 2 より引用、一部改変) 
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DHMEQは移植後マウスの血清 HMGB1濃度を低下した 

 HMGB1 は損傷を受けた組織や細胞か

ら放出されたる核タンパクで 71,74、活性化

したマクロファージからも産生され、炎症

反応の引き金となる 73。それゆえ、膵島移

植における NF-κB 阻害の影響を評価す

るため、血清の HMGB-1 濃度を測定し

た。STZ で糖尿病を誘導したマウスの膵

島移植 12 時間後の血清 HMGB1 濃度

は、移植を受けていない糖尿病化マウスと

比 較 し て 有意に上昇 し た 。 一 方 、

DHMEQ 投与群では移植後の HMGB1

濃度上昇が有意に抑制された（図 8）。 

 

 

 

 

図 7. 膵島移植 12 時間後の肝内の TNF-α、MCP-1、MIP-1β、IL-1β、IL-6 

mRNA 発現量は、対照群と比較し有意に低値であった。(*P<0.05 vs. control、

各 n=5) (文献 78、FIGURE 3 より引用、一部改変) 

図 8. STZで糖尿病を誘導したマウスの膵島移植 12時間後の血清 HMGB1濃

度は、移植を受けていない糖尿病化マウスと比較して有意に上昇した。一方、

DHMEQ 投与群では HMGB1 濃度上昇が有意に抑制された。(*P<0.05 vs. 

control、各 n=5) (文献 78、FIGURE 4 より引用) 
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DHMEQは HMGB1刺激によるマクロファージ細胞株の TNF-α産生を抑制した 

  動物実験モデルにおいて、移植直後

からのDHMEQ投与によって、肝内の炎

症性サイトカイン低下、血清 HMGB1 濃

度の低下を伴う血糖正常化率およびグラ

フト機能の改善を認めた。ここで膵島移植

後早期の膵島傷害で重要な役割を示す

マクロファージに対し、DHMEQ がどのよ

うに影響するかを検証した。まずマクロフ

ァージの細胞株である RAW 264.7 細胞

を DHMEQ 2.5～10μg/ml の存在下で

培養し、HMGB1 (20μg/ml) で刺激した

ところ、DHMEQ の用量依存性に RAW 

264.7 細胞の活性化が抑制され、培養上

清中の TNF-α 濃度が有意に低下した

（図 9）。 

 

 

 

 

DHMEQによる NF-κB核内移行阻害 

 DHMEQは、TNF-α刺激による NF-κBの核内移行を阻害する 77,79。RAW264.7

細胞においては、LPS 刺激による NF-κB の核内移行が DHMEQ によって抑制さ

れる 82。HMGB1 刺激によっても、DHMEQ が同様の機序で TNF-α 産生を抑制す

るかについて、NF-κB、p65サブユニットの蛍光免疫染色によって検証を試みた。 

 条件設定のために RAW264.7 細胞を LPS 1μg/ml で 30 分間刺激し、一次抗体

1時間もしくは 2時間、二次抗体 15分、30分、45分、60分間暴露したところ、一次

抗体、二次抗体とも、長時間の暴露で強い蛍光を発した。この条件では LPS 刺激に

よる p65の核内移行は起こらなかった。 

 続いて LPS 5μg/ml で 60 分間刺激し、一次抗体 2 時間もしくは 6 時間、二次抗

体 45 分間もしくは 2 時間暴露したところ、一次抗体、二次抗体とも 2 時間暴露で良

好に蛍光を発した。また LPS刺激により p65は細胞質から核内へと移行した。 

図 9. RAW 264.7細胞を DHMEQ 2.5～10μg/mlの存在下で培養し、HMGB1 

(20μg/ml) で刺激したところ、DHMEQ の用量依存性に RAW 264.7 細胞の活

性化が抑制され、培養上清中の TNF-α 濃度が有意に低下した。(*P<0.05 vs. 

control、各 n=3) 
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 これを踏まえ、LPS 5 または 10μg/mlで 60分間、HMGB1 20μg/mlで 60分間ま

たは 24時間刺激した後、一次抗体 2時間、二次抗体 2時間暴露した。LPS刺激で

は 5 および 10μg/ml いずれにおいても p65 の核内移行を惹起したが、HMGB1 刺

激では６０分間の刺激でわずかに核内移行を認めるのみであった（図 10）。さらに

HMGB1 刺激時間の条件設定の後、DHMEQ の効果を検討するためには、高価な

HMGB1の試薬を用い、繰り返し実験する必要があると考えられた。 

 

 

 NF-κBは、TNF-α、IL-1、LPS、紫外線、ホルボールエステル 83や、HMGB184に

よって活性化する。TNF-αは、HMGB1が主に RAGE と結合することで、NF-κB経

路を介して産生される 84。また DHMEQがNF-κBに対する高い選択的結合性 85を

持つことから、HMGB1 刺激によっても NF-κB の核内移行を阻害するという機序で

TNF-αを抑制したと考えられるため、これ以上の検索を試みなかった。 

 

 

DHMEQは HMGB1によって活性化したマクロファージから膵島を保護した 

 活性化したマクロファージは膵島移植後早期のグラフト傷害で中心的な役割を果た

す 44,52。活性化マクロファージが引き起こす膵島傷害に対する、DHMEQによるNF-

κB 阻害効果を検証するため、膵島とマクロファージの共培養モデルを用いた。分離

されたマウス膵島 200個を、事前に HMGB1で刺激した RAW 264.7細胞と共培養

した。24 時間後、膵島のみを培養した群における膵島数は不変であった。HMGB1

で刺激された RAW 264.7 細胞と共培養した対照群(vehicle 添加)では、12 時間後

および 24 時間後に膵島数がそれぞれ 189±7.3 個、133±15 個に減少していた。一

図 10. RAW 264.7細胞を LPS 10μg/mlで 60分、HMGB1 20μg/mlで 60分

もしくは 24 時間刺激した。LPS 刺激により p65 は核内に移行したが、HMGB1

刺激による p65の核内移行は不十分であった。 
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方、DHMEQ 添加により、膵島数の減少は有意に抑制され、24 時間後においても

194±2.8 個であった(図 11A)。また DHMEQ 添加により培養上清中の HMGB1、

TNF-α、IL-6 のタンパク量は vehicle 添加群と比較して有意に減少した (図

11B,C,D)。 

 

 

 

 

 

 

図 11. 分離されたマウス膵島を、事前に HMGB1 で刺激した RAW 264.7 細胞

と共培養した。24 時間後、膵島のみを培養した群における膵島数は不変であっ

た。HMGB1 で刺激された RAW 264.7 細胞と共培養した対照群では、12 時間

後および 24 時間後に膵島数がそれぞれ 189±7.3 個、133±15 個に減少してい

た。一方、DHMEQ 添加により、膵島数の減少は有意に抑制され、24 時間後に

おいても 194±2.8 個であった(A)。DHMEQ 添加により培養上清中の HMGB1 

(B)、TNF-α (C)、IL-6 (D)のタンパク量は vehicle添加群と比較して有意に減少

した（*P<0.05 vs. control、各n=4） (文献78、FIGURE 5より引用、一部改変)。 
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炎症性サイトカインにより破壊された膵島からの HMGB1放出 

マクロファージが産生する炎症性サイトカインによる膵島傷害と HMGB1 との関係

を検証した。まず膵島 200 個を IFN-γ、TNF-α、IL-1β (各 20ng/ml)を添加した培

地 200μｌで 24 時間培養した。MTT によって求めた膵島の viability は、対照群が

146±22 個相当であったのに対し、サイトカイン添加群では 80±1.8 個相当と有意

に低下していた(図 12A)。しかし、この時の培養上清中の HMGB1 は両群とも著明

に上昇しており、有意差を認めなかった(図 12B)。 

 

 

サイトカインを添加していない対照群において、24 時間培養後の膵島が相当数破

壊されていることから、対照群においても上清中の HMGB1 濃度が上昇した。これは

膵島数に対して培地の量が不十分だったためと考えられた。Wachlin らの報告 86を

参考とし、膵島 200個に対し培地の量を 1.5ml とした。 

次に、IFN-γ、TNF-α、IL-1β (各 20ng/ml) の存在下で DHMEQ を添加して膵

島 200個を培養した。これらの炎症性サイトカインによる刺激により、膵島は上清中の

HMGB1 の有意な上昇を伴って破壊された。しかし、培地への DHMEQ 添加の有

無は破壊された膵島数や上清中の HMGB1 の濃度上昇を用量依存性に抑制する

傾向を認めたが、有意ではなかった（図 13A,B）。これは DHMEQが、添加された炎

症性サイトカインにより、膵島内に存在するドナー由来のマクロファージの活性化を抑

制するためと考えられた。 

 

図 12. 膵島 200個を IFN-γ、TNF-α、IL-1β (各 20ng/ml)を添加した培地 200μ

ｌで 24 時間培養した。MTT によって求めた膵島の viability は、対照群が 146

±22個相当であったのに対し、サイトカイン添加群では 80±1.8個相当と有意に

低下していた(A)。しかし、この時の培養上清中の HMGB1 は両群とも著明に上

昇しており、有意差を認めなかった(B)。（*P<0.05 vs. control） 
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図 13. IFN-γ、TNF-α、IL-1β (各 20ng/ml) の存在下で DHMEQを添加して膵

島を培養した。これらの炎症性サイトカインによる刺激の後、膵島は上清中の

HMGB1 の上昇を伴って破壊された。しかし、培地への DHMEQ 添加の有無は

破壊された膵島数や培養上清中の HMGB1 の濃度に影響を与えなかった。（各

n=3） 
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考察 

 本研究において、NF-κB 阻害剤として、抗生物質 epoxyquinomicin から誘導さ

れた 76低分子物質であるDHMEQを用いた。DHMEQは核内移行のレベルでNF-

κB を阻害するが、この過程は IκBや c-Jun N-terminal kinase、caspaseの活性

経路には影響を及ぼさない 77。さらに DHMEQは p65、cRel、RelB、p50 のような、

DNA結合に重要な Relファミリーの成分に直接結合する 87。このことがDHMEQの

NF-κB に対する高い選択的阻害性と低い毒性の理由と考えられる。DHMEQ の抗

炎症効果により、ラットの腸管虚血再灌流モデルにおいて TNF-α および IL-6 の産

生を抑制し、生存率を著明に改善する 88。またヒト滑膜細胞 89や角化細胞 90、マウス

における関節炎 91、ぶどう膜炎 92、腸炎モデル 93においても抗炎症効果を有する。さ

らに β細胞の細胞株である INS-1細胞において、DHMEQが TNF-αによって引き

起こされる細胞障害を防止する 94。 

本研究で、わずか 175個の膵島を移植するマウス膵島移植モデルにおいて、移植

直後の短期間 DHMEQ を投与することが、血糖正常化率を改善することを示した。

この効果は膵島を移植されたレシピエントの肝内で、膵島に傷害を引き起こすことが

知られている 74,95炎症性サイトカインのmRNAを有意に減少させたことと関連してい

た。 

 またマウス膵島移植後早期のレシピエントにおいて、肝内の炎症性サイトカインの増

加に加えて血清 HMGB1 濃度上昇が起こっていた。これは HMGB1 が移植直後に

血中へと放出され、抗 HMGB1 特異的抗体により早期グラフト傷害が抑制されること

を示したMatsuokaらの報告 46と類似する。さらにGaoらは、抗HMGB1モノクロー

ナル抗体が TNF-α と IL-1β産生を減少させ、膵島の viabilityを改善する 96と報告

した。本研究では、膵島移植における DHMEQ による効果を解明するため、

HMGB1 とマクロファージの活性化に着目した。HMGB1 はマクロファージなどの免

疫細胞から分泌されるだけでなく、β 細胞を始めとする細胞や組織が損傷した際にも

放出される 74。すなわち活性化した免疫細胞から分泌されるものと、傷害された膵島

グラフトから放出されるものの両方が、膵島移植後の血清 HMGB1 上昇の原因であ

る。 

 本研究では、同種同系マウスの膵島移植モデルにおいて、DHMEQ が有意に移

植後早期の血清 HMGB1 濃度を低下させ、血糖正常化率とグラフト機能を改善した

ことを示した。この結果に基づき、次に HMGB1 とマクロファージによる膵島傷害との

関連について示した。まず HMGB1 (20μg/ml) 添加によるマクロファージの活性化

がDHMEQで抑制されるか検証しところ、HMGB1で刺激したマクロファージ細胞株

RAW 264.7 細胞において、DHMEQ 2.5～10μg/ml を添加することにより、TNF-α

分泌が有意に抑制された。この結果は、LPS で刺激した RAW 264.7 細胞と骨髄由

来のマクロファージにおいて、DHMEQ 添加が炎症性サイトカインおよび誘導型一
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酸化窒素合成、貪食作用を阻害するという Suzuki らの報告 82,97と一致する。また活

性化したマクロファージが分泌する炎症性サイトカインである IL-1 は、膵 β 細胞の壊

死と HMGB1 放出を引き起こす 74。さらに TNF-α および IFN-γ が、マクロファージ

の殺作用を増強する炎症性サイトカイン分泌を促進する 98,99。本研究では活性化マ

クロファージが引き起こす膵島傷害に対する DHMEQ の効果を検証するため、

HMGB1で刺激した RAW 264.7細胞と膵島との共培養モデルを用いた。DHMEQ

は膵島の減少を防止し、同時に培養上清中の HMGB1、IL-6、TNF-α を有意に抑

制した。 

 培養された膵島が DHMEQ によって直接保護されないことを明らかにするため、

RAW 264.7細胞が存在しない環境において、IFN-γ、TNF-α、IL-1β (各 20ng/ml) 

の存在下で DHMEQ を添加して膵島を培養した。これらの炎症性サイトカインによる

刺激の後、膵島は上清中の HMGB1 の上昇を伴って破壊された。しかし、培地への

DHMEQ添加の有無は膵島破壊の程度や培養上清中のHMGB1濃度に有意な影

響を与えなかった。 

以上の結果より、肝内に膵島が移植された後、活性化マクロファージが分泌する炎

症性サイトカインにより膵島グラフトが傷害され、破壊される。破壊された膵島から放

出されたものに加え、マクロファージ自体が分泌する HMGB1 は、さらにマクロファー

ジを活性化し、早期グラフト傷害を助長する。DHMEQ は、HMGB1 が誘発するマク

ロファージの活性化を阻害し、活性化マクロファージが分泌する炎症性サイトカインに

よる傷害から膵島を保護することで、血糖正常化率を改善することが示唆された。 

 本研究では、静注用製剤である Liposomal DHMEQ も使用した。Liposomal 

DHMEQ で治療されたマウスは、膵島移植後、より早く血糖正常化した。DHMEQ 

4×腹腔内投与において膵島グラフトの機能が維持されたが、血糖正常化率 

(p=0.915) 、IPGTT での血糖値  (p=0.142) のいずれにおいても、Liposomal  

DHMEQ 群との有意差を認めなかった。しかしながら、DHMEQ の総投与量は、

Liposomal DHMEQ群が 20mg/kgであるのに対し、DHMEQ 4×群では 80mg/kg

と多く、Liposomal DHMEQ 製剤の方がより強い効果を持つと考えられた。

Liposome は生体内でマクロファージなどの単核貪食細胞に取り込まれる 100,101。炎

症反応におけるマクロファージの重要な役割である貪食作用 101 によって、liposome

製剤が直接マクロファージに取り込まれることが、高い有効性の理由と考えられる。

DHMEQ の臨床応用に際しては、製剤による薬物動態と投与経路の違いを認識す

ることが重要である。 

 本研究の結果は、NF-κB 阻害によりマクロファージの活性を制御することにより、門

脈内膵島移植で生じる傷害から膵島を保護することを示している。NF-κB 阻害という

治療戦略は、HMGB1 とマクロファージによるフィードバックループを遮断し、より少な

い膵島で膵島移植を成功させるために不可欠であると考える。 
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総括および結論 

・新規低分子 NF-κB 阻害剤 DHMEQ は、同種同系マウスの門脈内膵島移植モデ

ルにおいて、血糖正常化率を改善した。 

・DHMEQはマウス膵島移植における膵島グラフト機能を改善した。 

・DHMEQ は膵島移植後の肝内の炎症性サイトカイン (TNF-α、MCP-1、MIP-1β、

IL-1β、IL-6) の発現を抑制した。 

・DHMEQは膵島移植後のレシピエントの血清 HMGB1濃度を低下させた。 

・DHMEQはHMGB1刺激によるマクロファージ細胞株の TNF-α産生を抑制した。 

・DHMEQはマクロファージ細胞株と膵島との共培養において、HMGB1によって引

き起こされる膵島の喪失を抑制し、培養上清中のHMGB1、IL-6、TNF-αタンパクを

低下させた。 

・マクロファージが産生する TNF-α、IL-1β、IFN-γは、膵島を破壊し、培養上清中の

HMGB1 を増加させた。マクロファージ細胞株の非存在下では、DHMEQ による膵

島破壊抑制効果および HMGB1低下効果を認めなかった。 

 

 

 本研究により、DHMEQ による NF-κB 阻害が、マウス同種同系膵島移植における

早期グラフト傷害を抑制することが示された。活性化したマクロファージが産生し、破

壊された膵島からも放出される HMGB1 がさらにマクロファージを活性化し、マクロフ

ァージが分泌する炎症性サイトカインによって膵島の破壊が引き起こされ HMGB1が

放出されるというフィードバックループにおいて、DHMEQ による NF-κB 阻害がマク

ロファージの活性化を抑制することで膵島の破壊を防止するという機序が明らかにな

った。 

 NF-κB は膵島移植後早期のグラフト傷害のみならず、その後に起こる拒絶反応の

中心となる免疫担当細胞の機能においても極めて重要な役割を有する。既にマウス

の同種異系膵島移植モデルにおいて、DHMEQ の免疫抑制効果によって、長期の

グラフト生存が得られることが示されている。今後、炎症反応および免疫機構がよりヒ

トに近い大動物での研究が待たれる。最終的には臨床において、DHMEQが 1人の

ドナーから得られた膵島のみで長期のインスリン離脱を可能とする画期的な治療とな

ることが期待される。 
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