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緒言 

 

 ≪糖尿病≫ 

  糖尿病は，インスリンの分泌能，動態異常から生じる慢性的な高血糖状

態に特徴づけられる代謝性疾患である．食生活や生活環境の変化に伴い，

発展途上国を中心とした糖尿病患者数の増加が顕著であり，2000 年現在，

世界の糖尿病人口は約 1 億 7100 万人と推計され，2030 年には 3 億 6600

万人へ達すると予想されている 1．糖尿病は，自己免疫疾患である 1 型と

生活習慣などによる耐糖能障害を背景とした 2 型に分類される．糖尿病

の大部分は，2 型糖尿病であり，1 型糖尿病の罹患数は全世界で約 1800

万人と推計される 2．また，本邦における 1 型糖尿病の罹患数は不明であ

るが，0-14 歳の人口 10 万人当たりの年間発症数は 2.37 人(1998-2001 年)

と報告される 3． 

  1 型糖尿病の多くは小児期に発症するが，成人発症例も少数ながら存在

する．自己免疫学的機序により，T 細胞が膵ランゲルハンス島細胞を破

壊すると考えられており，その原因として Human Leukocyte Antigen 型

やウイルス感染症などの環境因子などの種々の誘因が考えられているが，

解明されていない点も数多く存在する 3,4．1 型糖尿病を発症すると，イ

ンスリンの分泌不全が終生持続する為，インスリン投与による厳格な血糖

コントロールが生涯にわたって重要であるが 5，インスリン投与による低

血糖発作，神経症，腎症，網膜症，心血管障害といった糖尿病性合併症を

発症することが 1 型糖尿病患者の社会生活の上で大きな支障となってい

る． 

 

 ≪糖尿病の歴史≫ 

糖尿病の歴史は 17 世紀まで遡る．1674 年，Thomas Willis によって，

「甘い尿をもった病期」として発見され，Diabetes-mellitus と命名され

た．一方で，1889 年に Mering, Minkowski らによって，膵臓を摘出し

たイヌが重度の糖尿病を発症したことから，初めて膵臓と糖尿病の関連

が報告された 6．その知見を基に，1894 年に William らは，重度の糖尿

病である 15 歳の少年の皮下にスライスした羊の膵臓を移植した．少年

は数日間血糖値が改善したが，その後全身状態が悪化して死亡した 7．

1924 年には，Pybus らによって，スライスしたヒト（死体）の膵臓を皮

下へ移植する同種移植を複数回施行した症例が報告されたが，数年後に

患者の症状は術前と同様に悪化したと記載されている 8．1922 年，
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Banting と Best らによってインスリンが発見され，糖尿病患者に対する

合成インスリン療法が開始された 9．この発見により，糖尿病患者の血

糖コントロールの手段を得られたが，糖尿病の根治的治療とはならない

為，合併症の併発を完全に抑制するには至らなかった．  

 糖尿病に対する移植医療としては，1924 年の Pybus らの死体ドナー

からの膵臓移植が最初に報告されたが 8，有効な免疫抑制療法が無かっ

た為に，グラフトは拒絶され，患者は術前と同様に悪化した．1963 年に

Murray らによって，腎移植における azathioprine を用いた新たな免疫

抑制療法が報告されて 10 から，臓器移植医療が拡がり，1966 年に

Minnesota 大学で初の膵臓移植(whole pancreas transplantation)が施

行された 11．しかしながら，当時の膵臓移植は合併症，死亡率が高く，

グラフト生着期間も短く，施行数も非常に少なかった為，より低侵襲な

治療法が模索されるようになった 12． 

 

  ≪膵島移植の歴史≫ 

1965 年に Moskalewski らは，ブタ(guinea pig)からコラゲナーゼによ

る膵臓消化法によって，膵島を分離することに成功した 13．その後，Lacy

と Kostianovski によって，ラットの主膵管へコラゲナーゼを注入し，大

量の膵島を単離する方法が報告された 14．これにより，rodent model を

用いた膵島移植モデルが確立され，Ballinger と Lacy らによって，膵島

移植が糖尿病治療法の一つになり得ることが報告された 15,16．そして，

1977 年にヒトに対する初めての同種膵島移植が Minnesota 大学で行わ

れ 17，膵島移植は糖尿病による合併症を予防できる有用な手段であると

考えられた 18．しかしながら、当時の方法では，膵島の収量や純度，活

性度が悪く，インスリン離脱は実現出来なかった．その後，膵島単離法

の改良がなされ，1988 年に Ricordi らによって，オートメーション化し

たヒトの膵島単離装置が開発され 19，飛躍的に膵島単離・純化技術が向

上した．これは，コラゲナーゼを主膵管内へ注入し，膵臓消化後に比重

遠心分離で膵島を閉鎖回路内で回収する方法であり，Ricordi 法と呼ばれ

た．Ricordi 法は，臨床でのヒトの膵島分離にも応用され，初めてのヒト

でのインスリン離脱症例が報告された 20,21． 

膵島移植に対する免疫抑制療法は，1970 年代は azathioprine と

steroid が中心であったが，インスリン離脱を達成することは出来なかっ

た．Giessen のグループは免疫抑制剤として steroid と azathioprine, 

cyclosporine A を用い，更に周術期に抗胸腺グロブリンとインスリンを
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併用することで，移植患者の 30%でインスリン離脱を達成した 22,23．ま

た，Milan のグループは，腎移植後の膵島移植において，35%のインス

リン離脱を達成し 24，世界的にも種々の免疫抑制療法が発表された．

1998 年から 2000 年にかけて，cyclosporine A, mycophenolate mofetil, 

steroid による併用療法に，basiliximab を導入療法に用いる新しいプロ

トコルが報告された．これは，抗 interleukin (IL)-2 レセプターへのモ

ノクローナル抗体を膵島移植に初めて用いた方法であった 25,26．これら

の報告で代表される様に，1990 年代には，steroid, cyclosporine A の併

用療法が主流であった． 

しかしながら，1990 年代までにヒトに対する膵島移植が 400 例以上

施行されたが，その移植成績は満足得られるものでは無かった．1999 年

の International Islet Transplant Registry によれば，1990 年以降に行

われた 267 例の同種膵島移植の中で，7 日間以上のインスリン離脱を達

成したのは 12.4%であり, １年以上では僅か 8.2%であった 27．また，イ

ンスリン離脱を達成する為には，①膵臓保存時間は 8 時間以内，②移植

される膵島総量は，6000 islet equivalents (IEQ)/ kg/ body weight (BW) 

(1 IEQ = 150-200 m)28,29以上に設定，③経門脈的に肝内へ移植，④モ

ノクローナル，或いはポリクローナル T 細胞抗体を免疫抑制誘導に用い

ることが重要とされたが 27，膵島グラフトの質・収量，拒絶反応などの

問題点が浮き彫りとなった．これらの問題点を解決すべく，膵島移植の

大きな転換点となったのが Edmonton Protocol である 30． 

  

≪Edmonton Protocol≫ 

 Edmonton Protocol とは，2000 年に Shapiro らによって Canada

の Alberta 大学から発表され，膵島移植の成績を劇的に改善させたプロ

トコルである 30．Edmonton Protocol の要旨は，以下の通りである．①

免疫抑制療法には，Sirolimus (a mammalian target of rapamycin 

inhibitor), 低用量の Tacrolimus nuclear factor of activated T cells 

(NFAT) inhibitor を 維 持 療 法 に ， Daclizumab anti-cluster of 

differentiation (CD)25 monocolonal antibody (mAb)を導入療法に使用

する．また，steroid は使用しない．②質が高く，（複数のドナーから）

十分量の膵島(10000 IEQ/kg/BW 以上)を移植する．③レシピエントは，

腎機能が正常でインスリン必要量が少ない(0.7 Units/ kg/ BW 以下)1 型

糖尿病患者とする 30．この方法を 7 人の 1 型糖尿病患者に適用し，1 年

後のインスリン離脱率 100%を達成した．そもそも，膵島移植のグラフ
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ト不全の原因としては，移植部位（肝臓）における炎症反応，拒絶反応，

免疫抑制剤による細胞毒性などが考えられている 31．Edmonton 

Protocol では，エンドトキシン量の少ないコラゲナーゼを使用し，可及

的速やかに膵島単離を行い，平均 800000 IEQ の膵島グラフトを経門脈

的に肝内へ移植することによって，これらの諸問題を解決した． 

 

 ≪Edmonton Protocol 後の成績≫ 

Edmonton Protocol の発表後，Immune Tolerance Network を介して，

9 施設 (University of Alberta, Edmonton; University of Minnesota, 

Minneapolis; University of Miami, Miami; University of Washington, 

Seattle; Washington University, St. Louis; Harvard University, 

Boston; University of Geneva, Geneva; Justus-Liebig University, 

Giessen;, and University of Milan, Milan)共同による Edmonton 

Protocol の追加試験が行われた．36 例の 1 型糖尿病患者に膵島移植が行

われたが，1 年後のインスリン離脱率は 44%にとどまり，施設毎の移植

経験の差によって移植成績に多大な差が生じた 32．また，2005 年の Ryan

らによる追加報告によると，Alberta 大学の Edmonton Protocol による

膵島移植後のインスリン離脱率は，術後 1 年目では約 80%に上るものの，

術後 5 年目には約 10%まで低下してしまうことが判明した 33．その原因

は様々であるが，代表的なものとしては Sirolimus の膵島グラフトへの

毒性や膵島の生着・血管新生に対する阻害作用 34，Tacrolimus の糖尿病

誘発性 35 などが挙げられる．その後，Collaborative Islet Transplant 

Registryによる 1999-2010年までの膵島移植 677例の多施設共同研究が

施行された．同報告では，T-cell depleting antibody，anti-tumor necrosis 

factor (TNF)- inhibitor，mammalian target of a rapamycin inhibitor, 

inosine monophosphate dehydrogenase inhibitor, calcineurin 

inhibitor 等の新規免疫抑制療法・抗炎症療法が導入された．その結果，

2007-2010 年の間に施行された 208 例では，移植 3 年後のインスリン離

脱率が 44%まで改善したと報告される 36．しかしながら，現在の膵島移

植では複数ドナー，複数回移植などに代表される様に，医療資源を多用

しているにも関わらず，膵臓移植と比較しても長期成績が十分とは言え

ない 32,33,37．移植成績を向上させる為には，移植膵島の有効性・グラフ

ト生着率・膵島機能の保存効果の改善，効果的な免疫抑制療法の導入な

どが重要と考えられており 33，膵島移植が 1 型糖尿病の根治的治療法と

なる為には，種々の課題が山積している． 
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  ≪拒絶反応≫ 

   同種同系以外のドナーの臓器をレシピエントへ移植すると拒絶反応

が惹起される．臓器移植後の拒絶反応は，超急性拒絶反応，急性拒絶反

応，慢性拒絶反応に大別される．本研究では，T 細胞を中心とした細胞

性免疫が主因となる急性拒絶反応について考察する． 

 

  ≪細胞性免疫≫ 

   T 細胞は，細胞表面に CD4 及び CD8 という T 細胞特異的蛋白質を

発現する．骨髄内で造血幹細胞から派生した pro-T 細胞(CD4-CD8-)は

胸腺へ移動する．pro-T 細胞は，胸腺内に強く発現する IL-7 と c-kit 

ligand に反応して増殖し，early activation marker の代表である CD25

を発現する 38．また，pro-T 細胞の T cell receptor (TCR) 遺伝子の再

構築・発現が生じるが，この時点では鎖は発現しておらず，成熟 T 細

胞内の型 TCR はまだ発現されていない．この様な，鎖のみの TCR

を pre-TCR複合体と呼ぶ 38．細胞表面に pre-TCR複合体が発現すると，

ligand 刺激が無くても TCR鎖遺伝子の再構築，CD4/CD8 分子の発現

が惹起され，pro-T 細胞は，成熟 T 細胞型型 TCR を細胞表面に発現

した pre-T 細胞(CD4+CD8+)へ分化する 39．pre-T 細胞の TCR分子が

major histocompatibility complex (MHC) class I, II 分子と相互作用す

ると，胸腺内での positive selection が惹起され，成熟した T 細胞

(CD4+CD8- helper T 細胞，或いは CD4-CD8+細胞障害性 T 細胞)へ変化

する 40．この過程には， Th-POK41，Runx42と呼ばれる転写因子がそ

れぞれ，helper T 細胞，細胞障害性 T 細胞への分化に重要な役割を果

たすことが報告されている． 

   胸腺から末梢血中に移動した naïve T 細胞（抗原刺激を受ける前の成

熟 T 細胞）は，リンパ節へと移入(homing)することで，免疫応答に関

わることとなる 43．体内に侵入したタンパク質抗原は，樹状細胞に代表

される抗原提示細胞(antigen presenting cell; APC)によって捕捉され，

リンパ節や脾臓へ輸送される．そこで，naïve T 細胞は抗原を認識し，

抗原―MHC複合体を形成し，末梢リンパ組織において活性化される 44．

その結果，抗原特異的リンパ球の増加と effecter 及び memory T 細胞

への分化が惹起される．CD4+ effecter T 細胞は，マクロファージや B

細胞の MHC class II 分子と結合し，サイトカインを分泌することで，

マクロファージを活性化させ，B 細胞分化を誘導し，抗体産生にも寄与

している．また，CD8+ effecter T 細胞(細胞障害性 T 細胞)は，MHC class 
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I 分子を発現する感染細胞や腫瘍細胞を傷害する．一方，memory T 細

胞は，T 細胞が抗原特異的に拡大した細胞集団であり，抗原と接触後早

急に effecter T 細胞を誘導することによって，抗原を排除する役割を持

つ 45．TCR による，抗原―MHC 複合体の認識は，T 細胞活性化の初期

シグナルとなり，その後の T 細胞免疫応答を誘導するが，それのみで

は，T 細胞の十分な活性化(full activation)は得られない．T 細胞の活

性化には，CD28 などの副刺激経路(second signal)や APC や T 細胞自

身によって産生される IL-2 等のサイトカインの関与が必要である 46． 

 

  ≪T 細胞におけるシグナル伝達≫ 

   TCR/CD3 複合体に抗原刺激が樹状細胞などの APC によって提示さ

れることにより，抗原特異的なクローン性増殖と分化が誘導され，更に

副刺激経路からの刺激が追加され，T 細胞が活性化する 46．TCR が抗

原―MHC 複合体を認識すると数分から数時間以内に，シグナル伝達経

路が活性化し，CD4, CD8 受容体や, CD2, CD28 などの副刺激経路を介

し，インテグリンなどが誘導され，細胞周期が G0 から G1 期へ移行し

て細胞増殖が開始される．一旦このリンパ球幼若化反応が惹起されると，

T 細胞と抗原―APC 複合体との結合が強化され，免疫学的シナプスと

呼ばれる細胞膜分子と TCR との複合体が蓄積していく 47-49．CD3 と

TCR ζ 鎖の細胞質内タンパク質には，imunoglobulin receptor family 

tyrosine-based activation motifs (ITAM)と呼ばれる 9 個の保存ペプチ

ド配列が存在する．ITAM は，Lck (Src family)によってリン酸化され，

Syk family (tyrosine kinase)を介して，ZAP-70 と呼ばれる tyrosine 

kinase の結合部位となる 50．ZAP-70 は，TCR ζ 鎖のリン酸化チロシ

ンと結合し，Linker of activation of T cells や Growth factor 

receptor-binding protein 2 等の adaptor protein をリン酸化して，

tyrosine kinase を介したシグナル伝達に必要不可欠な役割を持つ． 

   TCR によって調節される tyrosine kinase は種々のものがあるが，最

も代表的であるのが phospholipase (PL) C1 である．PLC1 は，

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate を加水分解することにより，

inositol 1,4,5-trisphosphate や diacylglycerol (DAG)を産生する．その

結果，T 細胞内のカルシウムイオン(Ca2+)濃度や protein kinase C 

isozyme である serine/threonine kinase family を調節することが可能

となる 51．その結果，細胞内 Ca2+濃度が上昇し，calcineurin protein 

phosphatase の活性が高まり，NFAT の脱リン酸化や核内移行が促進
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される 52． 

また，免疫学的シナプスに隣接した DAG と Ca2+が蓄積すると，

Ras-GRP guanine nucleotide binding protein である p21ras を活性化

させるカスケードが惹起される 53．Ras 分子は選択的にグアノシン三リ

ン酸(guanosine triphosphate; GTP)へ結合し，Raf-1 (serine/threonine 

kinase)を介して下流の extracellular signal-regulated kinse (ERK), 

mitogen-activated protein kinases (MAPK), MEK (MAPK/ERK) 1,を

活性化させる 54．p21ras-GTP 複合体活性化の程度は，GTP の加水分解

などの要因によって規定される．p21rasの活性化は，p120-GAP や

neurofibrominなどのGTPase activating proteinによって調整される．

TCR からの p21rasへのシグナル伝達は，Sos に代表される guanine 

nucleotide exchange protein が重要な役割を果たしており 55,56，p21ras

から核へのシグナル伝達は，ERK1, ERK2 といった MAPK によって調

整される 57 ． 

他のシグナル伝達経路として重要なのは，CD28 を介した副刺激経路

である．リガンドである B7-1 と B7-2 が CD28 と結合すると，TCR か

らの刺激と共同で T 細胞の活性化を促進させる． 

その結果，Rac/Rat GTP cascade や PLC cascade の活性化によって，

activator protein-1 (AP-1), nuclear factor  B (NFB), NFAT 等に代表

とされる転写因子の転写が開始される 58． 

 

 ≪AP-1≫ 

   AP-1 は，1987 年に Angel らや Lee らによって転写因子として初め

て同定されたが 59,60，その構成要素を含んだレトロウイルスの同族体は，

より以前にも報告されていた 61．その後，AP-1 に関して種々の報告が

されているが，その生物学的特性や生理学的特徴は解明されていない点

も多い． 

   AP-1 は様々な細胞に発現している転写因子の一つであり，TREs 

(phorbol 12-O-tetradecanoate-13-acetate response elements)として

知られる AP-1 site を含んだ遺伝子の活動をコントロールしている．

AP-1 は growth factor62, oncoprotein63, proinflammatory cytokine64,65, 

ultra violet radiation66などの種々の刺激によって活性化される．構造

としては，basic region-leucine zipper (bZIP) protein の homo-dimer

か hetero-dimerで形成される．bZIP proteinは，主に Fos family (c-Fos, 

FosB, Fra-1, Fra-2), Jun family (c-Jun, JunB, JunD), activating 



9 

 

transcriptional factor (ATFa, ATF-2, ATF-3)や Jun dimerization 

partners (JDP1, JDP2)などの subfamily に分類される 63,67-70．AP-1

の subunit の中でも，c-Fos, c-Jun, FosB の転写活性は強力であるが，

JunB, JunD, Fra-1, Fra-2 は弱く，それらの組み合わせによっては二

量体の機能が異なる．通常，AP-1 は転写を促進する因子として機能す

るが，一定の環境下では，抑制因子として機能する場合もあると報告さ

れる 71．Jun protein は安定した homo-dimer を形成し，DNA 認識部

位である TREsに結合して，転写誘導を調節する 59．一方で，Fos protein

は安定した homo-dimer を形成する事が出来ないものの，Jun protein

と hetero-dimer を形成して DNA に結合する事が可能であり，その

hetero-dimer は Jun-Jun dimer よりも強固な結合力を有するだけでな

く，複合体の半減期も長い 72．一方，ATF protein は Jun protein との

hetero-dimer を形成し，cAMP 反応部位に結合する．すると c-Jun が

最も強い活性を発揮し，Jun protein の DNA 結合親和性や転写促進能

力が大きく変化する 73．反対に，JunB と hetero-dimer を形成すると，

転写活性を抑制する性質を有するようになる事が知られている 74．この

様に種々の subunitの組み合わせによって性質が変化する事が AP-1の

特徴である．そして，AP-1 はリン酸化されることによって活性化し，

様々な細胞外刺激を受容し，転写活性を調節するようになると考えられ

ている 75．その結果，AP-1 は種々の細胞増殖，アポトーシス，炎症，

創傷治癒，腫瘍形成能などに関与している．IL-276,77, IL-478, IL-1077, 

IL-1379, IL-1780, interferon (IFN)-77などの転写が促進される事が報

告されており，AP-1 が自然免疫に関わっている事が示唆されている．  

 

 ≪AP-1 阻害と免疫抑制≫ 

AP-1 は，慢性関節リウマチ 79,81,82，乾癬 82，強皮症 83 の様な自己免

疫炎症性疾患の病勢，敗血症時の腎機能障害 84，肝機能障害 85等に関与

していることが報告されているが，移植後免疫に関する報告はほとんど

無い 86,87．T 細胞の刺激経路において，AP-1 の下流には，細胞性免疫

における重要なサイトカインである IL-2 が存在している事が知られて

いる 77．この事実から，AP-1 を阻害すると免疫抑制効果が発揮される

事が予想される． 

T-5224，3-5-4-(Cyclopentyloxy)-2-hydroxybenzoyl-2- 

(3-hydroxy-1,2-benzisoxazol-6-yl) methoxyphenylpropionic acid,は

富山化学工業株式会社で開発された新規選択的 AP-1 阻害剤である 79．
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T-5224 は，AP-1-DNA 複合体の結晶構造に基づいた三次元活性基モデ

ルを使用して，設計・合成され，AP-1 以外の転写因子に影響を及ぼす

ことなく，c-Fos/c-Jun の DNA 結合活性を選択的に阻害する 79． 

   選択的 AP-1 阻害剤 T-5224 は，慢性関節リウマチ 79，強皮症 83，腎

障害 84，肝障害 85，において抗炎症作用を示すことが報告されてきた．

しかしながら，T-5224 が T 細胞の機能抑制効果を有するか，移植モデ

ルにおいて免疫抑制効果を有するか否かは，現時点では不明である． 

 

  ≪本研究の目的≫ 

   本研究では，新規 c-Fos/AP-1 阻害剤 T-5224 の T 細胞機能抑制効果，

並びにマウス同種異系膵島移植モデルにおける免疫抑制効果の有無に

ついて検討した． 

  

  ≪本研究の結論≫ 

新規 AP-1 阻害剤 T-5224 は，c-Fos/AP-1 DNA 結合能を阻害すること

によって T 細胞機能を抑制し，マウス同種異系膵島移植モデルにおいて，

アログラフト生着期間を延長させた．また，NFAT 阻害薬 Tacrolimus

との併用により，更に強力な免疫抑制効果を発揮した．本研究によって，

膵島移植における c-Fos/AP-1 阻害という新たな免疫抑制療法の可能性

が示唆された． 
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略語表 

 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである．  

 

APC antigen presenting cell 

AP-1 activator protein-1 

ATF activating transcriptional factor 

AUC area under the curve 

BW body weight 

bZIP basic region-leucine zipper 

B6 C57BL/6J (H-2b) 

CD cluster of differentiation 

DAG diacylglycerol 

dH2O distilled H2O 

DM diabetes mellitus 

DMSO dimethyl sulfoxide 

ELISpot enzyme-lynked immuospot 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

FBS fetal bovine serum 

GTP guanosine triphosphate 

HANKS Hanks’ Balanced Salts 

H-E hematoxylin-eosin 

HMGB high mobility group box 

HPBCD    2-hydroxypropyl--cyclodextrin 

IEQ islet equivalent 

IFN interferon 

IL interleukin 

IPGTT intraperitoneal glucose tolerance test 

ITAM imunoglobulin receptor family tyrosine-based activation 

motifs 

LPS lipopolysaccharide 

mAb monoclonal antibody 

MAPK mitogen-activated protein kinases 

MEK MAPK/ERK 

MHC major histocompatibility complex 
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MLR mixed lymphocyte reaction 

MST median survival time 

MTS methyl tetrazolium salt 

MTT methyl thiazolyl tetrazorium 

NFAT nuclear factor of activated T cells 

NFB nuclear factor  B 

OCT optimal cutting temperature 

PBS phosphate buffered saline 

p-c-Jun phosphorylated-c-Jun 

PL phospholipase 

PM perfect medium 

POD post-operative day 

PVP Polyvinylpyrrolidone 

q-PCR quantitavive-polymerase chain reaction 

RPM round per minite 

STZ Streptozotocin 

TCR T cell receptor 

Th helpler T 

TNF tumor necrosis factor 

TRE phorbol 12-O-tetradecanoate-13-acetate response elements 
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実験方法 

 

本研究の実験計画書は，「北海道大学動物実験に関する規定」に則って

承認され，同規定に従って施行された． 

 

1) 動物 

  オスの C57BL/6J (B6: H-2b)と BALB/c (H-2d)マウスを第 7～9 週令で

日本エスエルシー株式会社 (静岡)より購入し，北海道大学大学院医学研

究科附属動物実験施設内で，病原体より隔離された状態で管理した． 

 

2) In vivo experiments 

 

① 膵島単離法 

 

(a) 単離前に以下の薬品を調剤する． 

  準備： 

・ Hanks’ Balanced Salts (HANKS)原末(#H1387,Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) 

・ 8.4%メイロン (#873929, Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd. 

Tokyo)  

・ Collagenase type-2 (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, 

USA) 

・ Conray-400 (#010158, Daiichi Sankyo，Tokyo) 

・ Ficoll PM-400 40 g (#F4375, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 

・ Phenol red (#P5530, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

・ Kanamycin (Meiji Seika Pharma Co., Ltd., Tokyo) 

・ RPMI-1640 (#R8758, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 

・ Fetal bovine serum (FBS; #10099-141, Life Technologies 

Japan, Tokyo) 

・ Penicillin 100 Units/mL + Streptomycin 100 g/mL (#P4333, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

・ Amphotericin B 0.25 g/mL (#A2942, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) 
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手順： 

・ HANKS 溶液 

HANKS 原末 1 V を distilled H2O (dH2O) 1000 mL 内に溶解 

し，オートクレーブ(2 時間, 2 atm, 121C)で加熱滅菌後，8.4% 

メイロン 4.2 mL を追加し，4C 冷暗所で保存． 

 

・ 0.2%コラゲナーゼ溶液(2 mg/mL) 

Collagenase type-2 80 mg + HANKS 溶液 40 mL を混合し， 

-80C で保存．使用する直前に，37C の water bath 内で溶解 

する． 

 

・ Ficoll-Conray 液 

500 ml ビーカー内に dH2O 250mL + 10% ブドウ糖溶液 4.8  

mL + Conray-400 80 mL を注ぎ、stirrer bar にて撹拌する． 

そこへ，Ficoll PM-400 40 g を少量ずつ添加し，更に撹拌を 

続ける．アルミホイルでフタをし，6～8 時間 stirrer bar にて 

撹拌．溶媒が十分に溶解した後，溶液総量が 480 mL となる様 

に dH2O を追加する（メスシリンダーで計測）．十分に撹拌後， 

比重が 1.095 g/cm3となる様に，dH2O を添加して微調整する． 

溶液をオートクレーブ(2 時間，2 atm，121C)で滅菌し，常温 

まで冷却後，phenol red 4.8 mL，kanamycin 4.8 mL を添加 

する．蒸発による溶液量の減少がある為，総量がオートクレー 

ブ前と同様になる様に dH2O を追加する．最後に，8.4%メイ 

ロン 2.2 mL を添加して，撹拌し，4C 冷暗所にて保存する（比 

重遠心溶液 A と呼ぶ）． 

 

・ 比重遠心溶液 

比重遠心溶液 A と dH2O を以下の如く混合し，4C 冷暗所で保 

存． 

A 液:比重遠心溶液 A 原液           （比重 1.095 g/cm3） 

B 液:比重遠心溶液 A 35 mL + dH2O 5 mL  （比重 1.084 g/cm3） 

C液:比重遠心溶液 A 30 mL + dH2O 10 mL （比重 1.072 g/cm3） 

D液:比重遠心溶液 A 20 mL + dH2O 20 mL （比重 1.048 g/cm3） 
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・ FBS の非動化 

凍結されていた FBS を常温で溶解させる．Water bath 内で 

56C，30 分間静置し，非動化する．その後，分注して-20C で 

保存する． 

 

・ RPMI-1640 溶液 

    4C で保存した RPMI-1640 を室温へ戻す．-20C で保存した 

非動化 FBS 50 mL，抗生剤混合液 5 mL（penicillin 100  

Units/mL, streptomycin 100 g/mL, amphotericin B 0.25  

g/mL）を 37C water bath 内で溶解する．RPMI-1640 500 mL  

+ 非動化 FBS 50 mL +抗生剤混合液 5 mL を十分に撹拌し， 

4C 冷暗所で保存する． 

 

 

(b) 膵島単離 

 準備： 

・ BALB/c (H-2d)マウス 

・ 30-gauge 針(#305107, Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lake, NJ, USA) 

・ PE10 catheter (#42701, Becton Dickinson and Company, 

Franklin Lake, NJ, USA) 

・ 0.2% collagenase 溶液 2)①(a)で作成 

・ non-treated dish (#353003, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA) 

・ HANKS 溶液 2)①(a)で作成 

・ 15 mL Falcon tube (#352096, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA) 

・ 比重遠心用液 A, B, C, D 2)①(a)で作成 

・ 35 mm dish (#1000-035, IWAKI, Tokyo) 

 

  手順： 

    ドナーマウス BALB/c (H-2d)から採取された膵島は，24 時間イン

キュベーター内で培養させる為，膵島単離は移植 24 時間前に行う． 

    ドナーである BALB/c (H-2d)マウスの頸椎を脱臼し，安楽死させる．
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頭側が手前になるように仰臥位で静置し，腹部へ 70%エタノールを

噴霧して消毒する．腹部正中切開＋両側肋弓下切開にて開腹し，輪ゴ

ムで上肢と胸部を固定する．小腸と大腸を左側，肝を頭側へ展開する．

十二指腸の Vater 乳頭を同定し，モスキートペアンを用いてクラン

プする．モスキートペアンを尾側に牽引し，総胆管にテンションをか

ける．顕微鏡下（倍率: 40）に総胆管周囲の結合織を剥離後，30-gauge

針を用いて総胆管前壁に切開を入れる．PE-10 catheter を総胆管へ

逆行性にカニュレーションし，予めシリンジ内に用意した 0.2% 

collagenase 溶液を約 2 mL 総胆管から主膵管へ向かって注入する．

この際，モスキートペアンによる Vater 乳頭のクランプが不十分で

あると，主膵管へ注入されない．膵の膨隆を確認してから，膵を腸管・

脾臓から剥離し，氷上の non-treated dish 上に留置．この作業を 20

分以内に 4 匹分繰り返す．4 匹分終了後，加湿されたインキュベータ

ー内(37C，5% CO2)へ静置する． 

20 分後，インキュベーターから取り出し，4C HANKS 溶液約 4 mL

を振りかけて，collagenese を不活性化させる．15 mL Falcon tube

へ dish 内容を移し，約 150 回程度ピペッティングして撹拌．次に，

遠心分離1400 round per minite (rpm)  1 分間, 4Cを行う．上清を

破棄し，HANKS 溶液を 2 mL 注ぎ，ピペッティングする．ビーカー

に茶漉しを乗せ，茶漉しで組織を濾過する．この際，茶漉しやビーカ

ー壁に付着した組織に HANKS 溶液を振りかけて，余分な組織以外を

ビーカー内に回収する．再度，遠心分離(1400 rpm 1 分間, 4C)．パ

スツールピペットで上清を吸引し，HANKS 溶液を 4 mL 程度追加し

て pellet を十分に撹拌．更に HANKS 溶液を追加して溶液が約 15 mL

程度になったら遠心分離(1400 rpm  1 分間, 4C)．これを 2 回繰り返

す．遠心分離後，パスツールピペットで上清を pellet 限界まで吸引す

る．比重遠心用 A 液を 4 mL，同じピペットに注ぎ，pellet が無くな

るまで Vortex Mixer にて必要十分に撹拌．B 液 2 mL, C 液 2 mL, D

液 2 mL の順に，ピペットを壁に密着させて回転させながら，層を破

壊しないように慎重に注ぎ，比重遠心分離 (2200 rpm  10 分間, 4C)．

C と D 層の間に膵島が存在する為，D 層全体を採取する程度に CD 層

間の細胞塊を採取する．細胞塊を懸濁するように HANKS 溶液を追加

し，遠心分離(1400 rpm  1 分間, 4C)．上清を吸引し，再度 HANKS

溶液で撹拌後，遠心分離(1400 rpm  1 分間, 4C)する．上清を pellet

限界まで吸引後，RPMI-1640 溶液を pellet と混合する．全体を吸引
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し，35 mm dish 上へ静置．培地内には，膵島以外に aciner cell 等の

不純物が混合している為，顕微鏡下（倍率: 40）に不純物を handpick

で除去しつつ，RPMI-1640 溶液を追加する．RPMI-1640 溶液内がほ

ぼ膵島のみになったら(purity > 90%)，インキュベーター内(37C，5 % 

CO2)へ静置し，24 時間培養する． 

 

 

 

② 糖尿病誘導法 

実験動物を糖尿病化させる方法は，膵臓全摘と Streptozotocin (STZ)

投与による膵細胞の破壊の 2 通りがある．カニクイザル(Macaca 

fascicularis)88,89やアカゲザル(Macaca mulatta)90などの霊長類を糖尿

病化させる場合には，膵臓全摘を行うこともある．しかしながら，マウ

スの場合は個体が非常に小さく，総胆管を温存しながら膵臓全摘を行う

ことは非常に困難である．その為，STZ 投与法が用いられることが多い．

STZ は，Streptomyces achromogenes を培養することから分離され，

元来抗腫瘍効果を持つ抗生物質として開発された 91．膵細胞破壊作用

があることから，膵島腫瘍等の治療に用いられたが 92，近年では実験動

物の糖尿病誘導目的に使用される 93-96．マウスを用いた膵島移植実験に

おいても STZ は多用されているが，STZ 投与量や投与後の移植待機日

数などは報告によって異なる 97-99．北海道大学大学院医学研究科消化器

外科学分野Ⅰでは，本論文と同一の方法，即ち STZ 180 mg/kg BW を

腹腔内投与し，投与 5 日後に膵島移植を施行するモデルを用いた研究報

告があり 94,95，同方法による実験を施行した． 

 

  準備： 

・ B6 (H-2b)マウス 

・ STZ 原末(#S0130, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

・ クエン酸三ナトリウム(#S4641-25G, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) 

・ クエン酸一水和物(#09106-02, Nacalai Tesque, Kyoto) 

・ Accu-check active II blood glucose measuring instrument 

(Roche Diagnostics K. K., Tokyo) 

・ 手術道具一式 
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(a) STZ 溶液作成法 

  

    STZ 原末は冷暗所(-20℃)に保存する．使用する直前，常温へ約 10

分間静置する．クエン酸三ナトリウム (14.78 mg/mL)，クエン酸一

水和物 (9.55 mg/mL)を dH2O と混和させ，Vortex Mixer にて十分に

撹拌する．その後，マウスへ投与する直前に STZ 原末を 8 mg/mL と

なる様に追加し，優しく撹拌する． 

    例：dH2O 5 mL + クエン酸三ナトリウム 73.9 mg + クエン酸一

水和物 47.8 mg + STZ 40 mg 

 

(b) 糖尿病誘導の実際 

 

   レシピエントとなる B6 マウスの体重を予め測定する．STZ 投与によ

る脱水（多尿による）や移植の侵襲に耐えられるべく，体重概ね 25～

30 g の個体を選別する． 

移植 5 日前に STZ 180 mg/kg BW を腹腔内投与する． 

   STZ 投与後のマウスは，概ね投与 2 日後頃から多飲多尿となる．そ

の為，十分量の水分を与えることと，cage 内チップを頻繁に交換する

ことが重要である（多尿によってチップが濡れ，マウスの体温が低下す

る為）． 

Accu-check active II blood glucose measuring instrument を用いて，

B6 マウスの尾静脈より採取した血液で血糖を測定する．移植前日と移

植当日(STZ 投与 4・5 日後)の随時血糖がいずれも 450 mg/dL 以上であ

った個体を糖尿病化されたと定義し，レシピエントとして使用する． 

 

 

③ 膵島移植法 

  マウスを用いた膵島移植モデルには，経門脈的に肝内へ移植する（門注）

モデル 95と腎被膜下へ移植する（腎被膜下）モデル 100,101 の 2 種類があ

る．門注モデルは腎被膜下モデルに比較すると技術的には困難を伴うが，

臨床の膵島移植は門脈内投与で施行されており，可能な限り臨床に則した

実験を行うという趣旨で，本研究においても門注モデルを採用した． 

 

  準備： 

・ RPMI-1640 溶液 2①(a)で作成 
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・ 35 mm dish (#1000-035, IWAKI, Tokyo) 

・ Eppendorf AG safe lock tube 1.5 mL  (#0030 120.086, 

Eppendorf, Tokyo) 

・ Low binding pipette (#15281T-1, Nippon Genetics, Tokyo) 

・ 27-gauge 翼状針付チューブ(#SV-27DL, Terumo, Tokyo) 

・ ネンブタール注射液(pentobarbital sodium; #116-01051-1, 

Dainippon Sumitomo Pharma, Osaka) 

・ キムワイプ S-200 (Crecia, Tokyo) 

・ Hamilton syringe (1725LT 250ul SYR) 

・ 手術器具一式 

・ Glucose 原末(#G5767, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

 

  手順： 

 

(a) 膵島の準備 

    移植前日に単離された膵島をインキュベーターから取り出し，顕微

鏡下（倍率: 40）に膵島の状態を確認する．形状の悪化した膵島は

除去し，直径約 150～200 m で球状の膵島を移植に使用する． 

    Eppendorf tube 内に HANKS 溶液 300 L を予め入れておき，100 

L ピペットを用いて，膵島(200, 300, 400, 500, 600 個)を Eppendorf 

tube 内へ注入する．Low binding pipette を用いて，膵島を HANKS

溶液 100 L と共に 27-gauge 翼状針付チューブ内に充填し，

Hamilton syringe を装着する． 

 

(b) 膵島移植術 

    STZ で糖尿病を誘導したレシピエント B6 マウスへ，0.5%ネンブ

タール溶液(dH2O で希釈)を 50 mg/kg BW となる様に腹腔内投与し

て麻酔する．仰臥位とし，腹部へ 70%エタノールを噴霧して消毒し，

正中切開で開腹する．左側腹部に生理食塩水で湿らせたキムワイプ

S-200 を留置し，マウスの腸管をキムワイプ S-200 上に脱転させ，門

脈を十分に露出させる．膵島を注入した翼状針を膵上縁付近の門脈へ

穿刺し，膵島を経門脈的に肝内へ移植する．この際，針内に膵島が遺

残する可能性がある為，門脈血を少量逆流させて flush する．Air が

門脈内へ多量に注入されると，肝梗塞によって死亡することがある為

十分に留意する．予め準備した綿球で刺入点を圧迫し，約 2 分後に
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解除する．3 分以上圧迫すると，死亡する危険性が高まる為，十分に

注意する．止血を確認後，腸管を静かに腹腔内へ還納し，4-0 ナイロ

ン糸で 2 層に連続縫合して閉腹する．術後，マウスは容易に低体温

で死亡する為，覚醒するまでは十分に保温する．最後に，翼状針内に

残存した膵島をカウントし，実際に移植された膵島数を計算する．  

 

 

(c) 術後管理 

    マウスには，十分な食餌と水分が常時摂取可能な状況を提供する． 

術後随時血糖は，以下の如く毎日午前中に測定する．  

    Post-operative day (POD) 1～7: 毎日 

    POD 8 以降：週 3 回 

   なお，拒絶反応が疑われる状況になった場合は，毎日測定とする．  

 

(d) グラフト生着と拒絶の定義 

    膵島グラフトの生着と拒絶を以下の通り定義する．  

     生着：随時血糖が 2 日間連続で 200 mg/dL 以下となった場合 

     拒絶：随時血糖が 2 日間連続で 350 mg/dL 以上となった場合 

 

(e) 長期グラフト生着症例のグラフト機能評価 

    長期グラフト生着症例の耐糖能を評価する目的で，POD 60 に経腹 

膜的ブドウ糖負荷試験(intraperitoneal glucose tolerance test:  

IPGTT)を行う． 

 

イ) レシピエントマウス、naïve B6 マウス，糖尿病化マウスdiabetes 

mellitus (DM) controlを 6 時間絶食とする． 

ロ) ブドウ糖原末と dH2O を混合し，10%ブドウ糖溶液を作成する． 

ハ) 10%ブドウ糖溶液を 2 g/kg BW となる様に腹腔内投与する． 

ニ) 以下の通り，血糖を測定する． 

ブドウ糖投与直前，ブドウ糖投与後 30 分，60 分，90 分，120 

分，180 分． 

ホ) IPGTT に要する 9 時間(ブドウ糖投与前後)内は，水分の摂取は

制限しない． 
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④ 薬剤作製法 

  本研究(in vivo)で，マウスに投与する薬剤は以下の通りである． 

・ T-5224: 

3-5-4-(Cyclopentyloxy)-2-hydroxybenzoyl-2-(3-hydroxy-1,2-ben

-zisoxazol-6-yl) methoxyphenylpropionic acid) 

・ PVP：Polyvinylpyrrolidone 

・ HPBCD: 2-hydroxypropyl--cyclodextrin 

・ Tacrolimus powder (20% granulated formula)：FK506 (Astellas 

Inc.,Tokyo) 

 

T-5224, PVP, HPBCD は，富山化学工業株式会社より無償で提供を受 

けた． 

 

(a) 経口投与用 T-5224 投与液調製法(50, 100 mg/kg BW モデル) 

 準備： 

・ T-5224 

・ PVP 

・ 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液 

・ dH2O 

 

手順： 

イ) 秤量した T-5224 (0.30 g)を 50 mL Falcon tube に入れる． 

ロ) 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液を 2.4 mL 添加し，溶解させ

る． 

ハ) dH2O を約 20 mL 添加し，軽く撹拌する． 

ニ) 秤量した PVP (0.90 g)を添加し，溶解させる． 

ホ) dH2O を加えて 30 mL にメスアップする． 

 

 調製後の投与液の保存：室温・遮光保存．調製後 10 日以内に使用． 

 

 

(b) 経口投与用 T-5224 投与液調製法(250, 500 mg/kg BW モデル) 

  準備： 

・ T-5224 

・ PVP 
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・ 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液 

・ dH2O 

 

手順： 

イ) 秤量した T-5224 (1.5 g)を 50 mL Falcon tube に入れる． 

ロ) 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液を 12 mL 添加し，溶解させ

る． 

ハ) dH2O を約 10 mL 添加し，軽く撹拌する． 

ニ) 秤量した PVP (4.5 g)を添加し，溶解させる． 

ホ) 遠心(1500 rpm  30 秒間, 4C)で，消泡させる． 

ヘ) dH2O を加えて 30 mL にメスアップする． 

 

  調製後の投与液の保存：室温・遮光保存．調製後 10 日以内に使用． 

 

 

(c) 経口投与用 PVP 投与液調製法 

  準備： 

・ PVP 

・ 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液 

・ dH2O 

 

手順： 

イ) PVP を秤量し，ファルコンチューブ(50 mL)に入れる． 

ロ) dH2O を約 20 mL 添加し，溶解させる． 

ハ) 遠心(1500 rpm  30 秒間, 4C)し，消泡させる． 

ニ) 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液を 0.4 mL 加える． 

ホ) dH2O を添加して 30 mL にメスアップする． 

 

  調製後の投与液の保存：室温・遮光保存．調製後 10 日以内に使用． 

 

 

 (d) Tacrolimus (FK506)投与調製法 

準備： 

・ Tacrolimus (20% granulated formula, Astellas Inc., Tokyo) 

・ dH2O 
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手順： 

イ) Tacrolimus powder 7.5 mg を秤量し，15 mL Falcon tube へ入

れる． 

ロ) dH2O 10 mL を追加し，撹拌する． 

  

  調製後の投与液の保存：常温・遮光保存．調製後４日以内に使用．析出

しやすい為，使用前には Vortex Mixer にて十分に撹拌する． 

 

 

⑤ 薬剤投与法 

   T-5224，PVP：POD 0 (移植直後)から POD 14 までの期間，1 日 1

回毎日午前中に経口ゾンデを用いてマウスの胃内へ強制的に経口投与

する．ただし，POD 0 は移植後，完全覚醒が得られた後に投与する．  

   Tacrolimus：POD 4 から POD 17 までの期間，1 日 1 回毎日午前中

にマウスへ腹腔内投与する． 

 

 ・T-5224 投与群 (50 mg/kg BW, 100 mg/kg BW) 

2)④(a)作製液(T-5224 10 mg/mL)を用いて，レシピエント B6 マウス

の胃内へ投与する． 

 

 ・T-5224 投与群 (250 mg/kg BW, 500 mg/kg BW) 

2)④(b)作製液(T-5224 50 mg/mL)を用いて，レシピエント B6 マウス

の胃内へ投与する．本投与量については，毒性試験として naïve B6

マウスへ 14 日間 1 日 1 回投与を行い，随時血糖値・体重を毎日測定．

また，14 日目に犠牲死させ，解剖を行って感染症や悪性腫瘍の有無を

確認した． 

 

 ・PVP 投与群 

   2)④(c)作製液(PVP 150 mg/mL)を用いて，レシピエント B6 マウスの

胃内へ投与する．T-5224 500 mg/kg BW群と同量の PVPを投与する． 

  

 ・Tacrolimus 投与群(1.0 mg/kg BW) 

   2)④(d)作製液を用いて，レシピエント B6 マウスの腹腔内へ投与する． 
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⑥ レシピエントマウスの免疫学的機能評価 

 

  同種異系膵島移植後の B6 レシピエントマウスにおける免疫学的機能

評価を行う．POD 10 に B6 レシピエントマウスControl (PVP)群，T-5224 

500 mg/kg 群，naïve B6 マウスを頸椎脱臼によって犠牲死させる． 

  以下の protocol に基づいて実施する． 

 

検討項目 

・Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)  

・IFN- Enzyme-lynked immuospot (ELISpot) assay 

・病理組織学的検索(Hematoxylin-Eosin; H-E, anti-mouse CD4/CD8  

mAb 染色) 

 

 

POD 9 (犠牲死前日)  

 

 準備： 

・ 10 Phosphate buffered saline (PBS) (#D1408, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) 

・ Water (#W3500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

・ Purified anti mouse-IFN- capture antibody 1.0 mg/mL 

(#551881, BD Biosciences, San Diego, CA, USA) 

・ ELISpot plate (#S2EM004M99, Merck Millipore, Billerica, 

MA, USA) 

 

  手順： 

イ) 1 PBS を作製． 

ロ) 10 PBS を Water で 10 倍希釈． 

ハ) Purified anti mouse-IFN- capture antibody 1.0 mg/mL を 1 

PBS で 200 倍希釈．ELISpot plate へ 100 L/well ずつ播種し，

4C で 24 時間静置． 

ニ) 犠牲死 12 時間前に，Control, T-5224 群マウスへそれぞれ，PVP，

T-5224 を投与． 
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POD 10-1 (犠牲死当日) 

 準備： 

・ RPMI-1640 溶液2)①(a)で作製 

・ 2-Mercaptoethanol (#19-1335, KATAYAMA CHEMICAL 

INDUSTRIES, OSAKA) 

 

  手順： 

イ) Perfect Medium (PM)の作製 

RPMI-1640 溶液 50ml + 50 mM 2-Mercaptoethanol 5 L を 

Voltex Mixer で撹拌． 

ロ) 細胞播種 2 時間前に，ELISpot plate の coating antibody を破棄

し，PM 200L/well 加え，1 回清潔操作で破棄．再度 PM 200 

μL/well を入れて室温，遮光にて 2 時間静置． 

 

POD 10-2 

 準備： 

(a) 動物 

・ Responder: (600 個膵島移植後: 10 POD) 

Naïve B6 マウス  

Control 群 B6 マウス 

T-5224 (500 mg/kg BW) 群 B6 マウス  

・ Stimulator: 

Naïve BALB/c マウス 

 

(b) 準備物品 

・ non-treated dish (#353003, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA)． 

・ Falcon 70 m cell strainer (#352350, BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA)． 

・ 15mL Falcon tube (#352096, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA). 

・ 50ml Falcon tube (#352070, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA).  

・ 肝臓保存用ホルマリン. 

・ 肝臓保存用 Optimal cutting temperature (OCT) compound． 
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・ 液体窒素． 

・ HANKS (#H8264, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)． 

・ ACK lysing buffer (#10-548E, Lonza, Walkersville, ML, USA). 

・ 1PBS 2)⑥POD9 作成. 

・ PM 2)⑥POD10-1 作成． 

・ Water (#W3500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)． 

・ 0.05% Tween20 (#P5927-100ML, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA)． 

・ 1 mL 注射シリンジ(#SS-01ESZ, Terumo, Tokyo). 

・ 96-well round-bottom plate (#351177, BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA). 

・ ELISPOT set (Mouse IFN-, #551083, BD Biosciences, San 

Diego, CA). 

・ 3H-thymidine (MP Biomedical Inc., Irvine, CA, USA). 

 

 手順： 

イ) Responder, stimulator マウスの頸椎を脱臼させ，犠牲死させる．

脾臓を摘出し，氷上の滅菌シャーレへ乗せる．レシピエント B6

マウスの肝臓を摘出し，分割してホルマリン，OCT compound

へ保存．OCT compound は液体窒素で凍結させた後，-80℃で保

存． 

ロ) 氷上で脾臓を 1 mL 注射シリンジを用いて磨り潰し，HANKS 10 

mL と共に 2～3 回 cell strainer で濾過後，15 mL Falcon tube

へ回収． 

ハ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ニ) 上清を吸引．ACK lysing buffer 1 mL 注入し，撹拌．氷上で 3

分間静置後，HANKS 9 mL 追加． 

ホ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ヘ) 上清を吸引．PM 10 mL を加えて撹拌．浮遊物があれば，70 m 

cell strainer にて濾過． 

ト) stimulator (BALB/c)に対し，氷上冷却のまま放射線照射(30 Gy）． 

放射線照射条件：管電圧 150 kV，管電流 20 mA，焦点-テー

ブル面距離 450 mm，遮断版（0.1Cu、0.5Al）． 

チ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

リ) PM を 10 mL 加えてピペッティング． 
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ヌ) Cell Count．5  106 cells/ml に濃度調整．Stimulator は，10  106 

cells/ml に調整． 

ル) 96-well round-bottom plate, ELISpot plate の各々へ

Stimulator → Responder の順に各 100 L/well ずつ播種．（い

ずれも triplicate で播種）   

ヲ) ELISpot plate, MLR plate はインキュベーター内(37C, 5% 

CO2)へ静置． 

 

 

 Stimulator 

(cells/well) 

Responder 

(cells/well) 

ELISpot 1  106 5  105 

MLR 5  105 5  105 

 

・ELISpot assay: 2)⑥POD10-2 手順ヲ)から 24 時間培養後 

a) ELISpot plate の液を捨てて water 200 L/well で 2 回洗浄．（洗

浄中 3～5 分静置し，十分浸す） 

b) Wash Buffer-1（1×PBS+0.05%Tween20）200 L/well で 3 回洗

浄．  

c) Dilution Buffer で 250 倍希釈した IFN- Dilute Detection 

Antibody を 100 L/well 追加． 

d) カバーを閉めて 2 時間室温で静置． 

e) Detection Antibody solution を破棄，200 L/well の Wash 

buffer-1 で 3 回洗浄 

f) HRP Steptavidin 抗体液をDilution bufferで 100倍希釈し，100 

L/well 播種． 

g) カバーを閉めて 1 時間室温で静置． 

h) 反応液を破棄し，Wash Buffer-1 200 L/well にて 4 回洗浄． 

i) Wash Buffer-2 200 L/well にて 2 回洗浄． 

j) Final substrate solution を 100 L/well ずつ播種し，スポット

が確認できたら water を 100 L/well 加えて反応を停止させる．

その後すぐに，反応液を破棄し，water 200 L/well を加え，完

全に反応を停止．  

k) 反応液を捨て，遮光して室温で 2 時間乾燥． 

l) スポット数を KS ELISPOT system にてカウント(Carl Zeiss, 
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Jena, Germany)． 

 

・MLR: 2)⑥POD10-2 手順ヲ)から 48 時間培養後 

a) Harvest の 8 時間前（つまり，40 時間培養の時点）に，PM 24 L 

+ 3H-thymidine 1 L (1 Ci/well)を各 well へ追加播種． 

b) 更に 8 時間インキュベーター内で培養(37C, 5% CO2)．  

c) counter (PerkinElmer, Boston, MA)にて CPM をカウント． 

 

 POD 10-3 

手順： 

イ) 凍結保存した肝臓切片は，札幌総合病理研究所にて，H-E 染色

を施行し，膵島グラフトを確認． 

ロ) 連続切片を anti-CD4 mAb (GK1.5: Santa Cruz Biotech, Santa 

Cruz, CA, USA), anti-CD8 mAb (KT15: Chemicon 

International, Temecula, CA, USA)にて免疫染色施行

(avidin-biotin complex method)102． 

ハ) 膵島グラフト中のリンパ球浸潤を観察(倍率 400 倍)． 

 

⑦ 長期生着グラフトの確認 

  STZ 誘導糖尿病モデルでは，レシピエントマウスの膵臓中に残存した  

 細胞が再生することにより，あたかも移植膵島グラフトが機能している  

 かの様に正常血糖が持続することが有り得る 103．その為，長期グラフト 

生着モデルのマウスを犠牲死させ，肝臓内のグラフト機能を免疫組織学的  

染色法を用いて評価した． 

 

手順： 

イ) 膵島 300 個を移植し，T-5224 と Tacrolimus の併用療法で長期

グラフト生着したレシピエント B6マウスを POD 82に犠牲死さ

せ，肝臓をホルマリン溶液に保存． 

ロ) インスリン，シナプトフィジン染色を行い，肝内のグラフトを観

察． 

ハ) Control として，グラフト生着が得られなかったレシピエント

B6 マウスを POD 14 に犠牲死させ，同様の方法で肝内のグラフ

トを観察． 

ニ) T-5224 と Tacrolimus の併用療法で一旦血糖正常化したものの，
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POD 14 にグラフトが拒絶されたレシピエント B6 マウスを同日

犠牲死させ，同様の方法で肝内のグラフトを観察．  

 

⑧ 毒性試験 

  準備： 

・ naïve B6 マウス 

・ T-5224（経口用） 

  

  手順： 

イ) naïve B6 マウスへ，T-5224 経口用製剤(250, 500 mg/kg BW)を

1 日 1 回 14 日間経口投与する． 

ロ) 毎日随時血糖値と体重を測定する． 

ハ) 14 日目に犠牲死させ，解剖を行い，感染症や悪性腫瘍の発生の

有無について検討を行う． 

 

3) In vitro experiments 

 

① MLR 

  準備：  

・ non-treated dish (#353003, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA)． 

・ Falcon 70 m cell strainer (#352350, BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA)． 

・ 15ml Falcon tube (#352096, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA). 

・ HANKS (#H8264, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)． 

・ ACK lysing buffer (#10-548E, Lonza, Walkersville, ML, USA). 

・ PM 2)⑥POD10-1 作成． 

・ Dimethyl sulfoxide (DMSO; #D2650, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) 

・ T-5224 原末 

・ 1 mL 注射シリンジ(#SS-01ESZ, Terumo, Tokyo) 

・ 96-well round-bottom plate (#351177, BD Falcon, Franklin 

Lakes, NJ, USA) 
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  手順： 

イ) naïve BALB/c マウス, B6 マウスを用いる． 

ロ) 手技は 2)⑥POD10-2 イ)-リ)に準じる(肝臓は摘出しない)． 

ハ) 96-well round-bottom plate へ，stimulator (BALB/c), 

responder (B6)脾細胞を 5  105 cells/well/50L ずつ播種． 

ニ) 0.3% DMSO を control として用いるため，予め PM で希釈した

0.6% DMSO を作成． 

ホ) 0.6% DMSO へ各濃度調整した T-5224 原末を溶解させる． 

ヘ) ハ)項の plate へ 0.6% DMSO, T-5224 (最終濃度 20, 40, 60, 80 

g/mL)を 100 L/well ずつ播種． 

ト) インキュベーター(37C, 5% CO2)内に 72 時間静置． 

チ) Harvest の 8 時間前（つまり，64 時間培養の時点）に，PM 24 L 

+ 3H-thymidine 1 L (1 Ci/well)を各 well へ追加播種． 

リ) 更に 8 時間インキュベーター内で培養(37C, 5% CO2)．  

ヌ) counter (PerkinElmer, Boston, MA)にて CPM をカウント． 

 

② T 細胞増殖能 (Purified T cell proliferation assay) 

  準備： 

・ non-treated dish (#353003, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA)． 

・ Falcon 70 m cell strainer (#352350, BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA)． 

・ 15ml Falcon tube (#352096, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA). 

・ HANKS (#H8264, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)． 

・ ACK lysing buffer (#10-548E, Lonza, Walkersville, ML, USA). 

・ Water (#W3500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)． 

・ PM 2)⑥POD10-1 作製. 

・ DMSO (#D2650, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

・ T-5224 原末 

・ mAb against mouse CD3 (145-2C11, BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA) 

・ mAb against mouse CD28 (37.51, BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA) 

・ 1 mL 注射シリンジ(#SS-01ESZ, Terumo, Tokyo) 
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・ 96-well flat-bottom plate (#351172, BD Falcon, Franklin 

Lakes, NJ, USA) 

・ Mouse T cell Enrichment Columns (#MTCC-500/525, R%D 

Systems, Minneapolis, MN, USA) 

 

  手順： 

イ) anti-CD3 mAbの pre-coatingをT細胞抽出の 24時間前に行う．

96-well flat-bottom plate に 10 g/mL に調整した anti-CD3 

mAb (1 PBS で希釈)を 40 L/well で播種し，4C 冷暗所で 24

時間静置． 

ロ) naïve B6 マウス用いる． 

ハ) 手技は 2)⑥POD10-2 イ)-ヘ)に準じる(肝臓は摘出しない)． 

ニ) 1 column wash buffer 1 mL (10 buffer を water で 10 倍希釈)

に脾細胞を懸濁させ，70 m cell strainer にて濾過．この後、1 

column wash buffer 2 mL で共洗いし，cell strainer にて濾過． 

ホ) Mouse T Cell Enrich Column を通過させ，T 細胞を抽出し，15 

mL Falcon tube に回収． 

ヘ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ト) 細胞 pellet を PM に溶解させ，10  106 cells/mL に細胞調整． 

チ) anti-CD3 mAb が pre-coating された 96-well flat-bottom plate

へ 5  105 cells/50ul/well + PM 40ul/well ずつ播種． 

リ) 各濃度に調整した T-5224, DMSO を 100 L/well ずつ播種．方

法は，3)①ニ)-ヘ)に準じる． 

ヌ) anti-CD28 mAb (最終濃度 1 g/mL となる様 PM で希釈)を 10 

L/well ずつ播種． 

ル) インキュベーター(37C，5% CO2)内に 48 時間静置． 

ヲ) F-2)⑥POD 10-2 ヨ)に準じて，CPM をカウント． 

 

③ Early activation marker (CD25) 

  準備： 

・ 3)②と同様． 

・ mAb against mouse PerCP-Cy-5.5-CD4 (#550954, RM4-5)  

(BD Pharmingen). 

・ mAb against mouse FITC-CD25 (#553072, 7D4) (BD 

Pharmingen). 
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・ cell strainer 付 5 mL round tube (#352235, BD Falcon, 

Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

  手順： 

イ) 3)②イ)-ヌ)まで同様． 

ロ) インキュベーター（37C, 5% CO2）内で 12, 24 時間静置． 

ハ) anti-CD28 mAb 刺激 12, 24 時間後，cell strainer 付 5 mL round 

tube へ細胞を回収． 

ニ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ホ) 上清を破棄． 

ヘ) 抗体を注入．(perCP CD4 1 L + FITC CD25 1 L + HANKS 

100L) 

ト) Vortex Mixer で撹拌． 

チ) 4C, 遮光のまま 20 分間静置． 

リ) HANKS 500 L 追加． 

ヌ) Vortex Mixer で撹拌． 

ル) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ヲ) 上清を破棄し，2%ホルマリン 200 L 追加． 

ワ) Vortex Mixer で撹拌し，4C，遮光で保存． 

カ) FACS Calibur (Becton Dickinson, Palo alto, CA, USA)にて測

定．CD4 陽性 T 細胞 10000 個中の CD25 発現細胞数を測定． 

 

④ Cytokine production (IL-2, IFN-) 

  準備： 

・ 3)②と同様． 

・ Quantikine Mouse IL-2 Immunoassay (#M2000, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA). 

・ Quantikine Mouse IFN- Immunoassay (#MIF00, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA). 

・ Eppendorf AG safe lock tube 1.5 mL  (#0030 120.086, 

Eppendorf, Tokyo). 

 

 

  手順： 

イ) 3)②イ)-ヌ)まで同様． 
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ロ) インキュベーター(37C, 5% CO2)内に 48 時間静置． 

ハ) Eppendorf tube に，上清を採取． 

ニ) Assay kit 付属の 96-well plate に RD1-14 (IFN-は RD1-21)を

50 L/well 播種． 

ホ) standard, positive control, 検体を 50 L/well 播種． 

ヘ) カバーをかけ，1 分間撹拌後，2 時間室温に静置． 

ト) well内の反応液を破棄し，400 L/well Wash bufferで 5回洗浄． 

チ) mouse IL-2 (IFN-) conjugate を 100 L/well 播種し，2 時間室

温で静置． 

リ) well内の反応液を破棄し，400 L/well Wash bufferで 5回洗浄． 

ヌ) substrate solution を 100 L/well 播種し，30 分間，遮光のまま

室温で静置． 

ル) stop solution を 100 L/well 播種し，撹拌． 

ヲ) 最終反応液の吸光度(波長 450 nm)を VarioskanTM Flash マルチ

スペクトロマイクロプレートリーダ(Thermo Fisher Scientific 

K.K., Yokohama)にて測定． 

 

⑤ Quantitative-polymerase chain reaction (q-PCR) 

  準備： 

・ 3)②と同様 

・ Tacrolimus bulk powder (Astellas Pharma Inc. Tokyo) 

・ QIAamp RNA Blood Mini Kit (#52304, Qiagen, Valencia, CA, 

USA) 

・ ReverTra Ace kit (#FSK-101, TOYOBO Co., Ltd., Osaka) 

・ RNase Free DNase set (#79254, Qiagen, Valencia, CA, USA) 

・ SYBR Premix Ex Taq II (#RR820A, Takara Bio, Ohtsu) 

・ LightCycler Capillaries (#04929292001, Roche Diagnostics K. 

K., Tokyo) 

・ Primer (Web site, Ensembl, 

http://www.ensembl,org/index.html)のデータベースを用いて

設計 

 

 

手順： 

イ) Tacrolimus (bulk powder) 1 mg + 99% ethanol 1 mL を混合し，
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10 L ずつ eppendorf tube へ小分けし，-80C で保存しておく． 

ロ) イ）で作成した Tacrolimus 溶液(1 mg/mL)を PM で各濃度に溶

解． 

ハ) 3)②イ)-チ)まで同様． 

ニ) 各濃度に調整した，T-5224, Tacrolimus, DMSO, PM を 50 L ず

つ各群に添加． 

ホ) インキュベーター(37C, 5%CO2)内で静置． 

ヘ) 6, 12, 18 時間後(本実験は，12 時間のみ)に plate を取り出し，

on ice にて eppendorf tube 内へ T 細胞を回収． 

ト) 遠心分離(10000rpm, 1 分間，4C)． 

チ) 上清を破棄し，1PBS 1000 L にて十分に洗浄． 

リ) ト), チ)を 2 回繰り返す。 

ヌ) 上清を細胞ペレットぎりぎりまで破棄し，-80C deep freezer で

保管． 

ル) QIAamp RNA Blood Mini Kit を用いて，T 細胞から RNA を抽

出． 

ヲ) ReverTra Ace kit へ oligo (dT) 20 primer を添加して，1 g  

mRNA を 42C，20 分間逆転写． 

ワ) Table 1 の配列の毎く設計した primer と共に SYBR Premix Ex 

Taq IIを用いて q-PCRを行う．PCRサイクルは以下の如く行う． 

IL-2, IL-4, IL-10, IL-13: 95C 3 分の後，95C 20 秒→60C 30

秒を 40 サイクル． 

IL-6, IFN-, GAPDH: 95C 3 分の後，95C 15 秒→60C 20 秒

→72C 30 秒を 40 サイクル． 

カ) Melting curve analysis を用いて，PCR の特異度をその都度チ

ェック． 

ヨ) データは，Roche LightCycler software を用いて解析． 

タ) 各 mRNA レベルは，GAPDH の発現量を 1 として比をとった． 
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Gene name   

Accession 

number 
      Sequence (5'  3')   Product size (bp) 

                  

IL-2 
 

NM_008366 
 

Forward 
 

GAAGATGAACTTGGACCTCTGC 
 

173 

    
Reverse 

 
TCCACCACAGTTGCTGACTC 

  

IL-4 
 

NM_021283 
 

Forward 
 

CTCGTCTGTAGGGCTTCCAA 
 

160 

    
Reverse 

 
TGGACTCATTCATGGTGCAG 

  

IL-6 
 

NM_031168 
 

Forward 
 

CAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG 
 

143 

    
Reverse 

 
GCCACTCCTTCTGTGACTCC 

  

IL-10 

 

NM_010548 

 

Forward 

 

CCAAGCCTTATCGGAAATGA 

 

195 

    
Reverse 

 
TCACTCTTCACCTGCTCCAC 

  

IL-13 

 

NM_008355 

 

Forward 

 

CAGCATGGTATGGAGTGTGG 

 

181 

    
Reverse 

 
GTGGGCTACTTCGATTTTGG 

  

IFN-  
 

NM_008337 
 

Forward 
 

ATCTGGAGGAACTGGCAAAA 
 

111 

    
Reverse 

 
GTTGCTGATGGCCTGATTGT 

  

GAPDH 
 

NM_008084 
 

Forward 
 

TACACTGAGGACCAGGTTGT 
 

137 

    
Reverse 

 
CTGTAGCCGTATTCATTGTC 

  

                  

 Table 1. Primers used in q-PCR 

 文献 104 Supplemental Table S1 より転載 104 

 

⑥ Transcription factor assay 

  準備： 

・ 3)②と同様（ただし，T cell enrichment column は 2 本必要） 

・ 24-well flat-bottom plate (#353047, BD Falcon, Franklin 

Lakes, NJ, USA) 

・ 15mL Falcon tube (#352096, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA). 

・ 50ml Falcon tube (#352070, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA).  
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・ Eppendorf AG safe lock tube 1.5 mL  (#0030 120.086, 

Eppendorf, Tokyo) 

・ Nuclear Extract kit (#40010, Active Motif, Carlsbad, CA, 

USA) 

・ TransAMAP-1 c-Fos (#44096, Active Motif, Carlsbad, CA, 

USA) 

・ TransAMAP-1 c-Jun (#46096, Active Motif, Carlsbad, CA, 

USA) 

 

 

  手順： 

イ) 3)②イ)-ト)まで同様．ただし，n = 3 を作成する為には，マウス

12 匹が必要．その為，plate は 24-well, Falcon tube は 50 mL, T 

cell enrichment column は 2 本使用する． 

ロ) PM で 10  106 cells/mL となる様に細胞濃度調整． 

ハ) 24-well flat-bottom plate へ 4  106 cells/400 L/well ずつ播種． 

ニ) No treatment 群，Control 群へは 0.6% DMSO 含有 PM 400 

L/well, T-5224 80 g/mL 群へは濃度調整した T-5224 400 

L/well を追加．（いずれも 0.3% DMSO となる） 

ホ) Control/ T-5224 群へは，最終濃度 1 g/mL となる様に濃度調整

した anti-CD28 mAb を 40 L/well 追加． 

ヘ) インキュベーター（37C, 5% CO2）内で 3 時間静置． 

ト) 細胞を 15 mL Falcon tube へ回収． 

チ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

リ) 上清を破棄．5% phosphatase inhibitors (Nuclear Extract kit

内の phosphatase inhibitors を 1 PBS で 20 倍希釈)を 2 

mL/tube 追加し，ピペッティングして撹拌． 

ヌ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ル) リ)-ヌ)を 2 回反復後，Eppendorf tube へ回収し，1.4 mL 5% 

phosphatase inhibitor で撹拌． 

ヲ) 遠心分離(1200 rpm  5 分間，4C)． 

ワ) 上清を十分にサクション後，-80C で保存． 

カ) 検体を-20C で富山化学工業へ送付し，TransAM kit を用いて，

c-Fos, phosphorylated-c-Jun (p-c-Jun) DNA binding activityを

測定． 
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⑦ 脾細胞に対する T-5224 毒性試験 

MTT (methyl thiazolyl tetrazorium) assay 

 

  準備： 

・ 3)①と同様（ただし，plate は以下の物を用いる） 

・ 96-well flat-bottom plate (#351172, BD Falcon, Franklin 

Lakes, NJ, USA) 

・ MTT 原末(#M5655, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

・ 1PBS 2)⑥POD9 作製 

  手順： 

イ) naïve B6 マウスを用いる． 

ロ) 手技は F-2)⑥POD10-2 イ)-ヌ)に準じる(肝臓は摘出しない) 

(BALB/c マウスは用いない)． 

ハ) 96-well flat-bottom plate へ，PM 50 L/well を播種． 

ニ) 脾細胞を 5  105 cells/well/100L ずつ播種． 

ホ) PM に溶解した 0.6% DMSO (最終濃度 0.3%), T-5224 (20, 40, 60, 

80, 100 g/mL)を 50 L/well ずつ播種． 

ヘ) インキュベーター（37C, 5% CO2）内で，6 時間静置． 

ト) 脾細胞を吸わない様に，上清を可及的に吸引． 

チ) 1 PBS に溶解した MTT 溶液(1 mg/mL)を 200 L/well ずつ播種． 

リ) インキュベーター（37C, 5% CO2）内で，1 時間静置． 

ヌ) 脾細胞を吸わない様に，上清を可及的に吸引． 

ル) DMSO 原液を 200 L/well ずつ播種． 

ヲ) plate のまま，Voltex Mixer にて撹拌． 

ワ) 最終反応液の吸光度(波長 570 nm)を VarioskanTM Flash マルチ

スペクトロマイクロプレートリーダ(Thermo Fisher Scientific 

K.K., Yokohama)にて測定． 
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⑧ 膵島に対する T-5224 毒性試験 

MTS (The colorimetric methyl tetrazolium salt) assay 

 

準備： 

・ 膵島（単離の項に準ずる） 

・ 96-well flat-bottom plate (#351172, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 

USA) 

・ CellTiter96 AQueous One Solution Reagent (Promega, 

Madison, WI, USA) 

 

手順： 

イ) 2)①(b)に従い，BALB/c マウスから膵島を単離する． 

ロ) インキュベーター（37C, 5% CO2）内で，膵島を 24 時間静置． 

ハ) 直径 150 m をピペットで採取し，96-well flat-bottom plate へ

30 個/100L/well ずつ播種． 

ニ) 手順 2)①(a)作製RPMI-1640溶液で各濃度に調整した T-5224 (0, 

20, 40, 60, 80 g/mL)を 100 L/well 追加． 

ホ) CellTiter96 AQueous One Solution Reagent (Promega, 

Madison, WI, USA)を 40 L/well ずつ添加． 

ヘ) インキュベーター（37C, 5% CO2）内で，2 時間静置． 

ト) VarioskanTM Flash マルチスペクトロマイクロプレートリーダ

(Thermo Fisher Scientific K.K., Yokohama)を用いて，波長 490 

nm の吸光度を測定． 

 

4) 統計学的解析 

・ 測定結果は，平均値  標準誤差（或いは，標準偏差）で標記し

た． 

・ グラフト生着曲線は，Kaplan-Meier 法を用いて記載した． 

・ グラフト生着期間は，log-rank test を用いて，比較検討した． 

・ 独立した 2 群間の比較検討には，Student’s t-test を使用した． 

・ p value < 0.05 の場合を統計学的に有意差ありと判定した． 

・ 全ての統計学的処理は，StatView J-5.0 (Abacus Concept, 

Berkeley, CA, USA)を用いて計算した． 
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実験結果 

 

① T-5224 は，培養液中濃度 80 g/mL 以下で B6 マウス由来の脾細胞と

単離膵島に対し，毒性を示さなかった．本結果から，マウス脾細胞や膵

島を用いた in vitro の実験系では，T-5224 濃度を 80 g/mL 以下で施

行する事とした． 

 

【目的】マウス脾細胞，膵島に対する新規 c-Fos/AP-1 阻害剤 T-5224 の薬

理作用を検討するにあたり，毒性を呈する濃度を予め測定することは必

須事項である．その為，マウス脾細胞への毒性を MTT assay，マウス

膵島への毒性を MTS assay を用いて検討した． 

 

【結果】 

 

(ア) T-5224 は，濃度 80 g/mL 以下ではマウス脾細胞に対して毒性を示

さないことを，MTT assay を用いて確認した． 

 

 

Figure 1 

  B6 マウス由来の脾細胞を 6 時間 T-5224 と共に培養し，MTT assay

を用いて吸光度を測定した．T-5224 濃度 80 g/mL 以下では，吸光度

の低下は認めなかったが，100 g/mL で control と比して有意に低下し

た．よって，T-5224 は濃度 80 g/mL 以下では，脾細胞に対し毒性を

有さないと判断した(n = 3, *, p < 0.05: vs. control)． 

 

 



40 

 

(イ) T-5224 は，濃度 80 g/mL 以下ではマウス膵島に対して毒性を示さ

ないことを，MTS assay を用いて確認した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

文献 104 Supplemental Figure 

S1 より転載 

 

Figure 2 

   BALB/c マウス由来の単離膵島 30 個を T-5224 と共に 2 時間培養し，

MTS assay を用いて吸光度を測定した．Control と比較し，T-5224 80 

g/mL 以下では，吸光度に有意な変化は認められなかった(n = 6)．よ

って，T-5224 は，80 g/mL 以下において，単離膵島の viabitlity に毒

性を示さないと考えられた 104． 
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② T-5224 は，c-Fos の DNA 結合活性を阻害することで，混合リンパ球

反応(MLR), T 細胞増殖能, サイトカイン産生能(IL-2, IFN-), early 

activation marker (CD25) 発現を抑制した． 

 

【目的】 T-5224 は，選択的 c-Fos/AP-1 阻害剤として開発された．AP-1 

DNA 複合体の結晶構造に結合する様に三次元構造がデザインされてい

る 79．T-5224 の T 細胞（脾細胞）における免疫抑制効果を検討するに

あたり，MLR, Purified T cell proliferation, cytokine production (IL-2, 

IFN-), early activation marker (CD25) up-regulation assay を施行し

た．また，T-5224 の T 細胞における AP-1 阻害作用を確認する目的で，

c-Fos, p-c-Jun DNA binding activity 抑制効果も検討した． 

 

【結果】 

 

 (ア) T-5224 は，ドナー抗原，或いは抗体刺激によるリンパ球増殖能を

濃度依存性に抑制した． 

    

文献 104  Figure 1 から転載 

Figure 3 

(A)  T-5224 は，放射線照射後の BALB/c 由来脾細胞と 72 時間共培

養されたB6由来脾細胞の増殖能を濃度依存性に抑制した(n = 3)．

T-5224 濃度 60 g/mL 以上で有意な抑制効果を示した(*, p < 

0.05: vs. control)． 

(B)  T-5224 は，CD3+CD28 mAb にて 48 時間刺激された B6  
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由来 T 細胞の増殖能を濃度依存性に抑制した(n = 3)．T-5224 濃

度 20 g/mL 以上で有意であった．(*, p < 0.05: vs. control)104. 

 

 

 

  (イ) T-5224 は，B6 マウス由来 T 細胞からのサイトカイン(IL-2, IFN-)

産生を抑制した． 

 

文献 104 Figure 2-A, -B より転載 

Figure 4 

T-5224 は，CD3+CD28 mAb にて 48 時間刺激された B6 マウ

ス由来 T 細胞からの IL-2 (A), IFN- (B)産生を濃度依存性に抑制し

た．いずれも T-5224 濃度 40 g/mL 以上で有意であった(n = 3, *, p 

< 0.05: vs. control)104. 
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(ウ) T-5224 は，CD4 陽性 T 細胞における CD25 発現を抑制した． 

 文献 104 Figure 2-C より一部転載 

    

Figure 5 

   T-5224 (80 g/mL)は，CD3+CD28 mAb で 12, 24 時間刺激され

た B6 マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における CD25 発現を有意に抑制

した．代表的な histogram と mean fluorescence intensity を示す

(12hr; 911.8 vs. 26 11%, 24hr; 222±33 vs. 25±4.8%, n = 3, *, p < 

0.01: vs. control)104. 
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  (エ) T-5224 は，CD3+CD28 mAb 刺激下 B6 マウス由来 T 細胞にお

ける c-Fos DNA 結合能を有意に抑制した． 

 

  

   文献 104 Figure 2-D より転載 

 

Figure 6 

    B6 マウス由来 T 細胞をCD3+CD28 mAb で 3 時間刺激し，核内

の c-Fos, p-c-Jun の DNA 結合活性を検討した．核内 c-Fos, p-c-Jun

活性は TransAM kit を用いて測定した．T-5224 は，濃度 80 g/mL

において c-Fos の DNA 結合能を有意に抑制し(A; n = 3, *, p < 0.01: 

vs. control)，p-c-Jun の DNA 結合能を抑制する傾向を認めた(B; n = 

3, **, p = 0.09: vs. control)104.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

③ 経口投与による T-5224 は，マウス同種異系膵島移植におけるアログ

ラフト生着期間を濃度依存性に延長した．また，in vivo における同種

免疫反応を抑制した． 

 

【目的】 マウスを用いた in vitro study において，T-5224 は c-Fos DNA

結合を阻害することによって，T 細胞の増殖能やサイトカイン産生能を

抑制し，免疫抑制効果を有する可能性が示唆された． 

   マウス同種異系膵島移植モデルを確立後，in vivo での c-Fos/AP-1 阻

害による T-5224 の免疫抑制効果の有無を検討した． 

  

 

【結果】 

 

 (ア) T-5224 の免疫抑制効果を検討する為のマウス同種異系膵島移植モ

デルの至適移植膵島量は，600 個と判断した(pilot study). 

 

 

 

Figure 7 

    BALB/c マウスから単離した膵島 200 (n = 4), 300 (n = 8), 400 (n = 

5), 500 (n = 1), 600 (n = 9)個を STZ 誘導糖尿病 B6 マウスの肝内へ

経門脈的に移植した．200, 300, 400, 500 個モデルでは，400 個移植
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の 1 例を除き，血糖正常化を達成したマウスは認めなかった．一方，

600 個移植モデルでは全例が血糖正常化し，移植後 14 日以内に全例

が拒絶された． 

  

 

    (イ) T-5224 (500 mg/kg BW 以下)は，naïve B6 マウスへの 14 日間経

口投与で，明らかな毒性を示さなかった． 

 

Figure 8 

Naïve B6 マウスへ T-5224 (250, 500 mg/kg/BW)を 14 日間 1 日 1

回内服させ，随時血糖値と体重を測定した(n = 3)．T-5224 は，500 

mg/kg/BW 以下で随時血糖値(A)と体重(B)に影響を及ぼさなかった．  
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 (ウ) マウス同種異系膵島移植モデルにおいて，T-5224 はアログラフ

ト生着期間を濃度依存性に延長させた． 

 

   文献 104 Figure 3-A より転載 

    Figure 9 

     BALB/c マウスから単離した 600 個の膵島グラフトを，STZ 誘導

糖尿病 B6 マウスの肝内へ経門脈的に移植し，グラフト生着期間を

検討した．Control (Vehicle)群のグラフト生着期間中央値(graft 

median survival time; MST)は 15 日(n = 6)であった．一方，T-5224

内服投与群(50, 100, 250, 500 mg/kg BW)の MST は，それぞれ 20.5 

(n = 6, p = 0.60), 28 (n = 6, p = 0.06), 30 (n = 6, *, p = 0.01), 101.5

日 (n = 6, *, p = 0.004)であった 104． 
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   (エ) 長期グラフト生着例に対し，POD 60 にブドウ糖負荷試験

(IPGTT)を施行した．T-5224 投与群では，概ね naïve B6 マウスに

似通った血糖の推移を示し，耐糖能障害が改善されていることが示

唆された． 

 

 

   文献 104 Figure 3-B より転載 

Figure 10 

    長期グラフト生着例に対し，POD 60 にブドウ糖負荷試験(IPGTT)

を施行した(A)104．T-5224 (500 mg/kg BW)群では，DM control 群に

比して有意に AUC (Area Under the Curve) of blood glucose を減少

させた(B; *, p < 0.05: vs. DM control). 
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(オ) T-5224 は，マウス同種異系膵島移植後のレシピエントのアロ免疫

反応を抑制した． 

 

 

                           (倍率: 400) 

 

文献 104 Supplemental Figure S2 より転載 

Figure 11 

   (A) 同種異系膵島移植後の B6 レシピエントマウスを POD 10 に犠牲

死させ，その脾細胞を responder cell, 放射線照射後の BALB/c

マウスの脾細胞を donor-antigen cell として 48 時間共培養した．
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T-5224 投与群(500 mg/kg BW)は，Control (Vehicle 投与)群に比

して，有意に MLR を抑制した(n = 4, *, p = 0.0126 vs. control)． 

 

(B) 同時に施行した ELISpot assay においても，T-5224 投与群は，

Control 群に比して IFN-産生細胞数を有意に抑制した(n = 4, *, 

p = 0.02 vs. control)． 

 

   (C) POD 10 に犠牲死させた B6レシピエントマウスの肝臓を採取し，

肝臓内の膵島グラフト中のリンパ球浸潤を検討した．Control 

(Vehicle)群では，グラフト内に CD4, CD8 陽性リンパ球が多数浸

潤しているが，T-5224 投与群では，リンパ球浸潤が減少した 104． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

④ T-5224 は Tacrolimus との併用によって，マウス同種異系膵島移植後

のグラフト生着期間を著明に延長した． 

 

 【目的】 T-5224 は，同種異系膵島移植後のアログラフト生着期間を延

長させたが，拒絶反応を完全に抑制することは困難である．NFAT と

AP-1 は，T 細胞の活性化に深く関わっており，NFAT は AP-1 と相乗

的に関係すると報告されている 76．その為，NFAT 阻害薬である

Tacrolimus と T-5224 を併用することにより，免疫抑制効果の増強が

期待される．マウス同種異系膵島移植モデルを用いて，T-5224 と

Tacrolimus の併用効果を検討した． 

 

【結果】 

 

 (ア) T-5224 と Tacrolimus の併用によって，膵島グラフト生着期間が著

明に延長した． 

  

 

文献 104 Figure 4-A より転載 

Figure 12 

    BALB/c マウスから単離した 600 個の膵島グラフトを，STZ 誘導

糖尿病化 B6 マウスの肝内へ経門脈的に移植し，グラフト生着期間を

検討した．Control (Vehicle)群の MST は 15 日(n = 6)であった．ま

た，T-5224 単独群(100 mg/kg BW)と Tacrolimus 単独群(1.0 mg/kg 

BW)では，MST はそれぞれ 28 日(n = 6, p = 0.06)，14 日(n = 4, p = 
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0.71 vs. control)であり，グラフト生着期間の延長は認められなかっ

た．一方，T-5224 (100 mg/kg BW)と Tacrolimus (1.0 mg/kg BW)の

併用群では，全例でグラフト生着期間が 300 日を超えた(n = 5)104． 

 

 

   (イ) 長期グラフト生着例に対し，POD 60 にブドウ糖負荷試験

(IPGTT)を施行した．T-5224 と Tacrolimus 併用群では，概ね naïve 

B6 マウスに似通った血糖の推移を示し，耐糖能障害が改善されて

いることが示唆された． 

 

 

    文献 104 Figure 4-B から転載 

Figure 13 

     長期グラフト生着例に対し，POD 60 にブドウ糖負荷試験

(IPGTT)を施行した(A)104．T-5224 と Tacrolimus 併用群では，DM 

control 群，T-5224 単独群に比して有意に AUC を減少させた(B; n 

= 4, *, p < 0.01: vs. DM control, **, p < 0.05: vs. T-5224 100 

mg/kg). 
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(ウ) T-5224 と Tacrolimus の併用療法は，移植膵島を 300 個へ減少さ

せたマウス同種異系膵島移植モデルにおいても強力な免疫抑制効

果を発揮した． 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

文献 104 Figure 5 より転載 

Figure 14 

BALB/cマウスより単離した膵島 300個を STZ誘導糖尿病化マウ 

スの肝内へ経門脈的に移植した．Control (Vehicle)群，T-5224 (500 

mg/kg BW)群では，血糖正常化したマウスは認めなかった(n = 6)．

一方，T-5224 (100 mg/kg BW)と Tacrolimus (1.0 mg/kg BW)併用

群は，3 例(50%)が血糖正常化し，グラフト生着期間は 10, 14, <60

日であった(n = 6)104． 

 

   (エ) T-5224 と Tacrolimus 併用群の長期血糖正常化マウスへの移植

膵島グラフトは，インスリン,シナプトフィジン染色共に陽性であ

り，グラフトがインスリン産生機能を維持している事が確認された． 

 

  (A-1)                   (A-2)                   (A-3) 

                                                       (倍率：40) 
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(A-4) 

 

 

            

 

 

 

            (倍率：200) 

 

 (B-1)                   (B-2)                   (B-3) 

                            (倍率：100) 

 

Figure 15 

   BALB/c 由来の膵島 300 個を肝内へ移植した B6 レシピエントマウス

の肝組織のインスリン(A)とシナプトフィジン(B)染色像を示す．(A-1, 

B-1) Control (Vehicle)群を 14 POD，(A-2, B-2) T-5224 (100mg/kg 

BW)+Tacrolimus (1.0 mg/kg BW)併用群を拒絶直後(POD 14)に犠牲死

させた．肝組織内にインスリン，シナプトフィジン陽性細胞はいずれも

認めなかった．(A-3, A-4, B-3) T-5224 (100 mg/kg BW)+Tacrolimus 

(1.0 mg/kg BW)併用群の長期血糖正常化した B6 マウスを血糖正常化

を維持したままで POD 82 に犠牲死させた．肝組織内にインスリン，

シナプトフィジン陽性細胞を多数認め，グラフト機能が維持されている

事が確認された． 
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⑤ T-5224 は IL-6, IL-10, IFN- mRNA 発現を抑制し，Tacrolimus は

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN- mRNA 発現を抑制した．また，両者を併

用すると T-5224 単独群に比較し，有意に IFN- mRNA 発現を抑制し

た． 

 

 【目的】in vivo における T-5224 と Tacrolimus の併用効果のメカニズム

を q-PCR を用いて検討した．T-5224, Tacrolimus いずれも転写因子の

阻害剤の為，その効果を最も鋭敏に評価する為には，AP-1, NFAT のシ

グナルカスケードの下流に位置するサイトカインの mRNA 発現の抑制

効果を検討する事が適切と考えた．サイトカインは，helper T (Th)1

系として，IL-2, IL-6, IFN-, Th2 系として IL-4, IL-10, IL-13 を選択

した．なお，naïve B6 マウスの脾細胞から抽出した T 細胞に対する，

CD3+CD28 mAb の適切な刺激時間を決定する為に，pilot study を

施行した．その際，CD4 陽性 T 細胞からの IL-2, IFN- mRNA 発現が，

16 時間のCD3+CD28 抗体刺激で最大値となった報告 105 を参考に，

6, 12, 18 時間での mRNA 発現を検討した． 
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 【結果】 

 

（ア）IL-4, IL-10, IL-13 の mRNA 発現が抗体刺激 12 時間後にピークア

ウトした．IL-2, IL-6 は 12 時間ではピークアウトしていないが，発

現量は十分と判断した．よって，T-5224 と Tacrolimus のサイトカイ

ン抑制効果を判定する為の抗体刺激時間を 12 時間と決定した． 

 

Figure 16 

     Naïve B6 マウスを犠牲死させ，脾細胞から T 細胞を抽出．

CD3+CD28 mAb で，6, 12, 18 時間刺激し，IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-13, IFN-の mRNA 発現を測定した(n = 3)．全てのサイ

トカインで mRNA は抗体刺激によって発現が増強し，IL-4, IL-10, 

IL-13 は，12 時間で最大値を取った．なお，mRNA 発現は，GAPDH

の発現量を 1 とした時の比で表示した． 
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   （イ）T-5224 は主に Th1 系サイトカインの mRNA 発現を抑制し，

Tacrolimus は Th1/2 系サイトカインを共に抑制した．また，両

者を併用すると T-5224 単独群に比較し，有意に IFN- mRNA

の発現を抑制した． 

 

文献 104 Figure 6 より転載 

Figure 17 

Naïve B6 マウスを犠牲死させ，脾細胞から T 細胞を抽出した．

CD3+CD28 mAb で，12 時間刺激し，IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, 

IFN-の mRNA 発現を測定した(n = 3)．T-5224 (20 g/mL)は，IL-6, 

IL-10, IFN-の mRNA 発現を抑制し，Tacrolimus (0.25, 0.5 ng/mL)

は，IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-の mRNA 発現を抑制した．また，

両者を併用すると T-5224 単独群に比して IFN-の mRNA 発現を有意

に抑制した 104． 
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考察 

 

  本研究では，新規 AP-1 阻害剤 T-5224 は，CD3+CD28 mAb によっ

て刺激を受けたマウス T 細胞の増殖(Figure 3)，サイトカイン

(IL-2/IFN-)産生(Figure 4)，early activation marker (CD25) (Figure 5)

発現を抑制することを証明した．また，T-5224 は，抗体刺激下のマウス

T 細胞においても c-Fos の DNA 結合能を有意に抑制し，p-c-Jun の DNA

結合能を抑制する傾向のある事が確認された(Figure 6)．これらの in 

vitro 実験系は，pilot study として施行した MTT assay の結果(Figure 1. 

80 g/mL 以下では毒性無し)を基に，T-5224 の細胞毒性では無い事を確

認している．従って，T-5224 は c-Fos の DNA 結合能を阻害する事によ

って，マウス T 細胞の機能を抑制すると考えられた．本研究結果は，選

択的 MEK 1/2 阻害剤である U0126 を用いた Bendfeldt らの報告からも

裏付けられる．同報告によると，MEK 1/2 は T 細胞のシグナル伝達カス

ケードでは c-Fos の上流に位置している．抗体刺激下の T 細胞の de novo 

c-Fos 合成を U0126 で阻害すると，NFATc2 の発現には影響を与えずに，

ヒトメモリーT細胞中の IL-2産生細胞の割合を有意に減少させたとされ，

T 細胞における c-Fos 阻害による IL-2 産生抑制効果の可能性を示唆して

いる 106． 

 

  In vitro での実験結果を基に，c-Fos/AP-1 阻害によってアロ反応性 T 細

胞機能を抑制すれば，in vivo 移植モデルにおいて急性拒絶反応を抑制出

来るのではないかとの仮説を立て，マウス同種異系膵島移植モデルを用い

て検証することとした．BALB/c マウスから単離した膵島を STZ 誘導糖

尿病 B6 マウスの肝内へ移植した，完全 MHC ミスマッチ膵島移植モデル

において，T-5224 は濃度依存性にアログラフト生着期間を延長させた

(Figure 9)．なお，投与量 250 mg/kg BW/day 以上で Control 群と比較し

て有意差を認めた．また，POD 10 にレシピエント B6 マウスを犠牲死さ

せてアロ反応の抑制能を検討した．T-5224 投与群は，アロ抗原刺激下の

脾細胞増殖能，IFN-産生細胞数が有意に抑制され，膵島グラフト内の

CD4, CD8 陽性細胞浸潤も減少しており，レシピエント B6 マウス中のア

ロ反応性が抑制されている事が確認された(Figure 11)．これまで，AP-1

阻害による免疫抑制効果の報告例は少なく，渉猟し得た限りでは以下の 2

編のみである．Hölschermann らは，AP-1 decoy oligonucleotide 溶液を

灌流させた Wistar-Furth ラットの心グラフトを Lewis ラットへ移植
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するとアログラフト生着期間が 5.6から 7.8日へ延長したと報告した
87．また，Tabata らは，Brown-Norway ラットの心グラフトを Lewis ラッ

トへ移植し，c-Jun N-terminal kinase 阻害剤である SP600125 を投与すると，

アログラフト生着期間が 7 から 20 日へ延長したと報告している 86．これ

らの既報告例と比較すると，動物種，グラフト臓器や使用薬剤の違いを考

慮しても，本研究における AP-1 阻害剤 T-5224 のアログラフト生着期間

延長効果は著しいと考えられる．恐らく，このグラフト保護効果は，T-5224

の免疫抑制効果のみならず，ある一定の割合，T-5224 の抗炎症効果に起

因する可能性も考慮される．膵島移植では，単離された膵島グラフトがレ

シピエントの肝内へ経門脈的に移植されると，血小板が凝集し，凝固・補

体系のカスケードが活性化されるといった非特異的炎症反応が惹起され

る 107,108．これらの反応が惹起されると，TNF-
109,110 や high mobility group 

box (HMGB)-1
110 等のメディエーターによって炎症反応や移植後早期の自

然免疫応答が活性化される．マクロファージは，IL-1，IL-6，TNF-，INF-

などの炎症性サイトカインを産生し，これらの過程において中心的な役割

を果たしている 111．一方，c-Fos/AP-1 は，IL-1，IL-6，TNF-等の遺伝

子のプロモーター領域に存在する AP-1 motif に直接結合する事により，

これら炎症性サイトカインの発現を制御し，細胞の炎症反応においても重

要な転写因子である 112．T-5224 は，c-Fos/AP-1 を阻害する事により，

lipopolysaccharide (LPS)誘導敗血症性急性腎不全モデルで IL-1，IL-6，

TNF-
84 を，LPS 誘導敗血症肝不全モデルでは TNF-，HMGB-1 等の炎症

性サイトカイン産生を抑制する 85 と報告される．一方，当研究室では，

移植後早期の自然免疫と炎症反応を NF-B 阻害剤

dehydroxymethylepoxyquinomicin を用いて阻害すると，その後の適応免疫

反応を抑制し，アログラフト生着期間を延長することをマウス膵島移植モ

デルを用いて報告した 95,113．これらの知見を基に，本研究の同種異系マ

ウス膵島移植モデルにおけるアログラフト生着期間延長効果は，T-5224

の免疫抑制効果のみならず，抗炎症効果にも起因しているものと推察され

る． 

 

  T-5224 は，膵島アログラフト生着期間を延長させたが，完全に拒絶反

応を抑制することは困難である．そこで，AP-1 と密接な関係にある NFAT

阻害薬である Tacrolimus に着目し，in vivo での併用効果を検討したとこ

ろ，グラフト生着期間の著明な延長効果が認められた(Figure 12)． 

T 細胞の活性化は，AP-1 と NFAT との間の密接なクロストークによっ
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て影響を受けている 114,115．AP-1 の中には多数の subfamilyが存在するが，

Fos と Jun family は T 細胞の核内で NFAT と共に複合体を形成し，NFAT

結合部位の近位部に結合する事によって，Th1 系の主要なサイトカインで

ある IL-2や IFN-の産生を促進すると報告される 76,114,116,117．本研究では，

AP-1 と NFAT の同時阻害効果を T-5224 と Tacrolimus を用いて検討した．

B6 マウス由来の T 細胞をCD3+28 mAb にて刺激し，12 時間後のサイト

カイン mRNA 発現抑制効果を q-PCR にて測定した．この検討の際，T-5224

と Tacrolimus の相加・相乗効果を検討する為，それぞれの薬剤は

sub-optimal dose で使用した．T-5224 の濃度は，マウス T 細胞からの IL-2，

IFN-産生抑制効果(Figure 4)の検討から 20 g/mL とした．また，Tacrolimus

は，当研究室の過去のマウス T 細胞を用いたサイトカイン抑制効果検討結

果から 0.25 ng/mL (IL-13 のみ 0.5 ng/mL)と設定した 118,119．T-5224 単独で

は Control 群と比較して IL-6，IL-10，IFN-のみ抑制効果を認めたが，

Tacrolimus と併用すると IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，IFN-の mRNA レベル

を有意に抑制し，特に INF-においては T-5224 単独群と比較しても有意に

mRNA 発現を抑制した(Figure 17)．この in vitro の実験結果から，AP-1 と

NFAT 阻害剤を併用することによりアロ免疫反応抑制効果が増強され，特

に Th1 系において顕著であることが示唆され，in vivo の膵島アログラフト

の著明な生着期間延長効果が裏付けられたものと考えられた．  

 

  Tacrolimus は，臨床の膵島移植でも使用されている非常に有用な免疫抑

制剤であるが，重大な副作用の一つとして膵細胞への毒性が挙げられる
35．その為，膵島移植術後の免疫抑制療法においては Tacrolimus の濃度を

可能な限り減少させる事が必要である．その為，本研究では，薬剤による

膵細胞への毒性を極力排除しつつ，強力な免疫抑制効果を得る為に，

T-5224 と Tacrolimus を sub-optimal dose で併用した．当研究室では，以前

に本研究と全く同様の同種異系マウス膵島移植モデルを用いて，

Tacrolimus 1.5 mg/kg BW/day を術後 14 日間投与し，MST が 69 日まで著

明に延長した事を報告した 95．その報告を基として，Tacrolimus の濃度を

1.0 mg/kg BW/day に設定した．また，T-5224 の濃度は，Figure 9 の結果を

基に 100 mg/kg BW/day と設定した．結果，Tacrolimus 単独群では，MST

が 14 日と Control 群と比較して延長は認めなかったが(Figure 12)，T-5224 

(100 mg/kg BW/day)と併用することにより，5 例全例で著明なグラフト生

着期間延長効果を呈した． 

 



61 

 

  本研究において，T-5224 と Tacrolimus の併用療法は，移植膵島が 600

個では著明なグラフト生着期間延長効果を呈した．移植後の免疫抑制療法

の効果を判定するにおいて，ドナー特異的免疫寛容を達成の可否を判断す

る事は重要である． 

一般的に，経門脈的に膵島を移植すると非特異的な炎症反応が惹起され，

移植 72 時間以内に約 50～70%の膵島が破壊される為，肝内移植モデルは

「厳しい条件下のモデル」であると考えられる 97,120,121．本研究での移植

膵島数を 600 個とした理由は，「200, 300, 400, 500 個移植モデルでは，

400個移植の 1例を除き，血糖正常化を達成したマウスは認めなかったが，

600 個移植モデルでは全例が血糖正常化し，移植後 14 日以内に全例が拒

絶された」事である(Figure 7)． 

一方，これまで 450個等の移植膵島が少ないモデルも報告されている 97．

T-5224 と Tacrolimus の併用効果を厳密に検討する為には，移植膵島数を

減少させたモデルでの検討も必要であると考え，移植膵島を 300 個へ減少

させた．その結果，T-5224 と Tacrolimus を併用しても，6 匹中 3 匹しか血

糖正常化せず，MST も 14 日へ短縮した(Figure 14)．グラフトが拒絶され

た直後にレシピエント B6 マウスを犠牲死させて肝臓を組織学的に観察す

ると，インスリン・シナプトフィジン染色陽性細胞は全く認められなかっ

た(Figure 15-A-2 and -B-2)．膵島 600 個を移植した場合と比較し，何故こ

れ程までにグラフト生着期間に乖離が生じるかの直接的な証拠となるデ

ータは無い．しかしながら，移植膵島が「過剰」に移植されれば，それら

が「インスリン分泌の蓄え」として機能し，グラフト生着期間が延長され

る傾向が強まると推測される 122．Keymeulen らの報告によると，膵島移

植後に長期間正常血糖を維持する為には，血糖値以外にも血清中フルクト

サミンやインスリン濃度などの全てのパラメーターを正常化する事が重

要であり，その為には十分量の細胞が移植される事が必要である 123．ま

た，膵島グラフトが高血糖状態に曝されると細胞機能が低下し 124，マウ

スを用いた膵島移植モデルでも術前の高血糖状態がグラフト生着期間の

短縮に繋がると報告されている 103．実際，臨床の膵島移植でも，周術期

にヘパリンと共にインスリンを投与して正常血糖を維持する事によって，

移植成績が向上するとの報告がある 125． 

これらの知見や本研究の膵島 300 個移植モデルの結果を考慮すると，

T-5224 と Tacrolimus の併用効果は，600 個移植モデルでは正常血糖を長期

にわたって維持出来たが，これはドナー特異的免疫寛容を達成したわけで

は無く，更に観察を続けた場合には，ある一定の割合で「蓄え」として機
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能した膵島グラフトが徐々に拒絶されていく可能性が高いと考えられた．

しかしながら，T-5224 と Tacrolimus との併用療法がドナー特異的免疫寛

容を達成したか否かを正確に検討する為には，長期グラフト生着レシピエ

ントへの皮膚移植(skin challenge test)や，グラフト内やリンパ組織中の制

御性 T 細胞の flowcytometry による解析などが必要であり，これは今後の

検討課題である． 

 

  T-5224 の臨床応用を検討するにあたり，その副作用に関する情報は非

常に重要である．Pilot study として，naïve B6 マウスに T-5224 250, 500, 

mg/kg BW を 1 日 1 回 14 日間経口投与した(n = 3)．250, 500 mg/kg BW 群

では，随時血糖の上昇や体重の変化は認めず(Figure 8)，14 日目に犠牲死

させて解剖したが，腫瘍性病変や日和見感染症の所見は認めなかった

(data not shown)．この pilot study の結果から，本研究の in vivo における

T-5224 投与経路と濃度は，経口投与で 500mg/kg BW/day 以下では問題無

いと判断した．また，Aikawa らによるとラットとカニクイザルへ，T-5224

を 1 ヶ月間それぞれ 150, 750 mg/kg の濃度で投与しても，理学的所見，血

液学的所見，剖検所見のいずれにおいても副作用は認めなかったと報告さ

れる 79．一方，本研究においては，T-5224 は，80 g/mL 以下では膵島に

対する毒性の無い事も MTS assay を用いて確認した(Figure 2)．これらの

実験結果や報告によると膵島移植において T-5224 は概ね安全性の高い薬

剤と考えられるが，臨床応用を考慮すると，マージナルモデルを用いた糖

尿病誘発試験や細胞増殖能抑制性，細胞アポトーシス誘導性試験など

が今後必要となると考えられる．  

 

  結論として，T-5224 による c-Fos/AP-1 阻害法は，膵島移植において非

常に有望な免疫抑制療法と考えられる．この治療戦略は，膵島移植以外の

細胞・臓器移植や自己免疫性疾患に対しても効果的である可能性を有して

いる． 
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総括及び結論 

 

 ①本研究全体から得られた新知見 

・ 新規 AP-1阻害剤 T-5224は，マウス T細胞において c-Fos/AP-1 DNA

結合能を阻害する． 

・ c-Fos/AP-1 阻害は，マウス T 細胞の増殖能を抑制する． 

・ c-Fos/AP-1 阻害は，マウス CD4 陽性 T 細胞の early activation 

marker (CD25)発現を抑制する． 

・ c-Fos/AP-1 阻害は，マウス T 細胞からのサイトカイン(IL-2, IFN-)

産生を抑制する． 

・ c-Fos/AP-1 阻害は，マウス同種異系膵島移植モデルにおいてアログ

ラフト生着期間を延長する． 

・ c-Fos/AP-1 と NFAT を同時阻害すると，マウス同種異系膵島移植モ

デルにおいてアログラフト生着期間を著明に延長するが，ドナー特

異的免疫寛容は誘導出来ない可能性が高い． 

・ c-Fos/AP-1とNFATを同時阻害すると，マウス T細胞の IL-2，IL-4，

IL-6，IL-10，IFN- mRNA 発現を抑制する． 

 

 ②新知見の意義 

   膵島移植術後のインスリン離脱率は低率であり，拒絶反応抑制法の開

発は急務である．本研究は，今までに報告の無い c-Fos/AP-1 阻害とい

う全く新しい刺激経路を遮断することによって免疫抑制効果を発揮す

る事を示したという点で意義があると考えられる．また，既に臨床応用

されている Tacrolimus と併用することにより，更に強力な免疫抑制効

果を期待出来る事を示した点も特筆すべき事項である．  

 

 ③今後の研究展開と課題 

   膵島移植における使用を具体化してするにあたり，大動物を用いた

T-5224 の免疫抑制効果や毒性試験は必須である．また，マージナルモ

デルを用いた糖尿病誘発性や細胞増殖能抑制性，細胞アポトーシス

誘導性試験などが検討されるべきである．また，T-5224 と Tacrolimus

の併用によるドナー特異的免疫寛容の導入療法は非常に有用な免疫抑

制療法となり得る為，更なる詳細な検討が望まれる．  
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