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は し 淋き

細胞療法に応用する膵障細胞の開発を目的と して、 大型哺乳類 で比較的入手淋

容 易 で あ る ブ タ 種 を用 い て、 膵 内 分 泌 細 胞 の 分 化、 増 殖 に 関 わ る 成 長 因 子、 転

写 因 子 の 解 析 を 行 っ た
。 開 始 当 初、 ｐａ㏄ 蛾 施 ｓｔｅ㎜ ｃｅｌ！ あ る い は 脾 ㏄ｒｅａｔｉｃ

ｐｒｏｇｅ搬ＯｒＣ副 の 分 離、 応 用 も 目 的 で あっ た 那、 最 近 の 知 見 よ り、 移 植 細 胞 ソー

スの 可能性が大きく広 がり、 また 予想以上 の細胞 の可塑性が 報告され、 他の組

織、 分化系列の綱絶 も麻 用が 可能 であり、 ブタ 膵幹綱胞 の分離に限 定ずる必要

性 が 減 少 して き た。 よっ て 膵 幹 細 胞 あ る い は ブ タ 種 に 拘 泥也 ず、 よ り 現 実 的、
基縫 的な膵細胞の分化増 殖に関 わる 検討を、 移植 細胞の みならず、 移植 環境 に

つ い て も 行 う こ と と な っ た。
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研究成果の概要

１． ｃｅ１１ １ｉ鵬 鵠ｅ の 追 求

細 胞 療 法 に 応 用 す る 膵 細 胞 の 開 発 目 的 で、 ｐｏｒｃｉｎ 舳 ｅ眺ｏｒη の ㎝ｄ㏄ｒｉ鵬 ㏄１１

を 分 離 し、 マ ー カ ー に よ り、 ・ｅ１！ ・・村ｉ㎎ し て、 ｓ挽㎜ ・ｅ１１ の 分 離 を 試 み た。

国 立 国 際 医 療 セ ン タ ー 安 囲 ら と の 共 同 研 究 で、 ＳＰ（ｓｉδｅ ｐｏｐ岨ａｔｉ０１】） ｃｅ五１ と し

て、 ｓ 繍 ㏄１王 が 濃 縮 した と 考 完 ら れ る 分 爾 淋 得 ら れ、 ２００４．δ 月 糖尿 病 学 会１こ

発 表 し た。

し 牟 し、 鋭 ㎝ ㏄五１ の 単 離 を 以 外 に も、 細 胞 療 法 に用 い う る 細胞 は 多く の 可 能

性 が 出 て き た。 そ れ は ｓｔｅ㎜ ｃｅ！１ そ の も の が 分化 を と げて 膵 内 分 泌 細胞 に な る

の み な ら ず、 いろ い ろ な細 胞 が
、 鵬ｄｉｆ掩 蝸 耐ｉ航ｉ㎝，ｔ蝸 鵬ｄｉｆ 撤 ㎝ｔｉ銚ｉ◎Ω を

起 こ しう る こ と が 報 告 さ れ、 さ らに 移 植 細 胞 そ の も の も、ｐａ 蜘 ｒｉｌ１６、 鮒 ㏄ 村ｎｅ

の 作 刷 こよ り㌔ 周 囲 の 綱 胞 環 境１こ大 きく 依 存 す る ご と 淋 わ がっ て き て い る竈

実用目的の 細胞 療法 につ いては多く の細胞が侯補 に挙がっており、 膵自体 の移

植 細胞 環 境 と して の 知 見 も 求 め ら れ る こ と と な っ て き た
。

ＩＨｉＶｏ の 検 討 も 重 要

視 さ れ、 こ の よ う な 観 点 か ら 以 下 の 研 究 も 継 続 して 行 っ て い る。

２． 膵 内 分 泌 綱魑 の 分 化 に 関 わ る 転 写 因 子、 増 殖 因 子

平 成 １４ 年 度
、 １５ 年 度 と、 膵 内 分 泌 細 胞 の 分 化、 増 殖 に 関 わ る ｇｒｏｗ曲 ｈ０ｆ狐㎝ｅ

や 転 写 因 子 を 検 討 して き て お り
、 イ ンク レチ ンの ひ と つ で あ る ＧＬＰ－１ は

、
ブタ

膵 内 分 泌 細 胞 の増 殖、 イ ン ス リ ン 分泌 維 持 に 働 害、 消化 管 ペ プタ イ ドが ＰＤＸ－！

を介 して 血 糖 調 鰍 こ関 わる こ とカ 湖 か に さ れ た（Ｐａ篶㎝ 棚ｓ２００忽）。 現 在 コ ノ フ ィ

リ ン添加による 培養で長期のイ ンスリ ン分泌機能の維持㍉ 細胞増殖 の効果を偉

討 し て い る。

ま た 膵 細 胞 の 分 化 に 関 わ る 転 写 因 子 を 培 養 細 胞 で 検 討 して き た が（Ｐａｎｃｒｅａｓ

２◎０３）、 最 終 年 度 は 転 写 因 子 １ａ聯 欄ｆ の発 窺 を 中 心 に 行 い、 鯛ｆ ｆａｍｉ１ｙ 淋 膵

の発 達、 分化に深く関 わること を膵虚血負荷 や発 達期の膵の発 現を検 討す るこ

と に よ り 示 し淀 （再 生 医 療 学 会 ２００５．３ 月）。 導 管 の発 蓬 分化 や、 イ ンス リ ン 以

芥の膵 分泌 ホルモ ンにも関わる転 写因子で あり、 今後臨床的 な重要性淋考 え ら

れ る
。

Ｐ 鵬 １ｉｍｉｎａｒｙ な が ら
、

膵 組 織 に お い て ｍａｆＡ
，ｃ－ｍａｆ

，聰匝ａｆＢ は ｉ 鵬 ｕ１ｉ⑪ の み

な ら ず ｇｌＵｃａｇ㎝， ｐａｎ．ｒθ就ｉｔｃ ｐｅｐ尤ｉｄｅ な ど の 分 泌 願 粒 と そ れ ぞ れ 共 染 色 し て

お り、 ま 淀 脾 ㏄ 蝸ａｔｉｃ ｃａｎｃｅガ ㏄１１ １ｉ舶 串 リ ン パ
、 脂 肪 組 徽 こ も 発 現カミ見 ら

れ、 炎 症、 再 生
、 発 癌、 発 達 の 変 化 の過 程 と、 血 糖 調 節 を 介 す る 代 謝 要 因 に リ

ンク する 転写因子である ごと淋示唆さ れ、 炎症 を基礎に発生する病 態を代 謝疾

患の関連、 膵の発癌 と内分泌機 構の接点な どの検討を今後の課題と している。



再生 医療 学会 ２００５／０３／０１， 大 阪

膵組織における１包㎎ｅ醐拭釜独 的 の発現検討

抄録

Ｍ推 臨㎜ｉ１ｙ は ｂＺｉｐ 構造 を持 つ転写 因 子で、 最 近 篶訟㎎ｅ 皿 雄 の 膵ラ民 島綴 鰯の 扮化 遇 糧で

の発 現 およ び、 イ ンス リ ン やグ ルカ ゴ ン分 泌 細胞 に各 皿凱ｆ那 特異 的に 対応 する 図 式那報 告

さ れ 注員 されて い る白 しか しな淋 ら、ｉ皿 曲ｏ にお ける各 ㎜設ｆの 周在、 発 現の変 化 に霧 響を

与 克る 因 子 な どに つい て は不 明な 点 が多 い。 今 回、 外 因負 荷 の髭 響 と して ラ ッ トを用 い た

膵虚淑輯還流そデルにおける１狐ｇｅ 醐ｆ の発現を検討しだ。 さらに大型蒲乳類であるブタ

で、 新 生仔 およ び 成人 ブタ 膵で の発 達上 の発 現の 変化 を観 察 し花。 ラ ッ トの短 胃動 脈を 郷

分 闘ク ラ ンプ して 虚血負 荷 と し、そ の後 再還 流 し、２４，逐８亘７２ 時間 後 の変化 を 蝸ａ１ｔｉｍｅＰＣＲ
，

特異的 抗 体を用 い た Ｗｅｓ娩ｎ ｂ１ｏｔｔｉ皿ｇ，組 織酵素 抗 体法 な どにより 検 討 した。 ブタ 独ａｆ の

ｓｅｑ ㎜ ｎｃｅ は 独 自 に 淡 定 し
、

特 異 的 碑 ㎜得ｒ を 作 製 し た
。 Ｍ勧 弧

， 搬盆搬
， ｃ・Ｍａｆ と も

、
抑 制 の

後 発 魂の 充 進カ 塀 られ だ が、 程度、 時相 には 差異 が あり、 ま た、 局 在 はラ氏潟 内だ け でな

く 島 外 にも 陽性 と なる 細 胞カミ散 屍さ れ た白 ブタ 膵 で は新 生 仔で ラ 民島 形 成が 十 分で なく、

㎜ａｆＢ が顕 著に 染色 され たが、 成 人 にい 危る と島 形成が 明 ら かにな り、 ㎜就Ａ がラ 氏島 内細

砲 に 染色 され、 発 達に 伴う 変化 赫 観察 され た。 組織侵 襲 の際 に ㎜叡ｆ の発 現が 誘導 され、 各

ｍａｆ 特異 的 に修復、 再生 の機 構 に何 ら かの 形で 関 わる 可能 性が 示唆 さ れ、 ま た、 発 達 段階

の分化形成の遇程への関与も推測され淀む

は じめ に

Ｍ菰 鹸狐ｉ１ｙ はもＺｉｐ 構 造を 持っ 転写 因子 で、 広く 各臓 器 に分布 し ている が、 最 近ｆ独ｉ１ｙの

ひと っ の 醐盆欽 が膵庫細 胞の 分化 に 特化 した 作用 を発 揮す ることカ§報告 され、 さ らに わ 加わ

れカミ Ｍ 甜 に 注 目 し た の は
、

ＰＤ 及 １ と ｂｉ 雌 ｎ薯ｓ施 を 持 ち
、

ｉｎｓｕ 脆
、ｇ１ｕｃ 鳩ｏｎ と の 共 発 現 カｓ

認 められ て おり、 雌ａｆ 自 体 が、 比較 的 末梢 の 内分 泌綴 胞の 分化 に か かわり、 その 他の 病的

意 味が推 察さ れ 花か らで ある。

今 圓、 われ われ は 幾つか の 醐ｆのｉｎＶｉＶｏ での 実際 の発 現を ブタ およ びヒ ト膵 で 確認 し花。

方法および結果

使用 しだｐ凶醐ｅｒ お よ び抗 体は表 １ に示 し危。

ま ず膵 の発 達に お ける発 現 につい て、 生後 数 員の 豚 ｎｅＷｂＯｒｎ と ａｄ砒 豚 の 組織 為 よびピ ト

胎 児２ ０Ｗ と 成人 の膵 を鈍 較 し淀。 この 蒔期 のイ ンス リ ン染 亀は 豚 ｎｅｗｂｏｍ で は ｓｉｎｇ丑ｅ

ｃｅｎ あ る い は 数 個 の ｃｅ１１ｃ１ｕ§ 触 と し て 認 め ら れ る （Ｆｉｇ１）
。

ど の ㎜ 紺 も Ａｄｕ１ｔ で の ｉｓ１ｅｔｓ

Ｃｅｎ の 染亀 は明 ら がで ある。 搬ａ弧 は ｎｅＷｂｏ正ｎ では ＆ｕｅｔ か ら腺 傍綴 胞ま で がな り広 範に

染 色さ れ、 蛍 先 染色 にも 劔 砒 と ｎｅｗｂｏ疋ｎ の分布 の 差異 は明 ら かで ある （Ｆｉｇ２，３）。 Ｍａ弼



は Ｎｅｗｂｏｒｎ では発 現カミか荏 り 限局 して いて 曲ｃｔ に沿 った かた ち で（ｉ㎜㎜ａ 耐ｅ） 腺傍 細胞

の ＣｉｕＳ傲 に 染色 さ槻、 ヒ トに つい ても この 傾陶 ははっ き り してお り、 ａｕＣ七 分 稜 に 陽性細

胞 が 昆ら れ、 これ に沿 っ危周 囲 の ａぬ 孤 ｂａｄ に 陽性細 胞が 観察 さ れた（Ｆｉｇ４，５）。 ｃ・ｍｆ も

ａｕｃ血お よ び 砒 就 翁 枝 淋ら腺 傍纐胞 のｃ１ｕｓ鮎 に 染色 され る 淋、 脂 肪織 にも 陽 性細胞勿幌 ら

れ、 この傾 向 はヒ ト胎児 に つい ても 同様 で あった（珊ｇ６亘７）。

次 にこ の 狐組 の発 現の 誘導 を成 熟膵 に為 い ても 検討 しだ。 実 際に はラ ッ ト膵 での虚 血 再灌

流 モ デル で 組織 の 障害、 再生 を促 し検討 した。 ラ ッ トの 短胃 動 脈を クラ ンプ し再 灌 流 した

虚 血負 荷 で、膵 組織 の 附 ＲＮＡ 蛋 白の レベ ルそ れ ぞれで、各 ㎜ａｆ の誘 導が 兇 られ淀（Ｆｉｇ８，９）。

そ の雫 現 はおの おの 相違 が あり、 皿＆盗 は 早期 に上昇 が あり、 独ａ肥 は緩 徐 に発 現の 増加 が

昆 ら れ、 ｃ・㎜ａｆ の 反 芯 は ２ 稿 性 に な っ て い だ。 組 織 欧 昆（Ｆ壇五〇）で は、 増 搬 の 分 布 は

ｍα阻Ｃ・醐ｆはｉＳ１ｅｔＳ 以 外 にも発 現 をま して い 危。 虚 血負 荷後 で は、 ｍａ秋 で は 破 鮎ｅ な

発 現 はなく、ｍ 雄Ｂ の ぬｃｔの発 現やｃ・㎜証 の潴 肪 織やリ ンパ球 での 発 現は 同様 に観 察さ れ、
雌 ｗｂｏ正ｎ、 餓ｕｓ で みら れだ よう な変 化 を想 定させ て いた。

ま と めると

１） ブタおよびヒ トでの膵組織学的検討

新生仔豚膵ではラ氏島の形成はされておらず、 イ ンスリ ン験陛性細胞は 幽 幽 あるいは数

個 で存在 す る。

Ｉ Ｈ ｉｖｏ に お い て も、 ｍ泓ｆＡ
，

Ｂ
，ｃ・独 磁 の 陽 性 細 胞 淡 確 認 さ れ 淀。

孤 磁 Ａ は 全 体 に ｄｕｃｔ、駐ｃｉｎ紐 と も に 陽 性 細 胞 が み ら れ る。

皿泓ｆＢ は 曲 航 分枝 か らａぬ 弧 ｂ飼 に か けて局 在 がみ られ、Ｃ・蛆紬 は 醐ａ鯛 と同 様 曲Ｃｔか

ら 疵Ｃｉ醐ｒｂω にみ られ るが、 辺 縁の 結 合織 にも 陽性細 胞 がみ られ る、

成熟 豚 膵組織 で は各 醐雄 はほ ぽラ 篤 島に染 亀さ れる。

と ト胎掘 膵 にお いて も同様 の傾 向 淋見 られ る。

２） ラッ ト 眠 負荷モデルでの発観

虚 血負 荷 干 は、 各 ｍｆの 発 現に 時間 的な 差が み られる が、 ㎜ＲＮＡ、 蛋白 レベ ルで も誘 導さ

れ る。

Ｍ凱肥，ｃ一血凱ｆ陽性 細胞 はラ 民 島外１こ増加 淋観 察さ れる が、 ㎜ａ弧 狂っ いて は新 生仔 豚 で観察

され たよ うな 薯明 な増 加 はない。

考察

転写鰯予 軸甜 は比較的機能分化の過程で発現し、 各機能に特異的に作用 する傾向淋あると

推測 され てい る。ｉｎｙｉｗ の 膵臓 に は ㎜㌶Ａ の みな らず、蛆包ｆＢ，ｃ・狐証 の存 在淋 確認 され た。

槻 磁Ａ 陽性 の 細胞 は薪 生時期 は びま 〃 幽こ翁 循 し、 こ の 時期 では ＰＣＮＡ の染 亀性 と一 致 し

（ｐｒｅ１ｉｍｉｎ 岬 幽 娩）、 ま た 機能 的 にイ ンス リ ンと共 染 がみ られ で、 厚細 胞 の分 化 の １ｉｎ鰍ｇｅ

を追随する可能性淋考免られだ。

Ｍ ㌶Ｂ 陽性細 胞で は、 ＰＤＸ・１と の 共染 色性 が観 察さ れ（ｐ蝸１ｉ㎜ｉｎ㎜ｙ 曲ｔａ）、 ａｕｃｔ形 成 帯（虚

塩負荷の再生過穆で 油 観する可能性添ある。 Ｍ凱ｆ陽性細胞はそ杓ぞれ発達の段階淋らラ民



葛構 成 細胞 へ の分 化 に 関与 する 可 能性 淋 ある。 さ らに、 成 熟 麟に おい て もラ 民 島 外に も 存

在 し、 再 生、 増 殖の過 程 に関 与す る可 能性 も推 測さ れ淀。

王） 膵 内労 泌細 胞 の分化 に 幾っ かの 皿 証 が関 わっ てい る。

２） 各 ㎜磁 に は綱 胞特 異性カミある。

３） ラ 氏 轟以 外に も 陽性細胞 が 存在 し、 発 翼が誘 導 される 可 能性カＳある。

発達期の膵にあける 醐菰 の発現の特徴は 醐 跳 淋 ａｉ搬 船、 醐 搬、Ｃ・㎜磁 それぞれも膵の形

成 に 関与 する 可能 性が あり、 組 織障 害 時の再 生 にも関 わる 可 静 性カ涼 され た。

Ｍ鮒 は幼著麟ではかなり 砒 触ｅ に労布 し、 揃 泌 になるとラ鼠島に収東する傾向があり、
皿叡ｆ那 内 分泌細 胞 の分 化に 関 わって い る可 静 性が実 際にｉｎＶｉＶＯ で も明 ら がに され だむ しか

レ 実際 にラ 蔑 島以 州こも存在 している、 それ らに 荏ん ら がの ｐＯ触 幽１がある 可 能性カミあ

り、 疵欄ｔ 膵 でも 再 生を 促す 処置 で、 ラ民 島 内の 陽性細 胞 の動 態 は不明 なの で自 己複 製 の情

報は完られなかった 狐 ラ民島外の陽性系弼胞の存在はそのような四〇飽ｎ幽１のある細胞の動

貴 をも た らし危 可 能性が ある。

結語

１ａ 峨 独叡ｆ で あ る ㎜ 証Ａ
，皿ａ紐

，ｃ
・皿ａｆ の 膵 三ｎｖｉｖｏ で の 発 現 を 確 認 し た。 各 皿 甜 の 局 在 淋 あ

り、 麟の発 達週 程 での 陽性 細 聰の 変化 淋 確 認さ れ た、 さ ら に、 成熟 膵 で も外 困 性負 荷 によ

り発 現 レベ ルの 変化カ茎も た らされ る こと が判 閉 した。

使用 し危組織標本および抗体 独ｂ１ｏ１

１） 生 後３－５目 新 生仔豚 と 成熟 豚の 膵組 織

ヒ ト 胎 妃２０週 （ｆ㎝ａ１ｅ） お よ び 成 人 （腕１ｅ） の 膵 組 織 園 定 標 本 跳 ｏ Ｃｈ劃ｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 杜

２） ラッ ト膵虚血再還流等デル

短胃 動脈 を 郷 分 閲ク ラ ンプ後 蒋 遼流 し、２４， 姻，７２時闘 後膵 組織 採敢 淑ＮＡ発 現 蝸ａ１吋ｉ棚ｅ

ＰＣＲ， ｐｒｉ鵬ｒ は ｐｒｉ鵬ｒ３ に て 作 成

蛋白発 現 蝋 賊 舳 ｂ１ｏｔｔｉ㎎、 組織 酵素 抗 体法

Ｍ・ｆＡ（ＢＬ１０６９）：Ｂ・ｔｈｙ１Ｌ・ｂ… 鮒 ｉ・・， 鵬 鯛（Ｐ２０）
， ㎝・ 舳 １５３

，
Ｍ５／

，
Ｇ１㏄・息㎝（Ｎ１７）：Ｓ。耐。Ｃ。。雲

趾 ㏄ ｈ ㎝ ｉ・ｔｒｙ，互船 ｕ１ｉｎ（Ｃ１ ㎝ ｅ２００６）；Ｚｙｍ㊥ れ ・ｂ・ｒａｔ・ｒｉｅｓ














