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要　　　旨

　１型糖尿病に対して膵島移植が注目されているが，
移植用膵臓の不足は深刻な問題である．ヒト膵島 beta 
細胞株の樹立は，低コストで大量培養が可能となるた
め，糖尿病を標的とした移植医療やバイオ人工膵の開
発にとって重要である．今回我々は，Cre/loxP システ
ムを用いて不死化遺伝子（SV40T，hTERT）を導入し
可逆性不死化ヒト膵 beta 細胞株（NAKTﾝ15）を樹立
した．In vitro 環境下において，NAKTﾝ15細胞の 
insulin 発現は，Northern blot，Western blot，insulin 

測定において，正常ヒト膵島細胞の約40％程度であっ
た．また実際に糖尿病マウスに移植すると，マウスの
高血糖は改善され200日以上の生存を確認し，糖尿病の
完全なコントロールが可能であった．腎摘後，速やか
にマウスは高血糖を呈し，血糖コントロールは細胞移
植による効果であると示された．さらに，摘出したグ
ラフトの評価を行うと，in vivo 環境下では NAKTﾝ15
細胞の insulin 発現は，Northern blot，Western blot，
insulin 測定において，正常ヒト膵島細胞の約60％程度
であった．このように，可逆性不死化ヒト膵 beta 細
胞株 NAKTﾝ15は，in vitro 及び in vivo の検討におい
て，正常ヒト膵島に匹敵する機能を有しており，１型
糖尿病治療におけるドナー不足克服に向けた第一歩と
なる可能性がある．
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緒　　　言

　１型糖尿病はＴ細胞を介した自己免疫反応によっ
て，insulin を産生する膵 beta 細胞が破壊されること
により生じる病態である1)．この２～30年の間，血糖
を厳格にコントロールし１型糖尿病の根治療法となり
うると期待されて，膵島移植は発展を遂げてきたが，
ドナー膵の不足を克服することは困難であった2,3)．
　今回の研究は，beta 細胞に機能的に匹敵し移植に向
けて安価に増殖可能なヒト膵 beta 細胞株を樹立する
ためにはじめられた．我々が樹立した可逆性不死化ヒ
ト膵 beta 細胞株（NAKTﾝ15）の膵 beta 細胞として
の性質や glucose 応答性 insulin 分泌機能に関して，in 
vitro 及び in vivo において正常ヒト膵島と比較検討
した．

方　　　法

　不死化ヒト膵 beta 細胞株を樹立するため，新鮮ヒ
ト膵島を分離し単層化培養の後に，simian virus 40 
large Tﾝantigen（SV40T）発現レトロウイルスベクタ
ー SSR＃69を導入し，ハイグロマイシンで選別．次に 
beta 細胞選別のため MoFlo を用いて Newport Green

（NG）陽性細胞を回収し，その population に対して 
human telomerase reverse transcriptase（hTERT）
発現レトロウイルスベクター SSR＃197を感染させ不
死化を完成（図１）．271個のクローンを得，そのうち 
severe combined immunodeficiency（SCID）mice へ
の皮下移植（１×106 cells）にて腫瘍性がみられなか
った253個のクローンを得た．これらに対して，insulin 
と Islﾝ１，Pax 6，Nkx 6.1，Pdxﾝ１の発現の有無を 
reverse transcription-polymerase chain reaction（RT
ﾝPCR）にて検討したところ，全ての転写因子と insulin 
を発現しているのは，唯一クローン＃15だけであり 
NAKTﾝ15細胞と名付けた．NAKTﾝ15細胞からの不死
化遺伝子の除去は，Cre 酵素発現アデノウイルスベク
ターの感染後に，Ｇ418選別とガンシクロビル処理と 
MoFlo を用いた enhanced green fluorescent protein
（EGFP）陰性細胞の回収にて行なった．この復帰 
NAKTﾝ15細胞を用いて検討をすすめた．
　NAKTﾝ15細胞，復帰 NAKTﾝ15細胞，正常ヒト膵島
に対して，insulin 及び膵 beta 細胞に特徴的な転写因
子（Islﾝ１，Pax 6，Nkx 6.1，Pdxﾝ１，prohormone 
convertase（PC)１/３，PC 2 ），及び分泌顆粒蛋白
（chromogranin A，synaptophysin）の発現の有無を，
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図１ 可逆性不死化ヒト膵β細胞株（NAKTﾝ15）樹立のシェーマ
新鮮ヒト膵島を分離し単層化培養した後に，レトロウイルスベクター SSR＃69（SV40T を code）を導入．Newport Green 陽性細胞を 
sorting した後に，レトロウイルスベクター SSR＃197（hTERT を code）を導入．EGFP 陽性細胞を single cell cloning することで株
化．不死化遺伝子（SV40T，hTERT）の切り出しは，Cre 組換え酵素を code したアデノウイルスベクター AxCANCre を用いる．
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mRNA 発現に関しては Northern blot を，蛋白発現に
関しては Western blot を行った．細胞の形態学的検討
に関しては，insulin/Pdxﾝ１免疫染色及び insulin 免疫
電顕にて検討した．insulin 分泌能に関しては，glucose 
及び非 glucose 性 insulin 分泌促進物質に対する応答
性を検討した．In vivo に関しては，復帰 NAKTﾝ15細
胞を，streptozotocin（STZ）で薬剤誘導性に糖尿病に
した SCID mice に移植（３×106 cells）することで移
植効果を検討した．

結　　　果

　復帰 NAKTﾝ15細胞における Islﾝ１，Pax 6，Nkx 6.1，
Pdxﾝ１の発現を，Northern blot，Western blot にて
検討したところ，不死化 NAKTﾝ15細胞よりは強く発
現していたが，正常ヒト膵島と比べると発現は弱かっ
た（図２）．復帰 NAKTﾝ15細胞において，prohormone 
convertase（ PC)１/３，PC 2 や分泌顆粒蛋白の 

chromogranin A，Synaptophysin の発現が認められた
が ，非 beta 細 胞 ホ ル モ ン で あ る glucagon や 
somatostatin の発現は認められなかった（図２）．復帰 
NAKTﾝ15細胞に対する insulin 分泌試験に関しても，
glucose 応答性に insulin 分泌が認められ， insulin 
content，Cﾝpeptide content も正常ヒト膵島の約40％
の量が認められていた（図３）．復帰 NAKTﾝ15細胞を 
Matrigel 上で培養すると aggregation 形成する．細胞
質の insulin と核内の Pdxﾝ１を免疫染色にて確認す
ると，aggregation に伴って insulin 発現が強くなって
いる（図４ａﾝｆ）．また免疫電顕にて，insulin 陽性の
分泌顆粒が確認された（図４ｇﾝｊ）．
　復帰 NAKTﾝ15細胞の機能を in vivo にて評価する
ために，薬剤誘導性糖尿病マウス腎被膜下に移植して
効果を確認した．復帰 NAKTﾝ15細胞移植マウスでは，
２週間以内に血糖が正常化し，以後30週まで生存し血
糖も正常レベルを維持できた．一方，移植されていな

　 １型糖尿病治療に向けたヒト膵β細胞株の樹立：成島道樹，他19名 　
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図２ NAKTﾝ15細胞の分子学的検討
(ａ)RTﾝPCR (30 cycles）：NAKTﾝ15細胞と復帰 NAKTﾝ15細胞中の SV40T 及び hTERT の検出．(ｂ)Northern blot analysis：
insulin 及び転写因子（Islﾝ1､ Pax6､ Nkx6.1 and Pdxﾝ1）の mRNA レベルの検出．Human islets and TMNKﾝ1 cells served as a positive 
and negative control､ respectively．(ｃ)Western blot analysis：insulin 及び転写因子（Islﾝ1､ Pax6､ Nkx6.1 and Pdxﾝ1）の蛋白レベ
ルの検出．Human islets and TMNKﾝ1 cells served as a positive and negative control､ respectively．
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いマウスは10週以内に全例死亡した（図５ａ，ｂ）．復
帰 NAKTﾝ15細胞移植マウスからグラフトを摘出する
と，速やかに高血糖に至るが，このことは移植細胞が
血糖をコントロールしていたことを示す．復帰 NAKT
ﾝ15細胞移植マウスの血糖負荷テストにても，血糖変化
は正常パターンを示した（data not shown）．ヒト特異
的な insulin と Cﾝpeptide の測定キットを用いて，移
植マウスの血清中 insulin/Cﾝpeptide を測定したとこ
ろ，ともに血糖応答性の分泌が確認された（data not 
shown）．
　腎被膜下からグラフトを回収し，移植された復帰 
NAKTﾝ15細胞（移植 NAKTﾝ15細胞）の性質を検討し
た．移植 NAKTﾝ15細胞における Islﾝ１，Pax6，Nkx6.1，

Pdxﾝ１の発現を，Northern blot，Western blot にて
検討したところ，in vitro での復帰 NAKTﾝ15細胞よ
りは強く発現していたが，正常ヒト膵島と比べると発
現は弱かった（data not shown）．移植 NAKTﾝ15細胞
における insulin content，Cﾝpeptide content も移植さ
れた正常ヒト膵島の約60％の量が認められていた．移
植マウスの腎・膵の組織を免疫染色にて検討すると，
腎被膜下の移植細胞は insulin 陽性であり，マウスの
膵島は insulin 陰性であった（図６ａﾝｊ）．また，免
疫電顕にて，insulin 陽性の分泌顆粒が確認された（図
６ｋ，ｌ）．
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図３ Reverted NAKTﾝ15細胞におけるインスリン分泌，インスリン含有及び Cﾝpeptide 含有
Reverted NAKTﾝ15細胞は，グルコース応答性にインスリンを分泌する．また，インスリン含有量及び Cﾝpeptide 含有量は，正常ヒ
ト膵島に比べて約４割程度であった．

図４ Reverted NAKTﾝ15細胞の形態学的検討
(ａ,ｂ,ｃ)位相差顕微鏡像 (mono-layer cultures of reverted NAKTﾝ 15 cells after 3 h) (ａ)，24 h (ｂ) or 48 h (ｃ) culture on 
Matrigel．(ｄ,ｅ,ｆ)インスリン染色 (red；cytoplasm) と Pdxﾝ１染色 (green；nucleus) at 3 h (ｄ)，24 h (ｅ)，and 48 h (ｆ)．
Aggregation formation (ｂ,ｃ) enhanced the production of insulin (ｅ,ｆ) in the reverted cells｡ Original magnification 200．免疫電
顕：インスリン分泌顆粒が陽性，reverted NAKTﾝ15 cells (ｇ,ｈ) and human islets (ｉ,ｊ)．Bars：(ｇ,ｉ)300ﾌ，(ｈ,ｊ)200ﾌ．

図５ 糖尿病マウスに対する Reverted NAKTﾝ15細胞の移植効果
(ａ,ｂ)薬剤誘導性糖尿病マウス（SCID mouse）の腎被膜下に Reverted NAKTﾝ15細胞を移植し，血糖値を測定．(ａ)血糖値，(ｂ)
生存曲線．移植後30週目に左腎（移植片）を摘出．
Diabetic mice､ diabetic SCID mice；Diabetic mice＋reverted NAKTﾝ15､ diabetic SCID mice transplanted with reverted NAKTﾝ15 
cells；Diabetic mice＋normal human islet､ diabetic SCID mice transplanted with normal human islets (2,000 islets)；Normal mice､ 
normal SCID mice､ n＝10/group｡ ＊P＜0.05 by ANOVA (ａ) or Mann-Whitney U test (ｂ)｡ Vertical bars show the s｡d．

図６ 移植マウスにおける腎被膜下・膵・肝の組織学的検討
(ａﾝｄ)HE 染色：reverted NAKTﾝ15細胞を含む腎被膜(ａ)，膵(ｂ,ｃ)，及び肝(ｄ)．(ｅﾝｊ)腎被膜下のインスリン免疫染色（red）
(ｅ)，膵(ｆ,ｇ)，及び肝(ｈ)のインスリン免疫染色（red）．(ｉ,ｊ)膵のグルカゴン染色（green）．腎被膜下の Reverted NAKTﾝ15
細胞はインスリン陽性であるが，膵と肝においてインスリン陽性細胞は認められず．Pancreatic sections from normal mice stained 
with insulin (ｇ) or glucagon (ｊ)｡ Original magnification：100 (ａ,ｅ,ｄ,ｈ)；200 (ｂ,ｃ,ｆ,ｈﾝｊ)．(ｋ,ｌ)インスリン免疫電顕
にて transplanted NAKTﾝ15細胞中のインスリン分泌顆粒を検出．Bars：(ｅ,ｈ)100ｍ，(ｋ)300ﾌ，(ｌ)200ﾌ，(ｆ,ｇ,ｉ,ｊ)20ｍ．
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　 １型糖尿病治療に向けたヒト膵β細胞株の樹立：成島道樹，他19名 　
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図６ 移植マウスにおける腎被膜下・膵・肝の組織学的検討

Bl
oo
d 
Gl
uc
os
e 
(m
g/
dl
)

600

500

400

300

200

100

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 32 34 36 3822 24 26 28 30

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 32 34 3622 24 26 28 30

2
Weeks after Transplantation

＊P＜0.05 by ANOVA､
Diabetic mice v｡s｡ Diabetic mice＋NAKTﾝ15

Diabetic mice (n＝10)
Diabetic mice
＋reverted NAKTﾝ15 (n＝10)
Diabetic mice
＋normal human islet (n＝10)

Normal mice (n＝10)

Su
rv
iv
al
 R
at
io

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Weeks after Transplantation
＊P＜0.05 by Mann-Whitney U test､
Diabetic mice v｡s｡ Diabetic mice＋NAKTﾝ15

＊

Diabetic mice (n＝10)
Diabetic mice
＋Reverted NAKTﾝ15 (n＝10)
Diabetic mice
＋normal human islet (n＝10)

図５ 糖尿病マウスに対する Reverted NAKTﾝ15細胞の移植
効果



16

考　　　察

　正常ヒト膵島に機能的に匹敵するヒト由来の膵 
beta 細胞株の樹立は，膵島移植におけるドナー膵の不
足を克服する１つの方法となりうる．膵 beta 細胞は
増殖しないため，これまでにも膵 beta 細胞を増やす
試みはされてきた．しかしながら，増殖という側面と
機能維持という側面を両立できた方法はこれまでには
なかった．我々は，この課題を，単層化培養4)と Cre/
loxP システムを用いた不死化遺伝子（ SV40T，
hTERT）の導入5)を用いて克服し，可逆性不死化ヒト
膵 beta 細胞株（NAKTﾝ15）を樹立した．
　NAKTﾝ15細胞から不死化遺伝子を除去すること
で，glucose 応答性 insulin 分泌機能は向上し，長期継
代においても機能面は維持された．In vivo の検討にお
いても，糖尿病マウスへの移植にて，実際に30週間正
常血糖で生存可能であった．
　NAKTﾝ15細胞の腫瘍性に関する安全性に言及する
と，皮下移植の検討で腫瘍原性を持たないことが確認
されているが，さらに NAKTﾝ15細胞からの不死化遺
伝子除去には，G 418処理・ガンシクロビル処理・
EGFPﾝnegative cells sorting 処理と３つの安全弁を

備えている．

結　　　論

　可逆性不死化ヒト膵 beta 細胞株 NAKTﾝ15は，in 
vitro 及び in vivo の検討において，正常ヒト膵島に匹
敵する機能を有しており，１型糖尿病治療におけるド
ナー不足克服に向けた第一歩となる可能性がある．
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