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    学位論文題名

Transduction of exogenous constitutively activated

  Stat3 into dispersed islets induces prolifration

    OfratpanCreatiCp―Ce11S

（ラ島細胞への活性化型Stat3導入による膵ロ細胞増殖活性誘導）

学位論文内容の要旨

  【背 景・目 的】本研究では、糖尿病細胞移植療法に向けた有効な脾う島細胞増殖法の確立を目的に、目萃

ラ島分 勘齟陥 ギF導ス法 を用 いた活 性化型 Stat3-C遺伝子 導入に よる インス リン分 泌機能を維持した膵D細

胞増殖 法の研 究を 行った 。膵ラ 島移植 は低 浸襲で あり、 移植の反復が可能といった利点を持ち、2000年の

Shapimらに よるエ ドモ ン卜ン プロト コ―ルの発表により、1型糖尿病患者に対する有効な治療法として脚光

を あび た 。 し か しな が ら 、 課 題と し て 、 膵 ラ島 移 植 患 者 が イン ス リ ン 離 脱を 得 る た め には 、最低 限

90伏班 M曙と 大量 の膵ラ 島が必 要とさ れる点 と、 膵ラ島 移植後のインスリン離脱率の経時的低下がある。5

年 間の 多 施 設 鶴 床試 験 の 報 告 では 、 1年 80％ 、 2年 60％ 、 5年 25％ と インス リン離 脱率 が年々 低下し て

くるこ とが明 らか となっている。従って、膵ラ島移植には、反復した治療が不可避であり、膵ラ島移植の普

及には 必要時 に十 分量の 移植細 胞源を いか に確保 するこ とができるかが重要な課題である。これまで、加

伽ロに おける ヒト 膵a細 胞の 株化、 増殖因 子やペ プチ ドの添 加、嚠 raceM証 rnat血と 増殖 因子の 併用法 な

どの膵 a細 胞増殖 法の確 立に 向けた 多くの 研究が なさ れてき たが、 脾ラ島 ／a細胞移 植治療 に用 いるこ と

が 可 能 な 膵 a細 胞 増 殖 法 の 確 立 に は 至 っ て い な い 。 そ こ で わ れ われ は 、 細 胞 増 殖に 関 与 し て いる

弘 KSB虹 経 路 の ー つ であ る StaBに 着 目 し 、 活性 化 型 StaBを コ ー ドす る 遺 伝 子 StaBCを膵 p細 胞 に 導入

し、膵a細胞の増殖活性を図ることを目的rとして本研究を行った。StaBは細胞内転写因子として、脚打．j，

りd沈D，け粥´ぬなどの細胞周期制御に関する遺伝子や＆｜．2，ロ桝ぷなどの抗アポトーシス遺伝子などを

活性化 し、細 胞分 裂、細 胞生存 および 細胞 分化の 制御に 重要な役割を果していることが報告されている。

ー 方、 膵 a細 胞 への 遺 伝子 導ス法 のこ れまで の研究 では、 遺伝 子は主 に膵ラ 島の辺 縁構成 細胞 に導入 さ

れるの みで、 その 導入効 率は20％ 未満 と低率 であっ た。本 研究 では、 遺伝子 導入前 に分離 され た膵ラ 島

をさら に個々 の膵 ラ島細 胞に単 離して から 遺伝子 導入を 行い、 その後 膵ラ 島細胞 の再凝 集機能 を応 用し

て再組 織化膵 ラ島 の形成 を行い 、膵a細胞 の増殖 とそ の機能 発現を 検討し た。ま た、各種の増殖因子が膵

a細 胞 増 殖 を 促 進す る との 報告が ある ため、 増殖因 子がStaB℃遺伝 子導入 膵a細胞の 増殖 活l生 に相 乗的

効 果を 発 現 す る かど う か も 併 せて 検 討 を 行 った。 【方法 】実 験には 9～ 11週齢の 雄性MI餓LrIatを用い

た。膵 ラ島分 鯛こ は、コラゲナ―ゼ消化法およびH∞】1てbn瑚y比重遠Iい法を用いた。膵ラ島細胞分散は、

E（ m` お よ びデ ィ ス パ ― ゼ 消化 に よ り 行 った 。遺伝 子導 入には 、活性 化型SぬBmu細t¢し 6ぬ ・嗹轡 甜

StaBqを 組込 みこん だアデ ノウイ ルス ベクタ －（AxCAs3－C冫を用 いた。 ん【G气s3℃導入後の膵ラ島細胞

は、浮 遊培養 下に て位相 差顕微 鏡によ り再 凝集塊 の形成 過程を 確認し た。 ん【CAS3℃導入 および 発現評

価 は 、 HAG蛋 白 を W蝋emblot法 お よ び 免疫 染 色 法 に て評 価 し た 。 ん【 CAS3£導 入 に よ る 膵a細 胞 増 殖
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効果は 、抗イ ンス リン抗 体と抗 BrlU抗体 2重 染色法 を用い てBrdU‐ laMing法に より評価した。さらに、増

殖因 子 の 併 用 効 果は 、epidem述 び） w也fac跡¢ （ぬ 丘ほ） blast駆 ｝wmfac卿ね sic刪 附Dおよび 1幣 眈ル

駟剛mfa（虹）rm・（めを検i寸した。再凝集ラ島の機能評価は、グルコ―ス応答性インスリン分泌能でi平f面した。

【結 果 】 膵 ラ 島 細胞 は 、 分 散 後お よ そ 16時 間より 2か ら3個の細 胞を含 んだ小 細胞 凝集体 を形成 し、培

養1日目か ら3日目に かけて より大 きな 凝集塊 となっ た。そ の後、 細胞 凝集塊 は球状形態をとり、5自目ま

で径の 変化な く浮 遊もし くはル ーズな 接着状 態で 維持さ れ、単離された膵ラ島細胞は培養することで経時

的 に 再 凝 集 塊 を 形 成 す る こ と が 明 ら か であ っ た 。 膵 a細 胞 内 の HAG蛋 白 の 発 現は 、 Axく AS3℃ 導 入3

日 目 に お い て 80－ 90％ で あ り 、 高 率 の 遺 伝 子 導 入 を 認 め た 。 AxCAS3C導 入 群 に お け る 膵 a細胞 の

鮒U陽性率 は、非 導入群 に比 べ培養 3、 5日目 にお いて、 各々2．3倍、 2．8倍と 有意に増加した。さらに、

増 殖 因 子 の 添 加で は 、 HGF群 お よ び EGF、 bFくポ 、 HGFの 3種 併 用 群に お い て 、 培 養3、 5日 目の 膵 a細

胞BrdU陽 性率が 各々3．5倍、 3． 9倍と 有意 に増加 し、併 用によ る相乗 効果 を認め た。再 凝集膵 ラ島細胞

のグル コース 応答 性イン スリン 分泌能 は、培 養3日目に おい て膵ラ 島と比 べて応答能の低下を認めたが、

培養5日目 においては、膵ラ島および非導入二コントロール群と同様にlcM曲ユco鎚およびh蚰曲J00鷺に対し

て良好 なイン スリ ン分泌 能を示 し同等 の機能 発現 を認め た。’ 【考察 】今 回採用 した膵 ラ島細 胞単離直

後に遺 伝子導 入を 行い、 膵ラ島 細胞の 再凝集 をさ せると いう遺 伝子導 入法 はわれ われが 開発し た新規遺

伝子導 入法で ある 。この 方法で は、1MOIという 低力価 のア デノウ イルス ベクタ ―で80％以上 の膵ラ 島細

胞に効 率よく 遺伝 子が導 入され ており 、膵ラ 島細 胞への 有効な遺伝子導入法であると考えられた。低力価

のアデ ノウイ ルス カ価で 導入可 能であ るとい うこ とは、 ウイルスベクタ―による細胞障害のりスクが極め

て軽微 である こと を意味 してお り、こ のこと は膵 ラ島細 胞の再 凝集能 が阻 害されず、5日間の培養におい

てフラ グメン テー ション が認め なかっ たこと や膵 ラ島細 髄齲滌 塊の機 能発 現が維 持され たこと より明ら

かであ る。本 法は、膵ラ島細胞への遺伝子導入法として優れた方法であると考えられる。しかし、グルコ―

ス応答 性イン スリ ン分泌 能から みると 、培養 初期 の倒轡 では低 いもの の回 復に5日間を要し、機能発現に

は5日目の 培養が 必要と 考え られた 。一方 、増殖 活性か らみ ると、 A疋 AS31くニ導入群において膵a細胞の

BfdUupIt．akeが およそ 3倍 となり 、んに As3£ 導入が 膵§細胞増殉こ有効であることが確認され、膵a細胞

にお い て StaBの 活 性化 を介し た細胞 増殖機 購の 存在が 示唆さ れた。 また 、今回 検討し た3種の増 殖因子

の中 で も HGFを 含 む も の がAxCAS31く ニ 導 入膵 a細 胞 増 殖に お い て有 効であ ったこ とか ら、StaBの 活性

化によ る増殖 促進経路とHGFを介したPIl二3／AKI` 活性化に伴う増殖促進経路の相乗効果が寄与したものと

考え ら れ る 。 【 結語 】 新 規 膵 ラ島 分 散 遺 伝 子導 入 法 に よ り導 入 さ れ た S伍 BC遺 伝 子は 、膵 a細 胞の機

能を維 持しつ つ増 殖活性 を有意 に上昇 させ、 膵a細胞の 増殖 法とし て有用 である こと が示唆 され、 HGFの

併用は Stat3の増殖 効果を さらに 促進さ せる ことが 明らか となっ た。 StaB℃遺伝子を用いた膵ラ島分散遺

伝 子 導 入 と HGFの 併 用 は 、 糖 尿 病 の 細 胞 移 植 療 法 に 向 け た 膵 ラ 島細 胞 増 殖 法 と して 期 待 さ れ る。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Transduction of exogenous constitutively activated
  Stat3 into dispersed islets induces proliferation
    of rat pancreatic rB－cells

（ラ島細胞への活性化型Stat3導入による膵p細胞増殖活性誘導）

  申請者は、糖尿病細胞移植療法に向けた有効な膵ラ島細胞増殖法の確立を目的に、膵ラ

島分散遺伝子導入法を用いた活性化型Stat3 (Stat3-C)遺伝子導入によるインスリン分泌機

能を維持した膵B細胞増殖法の研究を行った。さらに、各種の増殖因子添加による、Stat3-C

遺伝子導入膵D細胞の増殖能相乗的効果についても併せて検討を行った。Stat3-Cを組込み

こんだアデノウイルスベクターは、1MOIという低力価にて膵ラ島細胞に効率よく遺伝子

が導入され、かつ浮遊培養下において膵ラ島細胞再凝集塊を形成した。Stat3-C遺伝子を単

離膵ラ島細胞に導入することにより、膵B細胞機能（グルコース応答性インスリン分泌能）

を保持したまま、BrdU陽性率がおよそ3倍となり、膵D細胞増殖効果は、HGF添加により

さらに増強した。本研究において、新規膵ラ島分散遺伝子導入法により導入されたStat3-C

遺伝子は、膵p細胞の機能を維持しつつ増殖活性を有意に上昇させ、膵p細胞の増殖法とし

て有用であることが示唆された。

  審査にあたって副査の清水教授よりCDStat3の着目に至った経緯、◎膵B細胞特異的な

Stat3遺伝子のコンディショナル・ノックアウトモデルを用いた今後の解析、◎アデノウイ

ルスベクターの選択理由、＠人への応用に向けた今後の展望についての質問を受けた。こ

れに対し、＠膵B細胞に対して細胞周期を活性化する遺伝子導入の試みが報告されている

が、細胞増殖に伴う細胞の脱分化やアポトーシスを誘起するといった課題がある。Stat3は、

ES細胞や、肝幹細胞とよばれるOval Cellにおける増殖と分化など、細胞の分裂および分

化の制御に重要な役割を持つという報告を受け、膵仔細胞においても、Stat3遺伝子導入に

より、膵D細胞の分化状態を維持しつつ細胞増殖を促すのではなかろうかという仮説をた

てた。◎膵p細胞特異的なStat3遺伝子のコンディショナル・ノックアウトモデルの作製は

報告されており、膵B細胞における細胞増殖および発生・分化機構におけるStat3の役割を

解析するにあたり非常に有効なツールであると考えている。◎遺伝子治療の最大の問題は、
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ベクターの標的細胞への遺伝子導入／発現効率の低さと安全性である。本研究における標

的細胞が非分裂性の細胞であったことや、外来遺伝予が宿主細胞核に組み込まれず宿主遺

伝情報を撹乱しないといった安全面からアデノウイルスベクターを選択した。＠本研究に

おいて、遺伝子導入ベクターとしてアデノウイルスベクターを用いたが、臨床応用を考え

ると、ウイルスベクターの安全性の問題点を最小限にするためにも可能な限り少ないべク

ター量で十分な遺伝子導入効率を得ることが非常に重要な課題であると考えている。しか

しながら、遺伝子治療に伴うアデノウイルスベクター全身投与による異常免疫反応による

死亡例、レトロ・ウイルスベクターによるT細胞自血病様症状の発症により、ウイルスベク

ターを用いた遺伝子治療が非常に慎重になっていることから、さらに安全性を検討したウ

イルスベクターの開発や、ナノ粒子を用いた非ウイルスベクターによる遺伝子導入法の開

発、さらには、細胞内へのタンバク質導入法の開発が望まれる、などの回答があった。続

いて、主査である小池教授より＠導入遺伝子に対する発現の制御、◎ラットとヒトでの膵

臓の形態学的差異に起因する問題点、◎1型糖尿病の要因でもある自己免疫に起因する移

植細胞の拒絶の制御に対する現状と今後の展望についての質問があった。これに対して、

＠ベクターにCre/LoxPシステムを導入することやべクターに自殺遺伝子を組み込むこと

で導入遺伝子の発現制御は可能と思われる。◎膵D細胞における増殖機構は同様と思われ、

膵ラ島細胞の単離方法・培養条件を検討することで、同様の遺伝子導入条件および増殖条件

を構築可能である。◎膵ラ島移植は臓器移植に比べて副作用の少ない免疫抑制剤で拒絶反

応が抑えることが可能であり、膵ラ島細胞は培養に伴い免疫原性が低下することが報告さ

れている。自己免疫をターゲットとする実験モデルも今後の重要な検討課題であることを

説明した。最後に副査の藤堂教授より：~Stat3遺伝子導入による増殖活性をより高める方

法論、◎成熟膵p細胞の増殖、ES細胞から膵B細胞への分化誘導や不死化f細胞などの方法

論があるが、臨床応用に向けてもっとも有望と考えられる移植細胞源についての将来展望

についての質問が出された。これに対してぐD本研究では、静置・浮遊培養の非常に単純な

系での評価であったが、増殖因子(HGF)との併用効果が観察されたことからも、生体内

への埋め込みによる種々のスキャホールディング効果が期待できる可能性がある。血vitro

培養系においても、細胞外基質・フィプリンゲルの併用や、ナノスケールで制御可能な生

体適合性高分子を培養基材として用い、膵B細胞増殖における有用性を検討していきたい。

◎ES細胞からインスリン産生細胞への分化誘導の報告および不死化p細胞の樹立の報告は

あり、ともに重要な研究課題であるが、移植医療に使用可能な膵B細胞の獲得には至って

いない。成体および自家膵由来の膵ラ島／p細胞における分離・増殖・保存・移植技術の確

立が非常に重要である、などの回答があった。

  この論文は、活性化型Stat3を単離膵ラ島細胞へ導入することで、膵B細胞の機能を維持

しつつ増殖活性を有意に上昇させることを示した。今後、糖尿病細胞移植療法に応用可能

な移植細 胞源の獲得 にとって有 用な方法論であることが高く評価された。

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し大学院課程における研鑽や取得単位なども併

せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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