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は じ め に

膵 島移植 は,ア ルバ ー タ大学か らいわゆ る 「エ ドモ

ン トンプ ロ トコール」が報告1)されて以来,現 在 までに

少 な くとも50施 設 で500例 をこえる患者に実施 されてい

る.日 本で も我々の施 設が2004年 の4月 に 日本初 とな

る膵 島移植 を行 い,2005年4月 現在 で,生 体移植 を含

め2)7例 の患者 に膵 島移植 を施行 してい る.い ずれ も,

重症低 血糖発作 の消失 とHbA1cの 正常化 を認め,非

常 に良好な成績 を収 めてい る.

しか しなが ら,膵 島移植 はインス リン離脱 までに複

数 回の移植 を必要 とす るな ど改善すべ き点が未だ多 く

あ り,膵 島移植 成績 向上 のため には基礎研 究が非常 に

重要 となる.京 都大学膵 島移植 グループでは,1)1

ドナーか らの移植 に よるインス リン離脱 を目指 した膵

島分 離技術 の改変,2)安 全性 の向上,自 己免疫再発

防止 を目指 した免疫抑制剤の改良 ・免疫寛容 の誘導,

3)ド ナー不 足解消 と自己膵島の再生 を目指 した再生

療法の確 立,の3つ を研 究戦略の柱 としている.こ れ

らの研 究の中で,特 に中心的に行 っているのが 「蛋 白

導入 システム(Protein Transduction System)」 を用

いた研 究である.

蛋白導入 システム

通常,蛋 白やペプチ ドはサイズが大 きいため細胞膜

を通過 で きないが,ご く一部 の蛋 白が,細 胞 内へ導入

され ることが1980年 代 後半 か ら1990年 代前半 に報告 さ

れていた.シ ョウジ ョウバ エの転写 因子 のひ とつであ

るAntennapedia,HIV蛋 白のひ とつであ るTAT,

ヘルペ スウイルス蛋 白のひ とつ であるVP22な どがそ

れであ る.そ れ らの蛋 白において,細 胞導入に重要な

配列 が,1990年 後半に解 明 された.こ の配列は蛋 白導

入 ドメイン(Protein Transduction Domain:PTD)

とよばれ,こ の配列 を通常細 胞内に導入 され ない蛋 白

に融合 させ るこ とに よ り,細 胞内へ導入す るこ とがで

きるようになった.こ れが蛋 白導入 システムで ある.

現在 は,こ の蛋 白導入 システム を用 いて,ペ プチ ドや
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図1蛋 白導入システム

通常細胞内に導入されない蛋白に蛋白導入 ドメインを融合 させ ることにより,細 胞内へ導入す ることが可能 となる.こ の蛋白導入シス

テムを用いて,ペ プチ ドや蛋白のみならず,ア ンチセンスや ビー ズ,リ ボソームなど様々な物質を細胞内へ導入できることか報告 され

ている.

蛋 白の み な らず3-12),ア ン チ セ ン スや ビー ズ,リ ポ ソー

ム な ど様 々 な物 質 を細 胞 内へ 導 入 した研 究 が行 わ れ て

い る(図1)10).

蛋 白導入 システムのメカニズム

蛋 白導入 システムの メカニ ズムは,初 期 の頃は さま

ざまな報告 があったが,最 近 ではほぼ一定の見解 が得

られてい る.蛋 白導 入 ドメインはア ルギニ ンや リジン

とい う陽性 電荷 を帯 びたア ミノ酸 を多 く含む配列 を有

す るため,陰 性 電荷 をおびた細胞表面 との接着が しや

すい状 況にあ る.電 気的な接着 の後macropinocytosis

とい うendocytosisの ひ とつ の メカニズム で細胞内へ

導入 され,endosomeか らretrograde transportと い

うシステムでreleaseさ れるこ とによ り,蛋 白として

機能す るこ とが報告 されてお り,わ れわれの実験で も

確認 された5,13-15).

抗アポトーシスペプチ ド投与による膵 島移植成績の向上

膵島移 植は,膵 管か らコラゲナーゼ溶液 を注入 し,

膵臓 を消化 したのち,膵 島細 胞を分離 し移植す るとい

うものであ るが,こ れ らのステ ップで様々 なス トレス

を細胞は受け る.そ のため,一 部 の細胞 はアポ トー シ

スに陥 り,こ れが移植 成績低下 に影響 して いると考え

られてい る16).われわれは蛋 白導入 システム を用 い,抗

アポ トー シスペ プチ ドを作成 し,移 植前に投与す るこ

とに よる移植 成績へ の効果 を調査 した.

今 回 注 目 した 因子 は,ス トレ ス時 に活 性 化 され る こ

とが知 られてい るc-JunNH2-terminal kinase(JNK)

で あ る.こ の 因子 は膵 島分 離 時 に 活性 化 され る こ とが

報 告 され て お り,ま た糖 尿病 状 態 で も酸 化 ス トレ スに

よ り,活 性 化 され る こ とが わか って い る.わ れ われ は,

JNKを 特 異 的 に抑 制 す るア ミノ酸 配列(JNKI)12)に,

蛋 白 導 入 ドメイ ン(Protein Transduction Domain;

PTD)の 中 で現 在 最 も導 入 効率 が 良 い と考 え られ て い

る ポ リア ル ギニ ン4)を 付 加 したペ プ チ ド(11R-JNKI)

を 合 成 した.こ のペ プ チ ドはJNKの 活 性 を抑 え,移

植 成 績 が 向 上 す るこ とが 確 認 され た11).

副 作 用 の 少 な い免 疫 抑 制 剤 の 開発

移 植 医 療 で 幅 広 く使 われ てお り,膵 島移 植 で も使 用

され てい る,FK506やCycl0sp0rineAな ど のCal-

cineurin lnhibitorは,T細 胞 内 でlmmunophilinと

結 合・した の ち,CalcineurinがNFATの 脱 リン酸 化

を起 こす の をブ ロ ックす る.し か しな が ら,Calcineurin

がNFATの み な らず,他 の 多 くの 因 子 を制 御 して い

る ため,Calcineurin inhibitorが お さ え るNFAT以

外 の 経 路 は副 作 用 につ なが る と考 え られ る.ま た,CaL

cineurin inhibitorはImmunophilinと 結 合 す る ため,

こ のImmunophilinが 制 御 して い る因 子 に も影 響 を与

え ると考 え られ る.わ れわれは,こ のCalcineurin-NFAT

の 経 路 の み を ブ ロ ッ クす る よ う な ア ミ ノ 酸 配 列

(VIVIT)17)に ポ リア ル ギニ ン を付加 したペ プチ ド(11
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R-VIVIT)を 作成 した.

今 回開発 した11R-VIVITを 用いて,BALB/cを ド

ナー,C3Hを レシピエン トとす る,マ ウスアロ膵島移

植へ の効果 を検討 した.無 処理 のマウス,コ ン トロー

ルペプ チ ドを投与 されたマ ウスでは20日 以 内に移植膵

島が全例拒絶 され たのに対 し,11R-VIVITを 投与 した

群 で は生 着 の延長 が み られ た.ま た,FK506な どの

Calcineurin Inhibitoは 糖 尿病 原性 の副作用が認め ら

れるのに対 し,11R-VIVITで はインス リン分 泌抑制効

果が無 く,副 作用が よ り少 ない と考 え られ た7).

PDX-1蛋 白導入 による膵 β 細胞への分化誘導

膵 島分離時 に通常移植 されない組織,内にStemCell

が いる とい う報告が現在 まで数 多 くあるが,効 率 的な

分化誘導法 はまだ確 立 されていない.わ れわれが試み

たのは,蛋 白導入 システム を用 いた転写 因子の強発現

による分 化誘導法であ る.

PDX-1は,膵 発 生初期 に発現す る転写因子であ り,

それ と同時に分化後 の β細胞 においてインス リン転写

を制御す る とい う,膵 内分 泌細胞 で もっ とも重要 な転

写 因子の1つ だ とい える.PDX-1を アデノウイルスな

どで強発現 させ ることに よ り,StemCellが イ ンス リ

ン産生細胞へ分化 す ることはい くつかの論文 で証 明さ

れて いる3,18).われわれは当初,PDX-1に 蛋 白導入 ド

メインを付加 し細胞 内へ導入す ることを計画 していた.

しか しなが ら,PDX-1がAntennapedia蛋 白導入 ド

メイン と非常に類似の配列 を保有す ることに気づ いた.

そこでわれわれは,PDX-1蛋 白が何 も付加す ることな

く細胞 内へ導入 され,細 胞 の分化誘導 を促進 させ るか

どうか調べ た.膵 幹細胞 と考 えられている膵管細胞19,20)

にPDX-1蛋 白を投与 した ところ,PDX-1は 細胞 内

へ導入 され,そ の細胞 はインス リンのmRNAを 発現

するようになった.ま た,PDX-1蛋 白の投与によりPDX

―1自 身のmRNAの 発現 も増 強され た
.ρdx-1遺 伝

子はそのプ ロモー タ領域 にPDX-1自 身が結 合す る配

列 を有 し,PDX-1が 結合す ることにより自らのmRNA

を増幅 させ る作用が あるこ とが報告 されている21).この

ことは,少 量 のPDX-1蛋 白が細胞内へ 導入 されれば,

その細胞 自身がPDX-1蛋 白を合 成 し始 め,分 化誘導

を自ら行 う可能性が あるこ とを示 唆 している3).

お わ り に

蛋白導入システムの膵島移植への応用を示した.現

在の ところ,蛋 白導入 システムの安全性 が確立 してい

ないこ と,蛋 白自身の不安 定性 に よる導 入効率 の低下,

コス ト面な ど,改 善すべ き点は まだ数 多 くある.し か

しなが ら,こ の ような点が改善 されれば,蛋 白導入 シ

ステムは今後,臨 床 の場 で一つの治療戦略 として使用

され るであ ろう.
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