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アガロースマイクロカプセル化異種膵ラ島移植
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はじめに

I型糖尿病に対する生理的な血糖値の調節,合 併症

の予防のための侵襲の少ない早期治療を目的とした同

種膵ランゲルハンス島 (以下,ラ 島)移 植は, ドナー

源の安定供給,拒 絶反応の防御 という21世紀に向けて

の課題を残した。我々はこの解決策を,discordantな

異種ラ島移植における,免 疫隔離の手法と免疫抑制の

手法との併用療法に求めた。今回は,異 種膵ラ島移植

のアガロースマイクロカプセル化 と15,Deoxysper‐

gualin(以 下,DSG)投 与の併用効果につき検討した

ので報告する。

方  法

1.実 験動物

ドナーとして,両 性の雑種成犬 (体重9～20kg)を ,

レシピエントとして,雄 性 6週 齢の BALB/cマ ウス

(日本クレア,東京),ま たは,雌性10週齢の NODマ ウ

ス (日本クレア,東 京)を 用いた。BALB/cマ ウスに

梓第46回日消外会総会シンポ2・臓器移植の現況と21

世紀への展望
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Discordant異種 膵 ラ島移 植 にお け るア ガ ロース マ イ ク ロ カ プ セ ル化 (Mc(十 ))と 15‐

Deoxyspergualin(DSG)投与の併用効果につき検討した。雑種成犬単離ラ島を5%ア ガロースハイド

ロゲルにて,マ イクロカプセル化した。6,000個膵ラ島を糖尿病 BALB/cマ ウス,または NODマ ウス

の腹腔内に異種移植した。Mc(十 )ラ 島の平均生着日数はそれぞれ37.8日,306日 であり,Mc(一 )

群に対し有意の生着延長効果を認めた。Mc(十 )に 少量の DSG投 与を加えることにより,平 均生着

日数は76.3日,75.3日 とさらに著明に延長した。Mc(十 )群のマウス抗イヌ抗体価レベルは,DSG投

与の有無にかかわらず,移 植後50%以 上となる場合も認めたが,正 常血舞糖濃度が維持され,抗 体は

Mc(十 )ラ 島に傷害をあたえなかった。アガロースマイクロカプセル化とDSG投 与の併用による著

明な生着延長効果を認め,将 来の異種ラ島移植におけるバイオ人工膵の有用性を示した。
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ストンプトゾトシン (220mg/kg)を , また,NODマ

ウスにサイクロフォスフアミド(200mg/kg)を腹腔内

投与し糖尿病を作製した.連続 2回の血漿糖濃度が400

mg/dl以 上の時,ン シピエントとして用いた。

2.イ ヌ膵ラ島単離方法

全身麻酔下に開腹した後,温 阻血時間を最小限とす

るために主要な血管を温存しつつ膵周囲組織を剣離し

た後,膵を摘出し冷 Hanks'液に浸漬した。コラゲナー

ゼ溶液は6mgの コラゲナーゼtype S-1(260units/mg)

(新田ゼラチン社,大 阪)を lmlの Hanks'液 (エッス

イ,東京)に溶解し作製した。37°Cの恒温槽内にて5m1/

g膵 重量のコラゲナーゼ溶液を膵管内に注入しつつ膵

組織を膨化させ,膵 組織を約30分間消化した。次に,

Wamockら 1)の方法に準じ,Ficoll不連続密度勾配遠

心法にて膵ラ島を単離した。単離されたラ島をDith‐

izone(Sigma,St.Louise,MO)溶 液にて染色した後,

実体顕微鏡にて染色されたラ島の収量,大 きさ,純 度

を測定した。

3.単 離イヌ膵ラ島のマイクロカプセル化方法

岩田らりの方法に準じ,加 圧加熱溶解した5%ア ガ

ロース (清水食品,清 水)溶 液に単離イヌ膵ラ島を混



Table 1 Graft survival of canine islet xenotransplantation in diabetic mice

group recipient treatment graf t  surv ival  t ime(d) meantSD

BALB/c

BALB/c

BALB/c

BALB/c

None

M c (十 )

DSG2 5mg/kg/d

Mc(十)十DSG2 5mg/kg/d

0 , 0 , 0 , 0 , 3

6,16,20,37,66,82

0 , 0 , 0 , 0 , 4

3 5 , 4 7 , 7 7 , 7 7 , 9 8 , > 1 0 0 , > 1 0 0

06± 1.2a

378± 275b

08± 16C

763± 244d
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Ｄ

Ｏ
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None

M c ( + )

DSG2.5mg/kgld

Mc(+) +DSG2.Smc/ke/d

DSG4.0mg/kgld

Mc (+ )+DSG4 .0mg /kg /d

0 , 0 , 3 , 4 , 7

16,16,17,20,21,32,41,82

0 , 0 , 0 , 0 , 0

3 2 ・, 3 6 本, 8 2 ・, 8 3 , 9 4 , > 1 0 0 , > 1 0 0

0 , 0 , 3 , 8 , 1 2

14・,17・,19,21・,26Ⅲ

2 8± 2 6 e

3 0 6±2 1  l f

O [

7 5 3±2 7 0 h

4 6± 4 7 1

1 9 4±4 0 '
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和し,流動パラフィンを加え,氷 中で用手的に攪拌し,

アガロースをゲル化した。Hanks'液 にて洗浄後,流 動

パラフィンおよび Hankぎ液を除去し, 5%マ イクロ

カプセル化膵ラ島を作製した。

4.異 種膵ラ島移植方法

全身麻酔下にマウスを正中で開腹し,6,000個 めのイ

ヌ膵ラ島を腹腔内に移植した.

5.実 験群

マイクロカプセル化の有 (以下,Mc(十 ))無 ,免 疫

抑制剤投与の有無,お よび投与量により群分けした。

なお,免 疫抑制剤として15‐deoxyspergualin(日 本化

薬,東 京)を用い,2.5mg/kg,あ るいは4.Omg/kgを

移植後連日腹腔内投与した (Table l).

6.移 植異種膵ラ島の拒絶判定方法

移植後定期的に採血し,血 漿分離後,Beckman Glu‐

cose Analyser IIにて血策糖濃度を測定した。血漿糖

濃度が 2回 連続して250mg/dl以 上の時,拒 絶 と判定

し, 1回 目の測定日をもって拒絶日とし,移 植した日

から拒絶日までの日数をもって生着日数とした。

7.マ ウス抗イヌ抗体価レベル測定方法

イヌ末梢血を採取し,単核球層を分離後,2× 106個/

mlと なるように Hanks'液 と混和した.56°C30分問加

熱し非働化したレシピエントマウスの血漿50〃1とイ

ヌ単核球浮遊液500/1を混和後,30分 間氷中にて静置

した.これに500″1の 2次抗体溶液を混和後,30分間氷

中に静置した。 2次 抗体溶液 としては,Oout anti‐

mouce lgGttlgM(H tt L chains)cOttugated With

FITC(Caltag Laboratories lnc, SOuth San Francis‐

co,CA)か らイヌ単核球と非特異的に結合する分画を

アガロースマイクロカプセル化異種膵ラ島移植

*died on normoglycemia
oVersus" (p (  .  05).dVersusb (p (  .  01), .  (p < .  0 l ) .
rVersus" (p (  .  05).hVersusg (p (  .  01), '  (p < .  01), '  (p < .  01). jVersus. i  (p (  .  01).
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除去後,Hankぎ 液と混和し700倍希釈したものを使用

した。FACS分 析にて104個中の%poSdve cellを測定

し,50%以 上をマウス抗イヌ抗体価レベル陽性, 5%

以下をマウス抗イヌ抗体価レベル陰性とした。

8.組 織学的検査方法

レシピエントの腹腔内より採取したマイクロカプセ

ル 化 膵 ラ島 を1 0 % ホル マ リ ン に て 固 定 後,

hematoxylin‐eosin染色を施行した,

9.統 計学的処理方法

統計学的処理は Student'sチ testにて行ない,p<

0.05を もって有意差有 りとした。

結  果

1.単 離イヌ膵ラ島,マ イクロカプセル化ラ島

単離ラ島数は膵重量lg当 り1,135±447個,単離ラ島

の大きさは,50～ 100μmが 42%,100～ 200″mが 55%,

200/m以 上が 3%で あった。純度は約80%で あった。

5%ア ガロースマイクロカプセルにより, 1個 から3

個のラ島がマイクロカプセルの中に封入された。マイ

クロカプセル化ラ島の直径は400～500″m,ラ 島の直

径は約100μm,マ イクロカプセル膜の厚さは150～200

″mで あった。

2.マ イクロカプセル化異種膵ラ島移植における血

漿糖濃度の推移

レシピエントが BALB/cマ ウスの場合,マイクロカ

プセル化ラ島移植・DSG非 投与群の血装糖濃度は,全

例が移植後速やかに正常域に達した。しかしながら,

全211が82日以内に拒絶反応により高値となった。マイ

クロカプセル化ラ島移植 ・DSG投 与群の血装糖濃度

も,全 例が移植後速やかに正常域に達した, 7例 中 2
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Fig. l  MIicrOencapsulated canine isiet xenOtrans‐

plantation in BALB/c mice with DSG
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4.マ ウス抗イヌ抗体価レベル

非マイクロカプセル化ラ島移植において抗体価レベ

ルは移植後約 2週 で陽性 となった。マイクロカプセル

化ラ島移植・DSG非 投与群ではラ島移植単独群と同様

に4例 すべてが移植後 2週 にて陽性となった。抗体価

レベル陽性,血 装濃度が高値を示した例の他に,抗 体

価レベル陽性にもかかわらずに正常血漿糖濃度で推移

する例を認めた。一方,マイクロカプセル化ラ島移植・

DSG投 与群では抗体価レベル陰性であった 2例 と移

植後約 4週 にて抗体価レベル陽性となった 2例 に分れ

た。しかし,抗 体価レベル陽性 2例 においても,陰 性

2例 と同様に正常血漿糖濃度で推移した (Table 2).

5.組 織学的検査

d群 のマウス (生着日数97日)よ り,105日 目に摘出

したマイクロカプセル化ラ島はviableであり,マ イク

ロカプセル周囲の細胞浸潤は軽度で,強 度のコラーゲ

ン線維や線維芽細胞の増生は認められなかった (Fig.

2 ) .

Fig. 2  Histological andings of rnicrOencapsulated

canine islet retrieved from intraperitoneal cavity

of BALB/c mOuse lo5 days after xenotrans、

plantatiOn (H & E stain; original magninca_

tion× 100)
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例において,100日 以上の正常血装糖濃度を示 した

(Fig.1).レ シ ピエ ン トが NODマ ウスの場 合,

BALBた マウスの場合 と同様の血装糖濃度の推移を

示した。

3.移 植異種膵ラ島の生着日数

レシピエントをBALB/cマ ウスとしたとき,a,c群

の非マイクロカプセル化ラ島移植における平均生着日

数は,そ れぞれ0。6日,0.8日 であり,DSG投 与の有無

による有意差は認めなかった。b,d群 のマイクロカプ

セル化膵ラ島移植における平均生着日数はそれぞれ

37.8日,76.3日 であり,非 マイクロカプセル化群に対

し有意差を認めた。マイクロカプセル化に少量の DSG

投与を加えた d群 は,非 DSG投 与の b群 に比べ生着

延長効果を認め,7匹 中 2匹 において100日以上の長期

生着を認めた。レシピエントをNODマ ウスとしたと

き,f,h,j群 のマイクロカプセル化ラ島移植における

平均生着日数はそれぞれ30.6日,75.3日 ,19.4日 であ

り,非 マイクロカプセル化群に対し有意差を認めた。

マイクロカプセル化に少量の DSG投 与を加えた h群

は,非 DSG投 与の f群 に比べ生着延長効果を認め,7

匹中 2匹 に100日以上の長期生着を認めた.DSG投 与

量を増量したj群 は,5匹 中 4匹 が生着死し,h群 に対

し生着期間が有意に短縮した (Table l).

Table 2 Antibody titer status and plasma glucose change after islet xenotrans-
olantation

recipient treatlllent
ab titer status

negative/positive 構翻掛名
BALB/c

BALB/c

BALB/c

None

Microencapsulation

ｌｏｎ

ｋｇ
／ｐｓｕ‐ａ批

ｎＣ
Ｇ

‐ｃｒｏｅ

ｄ
Ｍ

positive 2、vks after Tx

positive 2、vks after Tx

positive 4 wks after Tx
negative

2 i hyperglycemia

2; normoglycemia
2 i hyperglycemia

4 i normoglycemia
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2週 に陽性になり,異 種抗原が提示されたものと考え

られた。 こ の理由として,主 には,マ イクロカプセル

化されなかったラ島や膵組織片の移植時の混入による

ものと考えられた。抗体価レベル陽性にもかかわらず

血漿糖濃度は正常値のまま推移することより,抗体は,

移植マイクロカプセル化ラ島に傷害をあたえず, 5%

アガロース膜を通過しないものと考えられるが,抗 体

が膜を通過しているか否かについては今後の検討を要

する。

我々はマイクロカプセル化ラ島移植後,少量の DSG

を連日腹腔内投与することにより著明な生着延長効果

を認めた。免疫抑制剤として用いた DSGは ,ス テロイ

ド剤,CsA,FK506と 異なり,β細胞機能および糖代謝

を損なわずり,膵 ラ島移植において有用な免疫抑制剤

の一つであると考えられる.Nakaiimaら
1のは異種ラ

島移植における抗体産生抑制効果を,Dickneiteら
11)

は,マ クロファージ活性化の抑制を報告している。抗

体価レベルの推移より,マ イクロカプセル化および少

量の DSG連 日腹腔内投与群において抗体産生を著明

に抑制した例 と,DSG非 投与群に比し抗体産生の時期

を遅延させた例とを認めたが,双 方とも血策糖濃度は

抗体価レベル陽性,陰性にかかわらず正常値を保った。

このことよりDSGの マイクロカプセル化ラ島移植に

おける効果は,抗 体産生抑制によるものの他に,マ イ

クロカプセル化ラ島を保護する何らかの働きが存在す

るものと考えられた。DSGの 効果の一つとして,マ ク

ロファージ活性化の抑制という働きが推察された。

マイクロカプセル化ラ島を腹腔内移植した場合,抗

原提示された,あ るいは炎症反応による活性化マクロ

ファージから放出されるNitric Oxideや ,IL‐lβ,

TNF‐ 2,INF― γなどのサイ トカインはラ島に対し細

胞傷害を惹起することが報告されている
1り1ゆ
.Nitttc

Oxideは ともより,上 言己サイトカインの分子量はイン

スリンの分子量と近接しておリインスリンのみを選択

的に透過させる免疫隔離膜を作製することは困難であ

る。解決方法として,我 々が用いた免疫隔離膜 と免疫

抑制剤との併用によるものの他に,ラ 島の培養などに

よる免疫原性の減弱をもたらす免疫操作との併用,免

疫隔離膜の改良,作 製方法の改良などについて検討す

る必要がある.し かしながら,今 回の実験で discor‐

dantな 異種移植であるにもかかわらず 5%ア ガロー

ス膜によるマイクロカプセル化 と少量の免疫抑制剤

DSG投 与により100日以上の生着をえることができ,

臨床応用の可能性が示唆されたものと考える.

考  察

マイクロカプセル化膵ラ島移植の研究は,1980年 ,

Limら りにより,ラ 島の拒絶反応の防御に免疫隔離膜

として alginine L―polylysine alginate(以下,ALA)

膜を用いて行われ,1994年 ,1例 目の臨床例"が報告さ

れた。我々が免疫隔離膜 として用いたアガロースハイ

ドロゲルの膜特性は,分 子量の小さいグルコース,イ

ンスリン,酸 素や栄養は容易に膜を通過するが,免 疫

担当細胞などの細胞成分は膜を通過しない。アガロー

スハイドロゲルは容易に材料入手が可能で,作 製方法

も安定しており,移植後105日においてもアガロースマ

イクロカプセルの変性は認めず,力 学的,形 態学的に

も安定していた。

今回我々はdiscordantな異種ラ島移植におけるマ

イクロカプセル化膵ラ島移植の有用性を示した。ラ島

移植発展には,ドナー源の安定供給が必須条件となり,

なおかつ倫理的な観点, ヒ トインスリンとの本目似
′
性よ

リブタやツシなどの大動物が ドナーとなり, ヒ トヘの

dもcordantな 異種ラ島移植に期待が寄せられる。この

ことより,実 験モデルとして我々は異種ラ島移植にお

けるdiscordantな組み合わせを用いた。

レシピエントが BALBた マウス,NODマ ウスの場

合,マ イクロカプセル化ラ島の平均生着日数はそれぞ

れ378日 ,306日 であり,チトマイクロカプセル化群に

比べ,有 意の生着延長効果を認めた。
一方,レ シピエ

ントであるBALB/cマ ウス,NODマ ウス間における

マイクロカプセル化ラ島の生着日数の差異は認めな

かった。レシピエントをNODマ ウスとした場合,

ALA膜 によるdiscordantの マイクロカプセル化異種

膵ラ島移値において,Sunら ののグループを除いては,

移植後早期に血糖値の再上昇を認め,100日以上の長期

生着を認めた という報告つはない。この原因 として

IDDMモ デルであるNODマ ウスの移植マイクロカプ

セルであるALA膜 に対する反応性の強さが指摘され

ており,マ イクロカプセル化ラ島周囲の高度の細胞漫

潤,コ ラーゲン増生が報告されている。Soon‐Shiong

らゆはALA膜 中の mannurinic acidを 低濃度に変え

ることにより生体適合性を良好にしたと報告してい

る。我々のアガロースハイドロゲルマイクロカプセル

は,組 織像において,マ イクロカプセル周囲の細胞浸

潤,コ ラーゲン増生は軽度で,生 体適合性は良好であ

ると考えられた。

マウス抗イヌ抗体価レベルの推移より,ラ 島のマイ

クロカプセル化にかかわらず,抗 体価レベルは移植後
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稿を終えるにあた り,御 懇篤なる御指導を賜わ りました

京都大学生体医療工学研究センター岩日博夫助教授ならび

に国立小児病院研究所雨宮 浩 所長に深甚なる謝辞 を捧げ

ます,
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Agarose -microencapsulated Islet Xenotransplantation

Yukio Aomatsu, Yoshiyuki Nakajima, Hiromichi Kanehiro, Michiyoshi Hisanaga,
Junichiro Taki, Saiho Ko, Tatsuya Kin, Kazuaki Yagura,

Takao Ohyama, Kazuo Ohashi, Kazushi Nishio,
Takatsugu Yamada and Hiroshige Nakano

First Department of Surgery, Nara Medical University

Pancreatic islets were microencapsulated in an agarose hydrogel as a semipermeable membrane to
prevent their xenorejection. We evaluated this bioartificical pancreas in discordant xenografting with or
without administration of 15-deoxyspergualin (DSG). A 594 agarose suspension containing purified canine
islets was emulsified in paraffin oil and solidified by cooiing in an ice-bath. Canine islets were xenotras-
planted intraperitoneally in to BALB/c mice and NOD mice rendered diabetic with streptozotocin (220
mc,/kc, body weight ip) and cyclophosphamide (200 mg./ks body weight ip), respectively. Graft survivals
in BALB/c mice (37 + 28 days) and NOD mice (31 + 21 days) with microencapsulation were significantly
longer than those without microencapsulation used as controls. With the combination of DSG (2.5 ms/
kg per day) and microencapsulation, the islet xenograft survival (76 + 24 days, 75 + 27 days) could be
extended much longer and indefinite graft survival was observed in two of seven, respectively. Regardless
of whether, were low doses of DSG adminisered or not, mouse anti-dog antibody titer levels of BALB/
c were elevated to more than 50%o two and four weeks after xenotransplantion of microencapsulated
islets; however, their plasma glucose levels remained normal. Antibody-mediated damage to microencap-
sulated islet could not be detected. Combined therapy by agarose-microencapsulation and administration
of DSG might be a promising strategy for clinical application to prevent rejection in discordant islet
xenotransplantation.

Reprint requests3 Yukio Aomatsu First Department of Surgery, Nara Medical University
840 Shijo-cho, Kashihara, Nara, 634 JAPAN




