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膵ランゲルハンス島移植

福井医科大学 1外科学教室

中 川  原 儀 三

膵移植は重症糖尿病に対する根本的な治療法である。なかでも膵ランゲルハンス島 (以下ラ島と略

記)移 植は内分泌組織のみを移植するというユニークな手法であり,手 術侵襲が少ないこと,手 技的

に簡便なこと,繰 り返し移植が可能なこと,グ ラフトの免疫原性を修飾できうること,な ど血管吻合

を伴う膵臓器移植にくらべて利点が多い。しかし世界的にも臨床症例数は少なく,結 果 も満足すべき

ものではない。福井医科大学第 1外科学教室では,ラ 島移植の問題点を解決すべ く凍結保存を中心 と

したラ島保存法,拒 絶反応の抑制法などについて研究を進めてきた。その結果,い まだ動物実験の段

階ではあるが,ラ 島の凍結保存が有用であることや免疫原性の修飾が可能であることなど,い くつか

の知見を得た。

Key words: insulin dependent deabetes mellitus, pancreatic islets, transplantation, cryopreservation,

immunomodulat ion

はじbに

Banting and Bestl)によるインスリンの発見および

各種の抗生物質の開発により,糖 尿病の重篤な合併症

による死亡率は激減した。しかし一方で若年初発型の

インスリン依存性糖尿病 (insuln dependent diabetes

mellitusi IDDMと 略記)に おいてはインスリン治療

のみでの適切な血糖のコントロールは困難であり,腎

症や網膜症などの血管病変の合併症をきたすことが知

られている.こ れは 1日数回のインスリン投与では生

体における血糖一インスリンの相互関係を厳密に調整

できないからである。すなわち時々刻々変動する血糖

に対 して生理的な feed back systemに より制御され

たインスリンの投与が必要 となる。そこで糖尿病によ

る合併症の進展を予防し,患 者の quahty of hfeの向

上を図ることを目的として膵移植が考案されるに至っ

た。84~移植の方法 としては,膵 全体あるいは体尾部を

血管吻合によって移植する臓器移植 (膵臓器移植)と ,

分離 したラ島,あ るいは14~組織細片(crudeな状態のラ

島を含む)を 移植するラ島移植に大別できる.

著者は以前より,移 植の中でも独特の分野 ともいえ

るこのラ島移植に関して研究を進めてきた.本 稿では

ラ島移植の変遷 と現況,問 題点,将 来の展望について

教室の研究結果を変えて述べる。
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I.ラ 島移植の変遷

1.膵 組織小片の移植

インス リンの発見に先立つこと30年前,1893年 に

WilHamsの は羊の膵組織小片をヒトに移植 し糖尿病治

療を試みておりこれがラ島移植始まりとされている。

この試みは成功しかったものの,免 疫学や移植学が確

立 Lノていなかった時代に,し かも臨床においてラ島の

異種移植が行われたことは非常に興味深い。そしてそ

の後の約100年間にわたるラ島移植の研究は,まさにこ

の Williamsの 試みを成功させることを目標に進めら

れたといっても過言ではない。1951年 BrOwingら ゆは

マウス胎児膵を前眼房に移植すると,外 分泌組織は萎

縮と夕内分泌組織のみが発育 し,血 管新生を伴って生着

していることを報告した。一般に新生児,胎 児膵は自

己消化が起 こりにくく,膵 重量に比べ数多 くのラ島を

有 す る利点があ り,こ れ ら膵組織 の宰丸,cheek

pouch,皮 下への移植や,培 養されたものの前眼房,腹

腔内,腎 皮膜下への移植が報告されている。これまで

のところ新生児膵あるいは胎児膵を用いた小動物にお

いての膵組織片の implantadonは 成功 しているが,イ

ヌ,ヒ トでは良好な効果を得るに至っていない。

2.分 離ラ島の移植

1964年 Helにrstrom4)はマウスを用いて,ラ島を機械

的に取 り出す free‐hand microdissection法を考案 し

たかヽ 手技的に難 しく大量のラ島採取は困難であつた。

しか し1965年Moskalewski"が 膵 をコラゲナーゼで

処理 し,膵 外分泌を消化 しラ島を分離することに成功



し,1967年 には Lacy&Kostianovsky的 が膵管内に

Hanks液 を加圧注入 し,膵外分泌を膨化させることで

コラゲナーゼの消化が容易になることを示してから,

ある程度多数のラ島採取が可能 となった。Ballinger&

Lancyつは,このようにして得られたラ島を移植に応用

し,400～ 600個の分離ラ島を糖尿ラットの腹腔内また

は皮下に同種移植 し,糖尿病の改善をみたと報告した.

その後多 くの研究者により腹腔内,皮 下,筋 肉内,宰

丸内,門 脈内等にラ島移植が試みられ小動物において

はその有用性が示された。一方,大 動物においては陣

組織の結合織が豊富なためコラゲナーゼ消化が難 し

く,pureか つ十分量のラ島を分離することができない

ことから,臨 床に応用できなかった,そ の後 nc01l gra_

dient法や digestioniltratiOn法な どの大量分離法が

開発され,大 動物におけるラ島移植 も可能 となり,つ

いに1977年に Naianan8)が,ヒ トでラ島移植 (正確に

は膵組織細片移植)を 行った。 しかしこの注目すべき

試みにおいて,忠 者は一時的なインスリン投与量の減

少効果を得たものの,イ ンスリン投与からの離脱 とい

う福音を得るまでには至 らなかった。そして小動物で

の良好な実験結果に比べ, ヒ トでのラ島移植の困難さ

が明らかになるにつれ臨床応用は停滞 していった。そ

の結果1980年代はラ島移植にとってさらなる基礎的研

究の充実を求められる時代 となった.し かし近年,ヒ

ト膵から純度,量 とも満足の行 く単離法が確立され,

さらには拒絶反応の抑制に新 しい知見が得られたこと

などによリラ島移植が再び脚光を浴びてきた.

II.ラ 島移植の現況

ラ島移植の国際登録 センター (Idet Transplant

Registry)の 集計りによると1974年から1993年までに

北米やヨーロッパの施設を中心に201例のラ島移植が

行われている(Fig.1).最 近 4年 間の症例をみてみる

とIDDM症 例で移植後 1年 以上インスリン治療 を必

要としなかったものは8例 (9%)で あった。また単

独の ドナー膵か ら単離 したラ島を用いた移植が13例

(69%)で その他は多数の ドナーよりの移植であった。

移植部位はほとんど(74%)が 経門脈的肝内移植であっ

た。 このように臨床においては症例数,成 績 ともに満

足すべき結果に至っておらず,い まだ解決すべき課題

が山積 していることを物語っている。

IH.ラ 島移植の問題点

1,ラ 島の分離

ラット,マ ウスなどの小動物ではコラゲナーゼ消化

法によリラ島は容易に分離でき,し かも分離したラ島
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Fig. 1 Number of adult islet all grafts by year
performed from 1974 through 1993

1984 1986
1992  1993

を同系の recipientに移植すると,糖 尿病は改善する。

ところが前述のごとく,ヒ トの84‐組織は結合織が豊富

なため,従 来の力価のコラゲナーゼでは消化作用が十

分に行われず,pureで viabilttyの高いラ島の大量分

離は困難であった。そこで臨床応用を目指して本法に

さまざまな改良が加えられた。まず1981年に洞口ら1い

により,膵 管からコラゲナーゼを注入するヨラゲナー

ゼ膵管内注入法が開発 された。また1984年にGray

らlDは膵管に注入するコラゲナーゼ濃度 とカルシウム

濃度を従来より高 くすることで大量のラ島分離が可能

であ る とした。さらに大里 ら12jは
膵摘 出時 に UW

(University of Wisconsin)液を溶媒 とした コラゲ

ナーゼ溶液を膵管から注入し保存後にラ島分離を行い

良好 な成績 を得た と報告 している。そして Ricordi

ら13)はヒトラ島分離を自動化する方法を考案 し,大 量

のラ島の採取に成功している。

2.ラ 島の保存

① 培養保存

著者 らは器官培養を応用した方法でラットラ島の保

存を7日 間行い,培 養ラ島の機能をインスリン分泌能

で評価 し,さ らに 3～ 5日 間保存 したラ島をstrept‐

ozotocin糖尿ラットの問脈内へ移植 した。培養ラ島は

保存 7日 目までは新鮮ラ島と同程度のインスリン分泌

能を有 してお り(Fig,2),こ の培養ラ島は門脈内より

の移植後 も十分にその機能を発揮 し(Fig。3),糖 尿病

状態の改善に効力を示した。次に長期間培養保存を目

的 として,分 離ラ島をmalddish trayにおいて37°C,

5%C02‐airで培養した。3日 間隔で培地交換を行った

ところ,少 なくとも80日間の培養保存が可能であり14)

インスリン分泌能の低下はみられず,形 態学的には分

離時 に損傷 した被膜 の修復 と強靭化が観察 された
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Fig. 2 Tinie‐ course study of insulin release from

preserved islets

Fig. 3 Fasting blood glucose levels in transplant

rats and diabetic rats. The shaded area indicates

the confidence band for fasting blood glucose in

normal rats.

(Fig,4)。また 2週 間培養のラ島300～400個をstrept‐

ozotodn糖 尿ラットの門脈内へ注入するとredpient

の糖尿病は 1週 間前後に改善した。

ところで培養保存は培養日数の経過 とともに培地中

の線維芽細胞の増殖,細 菌汚染の危険性の増大,手 技

の煩雑さなどによって大量のラ島を長期保存するには

困難な面が多い。 し たがって移植を目的とした大量の

ラ島の長期保存には凍結保存が有効 と考えられる.

② 凍結保存

精子,赤 血球等の単細胞保存より始まった凍結保存

は臓器保存のうえで興味ある方法である。通常,凍 結

保存には凍害防止斉Jを用いるが,大 きな臓器の場合,

凍害防止剤の臓器内への一様な浸透は困難であり,細

胞内外の氷品化により細胞破壊,お よび組織破壊をき

たし臓器 としての機能を十分に保持できない。この点,

ラ島は非常に小さい組織であるため凍害防止剤が一
様

に浸透 し,良 好な凍結保存が可能 と考えられる。ただ

し凍結保存の成功には,凍 害防止剤の選択,凍 結およ
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i「ig。 4 Histological studies of fresh islet(left)and

cultured islet(right)(Orig × 100)

Irig. 5 Histological studies of cytopreserved islet
(H-E staining Orig. x560)

Cryopreserved isiet

(25°C/min)

び解凍条件の設定など多 くの問題点を解決する必要が

あ る。凍害防止剤 として Dimethylsulfoxid(以下,

D IヽSOと 略記)や Glycerinなどがあるが,一般には組

織への浸透性の良好 な DMSOが 多 く用い られてい

る。著者 らは,凍 結の前後に増養を付加 したうえで,

D IヽSOを 用い,凍 結速度を緩慢速度 (1°C/分 )と急速

速度 (25°C/分 )に 分けて比較検討 した。ラ島回収率は

ともに良好で,と くにDMSOの 濃度が15%で の回収

率が最 も良好であった.形 態学的に観察すると凍結保

存ラ島は非凍結ラ島に比べて,ややガヽ型化 していたが,

核配列の乱れや周辺組織の破壊 も認められなかった

(Fig.5)。 またグルコース刺激におけるインスリン分

泌能は,培 養ラ島群 1°C/分および25°C/分 の凍結保存

群間に差は見られなかった (Table l)。また300mg/di

の高濃度刺激に対 しては, 3群 ともに基礎分泌の約 3

6 weさks cと:ture

Streptozoiocin

Weeks After Transolanl
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Islet frozen at l"C/min

Islet frozen at 25'C/min

non-frozen cul tured is let

倍のインスリン分泌が見られた。ラ島内細胞 1個 当た

りのインスリン含有量を比較検討するための,イ ンス

リン/DNAで は,い ずれも各群に有意差を認めなかっ

た (Table 2).さ らに labelling indexよりみたラ島細

胞複製能 も3群 間で差は認めなかった。 このように凍

結速度によリラ島回収率に差がないこと,凍 害防止剤

にはDMSOが 良いことなどが明らかとなり,培 養 と

凍結 との条件を設定することができた。さらに凍結保

存ラ島の移植効果 を見る目的で,ハ ムスターを用い

1,000個のラ島を腎皮膜下に移植 しその効果を検討す

ると,血 糖値は正常化 し,体 重の増加 も見 られた。そ

して56日目にラ島を移植 した腎臓を摘出すると,凍 結

群,非 凍結群の両群において血糖の急激な上昇が認め

られた (Fig.6).

3.移 植部位

移植部位 として Kempら 1'は
門脈内移植をあげ,肝

に生着 させるほうがより生理的であ り,移 植 ラ島 も

300～600イ回で有効であるとしている。Ballinger,Lacy

ら12jは400～600個のラ島を実験的糖尿ラットの腹腔内

に同系移植 したところ,streptOzOtocin糖尿ラットは

膵ランゲルハンス島移植

Table 1 Effects of cryopreservation on glucose stimulated insulin release
from hamster pancreatic islets. Values of insulin release and expressed
as /U/10islets/60min

Glucose concentration
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Fig. 6 Blood glucose level of streptozotocin dia-
betic hamsters implanted into the renal subcap-
sular space with about 1,000hamster islets. Ne-
phrectomy was performed on the 56th day after
transplantation.

lslet Transplant

-7       0 1  3  5  7   14    28    42    56

Days ARer TransP:ant

血糖値の正常化,尿 量および尿糖量の減少を認めた。

また対照の糖尿群では80%が 3か 月以内で死亡したの

に対 して,移 植群では死亡をみなかったと報告してい

る。著者 ら1つも250～300個のラ島を糖尿ラットの門内

・
p<001

Insulin

(″U/10 1siets)
DNA

(″g/10 1slets)
Insulin/DNA

Islet frozen at 1'C/min

Islet frozen at 25'C/min

non-frozen cultured islet
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脈内に注入することで,著 明な糖尿病状態の改善をみ

ている。 ところで,ラ 島移植部位 として筋肉内,腹 腔

内,皮 下などが試みられてきたが,門 脈より注入 し,

肝に生着させる方法がIヒ較的良い成績をあげている.

この理由としては,肝 は血流が豊富であり,特 に門脈

血は高濃度グルコース,ア ミノ酸や各種消化管ホルモ

ンを含んでおり,ラ 島の生着,生 存に有効であろうこ

と,ま た分泌されたインスリンはまず肝臓を通って末

梢に至る点で生理的と思われること,な どが考えられ

る。しかし長期的にみるとグラフトの機能不全をきた

すとの報告
1。もあり,今後検討 しなければならない。ま

た近年,原 ら19)はラ島を腰椎穿刺により脊髄 くも膜下

腔内へ移植 し,糖 尿病ラットの血糖の正常化を長期に

わた り観察したとし,免 疫特典部位 としての脊髄 くも

膜下腔内の有用性を挙げており,大 変興味深い。

4.拒 絶反応の抑制

ラ島移植においても他の臓器移植 と同様に,免 疫抑

制剤が使用される。最近は,15‐deoxy spergualinのよ

うな有効性の高い免疫抑制剤が報告
2いされるように

なったが,依 然 として recipientに対する副作用やラ

島に対する障害は無視できない。一方,ラ 島移植の特

色 として,分 離培養の過程で移植ラ島の抗原性を修飾

できることから,immunoalterationに よる拒絶の抑

制が試み られて きた。同種移植 において donorと

recipientの主要組織適合抗原 (MajOr Htttcompati‐

biltty Complex:以下,MHCと 略記)を適合させるこ

とは拒絶を回避するために重要である.ラ 島の内分泌

細胞にはClass I抗原の発現はみられるが移植抗原の

中で最 も強力な抗原系であるClass II抗原は発現 しな

いとされている211し たがつて外分泌組織の混在 しな

いラ島を移植するかぎり免疫原性は比較的小さいと考

えられてきた. ところがラ島内には内分泌細胞の他に

Class II抗 原を発現するpassenger leukocyteと 耳平↓ゴ

れる細胞が混在 しており,抗 原性を有するとともに,

いわゆる抗原呈示細胞 (antigen presendng celli

APC)と して働き,拒 絶反応を惹起すると考えられる

に至った幼,そ してこれまでにこの passenger leuko

cyteを除去あるいは不活化 させることで拒絶反応を

抑制する様々な方法が報告されている。Lacyら
23)はラ

島を24°Cで 7日 間培養した り,95%の 高濃度酸素下で

7日 間培養することで passenger leukocyteを除去

し,拒 絶反応を抑制 しえたと報告している。筆者の教

室では以下に述べる方法でラ島の immunoalterlation

を試みている。
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1)分 散ラ島の凍結保存

ラ島を細胞にまで分散し,そ れらを凍結保存するこ

とにより免疫修飾が可能か否かを試みた24ル5上方法 と

してはまずラ島を分離後 EDTA‐ Dispase法2的にて分

散 う,さ らに凍結後液体窒素にて浸漬 して 2週 間保存

を行った。解凍は37°C恒温槽にて振盪しながらの急速

解凍 とした。そして再度培養を付加すると,培養 2～ 3

日ヨにclusterを形成 しはじめ,約 1週 間でいわゆる

“
p、)eudo isiet"(以下,FCI.Cと 略記)と なった。 こ

れ を分離した後 1週間培養した非分散培養ラ島 (以下

Clと 略記)を対照 として比較 した。組織学的に検索す

ると,FCI.Cは 対照の CIに 比べやや小型の傾向には

あ るものの細胞変性,核 濃縮像などの変化は認められ

ず,CIと ほぼ同様の形態を呈 していた (Fig,7).さ

らに組織切片止上のインスリン染色陽性細胞/全ラ島

細抱の面積比を画像解析装置を用いて測定すると,そ

のサ七率はほぼ同率であった。またインスリン分泌能を

み ても基礎分泌,高 濃度のグルコース刺激時のインス

リン分泌量 ともほほ同様の値を示した (Fig.8).イ ン

ス リンおよび DNA含 有量はいずれ もFCICの 方が

〕「ig.7 Histological studies of FCIC and CI(H‐E

staining Orig ×400)

FCiC

llig. 8 Glucose stimulated insulin release from

FCIC and CI. Values of insulin rerease are expres'

sed as pUl10islets/60min

C i

ＦＣｉＣ
★

30  300 (mg/m9



Fig. 9 Effect of isogeneic FCIC transplantation on
blood glucose levels. Blood glucose levels of three
streptozotocin diabetic rats to Transplantat ion
of FCIC isografts. Nephrectomy rvas performed
on the Sth day after transplantat ion.

Fig. 10 SDS-PAGE of proteins derived ftom each
group of islet cells

FCIC (lane a) : Pseudoislets u.ich were formed
from dissoclated islet cells in vitro culture after
f  reezi  ng-thawing process.

PI (lane b) : Pseudoislets wich u'ere formed from
dissociated islet cells in vitro culture.

CI (lane c) : Non-frozen cultured islet.

IC (lane d) : islet cells directly after dissociation.
Moleculer weight standards are listed on the
right.
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CIに 比べて減少 していたが,ラ 島 1個 当た りのイン

スリン含有量では FoC I CとC.Iの間に差は見 られな

かった。F,C.ICの同系移植は,腎 被膜下に被膜外に漏

日消外会誌 29巻  3号

出することなく確実な移植が可能であり,FC.I.C移植

後直ちに血糖値の正常化を認め,移 植 8日 目に腎摘出

を行うと血糖値の再上昇を認めた (Fig.9).摘 出した

腎の組織切片を作製 し,移 植 された F,C.I.Cを免疫組

織化学染色にて検索すると腎被膜下にインスリンに染

まるviableな細胞集塊を多数認めた。また同種移植に

おいて FC_IC群 はCI群 に比べて生着 日数で有意な

延長を認めた。次にラ島細胞に免疫原性の減弱化が得

られたか否かについて sodium dOdecyl sulphate

polyacrylanlide  gel  electrophoresis (2火T, SDS―

PAGEと 略記)に よる細胞膜 蛋 白の検 討 を行った

(Fig.10).分 散 した直後のラ島細胞 (I.C)の細胞膜表

面には明瞭な蛋白の bandは 認められなかった。また

分散ラ島細胞の 1週間培養で再構築された (P.I)には

bandの 出現がみられたが,対 照 としたブト分散ラ島 (C.

I)と 異なりband数 が少なく, しかもCiass II抗原 α

鎖 お よ びβ鎖 の33～35kDa,27～ 29kDa領 域 に は

bandが 認められなかった。FC.ICの パターンもP,I

と同様であり,Class II抗原領域にはbandが 認められ

なかった。以上よりFCICに より免疫原性の修飾効

果が示唆された.

2)X線 照射ラ島

さらに著者 ら27)は
免疫抑制の一方法 として X線 照

射による移植効果を試みた。実験動物 として ACIと

Lewisの雄性ラットを用い,同 系移植および同種移植

において放射線照射の効果を検討 した。分離ラ島は 3

日間の増養後にX線 照射を施 し,さ らに日間の培養を

付加 した後移植に用いた。拒絶の起 こらない同系移植

での血糖値の推移を40日間でみると,OGy群 では移植

後 1～ 2日 で,ま た20Gyと 40Gy群 では移植後 7日以

内に血糖値の正常化がみられた。しかし80Gy,120Gy,

160Gyと 照射量が多 くなるにしたがって,血 糖値の正

常化は得 られず,80Gy以 上の照射はラ島への障害が

強いと考えられた。同種移植での血糖値の推移をみる

と,分離直後の新鮮ラ島群および培養のみで X線 照射

のない OGy群 では全例10日以内に血糖の再上昇がみ

られた。 これに対 し20Gy群 では 6例 中 3例 が20日間

以上にわた り200mg/dl以下の血糖値 を維持 した。ま

た40Gy群 でも6例 中 2例 が比較的長期 にわた り200

mg/dI以 下の血糖値を維持 し,拒 絶の遅延が示唆され

た。次に分離ラ島の MHCの Class I抗原および Class

II抗原をモノクローナル抗体を用いた間接法で染色す

ると,Class II抗原陽性細胞数は照射群で有意に低下

していた。また Class I抗原はラ島の内分泌細胞の細

6(666) 鮮ランゲルハンス島移植
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胞膜に強 く染色されたが照射群 と非照射群の間に染色

性の差異はみられなかった。以上の結果よりX線 照射

によりClass II抗原陽性細胞の除去がおこり,そ の免

疫原性の減弱が生 じたたと推察された,

3)Hybrid型 人工膵

Hybrid型 人工膵臓は,ラ 島をそのまま移植するの

ではなく,高 分子化合物の半透膜で被包化 し移植する

ことによ り,宿 主の生体防御系か ら免疫隔離 (Im_

munoisolation)しよ う とい う もの で あ る。現 在

Hbrbrid型入工膵臓は,用 いる人工素材の種類か ら,

Diffusion chamber型 ,Ho1lo、v aber型,MicrOcapsule

型に大別されるが,い ずれの型においても最大の課題

は,ラ 島を封入する高分子半透膜をどのような素材に

するかということである。理想的な膜の条件 としては,

1)グ ルコースやインスリンなどのIヒ較的低分子の物

質は通過させるが免疫グロブリンや免疫担当細胞など

は通過させないという特性を持つこと,2)ラ 島が長期

間機能する環境を維持 しうること,3)移 植された生体

内で安定し,生 体適合性がよいこと,な どが挙げられ

る。著者 らはアガロースの半透膜を用いることで,マ

イクロカプセル化ラ島を作成 し移植実験 を行ってい

る。マイクロカプセル化は岩田ら281の方法で行い,用い

たラ島の約半数をマイクロカプセル化 しえた。従来よ

り移植部位 としてカプセルの容量が多 く,十 分なス

ペースのある腹腔内移植が報告されてきた。著者 らも

ラットの腹腔内に1,000個のマイクロカプセルを移植

し,100日 を超える生着をみている。しかし,マ イクロ

カプセル化ラ島が機能 しなくなった場合それらを腹腔

内から回収することは非常に難 しい。そこで現在,著

者 らは大網を皮下に脱出させ,策 膜を遊離した大網内

のスペースにカプセル化ラ島を移植する実験系を試み

ており良好な結果が得られつつある。

最近,Soon‐ Shlongら 2りは, 8人 の死体膵より分離

したヒトラ島をアルギネー トとグルロン酸でカプセル

化 し9,957個/kgを I型 糖尿病患者の腹腔内に移植 し

糖尿病状態から脱却せしめたと報告している。それに

よると,移 植後24時間以内に血糖は正常化し,移 植前

に0.lng/mlだ った C peptideは , 8か 月 日 に は10

ng/mlと なり,1日 45～50U必 要であったインスリン

投与 も9か 月後には必要なくなったとしている。この

ように臨床での成功例 も報告されるようになってきた

が,一 般化するにはさらに改良が必要 といえる。

5.新 生仔ラ島移植の有用性

新生仔膵からのラ島 (lslet‐1lke cell clusters,ICC)
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Table 3 Effects of cryopreservation on glucose

stimulated insulin release from new born hamster

pancreatic islets. Values of insulin release are

expressed as lUl10islets/60min

Glucose concentration

農t協律| 渇!用騨) 桃檻掛
3days cultured

lweek cultured

2weeks cultured

152± 0.26

6 3 8 2 ±1 3 3 【

1 0 6 1 0 ±6 5 7

1 4 3±0 _ 4 3

1 4 6 1±3 2 4

9 1 3 5 ±1 1 0 7

3 34[上0_49

7 3 4 0 ±1 1 3 5

1 9 7 0 0 ±1 8 0 2

分離は細切 した膵を培養することで,比 較的容易に行

える。そのうえ新生仔膵はラ島の占める割合が高 く,

ラ島自体 も増殖能を有 していることからグラフトとし

て有用 と考えられる。著者 らは新生仔ラ島の生物学的

機能を検索 し,そ の増殖能 と移植効果について以下の

実験を行った3い
。新生仔ゴールデンハムスター83~を実

体顕微鏡下で経時的に観察すると,細 切 した直後では

内 ・外分泌組織が混在 しラ島の存在 も明 らかではな

かった。しかし培養約 1週 目には球形の正常の形態を

有 したラが得られた。ラ島の組織学的検索を HE.染

色にて観察すると,外 分泌組織の付着はなく,細 胞変

性,核 濃染像などの変化は認められず,成 熟ゴールデ

ンハムスター膵より分離 したラ島とほぼ同様な組織像

を呈 していた。 ま たインスリンおよびグルカゴンは明

陳に染色され,数・量 ともに成熟ゴールデンハムスター

ラ島 と同様であった。新生仔 ラ島の30mg/dlの グル

コース負荷によるインスリン分泌能は,分 離後 3,7,

14日と培養日数が進むにつれ,そ の基礎分泌量はそれ

ぞれ著明な増力口を示した.一 方,300mg/dl濃 度のグル

コース負荷におけるインスリン分泌能 も培養日数が進

むにつれて増加 し,そ の値 も基礎分泌量の 2～ 3倍 と

成熟ラ島に近い値 となった (Table 3)。また新生仔ラ

島内のインスリンおよび DNA含 有量は培養 3日 目で

いずれも定値を示したが, 1週 目, 2週 目と斬増 し,

培養約 5週 目前後にはplateauに達 した。

おわ りに

近年,糖 尿病治療における膵移植の重要性は以前に

も増してきたといえる。事実,欧 米の多 くの施設で全

膵移植が行われるようになり,良 好な臨床結果が報告

されるようになった.し かしこれらの膵臓器移植は腎

移植など他の臓器移植に比べると,手 技的な困難さや

合併症の多さなど依然多 くの問題を残 している。一方,

膵移植が糖尿病治療を目的としていることから,内 分



泌細胞のみを移植するラ島移植は,そ の安全性,手 技

の簡便さ,繰 り返 し投与の可能性などから合目的な手

法 といえる。さらにラ島移植の利点 として in vitrOで

免疫原性を修飾 し,拒 絶反応を防止 しうる可能性が示

唆されている。また臓器移植の急速な普及に伴って,

donor不 足や医療財政への圧迫などの問題が一層深刻

となるであろうこと,脳 死が法的に認められていない

本邦において,心 停止下での移植に限界があることな

どか ら将来的にはdonorを 異種 に求める必要性がで

てくる。ラ島移植はこれら異種移植の可能性を有 して

お り,例 えばブタに代表される大動物からのラ島の大

量分離,保 存により,idet bankを 確立すれば,恒 久

的なラ島の供給が可能 とり,immunOalterlationや

immunO蔦 Oladonを 行 うことで臨床に十分用うること

ができると思われる。

著者 らがラ島移植の研究に着手 してか ら世界中で

数々の知見が報告されてきた。ラ島 というわずか200

〃m足 らずの小組織の中に秘められた多 くの謎 と限 り

ない可能性が我々研究者の探究心をとらえてやまない

のである。本邦におけるラ島移植はいまだ基礎的実験

段階の域を出ていないが,著 者 らはこれら地道で熱意

のある研究が将来の臨床応用に大きな礎 となると確信

している。そして今後さらにラ島移植の研究が発展し,

より安全な形での臨床応用が実現することで多 くの糖

尿病患者の福音 となることを期待 したい。

(共同研究者 :藤沢克憲,本 村俊久,長 谷川保弘,岡 田章
一

)
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Transplantation of Pancreatic Islets

Gizo Nakagawara

First Department of Surgery, Fukui Medical School

Islet transplantation in Type I insulin-dependent diabetus mellitus (IDDM) has some advantages over

vascularized pancreas organ transplantation, such as the easy and safe technique of transplantation, and

the possibility of immunomodulation of the graft. But data from clinical studies have shown that some

scrious problems still need to be overcome. One of the problems islet transplatation is the islet storage.

There are some preservation methods, including culture, low temperature preservation, and cryopreserva'

tion, but cryopreservation may be the only possible method of long-term preservation. Islets can be

cryopreserved without loss of their biological activity by using the cooling rate of l"C/min and 25"C/min.

And cryopreserved isolets can normalize the blood glucose level of diabetic hamsters in isogenic trnas-

plantation. To reduce the immunogenicity of the islets, isolated pancreatic islets were dissociated into

islet celis and cryopreserved. There was a significant prolongation of survival of dissociated and

cryopreserved islet cells in ailogenic transplantation in rats. Irradiation of islets and encapsulation of

islets were also examined and these methods were useful for controlling rejection in islet transplantation.

We believe these approaches wiil permit application of these methods to the treatment of diabetes in

human with allorgrafts xenografts.
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