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研究成果の概要：本研究ではオートファジー様細胞死と膵島保存・機能傷害との関連を解析

した。1 ng/ml または 10 ng/ml のラパマイシン濃度でマウス膵島を処理した。その結果、オート

ファジー誘導のマーカーである LC3-II タンパクの膵島内蓄積を確認し、膵島 viability も約 50%

抑制されることを確認した。また、膵島のインスリン分泌能はグルコース負荷テストにおいて、

10 ng/ml ラパマイシン処理では分泌はほぼ完全に抑制された。一方、オートファジー阻害剤・

3-methladenine で追加処理することにより LC3-II タンパク膵島内蓄積、膵島 viability、膵島イン

スリン分泌能を有意に改善させることができ、膵島におけるオートファジー誘導は移植用膵島

の保存・品質管理に強く関与していることが示唆された。 
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2007 年度 2,100,000 630,000 2,730,000 
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総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学、外科学一般 
キーワード：移植外科学、膵島移植 
 
１．研究開始当初の背景 

1 型糖尿病の根治療法として「膵島移植」

が行われ良好な成績を得ている。膵島移植は

心停止ドナーの提供膵臓より膵島のみ分

離・純化し新鮮膵島を門脈内に点滴する方法

で、レシピエントにかかる侵襲もほとんどな

く「理想的な根治療法」と言える。しかし本

邦の「極端なドナー不足」さらに「膵島保存

技術がない」ため新鮮膵島を移植する必要が

あり時間的制約も膵島移植の普及を妨げる

大きな負の要因となっている。 

さて移植先進国・アメリカでは脳死ドナー

膵臓提供は年間約 6000 件あるが、膵臓また



は膵島移植に利用された提供膵臓はわずか

1400～1600 件/年に過ぎず、大部分の提供膵

臓は移植に利用されていないのが現状であ

る。申請者は、この余剰な提供膵臓の有効利

用に着目し、アメリカで分離した移植用ヒト

膵島を安定した状態で保存・品質管理し日本

に shipping、レシピエントに移植することが

可能となれば、血糖変動が激しいブリットル

型を含めた多くの 1 型糖尿病患者を病魔から

救うことができると考えている。遠隔地分離

膵島の有効利用は糖尿病根治を目指したロ

ードマップの中で最も臨床応用に近い戦略

であり、膵島の保存期間が延長できればレシ

ピエントに免疫抑制剤導入をあらかじめ先

行させ、移植膵島がより生着しやすい免疫環

境を整えることが可能となり、one donor-one 

recipient 膵島移植実現に向けた付加的効果も

十分期待できる。 
２．研究の目的 
膵島を分離し、培養液中で長期間保存・品

質管理することは、培養液が生体内環境と同

じ状態で無い限り、膵島に一種の栄養障害、

すなわち飢餓ストレスと同じストレスがか

かると考えられ、生体における飢餓適応とし

てオートファジーが誘導される。オートファ

ジーは、細胞内成分をリソソームで分解する

ための主要な経路であり、普遍的なマシナリ

ーである。オートファジーの生理機能は十分

に明らかにされておらず、また疾患との関係

も現在、解明途上である。 

膵島とオートファジーとの関連はこれま

で報告はなく、オートファジー誘導が膵島の

機能や viability、ひいては品質管理にどのよ

うに作用するかは全く不明である。 

本研究では、この生物学的疑問を解明する

第 1 段階としてラパマイシンを用いて膵島に

オートファジーが誘導されるのか、さらに誘

導後、膵島の生物学的機能・活性はどのよう

に変化するのかを解析した。 

 
３．研究の方法 
(1) Isolation of pancreatic islets 

BL6 mice の膵島を本研究の解析に用いた。

マウスを全身麻酔下にて開腹し、総胆管から

カニュレーションの上、1mg/ml の collagenase
を含んだ ET-Kyoto 液を 3ml 注入しマウス膵

臓を十分に膨化し摘出し、摘出膵臓をさらに

collagenase VIII で消化した。引き続いて膵消

化液を Ficoll 非連続勾配法で膵島を分離・純

化を行った。分離膵島は complete RPMI-1640 
culture medium にて培養した。 
(2) Western blot analysis 
オートファジー誘導のマーカーである

LC3-II タ ン パ ク ( LC3-phospholilated 
conjugate)の細胞内蓄積を確認するために 
Western blot を行い解析した。Fresh mice islets 
(30 islets/well)を1または10 ng/mlの rapamycin
存在下または非存在下で 24 時間、膵島を培

養し、その培養膵島より lysis buffer を用いて

膵島組織由来タンパクを抽出し 15 % 
SDS/PAGE にて展開・分離した。泳動タンパ

クを PVDF membrane に転写後、anti-LC3 mAb 
(MBL)にて LC3-II タンパクの発現を detect し
た。タンパクの発現量は、それぞれの膵島

lysate 内の内因性 GAPDH 発現量も確認、

LC3-II タンパクおよび内因性 GAPDH の発現

量を Fluor-chem image analyzer (BioRad)にて

定量化した後、LC3-II/GAPDH 比にて比較し

た。 
(3) Islet viability assay 

Fresh mice islets (30 islets/well)を 1または 10 
ng/ml の rapamycin 存在下または非存在下で

24 時間膵島を培養し、その培養膵島の islet 
viability を the colorimetric methyl tetrazolium 
salt (MTS) Cell Titer 96 Aqueous One Solution 
cell proliferation assay (Promega)を用いて解析

した。膵島 viability は MTS assay を用いて 490 
nm 吸光度にて計測し、ラパマイシン処理し

ていない膵島の viability を 100（control）とし、

ラ パ マ イ シ ン 処 理 し た 膵 島 viability
を%absorbance として計算し比較検討した。 
(4) Blocking assay of autophagic signaling  

Rapamycin 処理と同時にオートファジー阻

害剤である 3-methladenine (3-MA)  (10 mM
の 3-MA 存在下または非存在下で培養)を用

いてマウス膵島を 24 時間培養し、Western blot、
MTS assay、static glucose challenge assay を行

い LC3-II タンパクの蓄積、islet viability、イ

ンスリン分泌がどのように変化するか解析

した。 
 



(5) Glucose-stimulated insulin release and 
stimulation index 

膵島へのオートファジー誘導が、インスリ

ン分泌にどうのように影響するかを解析し

た。ラパマイシン処理またはラパマイシン＋

3-MA 処理した膵島を 2.8-mM （低血糖）ま

たは 20-mM glucose（高血糖）を含んだ培養

液中にさらに 2 時間培養した。培養液中に分

泌されたインスリンを ELISA を用いて定量

化し、高血糖培養液中のインスリン量と低血

糖培養液中のインスリン量の比（stimulation 
Index: SI）を算出し比較検討した。 
４．研究成果 
(1) LC3-II タンパク発現量の変化 

ラパマイシン処理していないコントロー

ル膵島においても endogenous な LC3-II タン

パクの発現を認め、LC3-II/GAPDH 比は 0.5
であった。しかし、ラパマイシン処理するこ

とにより LC3-II タンパクの発現は有意に増

加した。1 ng/ml の rapamycin 存在下では、

LC3-II タンパクの過剰発現は認められず

LC3-II/GAPDH 比も 0.46 とコントロールと差

は認めなかったが、1 0ng/ml の rapamycin 存

在下では、LC3-II タンパクの過剰発現を認め、

LC3-II/GAPDH 比でも 1.08 とほぼ 2 倍の発現

量を認め、ラパマイシンによりマウス膵島に

オートファジーが誘導されているのを確認

できた。また、3-MA によるオートファジー

ブロッキングでは、約 32% LC3-II タンパク

の発現を抑制することができた。 

(2) 膵島 viability の変化 
Western blot により LC3-II タンパクの過剰

発現を認め、マウス膵島にオートファジーが

誘導されているのを確認できたが、その現症

が膵島 viability にどのように影響するかを

MTS assay にて解析した。コントロール膵島

の viability を 100 とすると、1 または 10 ng/ml
の rapamycin 存在下ではそれぞれ 56.8、49.0
と有意に膵島 viability は低下した。一方、

3-MA によるオートファジーブロッキングで

は、1 ng/ml rapamycin＋10mM 3-MAまたは1 0 
ng/ml rapamycin＋10mM 3-MA 処理により膵

島 viability は無処理膵島の viability と比し、

それぞれ 68.5 %、75.8 %まで回復した。 
(3)インスリン分泌能の変化 
膵島にオートファジーを誘導することに

よりインスリン分泌能がどのように変化す

るかを static glucose challenge test を行い

stimulation index (SI)を算出し解析した。ラパ

マイシン処理していないコントロール膵島

の SI は 1.38 でグルコース負荷によりインス

リンが膵島より分泌されているのを確認し

た。しかし、1 ng/ml rapamycin 処理により SI

は 1.17 まで低下し、10 ng/ml rapamycin 処理

では、SI は 1.11 まで低下しインスリン分泌は

ほぼ完全に抑制された。しかし、3-MA によ

るオートファジーブロッキングにより SI は

それぞれ 1.48、1.32 まで回復した。 
(4) 考察と今後の展望 
インスリン分泌が完全に枯渇している 1 型

糖尿病の根治療法として「膵臓移植」「膵島

移植」が行われているが、レシピエントにか

かる手術侵襲の程度、移植手技の簡便さなど

を考慮すると、膵島移植はより患者に優しい

根治療法と言える。しかしながら、インスリ

ン離脱などの遠隔成績では膵臓移植を凌駕

するまでには至らず、今後の改善が迫られる。

膵島移植の遠隔成績不良の原因として勿論、

免疫学的な移植膵島の拒絶が第 1 の原因と考

えられるが、膵島移植で広く使われている免

疫抑制剤・ラパマイシンによる膵島毒性の可

能性も否定できない。 
ラパマイシンは細胞内受容体である

FKBP12 を介して mTOR に結合し、mTOR の

機能を抑制する。その結果、ラパマイシンは

細胞にオートファジーを誘導する。オートフ

ァジーは細胞内成分をリソソームで分解す

るための主要な経路である。一方、オートフ

ァジーが細胞死に関与している可能性を示

唆する報告もある。近年、研究の進歩から、

このシステムと神経変性疾患、感染症（細菌

からの生体防御）、心疾患（心 不全）、膵臓

疾患（膵炎）など疾患・病態とオートファジ

ーの関係が明らかになりつつある。 
今回の研究成果により、膵島にオートファ

ジーが誘導されることを確認し、それにより

膵島のviabilityおよび膵島からのインスリン

分泌が低下することを見出した。すなわち、

オートファジー誘導は膵島にとって悪影響

を及ぼすことが示唆された。さらに、3-MA
を併用することによりオートファジー誘導

およびそれに伴う機能傷害は回避されるこ

とも見出した。今後研究を進め3-MAなどを用

いた膵島保存プロトコールの確立を目指す。 
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