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研究成果の概要（和文）：本研究は、条件の悪いマージナルドナーから提供された膵臓を従来の冷却浸漬保存でなく持
続冷却灌流装置（LifePort）にて保存し、分離膵島の収量を上げ、膵島機能を保持させ、I型糖尿病に対する膵島移植
に寄与させるためのものである。
ビーグル犬を用いた実験により、分離膵島の収量・機能とも、従来法より優れていることが明らかとなった。さらなる
保存条件の改善や工夫が必要ではあるが、近い将来の臨床応用が期待できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Hypothermic machine perfusion preservation (HMP) by LifePortTM is thought to be a 
better preservation technique for pancreas harvested from marginal donors such as non-heart-beating 
donor. In this experiment, we indicated that yield and function of islet isolated from 24hours-preserved 
canine pancreas with LifePortTM removed after 30 minutes warm ischemic time. It suggests that HMP for 
pancreas would be a useful method for islet transplantation from marginal donors in Japan.

研究分野：移植
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) I型糖尿病に対する膵島移植が国内で始ま
ったものの、依然として大きな問題はドナー
不足である。2010 年の改正脳死移植法の施行
により、脳死下膵島移植が増えることを期待
したが、脳死下の臓器提供は思いの外増加せ
ず、また、膵臓移植に使用されるため、脳死
下膵島移植数の増加はあまり期待できない
状況である。そこで、膵島移植においては、
心停止下ドナーのような、条件の悪いいわゆ
るマージナルドナーよりの膵臓摘出・膵島分
離が増加する可能性が高くなると予想され
る。そこで、膵臓摘出から膵島分離までの間、
いかに膵臓に障害を与えることなく膵臓の
機能を維持できるかが、より良い膵島を分離
するためには重要であると考えられる。 

(2) LifePort™ (LP)は Organ Recovery Systems

社により開発された臓器搬送用の持続冷却
灌流装置であり、現在欧米において障害を伴
った腎臓の搬送に臨床応用され、その有効性
が確認されている。本装置はマージナルドナ
ーの多いわが国の脳死移植や心停止ドナー
からの臓器移植、特に虚血再潅流障害を受け
やすい膵臓の保存に有用であり、膵島移植の
安全性や成績の向上に有効であると考えら
れる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ビーグル犬を使用し、障害膵
モデルより膵臓を摘出し、LP により持続冷却
灌流保存することにより、膵臓の障害が最小
限に抑えられ、従来法である UW 液による浸
漬保存に比べて分離膵島の収量や機能が改
善でき、臨床膵島移植に応用し、成績向上に
寄与することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)動物： 10 頭の 1 歳のメス・ビーグル犬（体
重 7.5kg～12.5kg、平均 9.8kg）を使用した。 

 

(2)膵臓摘出手術： ビーグル犬を全身麻酔下
に全膵臓摘出を行った。30 分の温阻血時間を
おいて摘出を行った。膵臓摘出後、シリコン
製のカニュレーションチューブの一端を腸
間膜静脈より門脈に留置し、反対側端を後頚
部皮下より体外に誘導しておく。 

 

(3)膵臓保存： 摘出された膵臓は以下の 2 群
に分け保存を行った。(図 1) 

①持続灌流保存群(LifePort 群)(n=5)：膵十二
指腸動脈にカニュレーションを行い、LifePort

に装着し、24 時間持続冷却灌流保存を行った。
灌流条件は図 1 のとおりである。 

②浸漬保存群(UW 群)(n=5)：4℃の UW 液(on 

ice)で 24 時間浸漬保存を行った。 

 

(4)保存膵臓の病理学的検討： 24 時間保存し
た膵臓の一部を HE 染色、免疫染色(インスリ
ン抗体、グルカゴン抗体)、TANEL 染色で病
理学的検討を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 実験方法 

 

(5)膵島分離： 

① 膨化：24 時間保存された膵臓は膵管カニ
ューレより、 4℃ Liberase T-Flex (Roche) 

(1.5mg/ml)溶液を 200ml 注入し、10 分間、膨
化させる。 

② 温消化：クーパーにて膨化膵臓を細切し、
Ricordi Chamber にセットし、35℃で約 10 分
間、温消化する。 

③ 回収：十分に消化され、膵島が溶液中に
出現した時点で、冷消化を行いつつ消化膵組
織を 250mL チューブに回収を始める。 

④ 純化：収集した消化膵組織を、Optiprep を
使用した continuous gradient 溶液に混合し、比
重遠心法を用いてCOBE2991細胞分離装置で
膵島精製を行った。 

 

(6)膵島収量評価・機能評価： 分離・純化膵
島の収量：純化前後の膵島懸濁液を Dithizone

染色液にて染色し、膵島数の算定を行った。
光学顕微鏡にて膵島の形態を観察し形態評
価を行った。 

Static incubation：膵島を低グルコース培養液
(RPMI-1640 with 3.3mM D-glucose）にて 60 分
間 pre-incubation した後、高グルコース培養液
(RPMI-1640 with 16.7mM D-glucose)内で 60分
間 incubation、その後再度低グルコース培養
液にて 60 分間 incubation した。各相のインス
リン濃度を測定した。 

 

(7)膵島自家移植： 純化した膵島を全膵摘出
したビーグル犬に門脈カニュレーションチ
ューブより注入し、肝臓内に自家移植を行う。 

 

(8)移植膵島評価： 膵島移植を行ったビーグ
ル犬より採血を行い、血糖とインスリンの推
移を検討する(第 1、3、5、7 病日)。 

 

(9)推計学的分析： データは平均値標準偏差
値で表示し、Unpaired Student’s t test を用い分
析した。P0.05 にて統計学的有意とした。 

 

 



表１ LifePort の灌流条件 

灌流液: KPS-1 (Organ Recovery Systems Co.) 

pH:7.4, Osm:300mOsm/L, Na:80mEq, 

K:25mEq 

灌流圧: 10mmHg (systolic perfusion pressure) 

灌流温度: 4℃ 

灌流時間: 24 時間 

 

 

４．研究成果 

(1)膵島分離に伴った結果： 

Liberase で十分に膨化し分離に使用された膵
重量は LifePort 群で大きい傾向にあった。ま
た、温消化時間・回収時間とも LifePort 群で、
UW 群に比べて有意差はなかったが長い傾向
にあった(表 2)。 

 

表２ 分離膵臓重量と分離時間 

 LifePort 群 UW 群 

分離膵臓重量 29.310.1g 26.55.2g 

温消化時間 112.8 分 83.5 分 

回収時間 59.57.6 分 5810.1 分 

 

(2)保存膵臓の病理学的検討： 

UW 群、LifePort 群とも、HE 染色、インスリ
ン染色において対照群に比べて、24 時間保存
した膵臓の組織学的差は認められなかった。
(図 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 保存膵臓の病理組織 

HE: HE 染色。Insulin: 抗インスリン抗
体による免疫染色 

 

(3)分離膵島収量： 

分離膵島のCOBE2991で純化前後の収量を比
較した ( 図 3)。純化前は LifePort 群で
65,94245,228 IEQ であるのに対して、UW 群
で 21,65012,355 IEQと有意差はないが LP群
で収量が多い傾向にあった。分離に使用した
g 膵あたりの収量に関しても LP 群で
2,7901,875 IEQ に対して UW 群で 817469 

IEQ と多い傾向にあった。さらに、純化後の
収量に関しては、LP 群で 20,1547,229 IEQ に
対して UW群で 5,0834,821 IEQ と有意に LP

群で収量が多いことがわかった。さらに g 膵
臓あたりの収量に関しては、LP 群で 862264 

IEQ に対して UW群で 182175 IEQ とこれも
有意に LP 群で多いことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 分離膵島の収量 

 

(4)分離膵島形態学的評価： 

2 群間における分離膵島の形態を比較検討し
た(図 4)。膵島の大きさに関しては、LifePort

群でUW群に比べて大きい傾向があり、また、
形態上も LifePort 群でより膵島の形態が保た
れていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

UW 群      LP 群 

図 4 分離膵島の形態学的評価 

 

(5)分離膵島機能評価： 

2 群間における分離膵島の機能評価を Static 

Incubation にて行った(図 5)。LP 群において
Stimulation Index (SI)は 3.123.33 と UW 群の
1.281.22 に比べて有意差はないが、インスリ
ン分泌能がすぐれていた。LifePort による冷
却灌流保存により膵島機能はより維持でき
ると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 分離膵島の分泌能評価 

Static Incubation Studyにより Stimulation Index

を算出し、分離膵島のインスリン分泌能を評
価した。 

 

(6)分離膵島自家移植後機能評価： 

分離膵島を全膵摘出ビーグル犬(1 型糖尿病



モデル)に戻して(自家移植をして)血清中の
血糖とインスリン値の推移を調べ、膵島移植
の効果を検討した(図 6)。移植後早期のインス
リン分泌は LP 群で UW 群に比べてやや良好
であり、血糖値の低下も認められたが、7 日
目で 2 群間での血糖値、インスリン値の差は
なかった。さらに長期的な観察が必要と考え
られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 膵島自家移植後の血糖値・インスリン
値の推移 

 

(7)考察 

 臓器保存による臓器障害の主な原因は虚
血再灌流障害であると考えられている。現在
膵島移植の臨床において、摘出された膵臓は、
主にUW液による冷却浸漬保存や 2層法を用
いて保存・搬送される。しかし、これらの保
存法による長時間保存は、虚血における蛋白
分解酵素の放出と活性酸素の産生による血
管内皮細胞の障害により間質の浮腫を来た
し、虚血状態の遷延と好中球浸潤の主因とな
り、組織の破壊による臓器の不可逆性の変
化・壊死を起こすと考えられ、分離後の膵島
内分泌機能保持の点からも必ずしも優れて
いるとは考えられない。これを改善するため
には、保存・搬送中の膵臓の viability の低下
を可及的に抑制し、虚血再灌流障害を回避す
ることが不可欠である。 

持続灌流保存法は、装置の巨大さや煩雑さな
どから、臓器保存法としては一般的ではなか
った。しかし、近年の工学技術やコンピュー
ター技術の急速な発展により、持続冷却灌流
装置の小型化・携帯化が進み、臨床応用が可
能となってきた。もともと持続冷却灌流保存
法が臓器保存に関しては優れていると考え
られており、その有効性に期待されていた。
最近開発された LifePort

TM 
(LP)は、十分に小

型化され搬送が可能で、欧米では既に障害を
伴った腎臓の保存・搬送に臨床応用され、そ
の有効性が確認されている。本装置はマージ
ナルドナーの多いわが国の脳死移植や心停
止ドナーからの臓器移植、特に虚血再潅流障
害を受けやすい膵臓の保存に有用と考えら
れ、本研究で使用することを発想した。 

実際に、30 分温阻血をかけビーグル犬より摘
出した膵臓を 24 時間保存すると、組織学的
には、従来の浸漬保存法と比べて差はなかっ
たが、分離のために使用できた膵臓重量は、
若干 LP 群の方が大きく、LP の方が優れてい
る可能性が示唆された。今回の実験では行っ

ていないが、さらに長時間保存で比較すれば、
組織学的にも差が出る可能性があると考え
られた。 

分離膵島の収量に関しては、明らかに LP で
保存した群が、従来の浸漬保存群(UW 群)に
比べて、全体の収量・膵臓単位重量あたりの
収量においても優れていることが判明した。
また、分離膵島の機能に関しては、Static 

Incubation Study によるインスリン分泌能の
評価をおこなったが、LP 群で、従来法である
UW 群に比べて、優れていることがわかった。
以上のように、分離膵島の収量、機能とも持
続冷却灌流保存法の優位性が判明した。 

1 型糖尿病モデルのビーグル犬に今回の分離
膵島を自家移植した実験では、短期的には分
離膵島からのインスリン分泌が確認され、血
糖の低下も認められたものの、移植後 1 週間
程度経つと、従来法である UW 群と差は認め
られなかった。分離膵島収量は、従来法に比
べて優れてはいるが、純化によりかなり膵島
の損失が認められ、1 型糖尿病のビーグル犬
において、血糖を正常に維持するには十分な
膵島数でなかったことが一因であると考え
られる。何らかの保存条件の改善により純化
前の分離膵島の収量をあけることと、純化に
より損失する膵島数を減らす方策が必要と
考えられた。 

以上、本研究で用いた LP をマージナルな脳
死下ドナー膵島移植や心停止下ドナー膵島
移植のための膵臓保存に臨床応用するため
には、保存条件の検討やさらなる工夫と検証
が必要と思われるが、臨床応用可能な技術で
あると考えらた。 
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