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研究成果の概要（和文）：我々は以前に、1. 膵管保護、2. 二層法保存、3. 新規臓器保存液、4. 比重コントロールに
よる膵島純化、5. 膵島追加純化、6. 分離膵島低温保存、という6つの膵島分離技術を改変して第三世代膵島分離法を
確立した。本研究では、1. 膵管保護溶液にJNK抑制ペプチドを添加、2. 新規臓器保存液（HN-1溶液）の使用、3. 連続
比重・密度勾配による純化、という3つの膵島分離技術を新たに導入することにより、第四世代膵島分離法を確立した
。この膵島分離技術の確立により、2-3例の心停止ドナーからの膵島移植によるインスリン離脱のみならず、1例の脳死
ドナーからの膵島移植によるインスリン離脱も期待できる。

研究成果の概要（英文）：We previously established a new islet isolation protocol(3rd generation) based on 
the Ricordi method. It includes pancreatic ductal protection, a MK preservation solution, the two-layer 
method of pancreas preservation, a new islet purification solution (Iodixanol-based solution), 
supplemental purification, and cold preservation of isolated islets. In this study, we established 4th 
generation of islet isolation protocol, including HN-1 preservation solution, ductal injection with JNK 
inhibitor, and controll-density and osmolality solution for islet purification. Establishment of this 
method enables us to make diabetic patients insulin independent using islets not only from 2 or 3 
pancreata of NHBDs, but also from a pancreas from a brain-dead donor.

研究分野：膵島移植

キーワード： 膵島移植　膵島分離　JNK抑制剤　新規臓器保存液　膵島純化　連続比重勾配　連続密度勾配
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１．研究開始当初の背景 

膵島分離技術は非常に複雑で移植成績の

施設間格差が大きいことが、エドモントンプ

ロトコール発表後に行われたマルチセンタ

ートライアルで示されている。申請代表者は

ハーバード大学時代から臨床の膵島分離に

携わり、常に膵島分離技術の向上を目指した

技術開発に取り組み続けている。現在までに

エドモントンプロトコールの分離技術から、

以下の６つの改変を行っている。そのうち二

層法保存以外の5つの技術は申請代表者が中

心となって技術開発を行っている。 

1. 膵管保護 

2. 二層法保存 

3. 新規臓器保存液 

4. 比重コントロールによる膵島純化 

5. 膵島追加純化 

6. 分離膵島低温保存 

膵島移植率（膵島分離を行って移植に至っ

た割合）の全世界平均は 30%前後であるが、

上記の 6 つの技術を臨床応用化したところ

（第三世代膵島分離法）、移植率は 80%以上と

なり、かつ移植後の成績は 1回のみの移植で

インスリン離脱率が 100%となった。この成績

は世界トップレベルであり、申請代表者の膵

島分離技術の高さがうかがえる。 

 日本では臓器移植法が改正され脳死ドナ

ーが増加傾向にあるが、いまだ欧米に比べて

少ない。脳死ドナー膵の多くが膵臓の臓器移

植に利用されることを考慮すると、膵島移植

はごくわずかの脳死ドナーおよび心停止ド

ナーの膵臓を利用することになる。このため、

移植率の向上とともに少ないドナー膵での

インスリン離脱を達成できるような分離技

術が日本では必須である。 

 

２．研究の目的 

今回の研究期間中に第四世代膵島分離法

を確立することを目的とする。具体的には次

の 3つの改変を行う。 

1. 膵管保護溶液に JNK 抑制ペプチドを添加 

2. 新規臓器保存液（HN-1 溶液）の使用 

3. 連続比重・密度勾配による純化 

 

３．研究の方法 

ブタ膵島分離 

体重 130kg 以上の雌ブタ（生後 2年以上）

の膵を用いて膵島分離を実施した。温阻血時

間が20分-30分程度になるようにコントロー

ルし、膵臓を摘出した。膵管にカニューレを

挿入後、ただちに保存液を 1ml/g 膵重量の割

合で逆行性に注入し、PFC と保存液を用いた

二層法保存で臓器保存を行った。平均 2時間

の臓器保存後、膵島分離を開始した。まず、

圧コントロールのもとに膵管からコラゲナ

ーゼを注入し、その後臓器を Ricordi チャン

バーに移し、膵消化を行った。膵島の純化は

COBE 2991 Cell Processor を用いて連続比重

勾配法にて行った。 

 

JNK 抑制ペプチドの膵管保護溶液内添加によ

る膵島移植への効果・安全性の確認 

膵管保護溶液にJNK抑制ペプチドを添加し

た場合の有効性に関しては、申請代表者がベ

イラー研究所所属時にヒト膵を用いてすで

に確認している。本研究期間内にブタ膵を用

いて有効性の再確認を行うとともに安全性

の検討を行った。 

 

新規臓器保存液（HN-1 溶液）の有効性・安全

性の確認 

世界的に使用されている臓器保存液とし

て UW 溶液があるが、UW 溶液は膵島分離時に

使用する主要な薬剤のひとつであるコラゲ

ナーゼの活性を減弱させ、膵島分離効率の低

下を引き起こす。申請代表者は京都大学で開

発された Kyoto 溶液を改変した modified 

Kyoto 溶液（以下 MK 溶液）を膵保存液として

用いることにより、膵島分離効率が上昇する

ことを報告している。しかしながら、Kyoto



溶液はもともと肺の保存溶液として開発さ

れたもので、抗酸化作用物質などは含まれて

おらず、UW 溶液と比べて臓器の長期保存には

向いていないことが分かっている。このこと

を踏まえて申請代表者は、UW 溶液の臓器の長

期保存効果と MK 溶液のコラゲナーゼ活性を

減弱させないという、両方の利点を併せ持つ

新規臓器保存液（HN-1 溶液）を開発した。HN-1

溶液の有効性および安全性を本研究期間中

に評価した。 

 

連続比重・密度勾配による純化の検討 

膵島純化は、膵島と膵外分泌腺の比重の違

いを利用して行うが、エドモントンプロトコ

ールの膵島純化技術では純化前の膵島数の

55-65%しか回収できない状況であった。申請

代表者は膵島純化前に膵組織の比重を測定

し、その測定結果をもとに比重溶液を変化さ

せ純化を行うことにより、純化効率を 80%以

上に上げることに成功している。また、組織

の比重は浸透圧によって変化することが分

かっている。本研究では、高比重と低比重の

溶液の浸透圧を変化させ、連続比重勾配およ

び連続密度勾配の純化溶液を作成し純化を

行う。連続比重・密度勾配による純化の有効

性は、申請代表者が膵島追加純化で証明して

おり、本研究ではその技術を膵島の標準純化

に応用する。 

 

４．研究成果 

JNK 抑制ペプチドの膵管保護溶液内添加によ

る膵島移植への効果・安全性の確認 

膵管保護溶液にJNK抑制ペプチドを添加し

た場合の有効性に関しては、ヒト膵を用いた

場合と同様、ブタ膵においてもその有効性が

確認された。安全性に関しては、分離膵島を

マウスへ移植することにより検討されたが、

副作用は認められておらず、安全性に関して

も確認された。 

 

新規臓器保存液（HN-1 溶液）の有効性・安全

性の確認 

申請代表者は、UW 溶液の臓器の長期保存効

果と MK 溶液のコラゲナーゼ活性を減弱させ

ないという、両方の利点を併せ持つ新規臓器

保存液（HN-1 溶液）を開発した。UW 溶液お

よび HN-1 溶液によるブタ膵保存を行った場

合、HN-1 溶液を用いたほうが膵島分離による

膵島収量は有意に高いことが確認された。ま

た MK溶液および HN-1 溶液によるブタ膵保存

を行った場合でも、HN-1 溶液を用いたほうが

膵島分離による膵島収量は有意に高いこと

が確認された。 

HN-1 溶液の安全性に関しては、HN-1 溶液

で保存された膵から分離された膵島をマウ

スへ移植することにより検討された。移植マ

ウスにおいて副作用は認められなかった。 

 

連続比重・密度勾配による純化の検討 

連続比重・密度勾配による純化の有効性を

検討したが、われわれが以前開発した純化法

（比重コントロール法）と膵島収量はほぼ変

わらず、純度がやや改善する程度であった。

これは、比重コントロール法の純化効率がす

でに 80%強と高いため、連続比重・密度勾配

による純化法でのさらなる成績向上が困難

であったものと考えられる。しかしながら、

新規純化法は比重コントロール法と比べて

膵島収量では遜色ない結果であり、純度に関

しては向上しているため、比重コントロール

法に勝る純化法であるといえる。 

また、連続比重・密度勾配による純化の安

全性の検討を行った。連続比重・密度勾配に

よって純化された膵島をマウスへ移植し、そ

の安全性を検討したが、マウスへの副作用は

認められなかった。 

以上のように、第 4世代膵島分離法の有効

性・安全性が確認された。今後、これらの技

術を臨床応用化するための体制を整えてい

きたい。 
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