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研究成果の概要（和文）：膵島分離・移植プロセスにおいて、Clイオンチャネルによる細胞容積調節および小胞体スト
レス応答の両機構を制御し、膵島喪失を回避することを目的とした。膵消化の過程ではClイオン流入阻害により細胞死
は抑制されるが、培養過程では細胞死抑制効果はなく、細胞周囲環境によってClイオンチャネルに対する制御法は異な
ることが示唆された。一方、本実験系では小胞体ストレスの強い応答変化は捉えられなかった。Microarrayを用いて分
離後膵島にかかるストレスを網羅的に解析したところ、IL1βやTNFを上流制御因子とする変化が確認され、これら炎症
性サイトカインが引き起こすストレス経路の制御の重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to protect pancreatic islets during 
isolation/transplantation procedures by controlling both the volume-sensitive chloride channel and 
endoplasmic reticulum (ER) stress response. Our results indicated that inhibition of Cl- influx into the 
cells reduced the cell damage during pancreas digestion, however, inhibition of Cl- influx did not reduce 
the damage during islet culture.
Whereas the ER stress responses had not changed in our experiment, IL1β and TNF were identified as the 
top upstream regulators during islet isolation and culture by analyzing microarray data. Regulating 
inflammatory response induced by inflammatory cytokines in isolated/cultured islets might be necessary to 
improve the efficacy of islet transplantation.
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１．研究開始当初の背景 
脳死または心停止後に提供された膵臓から

分離された膵島組織を門脈内に移植する膵

島移植は、インスリン依存状態糖尿病の根治

可能性を有する理想的な低侵襲移植療法と

して、その確立が望まれている。移植される

膵島は、膵臓の摘出・保存、膵島分離・培養、

そして門脈内移植という過程により虚血、低

酸素、浸透圧変化、酸化ストレス、および炎

症反応といった様々な障害を受ける。膵島移

植 が その臨 床 効果を 発 揮する に は 、

Viability が維持された多くの分離膵島が必

要であるが、これらの障害を制御し膵島を保

護する方法は依然として確立しておらず、提

供膵から分離膵島が移植基準を満たすこと

は本邦でも海外でも 50％程度で、一人のレシ

ピエントに複数のドナーが必要となる大き

な要因となっている。膵島分離・移植プロセ

スにおける膵島障害の回避は膵島移植医療

の一般化に向けて最大の課題であり、解決に

は斬新かつ効果的なアプローチが必要であ

る。 

 

２．研究の目的 
膵島分離・移植プロセスでの膵島障害による

膵島の喪失が不回避であることは、膵島移植

が一般的な治療として定着するための大き

な障害となっている。近年、細胞の「恒常性

維持」のシステムが破綻すると細胞死を促進

する機構が明らかになりつつあり、その機構

に Cl イオンチャネルによる細胞容積調節お

よび小胞体ストレス応答が関与しているこ

とが示されている。膵島分離プロセスにおけ

る Cl イオンチャネルによる細胞容積調節お

よび小胞体ストレス応答の両機構を把握・制

御し、膵島細胞の「恒常性維持」を達成し膵

島の細胞死および喪失を回避することを目

的とする。 

 

３．研究の方法 
Cl イオンインディケーターを用いた共晶点

レーザー顕微鏡下での連続的な観察を中心

に、ラット膵島分離・培養各ステップにおけ

る、Cl イオンの移動に注目した細胞容積変化

と細胞死の出現を明らかにする。また、膵島

分離・培養各ステップでの小胞体ストレス応

答反応を、分子生化学的手法を中心に用いて

明らかにする。どのステップで Cl イオンチ

ャネルの制御、あるいは小胞体ストレス応答

の制御を加えれば細胞死を回避し、恒常性が

維持されるのかを明らかにする。その検証は

in vitro での検証に加え、恒常性維持が達成

された膵島を糖尿病マウスに移植する in 

vivo の系によっても行う。 

 

４．研究成果 

Cl イオンインディケーター（MQAE）を用いた

共晶点レーザー顕微鏡下での連続的な観察

により、膵島分離過程における消化の過程で

は Cl イオンの細胞内流入と、ネクローシス

型細胞死が起こりえることが確認された。ま

た、その過程で Cl イオンの流入を阻害する

環境（Cl イオンフリー溶液、または Cl イオ

ンチャネル阻害剤の添付）を作成すると、通

常のラット膵島分離モデルでも、心停止 30

分ラット膵島分離モデルでも、細胞死の抑制

が得られることが明らかとなった。一方、培

養液に Cl イオンチャネル阻害剤の添付を行

うと、細胞死抑制効果はなく、むしろ膵島生

存率は低下する傾向となった。この結果は、

Cl イオンの流入阻害は、細胞膜が強い障害を

受ける場合には、細胞死を防ぐうえで有効で

あるが、培養条件といった、ある程度細胞の

恒常性が保たれる条件においては有効に作

用しない、という可能性を示唆したものであ

り、｢恒常性維持｣という点への着目の重要性

が確認された。 

続いて、膵島分離から培養へ至るステップで

の小胞体ストレス応答反応を明らかにする

試みを行った。小胞体ストレスセンサーとし

て同定されている小胞体膜貫通タンパク質



に注目し、Western blot 法や免疫染色にて小

胞体ストレスシグナルの活性化の有無を捉

えようと試みた。eIF2αの発現は、分離直後

より培養することで、その発現はやや減弱す

るが、そのほかの小胞体ストレス関連蛋白は

分離から短期培養の経過の中で、それらの発

現に明らかな変化を認めなかった (図 )。

PERK- eIF2α を介する小胞体ストレスは分

離操作で惹起され、その後収束し、培養では

惹起されない可能性はあると思われたが、そ

の他の経路の小胞体ストレスは、今回の実験

系では変化を示さないものと思われた。 

【図】 

 

 

 

低酸素培養により、さらに小胞体へのストレ

スを強化しても小胞体ストレスの明らかな

惹起は確認されず、本実験系で惹起される小

胞体ストレスは、当初の仮説よりも小さな変

化にとどまっているものと思われた。 

小胞体ストレス以外のストレスが、膵島分

離・培養の経過において強く関わっていると

考え、分離後膵島の mRNA を抽出して

Microarray を実施し、網羅的遺伝子発現解析

により、膵島分離から培養の経過に膵島が被

るストレスの把握を行うこととした。

MicroarrayにてFold change >2 以上の変化

を示した遺伝子群に注目して解析すると、 

膵からの分離・培養の経過により膵島には

cell death and survival, immune cell 

trafficking,および inflammatory response 

に関わる遺伝子群の発現が最も増加した。こ

れらの変化の上流制御因子として IL1β と

TNF が予測され、これら炎症性サイトカイン

が引き起こすストレスの制御の重要性を示

唆する結果であると思われた。現在の臨床膵

島移植では、移植時に TNFα阻害作用を持つ

薬剤を使用するが、IL1βの阻害を加えること

の必要性も示唆するものと思われた。 
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