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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病に対する膵島移植が保険収載され、注目が集まっているが、大きな問題は
ドナー不足である。一般的に、インスリン離脱のためには複数のドナーからの移植が必要とされ、その一つの原
因は、移植時の膵島の障害と拒絶反応にあると考えられる。ECM膵島の作成によりこれらの問題点の回避でき、
単一ドナーからの膵島移植で、インスリン離脱に十分な膵島を長く正着させることが可能となり、膵島移植を普
及させることが期待できる。
ラットより良好な膵島分離を行うことができたが、マウスの滑膜細胞から間葉性幹細胞の分離培養ができず、
ECM膵島の作成に至っていない。今後、更なる検討によりECM膵島の作成を期待する。

研究成果の概要（英文）：Islet transplantation for type 1 diabetes has been covered by health 
insurance and is attracting attention in Japan, however, severe donor shortage hampers the progress.
 Multiple donors is generally required for insulin withdrawal in the recipient. one of the reasons 
is thought to be islet damage and rejection during the transplantation. In this study, we devised 
the manipulation of ECM-islets for the purpose of avoiding transplant islet injury and rejection at 
the transplantation. As a result, islets from one donor can be enough for insulin withdrawal in one 
recipient, and it is expected that islet transplantation will become radical treatment for type I 
diabetes. Although we were able to isolate islets better than in rats, we were unable to isolate and
 culture mesenchymal stem cells from mouse synovial tissues, and we have not yet manipulated 
ECM-islets. In the future, we expect to manipulate ECM-islets through further studies.

研究分野： 膵島移植

キーワード： 膵島移植　細胞外マトリックス　間葉系幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵島移植の大きな問題はドナー不足である。一般的に、インスリン離脱のためには複数のドナーからの移植が必
要とされることも拍車をかけている。ECM膵島が開発されれば、移植時の膵島の障害と拒絶反応が回避され、一
人のドナーから分離された膵島を、一人のレシピエントのインスリン離脱に十分な膵島を長く正着させることが
でき、I型糖尿病に対する膵島移植を普及させることが期待できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1．研究開始当初の背景 
2000 年、エドモントンプロトコールが報告されて、その高い生着率や安全性などから I

型糖尿病に対する治療法として膵ランゲルハンス島（膵島）移植が注目されてきた。国内で
は、2004 年膵島移植が初めて行われ、2013 年に初めて脳死ドナー下の膵島移植が行われ、
2017 年に保険収載がなされ、今後、1 型糖尿病の標準治療として、脳死ドナーからの膵島
移植に期待が集まると考えられる。一方、依然としてドナー不足が問題であり、条件の悪い
脳死ドナーや心停止ドナーからの膵島移植の成績向上が膵島移植を推進していく上での課
題である。膵島移植の成績向上のためには、1)採取膵臓の保存、2)良好な膵島の分離、3) 移
植床での長期正着、の 3 点が重要であると考えられる。1)、2)に関しては、これまでの研究
で、LifePort や新たな分離法の有効性を示してきた。今研究では、3)膵島の移植床での長期
正着に関する研究を行ってゆくことを目的とした。この膵島移植の長期正着の課題が解決
されることが、膵島移植を推進、発展させる上で不可欠であると考えられる。 

軟骨細胞外マトリックスは、主にコラーゲンやコンドロイチン硫酸のどのプロテオグリ
カンなどより構成されており、水分やミネラルを豊富に含み、mesenchymal stem cell (MSC)
より作られる。この組織は、細胞の自由な移動を妨げる一方、酸素や栄養素、ホルモン等は
自由に移動でき、膵島にとってよりよい環境を確保することができると考えられる。そこで
本研究では、高分子膜の代わりにレシピエント自己の軟骨細胞外マトリックスにより移植
膵島の周囲を囲こむことによって、免疫担当細胞からの隔離と移植膵島の長期正着のため
の環境確保の両立を目的とした。この方法により、移植膵島の移植床での長期正着を可能と
し、膵島移植の成績向上と膵島移植の推進のために寄与することができると考えられる。 
 
2．研究の目的 

本研究は、ラットとマウスを使用し、ラットから膵島を分離し、マウスより分離し増殖さ
せた MSC とコラーゲン Gel とともに培養・処理をすることによって、マウス軟骨細胞外マ
トリックスに被われたラット膵島を作成(細胞外マトリックス化(ECM) 膵島)することを
主な目的とした。 
 
 
3．研究の方法 
(1)動物：ラット(Slc:SD)、マウス(Balb/c)を使用した。 
 
(2)膵臓摘出と膵島分離：ラットを麻酔下に開腹し、膵臓に Collagenase P(Roche)コラゲナ
ーゼを溶解した溶液(1.0mg/ml)を注入し膨化させる。膨化した膵臓を摘出し、コラゲナー
ゼ溶液にて膵組織を温消化、冷消化し、消化膵組織を Histopaque-1077(Sigma)を使用した
比重遠心法で膵島精製を行った。 
 



(3)膵島機能評価： 
①分離・純化膵島の収量：純化した膵島懸濁液を Dithizone 染色液にて染色し、膵島数の算
定を行い、光学顕微鏡にて膵島の形態を観察し形態評価を行った。 
②Static 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、stimulation index (S.I.)を算出した。 
 
(4)軟骨滑膜脂肪組織から Mesenchymal stem cell(MSC)の分離、培養 
①マウスから膝関節の滑膜脂肪組織を採取。 
②採取した組織を細かく切り刻む。 
③0.1% collagenase, 0.005% DNase I にて消化。 
④70-m filter にて分離した MSC を培養液にて培養。 
 
(5)ECM 膵島の作成 
①精製したラット膵島と分離したマウス MSC を混合培養(chondrogenic medium)。 
②21 日間培養後、インスリン分泌機能の評価。 
 

 

図 1 実験方法の概要 
 
4．研究成果 
(1)膵島分離： 
ラットにイソフルレンにて麻酔をかけ、U 字開腹し、膵臓に collagenase 溶液を注入し、in 
situ 膨化を行った後に、膵臓を摘出し、37℃にて温消化を 30 分間行った後に、20 分の冷消
化し、Histopaque-1077 にて膵島を精製した。 



 

 

図 2 膵島分離 A:膨化した膵臓(矢印)、B:分離した膵島、C:Dithizone 染色 
 
(2)分離膵島の評価： 
分離した膵島の形態は良好で、Dithizone 染色にて純度も良好であった(図 2)。一匹のラッ
トより 1,575171 IEQ の膵島を分離でき、収量も良好であった(図 3)。分離膵島の機能評価
として Static Incubation を行った(図 3)。Stimulation Index (S.I.) が 1.080.12 と分離膵島
のインスリン分泌機能も良好であった。 
 
 

 
図 3 分離膵島の収量と膵島機能 

 
(3)軟骨細胞の分離： 
膝関節より滑膜組織の採取や MSC の培養がうまくゆかず、軟骨細胞の分離、培養、増殖に
至っていない。採取法の検討などを行い軟骨細胞の培養を行う予定である。 



 
(4)ECM 膵島の作成： 
軟骨細胞の増殖ができず、ECM 膵島の作成に至っていない。軟骨細胞の培養ができれば、
ECM 膵島の作成は可能と考える。 
 

1 型糖尿病の根本的な治療として膵島移植が保険収載され、注目されている。しかし、膵
島移植の長期正着・機能維持等のさらなる成績の向上のためには、レシピエントにおける免
疫担当細胞や炎症細胞による傷害の回避と移植膵島のための環境確保が重要な課題である。 

現在、移植膵島の生検が困難であるため移植後膵島の病理学的モニタリングがほぼ不可
能であるが、免疫担当細胞に直接に暴露されることにより、炎症や拒絶反応によって短期間
で、移植膵島が傷害され、失われる可能性が考えられている。それを回避するため、以前よ
り膵島を高分子膜などで隔離し、免疫担当細胞からの傷害を防ぐ、バイオハイブリッド膵島
の移植が考案され、多くの実験的検討がなされてきた。しかしながら、いまだに臨床応用は
なされていない。もっとも重要な原因として、免疫担当細胞からの隔離は十分に達成できて
はいるが、そのために膵島を維持するための栄養や酸素供給等の環境の確保と、移植膵島よ
り分泌されたインスリン等のホルモンがレシピエントに十分に供給できていない等が考え
られる。 

本研究は、レシピエントからの免疫反応や炎症反応の回避のために、自己軟骨の細胞外マ
トリックス(ECM)を利用するのと同時にこの ECM が膵島組織の維持・機能発現のための
環境を提供することになり、これまで解決できなかった問題点を解消できる可能性がある。
すなわち、グラフト生検などの移植後モニタリングが困難な膵島移植にとって、拒絶反応を
回避でき、長期正着が約束されれば、モニタリングの必要がないばかりでなく拒絶反応を考
慮することが必要なくなり、免疫抑制剤が不要になる可能性がある。また、移植後の良好な
膵島機能維持は、膵島移植後の生存率、生着率の改善に寄与する。さらには、本研究成果は、
膵島移植だけではなく、膵島移植以外の細胞移植においても応用可能であり、移植医療の発
展に貢献し、レシピエントに多大な恩恵を供与することが期待できると考えられる。 

本研究は、まだ ECM 膵島の作成に至っていないが、ECM 膵島は、膵島移植の成績向上
に寄与し、その他の細胞移植に応用できる可能性があると考えられる。 
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