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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗性評価の新たな手法として局所糖負荷試験を提案し、それに使用する
針の作製、評価を行った。局所糖負荷試験に用いる針として、細径鍼灸針の表面にポリイミド製の2本の流路を
作製した。1本はグルコース注入用流路であり、針を皮膚に刺入後、局所に微量のグルコース溶液を注入するた
めに用いる。もう1本の計測用流路は、根本側から針先で折り返し、根本側に戻るような構造となっており、針
先部分のみに微小穴が多数空いている。この流路に生理食塩水を流すことで濃度拡散により皮膚中のグルコース
を回収する。ヒトの皮膚構造に近いブタ摘出皮膚において、注入・計測機能評価を行い、十分な機能を有してい
ることを確認した。

研究成果の概要（英文）：　In order to measure insulin resistance, minimally invasive needle for 
local glucose tolerance test was fabricated. Two flow cannels was fabricated around thin acupuncture
 needle with polyimide. Using glucose administration flow channel, trance amount of glucose will be 
administrated into subepidermal tissue. Measurement flow cannel starts from the root side of the 
needle, and winds its way from the needle-tip side back to the root side of the needle. 
Ten-micrometer diameter holes were fabricated at the tip area of the flow channel for transport of 
the biomedical substances. Glucose is administrated through the flow channel and glucose 
concentration of skin is measured by microperfusion. The administration and measurement functions 
were evaluated in pig isolated skin.

研究分野：医工学

キーワード： 微小還流　微小流路　インスリン抵抗性　糖負荷試験

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではインスリン抵抗性増加を全身の代表として局所の皮膚組織で診断を行う針を作製・評価した。このよ
うに局所に働きかけ、局所での反応を計測することで全身の状態を把握するという手法は、自律神経診断の皮膚
紋画試験や、アレルギー診断のプリックテスト等が行われているが、いずれも局所での刺激に対する反応を見る
ことで煩雑な手法を用いなくても身体の状態を把握できている。本研究で開発された局所糖負荷試験用針により
局所負荷試験で全身的な状態を把握することができれば、これまで診断が煩雑であった他の様々な身体の状態を
局所に着目することで低侵襲的に簡易に診断する新たな手法へ展開できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糖尿病の国内の患者数は約 317万人にのぼり 1)、世界では成人の 11人に 1人が糖尿病有病者
と推定されている 2)。生活習慣の乱れなどが原因となり中高年に多いⅡ型糖尿病は、高血糖時に
膵ランゲルハンス島からのインスリン分泌が正常に行われなくなるインスリン分泌不全とイン
スリンの作用が障害され正常に働かなくなるインスリン抵抗性増加によって発症する 3,4)。日本
人は欧米人に比べインスリン分泌能が低く、糖尿病の原因もインスリン分泌不全が大きいと考
えられてきたが、脂質摂取量の増加により肥満を伴うインスリン抵抗性が原因の糖尿病患者も
増加している 5)。インスリン分泌不全とインスリン抵抗性増加の治療はインスリン注射を除いて
投与される薬や治療法が異なることから 6)、それぞれの度合いを正確に把握することで最適な治
療が行え、それぞれの治療効果の把握も可能である。インスリン分泌不全は血中や尿中の C ペ
プチドを計測することで正確に把握することができるが 7)、インスリン抵抗性を最も正確に診断
できるグルコースクランプ法では、インスリンとグルコースを持続的に注射するなど手法が煩
雑であり、低血糖の危険性もあるためあまり行われていない 8,9)。 
 そこで、本研究では従来よりも患者、施術者ともに負担が少なく極低侵襲で正確なインスリン
抵抗性を診断できる新たな手法を提案できないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、極低侵襲的にインスリン抵抗性を正確に把握できる新たな診断手法の有用性を
確認することを目的とした。この手法は、表面に 2本の微小流路を作製した外径約 250 µm、長
さ 1 mm 程度の微細針を用いて局所での糖（グルコー
ス）負荷試験を行うことでインスリン抵抗性を把握す
る。針表面の流路は、1本はグルコース注入用、もう 1
本は皮膚内グルコース濃度測定用とし、グルコース濃度
の測定は微小還流により連続的に計測する（図 1）。微
小還流とは流路表面に微小な穴の開いた針先で折り返
した流路を作製した針を皮膚に刺入・留置し、流路に生
理食塩水等の還流液を流すことにより、浸透圧により針
周囲のグルコース分子が流路内に拡散するため、これを
体外まで流すことでグルコースを回収し、還流液中のグ
ルコース濃度から体内濃度を測定する。局所へのグルコ
ース注入後、皮膚細胞により糖代謝が起こり、インスリ
ン抵抗性が増加している場合グルコース濃度の低下速
度が遅くなると予想され、ここからインスリン抵抗性を
評価する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、インスリン抵抗性評価の新たな手法として局所糖負荷試験を提案し、それに使用
する 2本の流路が作製された針の作製、評価を行った。 
 
(1) 局所糖負荷試験用針の作製 
 局所負荷試験用針の構造を図 2 に示す。皮膚へ刺入
しやすい鍼灸針（ステンレス製）を基材として用い、表
面に生体適合性のあるポリイミド製の流路を作製した。
注入用流路は、幅 150 µm、高さ 20 µmで、先端部に 100
×100 µmの開口部を設けている。計測用流路は根本側
と針先側を往復する幅 50 µm、高さ 20 µmの 1本の流路
となっており皮膚に刺入される部分には 30 µm 間隔で
直径 10 µmの穴をあけている。この穴を通して、皮膚内
のグルコース分子を回収する。 
 この針は使い捨てが想定されることから、図 3 のよ
うに針を複数本 V 溝上に並べて固定し、流路を作製す
ることにより複数本を一括で作製できるプロセスとし
た。 
はじめに、針を V溝上に固定した状態で、ポジ型電着レ
ジスト（PEPRTM2400, ローム・アンド・ハース電子材料
株式会社）を約 25 µm塗布し、レーザー露光により流路
パターンを露光した（図 3 (b)、図 4 (b)）。鍼灸針の表
面が露出した部分に、犠牲層である銅を 20 µm 電解め
っきした。レジスト剥離後、生体適合性ポリイミド（V-
TEC PI-851, Richard Blaine International, Inc.）
をディップコートし、流入・流出口、薬液注入口、微小

 

 

 
図２. 局所糖負荷試験用針の構造 

 
図１. 局所糖負荷試験の概念図 



還流用穴をレーザーアブレーション（波長：355 nm）に
て作製した。その後、硝酸により銅犠牲層をエッチング
し流路構造を作製した。 
 
 (2) 投与用流路の注入圧評価 
皮膚厚がヒトに近いブタ摘出皮膚を用い、投与用流路
から溶液を注入するのに必要な注入圧を計測した。シリ
ンジポンプに設置したシリンジと針上流路との間に圧
力センサを接続し、ブタ皮膚へ針を刺入した後、シリン
ジポンプから純水を注入した。注入量を 50 µl に固定
し、流量を 5～1,000 µl/min に変化させた場合の最大
注入圧、および流量を 1,000 µl/minに固定し、注入量
を皮内注射の注入量である 20～100 µlに変化させた場
合の最大注入圧を計測した。 
 
(3) 計測用流路の還流圧評価 
ブタ摘出皮膚に針を刺入した状態で、還流液を還流する際に必要な還流圧を計測した。還流に
はプッシュプルシリンジポンプを用い、流入側シリンジと針上流路の間に圧力センサを接続し
た。圧力センサは注入圧計測を同様のものを用い、還流速度を 3～10 µl/minに変化させた場合
に必要な還流圧を計測した。 
 
(4) 注入前後の皮膚中グルコース濃度評価 
注入および回収機能の評価として、ブタ摘出皮膚に針
を刺入した状態で、グルコース注入前後の皮膚中グルコ
ース濃度を微小還流により計測した。実験のセットアッ
プを図 4に示す。作製した針の計測用流路の流入・流出
チューブは、プッシュプルシリンジポンプに設置したシ
リンジに接続した。還流液には生理食塩水を用いた。注
入用流路に接続したチューブは、グルコース溶液を入れ
たシリンジに接続した。微小還流は 5 µl/minで行い、
10 分間ずつ還流液を回収した。還流を始めて 10 分後
に、注入用流路からグルコース溶液を 25 µl/minで 50 
µl 注入した。グルコース溶液は血中グルコース濃度を
参考に 100, 150 mg/dl とした。グルコース注入開始後
30 分間還流を続けた。回収された還流液は、蛍光染色
キット（Glucose Assay Kit, BioVision, Inc.）により
染色後、蛍光プレートリーダー（Fluoroscan Ascent, 
Thermo Fisher Scientific K.K.）.にて蛍光強度を計測
することにより、溶液中グルコース濃度を計測した。 
本実験では、注入量が 50 µl で一定でグルコース濃度
を 20, 50, 100 mg/dl に変えた場合、および、グルコー
ス濃度が 100 mg/dl で一定で注入量を 10, 20, 50 µl
注入した場合の皮膚中グルコース濃度変化を計測した。 
 
４．研究成果 
(1) 局所糖負荷試験用針の作製 
図 5のように外径約 260 µmの流路付き針を作製できた。図 3(b)のように、正面からのレーザ
ー露光により流路を作製したため、流路が菱形状になっているが、設計通りの流路を作製するこ
とができた。作製した針は、シリコーンゴム製冶具に設置し、シリコーン系接着剤にて針および
接続用チューブ（内径 0.2 mm, SP-8, 夏目製作所）を接続した。 

 
(a) 実験セットアップ 

 

 

(b) 実験手順 

図４. 注入前後のグルコース濃度 
評価方法 
 

   

(a) 上面図                            (b) 断面図                   (c) チューブを接続した様子 

図５. 流路作製結果 

 

(a) 固定方法 

 
(b) 流路パターニングの方法 

図３. 流路一括作製の方法 



 
 (2) 投与用流路の注入圧評価 
注入圧の計測結果を図 6 に示す。注入量が一定の場
合、流量による注入圧の違いはほとんど見られず、注入
量に応じて注入圧が変化した。微小流路に溶液の流す場
合、流路抵抗による圧力損失があると考えられる。この
系にダルシー・ワイスバッハの式を適用できると仮定す
ると、流路長さを [m]、水力平均深さを [m]、管内摩擦
係数をλ、還流液密度を [kg⁄ ]、平均流速を [m sec⁄ ]
とした場合、圧力損失 [Pa]は以下の式で求められる。 

   ∆ = ∙   (１) 

ここで、レイノルズ数Reは動粘度を [m sec⁄ ]とすると 
  Re =    (２) 

で求められ、本研究で用いる流量ではレイノルズ数は十
分小さく、層流域であるとみなせる。この時、管内摩擦
係数 は、 

  λ =    (３) 

となることから、圧力損失 は流速 すなわち流量に比
例して増加すると考えられる。注入圧が流量に依らずほ
ぼ一定であり、注入量に応じて増加したことから、注入
の際に必要な注入圧は流路損失よりも皮膚組織にグル
コース溶液を押し出す力の方が十分に大きかったと推
測される。 
 
(3) 計測用流路の還流圧評価 
流量を変化させた場合の還流圧変化を図 7 に示す。
流量に応じてほぼ線形に還流圧は増加した。式(１)～
(３)より、管内流れの圧力損失は一定断面積の流路では
流量に比例することから、還流圧は流路の圧力損失に依
存して変化しており、組織への還流液の漏れなどは少な
いと考えられる。 
 
(4) 注入前後の皮膚中グルコース濃度評価 
各測定時間帯における還流液中グルコース濃度の変
化を図 8に示す。注入を開始した 10～20 分で注入前よ
りも高いグルコース濃度が得られ、その後、グルコース
が皮膚中に拡散していくため徐々に低いグルコース濃
度となった。また、注入したグルコース量（=濃度×注
入量 [mg]）に対する還流液中最大グルコース濃度を図
9に示す。注入する濃度を変化させた場合も、グルコー
ス注入量を変えた場合も、注入したグルコース量が多い
ほど計測されるグルコース濃度が高かった。 
グルコース注入後の還流液中グルコース濃度は最大
でも 7 mg/dl であり、注入した 20～100 mg/dl よりも
十分に低く、注入後 30 分でも組織中グルコース濃度が
注入前よりも高いことから、注入したグルコースがその
まま計測用流路に入り込み回収されるのではなく、組織
中に拡散し組織内のグルコース濃度が上昇したことを
微小還流により測定したと考えられる。 
 グルコース溶液の濃度および注入量を変えた場合、グ
ルコース濃度が高いほど計測されるグルコース濃度が
高く、注入量が多いほど計測されるグルコース濃度は高
かった（図 8, 9）。また、注入したグルコース量に対す
る還流液中最大グルコース濃度は注入量を変えた場合
も濃度を変えた場合もほぼ同じ近似直線となった。この
ことから糖負荷の度合いは濃度・注入量の両方によって
制御可能であり、注入するグルコース量に依存すること
が示された。 
局所糖負荷時の組織内グルコース濃度は、通常の経口

 

(a) グルコース溶液注入量を変えた場合
（濃度 100 mg/dl） 

 

(b) 注入するグルコース濃度を変えた場合
（注入量 50 µl） 

図８. 還流液中グルコース濃度の時間変化 

 

(a) 注入量 50 µl時の流量に対する注入圧 

 

(b) 流量 1,000 µl/min 時の注入量に対する

注入圧 

図６. 注入圧計測結果 

 

図７. 還流圧計測結果 



糖負荷試験における血中グルコース濃度である 200～
300 mg/dl 程度が適していると予想される。この時、こ
れまでの研究より微小還流による皮膚からのグルコー
ス回収率は約 0.52 %であったことから 10)、皮膚中グル
コース濃度 200～300 mg/dl となった場合、還流液中の
グルコース濃度は 1.14～1.71 mg/dl となる。このため、
図 9 の近似式から投与するグルコース量は 0.029～
0.042 mg となり、すなわちグルコース注入の条件は、
注入量を 50 µl として濃度を調整する場合、50～100 
mg/dl の間の濃度、濃度を 100 mg/dl として注入量を調
整する場合は 20～50 µl の間が適していると考えられ
る。ただし本実験では、摘出組織を用いているため組織
によるグルコース取り込みが行われなかったことから、
糖負荷時の皮膚組織内グルコース濃度は高くなっていると考えられるが、今後は健常マウスお
よび糖尿病モデルマウスにおいて、負荷強度を変えながら局所糖負荷試験を行うことにより、適
した負荷強度を検討する必要がある。 
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