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研究成果の概要（和文）：本研究により、複数の微小組織サンプルの呼吸活性指数を 15 分以内

に高精度で計測できる臨床応用可能なシステムを構築することに成功した。開発したシステム

を活用することにより、糖負荷前後における分離膵島の呼吸活性の変動指数が移植後の膵島グ

ラフト機能と有意に相関し、有用な移植前評価法となり得ることが判明した。さらに本システ

ムは、新規膵島分離酵素剤や新規膵島培養デバイスの構築に極めて有用であることも明らかと

なった。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, clinically applicable new system in which the 

respiratory activity of multiple small tissues can be measured accurately in 15 minutes was 

successfully established. By applying this novel system, it was demonstrated that the 
glucose stimulated respiratory activity of isolated pancreatic islets was significantly correlated 
with the graft function after islet transplantation, suggesting that this could be used as a reliable 
potency test for isolated islets. Furthermore, it was also proved that established system in the 
present study could be useful for developing a new enzyme of islet isolation and a new culture 
device of isolated islets. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 膵島移植はこれまで主流であった膵臓移
植に比し、安全・簡便・低侵襲といった多く

の利点を備えた患者に優しい画期的治療法
であるため、欧米の一部では既に保険適応と
なっている。しかし、移植効果の予見が極め
て困難である事や、効果を発揮した場合にお
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いても現状では一人の患者の治癒に複数ド
ナーを要するという課題を有しているため、
ドナー不足が深刻な本邦においては一般医
療に至っていないのが現状である。 
 

２．研究の目的 

 

 上記課題を解決するため、本研究において
は膵島の活性・機能を迅速かつ的確に診断で
きる新規デバイスシステムの開発、及びその
デバイス活用による革新的膵島分離システ
ムの構築を目指す。 
 

３．研究の方法 

 
(1) 微小組織診断システムの医療応用へ向
けた改良 

 

① 試料導入・導出工程：動物種による膵島
の大きさの違いに対応し得るデバイス
を設計する。 

② 可動式バルブの検討：PDMS 積層バルブ
の作製に加え、専用アクチュエータを介
する電動制御も検討していく。試料の導
入・導出工程を呼吸活性測定と切り離し
て独立にデバイス化した上で、膵島に負
荷を与えない条件を最適化する。 

③ 従来法との整合性の確認：ラット膵島を
用いて、実際に流路デバイス上で呼吸計
測を実施する。従来法との比較検討を行
い、補正項を決定した上で、さらにその
理論的補強を行う。 

④ 呼吸測定の所要時間を、1試料あたり1分
以内に短縮できる機器を構築する 

⑤ 1試料あたり2分以内で呼吸測定及び解析
を可能とする「呼吸解析ソフト」を開発
する。 

⑥ 試料の導入、導出や解析を含めた全工程
の所要時間を１試料あたり5分以内に短
縮できる機器を構築する。 

⑦ システム改良：微小電極を埋め込んだ新
型微小組織診断デバイス，その制御系，
ソフトウエアの改良を更に進める。膵島
をはじめとする様々な微小組織の活性
計測に適用し、特性評価を進めるととも
に操作性・安全性等を考慮し、医療現場
でより使いやすいシステムの実現を図
る。 

 
(2) 移植前膵島評価法の確立 
 
膵島におけるミトコンドリアの細胞内移動、
微細構造変化など呼吸機能に関連する形態的
変化を解析する。 
① 呼吸代謝活性の有力な指標であるATP産生

能を解析するために、細胞内ATP量を定量

化する。 
② 核ゲノム由来の呼吸関連遺伝子(チトクロ

ームc等)の発現を解析し、呼吸計測値との
関連を調べる。 

③ 膵島のバイアビリティーと機能(グルコー
ス応答性インスリン放出能)を同時に計測
す る 事 を 目 的 と し た 、 呼 吸 活 性
Stimulation Indexの有効性について検討
を行う。 

④ 膵島の移植効果と、呼吸活性値および呼吸
活性Stimulation Indexとの関係を明らか
にするために、呼吸活性値および呼吸活性
Stimulation Indexを測定した膵島を糖尿
病動物モデルへ移植し、その相関性を調べ
る。 

⑤ 呼吸活性値あるいは呼吸活性Stimulation 
Indexに移植効果との間に相関性を認めた
場合は、その閾値を検討する。 

 
(3) 移植前膵島評価法の確立及び新規膵島
評価法を活用した革新的膵島分離システム
の構築 
 

本研究においてこれまでに確立した新
規島評価法を活用し、以下の項目に該当
する革新的膵島分離システムの構築を
行いその評価を実施する。 

 
① 新規膵島分離用酵素剤の至適化お

よびその評価 
② 新規膵島培養デバイスの至適化お

よびその評価 
 
４．研究成果 
 
(1) 微小組織診断システムの医療応用へ向
けた改良 
 
 H21 年度は、まず膵島の呼吸活性の評価を
マイクロチップ上で行うことを目的として，
PDMS を材料としてマイクロウェル流路デバ
イスを作製し，膵島の代用モデルとしてマウ
ス培養胚を用いた検討を行った。また、デバ
イス形状を考慮した呼吸活性応答の補正を
行うことにより、高い再現性をもつ呼吸活性
計測が可能であることを確認した。実際、デ
バイス内で培養を行ったところ，従来法と比
較して遜色ない発生率を確認することがで
きた。さらに、重力沈降法を利用することに
より、シリンジポンプ等を用いた複雑な流体
制御を行わずに、デバイス流路内での単一胚
の呼吸評価にも成功することができた。一方、
膵島自身の呼吸活性を正確に計測するシス
テムを確立するため、膵島に至適な組成を有
し、かつマイクロ電極を阻害しない溶液のス
クリーニングを行い、膵島専用の呼吸活性溶
液を樹立することができた。 



 

 

 
 H22 年度は、H21 年度に作製した呼吸活性
測定用デバイスを改良し，ガラス基板に 3本
の測定用微小電極を固定し，その上に逆円錐
型の PDMS ウエルを接着させた改良デバイス
の作製を試みた．このデバイスを用いて、膵
島のモデルであるマウス培養胚の呼吸活性
測定を行ったところ、従来法と相関性の高い
結果を得ることができた。また，3 本の電極
で胚サンプル表面の局所酸素濃度を計測し，
その値を平均化することにより，サンプルの
配向や極性を排除し,信頼性の高い測定値を
得られることが判明した。 
 
 H23 年度は、H22 年度までに確立した呼吸
活性測定装置の操作性、スループット向上を
目指し、微細加工技術を利用して石英ガラス
基板上に微小電極を配置し、微小組織導入用
ウェル，保持用チャンバー，測定溶液リザー
バーを集積化する新規システムを構築した。
このシステムは，微小電流の測定部および
制御部，解析ソフトウェア，多検体セルから
構成され，膵島６サンプルの呼吸量測定を 15
分以内に実現できることが可能であり、臨床
応用に十分可能であることが確認された。 
 
(2) 移植前膵島評価法の確立 
 
 至適化したデバイスを使用し、実際に小動
物の分離膵島の呼吸活性、エネルギーチャー
ジの解析を行った。解析検討の結果、糖負荷
前後における分離膵島の呼吸活性の変動指
数が移植後の膵島グラフト機能と有意に相
関していることが判明し、有用な移植前評価
法となり得ることが示唆された。 
 
 また、膵島自身の呼吸活性を正確に計測す
るシステムを確立するため、膵島に至適な組
成を有し、かつマイクロ電極を阻害しない溶
液のスクリーニングを行い、膵島専用の呼吸
活性溶液を樹立することができた。 
 
 さらに H21-22 年度にかけて、実際に前臨
床モデルである大動物の分離膵島の呼吸活
性、エネルギーチャージの解析を行った。解
析検討の結果、小動物におけるケースと同様
に、糖負荷前後における分離膵島の呼吸活性
の変動指数が移植後の膵島グラフト機能と
有意に相関していることが判明し、有用な移
植前評価法となり得ることが示唆された。 
 
(3) 移植前膵島評価法の確立及び新規膵島
評価法を活用した革新的膵島分離システム
の構築 
 
 本研究において確立した新規膵島評価シ
ステムを活用し、世界初となるリコンビナン

トタイプの膵島分離酵素剤のスクリーニン
グを行い、H24 年度よりヒトにおける探索的
臨床試験実施まで到達した。 
 
 また、同様に酸素透過性に富む材質より構
成される膵島培養・移植専用のデバイス構築
にも成功し、今後開発デバイスは国内におけ
る高度医療制度臨床試験、および国外におい
て探索的臨床試験に活用されることとなっ
た。 
 
 このように本研究において確立した新規
膵島評価システムは膵島移植の技術改良に
有用に活用されており、本研究の当初の目的
が十分に達成された。 
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