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研究成果の概要（和文）：Optical projection tomographyを用いて、マウスの膵臓内の膵島および新生膵島、膵管、
血管を三次元的に画像解析するため技術の確立を目指した。膵島・血管についてOPTで三次元画像構築ができた。また
、新生膵島を簡便に観察するために膵島特異的にルシフェラーゼを発現するマウスより単離した膵島をマウス虹彩上に
移植した。その結果、移植膵島数依存的にルシフェラーゼからのシグナルを得た。次に移植膵島の新生・増殖の評価系
確立のためにGLP-1受容体作動薬を2週間投与し膵島由来のルシフェラーゼ発光の増加傾向を認めた。よって、新生膵島
を観察するために新たな方法の一つを確立できたと考えている。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is an establishment of technique to analyze the new isle
ts, pancreatic duct, and blood vessel in pancreas of mouse three-dimensionally using an Optical Projection
 Tomography (OPT). Islets and blood vessel in pancreas could be constructed three-dimensionally by OPT. An
d the islets transplantation onto iris of mouse which expressed luciferase protein in islets was occurred 
to easily observe the nascent islets. The transplanted islets were observed and analyzed by stereomicrosco
pe or IVIS system. As a result, the transplanted islets could be observed and the luciferase activity from
 islets was evaluated dose dependent manner. Next, agonist for GLP-1 receptor was used for evaluating the 
nascent islets from transplanted islets. Two weeks injections induce the tendency of increase of luciferas
e activity derived from transplanted islets which include the nascent islets. Therefore, this method has a
 possibility to observe and evaluate the nascent islets.
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１．研究開始当初の背景 
１型糖尿病は、膵β細胞が選択的に障害さ

れ、膵島が枯渇する糖尿病である。強化イン
スリン療法によっても良好なコントロール
が困難であり、合併症の進行により医療経済
上も大きな問題となっている。また、2 型糖
尿病においても、現在、日本における患者数
は、推定 890 万人を超え、近年その増加は世
界的にも深刻な状況にある（厚生労働省）。
この 2 型糖尿病においても、耐糖能障害出現
段階ですでに膵島は減少していること、そし
て、膵島量の減少により治療抵抗性となる可
能性が指摘されている。 
 膵島量を回復させる治療として、iPS 細胞
を分化誘導することによる再生療法は糖尿
病の根治治療として期待されているが、技術
的な問題、安全性や倫理的問題など実用化に
際して多くのハードルがある。 
そのほか期待される治療法として、もとも

と膵臓内に備わる膵島の新生を促進させる
治療が考えられる。以前より、糖尿病モデル
マウスにおいて膵管にインスリン陽性細胞
が 出 現 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（Diabetlogia 46:830-838, 2003）。 
 
 
２．研究の目的 
 
膵臓内において膵島新生が起こる部位を

特定すると同時に膵島新生を誘導する因子
を効果的に探索することである。そのために
は、膵臓を三次元的に高解像度で解析できる
画像解析技術が必要である。そこで、今回は、
Optical Projection Tomography を用いてマ
ウス膵臓内の膵管および新生膵島を三次元
的に解析する。OPT は J.Sharpe らによって
確立された光投射型断層撮影技術を用いて
二次元の断層画像から生体標本の三次元画
像を再構築する技術である。OPT では、共焦
点顕微鏡で観察可能なサンプルよりも大き
な組織を 5-50μm の分解能で解析でき、生体
内に発現する RNA やタンパク質を切片を作
製することなく観察可能であるため、従来の
切片からの解析では不可能であった臓器単
位での正確な三次元的解析が可能となる。こ
れまでにマウス胚における神経や、マウス膵
臓内の膵島（Nature Methods 4: 31-33, 
2007）の観察などが報告された。また、我々
も 移 植 膵 島 の 観 察 （ Transplant 
international, 24, 839-844 2011）し、移植膵
島の観察および膵島数・量の解析に成功して
いる。以上の背景を基に本研究では、OPT を
用いて、新生膵島、血管などの関係を三次元
的画像から検討する。また、新生膵島を簡便
に観察するためにマウスの眼に膵島を移植
し、実体顕微鏡や IVIS システムによる評価
系の確立を目指す。 
 
 
 

３．研究の方法 
Optical Projection Tomography を用いて、
膵臓内の膵島、膵管および血管の観察を可能
にする条件の検討を行った。血管の染色は、
Alexa647-NHS 溶液を還流することで血管内
皮細胞の膜タンパク質を染色することで行
った。膵島についてはインスリンを染色した。
膵管染色については CD133 抗体を用いた。 
 
膵島移植について 
ドナーには RIP-Luc マウス（ラットインスリ
ンプロモーター下にルシフェラーゼが組み
込まれた遺伝子を導入されたマウス）もしく
は、MIP-GFP マウス（マウスインスリンプロ
モーター下に緑色蛍光タンパク質が組み込
まれた遺伝子を導入されたマウス）をもちい
た 。 レ シ ピ エ ン ト と し て 、
CB57/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj マウスを用い
た。マウスの眼、虹彩上に膵島を移植し、顕
微鏡、IVIS 観察の際に組織による発光・蛍光
の減少などの影響を抑えることが可能な部
位に行った。 
IVIS での移植膵島中ルシフェラーゼタンパ
ク質の発現の解析について、まず、ルシフェ
ラーゼの発現を in vivo で解析するために基
質であるルシフェリンを尾静脈注射後の最
適観察時間の検討を行った。つぎに移植膵島
数と発光シグナルの相関を検討した。 
移植膵島の新生・増殖について検討するため、
実際に齧歯類において膵島増殖作用がある
と GLP-1 受容体作動薬の Liraglutide を膵島
移植を施したマウスに200ug/kgを 1日2回 2
週間投与した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
OPT を用いた三次元画像の構築検討 
図 1に示すように膵島および、血管を染色す
ることにより三次元画像を得ることに成功
した。 
しかしながら、膵管染色については CD133 抗
体を用いた検討において染色条件を見出す
ことはできなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１；マウス膵臓の OPT 解析画像 
 
 



 
 
マウスの眼の虹彩上に移植した膵島を実体
顕微鏡で観察した結果を図 2に示す。眼の虹
彩上に移植膵島が確認でき、移植操作が確立
できたことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：移植膵島の実体顕微鏡像 
 
 
つぎに、移植膵島のルシフェリン投与後の
IVIS での最適観察時間の検討を行った。図 3
に示すように時間の経過とともにルシフェ
ラーゼ由来の発光強度は上昇し、12 分 30 秒
経過後はほぼ一定の値を示した。そのため、
以後の実験は、投与後 12分 30 秒で観察を行
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 移植膵島の基質投与後の最適観察時間
の検討 
 
 
移植膵島の新生と増殖について Liraglutide
を 2 週間投与した結果を図 4 に示す。2 週間
投与後の移植膵島からの発光を比較すると
Liraglutide 投与群で非投与群に比べて膵島
量の増加傾向が見られた。 
 
以上のことから、マウス虹彩内に移植した膵
島を観察することが、新生膵島を観察するた
めの一つの手段である可能性を示すことが
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4: Liraglutide投与の有無による膵島由
来の発光強度の比較 
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