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ブタ自家膵島移植モデルの作製

張 正壁
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要 旨

【緒言】膵島移植は血糖コントロールがきわめて困難な1型糖尿病患者に対して実施される

細胞移植治療である． 5年後のインスリン離脱率は約15％にすぎず，未だ十分な成績には至っ

ていない．膵島移植の治療成績の向上のためには良好な動物モデルでの検討が不可欠であり，

臨床に即した大動物モデルが必要である．今回われわれは慢性膵炎に対する自家膵島移植の手

技に着目し， ブタを用いた膵全摘によるインスリン依存性糖尿病モデルおよび自家膵島移植モ

デルの作製が可能かどうかを検証した． さらに2型糖尿病に用いられるGlucagon-like

peptide-1 (GLP-1)が自家膵島移植に与える影響についても検証した．

【対象と方法】 15－25か月齢，体重9-25kgのブタを用いた． 自家膵島移植に用いられる

膵全摘の手技を応用した糖尿病モデルを作製した(n=4,糖尿病群).次に切除膵を用いた自

家膵島移植モデルを作製した(n=4,膵島移植群).膵島分離はRicordi法に準じて行い，経

門脈的に肝内へ移植した． さらに膵島移植にGLP-1を投与したモデルを作製した(n=4,

膵島移植+GLP群).以上の実験群に対して，術後7日間経過観察を行い，生存率，空腹時血

糖値の推移，術前，術後7日目の経静脈的ブドウ糖負荷試験による内分泌機能を評価した． ま

た術後7日目に膵島移植群の肝生検を行い組織学的に膵島生着の有無を検討した．

【結果】糖尿病群，膵島移植群，膵島移植+GLP群の術後7日目の生存率はそれぞれ25%

(1/4)， 75％（3/4)， 100％（4/4）であった．糖尿病群に比べ，膵島移植+GLP群では生存率

が改善した(p=0.0404).糖尿病群において死亡した3頭の死因は,高血糖による脱水(n=2)

と腹腔内感染症(n=1)であった．膵島移植群で死亡した1頭の死因は門脈塞栓であった．

術後7日間の血糖値は糖尿病群で289.7士141.7mg/dlと高値であったが，膵島移植群では

123.4士88.4mg/dlと改善し (p=0.0384),膵島移植+GLP群では67.4士23.8mg/dlと膵

島移植群からさらに改善した(p=0.0118)．術後7日目の経静脈ブドウ糖負荷試験では，糖
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尿病群の1頭は著明な高血糖を示したが，膵島移植群，膵島移植+GLP群では術前に比べ血

糖値の増悪は認められなかった．膵島移植群の術後7日目の肝生検で門脈内に移植膵島の生着

を確認した．

【結論】膵全摘によるブタ糖尿病モデルおよび膵島移植モデルの作製に成功した. GLP-1は

移植膵島の耐糖能を改善する可能性が示唆された．

キーワード：動物実験糖尿病，膵全摘，膵島移植，ブドウ糖負荷試験GLP-1

タを用いて膵全摘によるインスリン依存性糖尿病

モデルの作製が可能か検討した． また，臨床と同

様に経門脈的に肝内に膵島を移植する自家膵島移

植モデルが作製可能かを検討した． さらに2型糖

尿病治療薬のGLP-1を自家膵島移植モデルに投

与し， その影響を検討した．

緒 ロ

膵島移植は血糖コントロールがきわめて困難な

1型糖尿病患者に対して主に欧米にて実施されて

いる細胞移植治療である．膵島移植は臓器そのも

のを移植する膵臓移植に比べ，手術侵雲が低く安

全性が高いという利点があるが， インスリン離脱

状態を達成するために複数の脳死ドナーからの移

植が必要であるとされ')2)， ドナー不足が深刻な

わが国において難しい課題である．現在，欧米の

移植膵島の5年後の生着率は約80%とされてい

る． しかし， 5年後のインスリン離脱率は約15％

にすぎず，未だ十分な成績に至っていない3)．本

邦においては，欧米に比べ症例数は少ないものの

3年インスリン離脱率は44％と報告されている4)．

インスリン離脱率が低い原因として，移植直後に

移植膵島が門脈血と接触することにより，凝固系，

補体系が著しく活性化され，原始免疫反応が惹起

される状態(instantblood-mediatedinflammatory

reaction: IBMIR)や，門脈内での虚血，低酸素

状態による移植膵島の喪失，免疫抑制剤による膵

島毒性などが考えられている5) ．これらの困難な

課題を解決するため，臨床に即した大動物による

糖尿病実験モデルが不可欠であるが，安定した糖

尿病モデルの報告は少ない6)7)．

Glucagon-likepeptide-1 (GLP-1)は現在広く

臨床で使用される2型糖尿病治療薬である．

GLP-1にはインスリン分泌促進作用の他に，膵

β細胞保護作用や膵β細胞増殖作用を有するこ

とが報告されている8)．膵島移植にGLP-1を併

用することで， インスリン離脱率が改善する可能

性が示唆されている9)．今回われわれは，慢性膵

炎に対する自家膵島移植の手技に着目し10),ブ

材料と方法

本研究は，新潟大学動物実験倫理委員会の承認

を受け，新潟大学動物実験指針, ARRIVEガイ

ドラインll),および実験動物の管理と使用に関

する指針'2)に従って実施した．

1．動物実験モデル

1-1．膵全摘による糖尿病モデル（糖尿病群）の

作製

15－25か月齢，体重9-20kgのブタ （オリ

エンタル酵母工業ゲッチンゲンミニブタ，ゼン

ノープレミアムブタ）を使用した． ブタは少なく

とも実験開始1週間前に動物実験施設に搬入し順

化の期間とした．飼育施設は準清潔区域であり，

室温は24．1－25．9℃，湿度は35－53％，照明

により昼は12時間，夜は12時間に調整されて

いる．食餌(MP-A,オリエンタル酵母工業）は

1日あたり864.0=t9.9kcal/300g与え，水分は

給水管より自由に摂取可能とした．実験当日は禁

食とした． ミダゾラム0.02mg/kgと塩酸メデト

ミジン0.04mg/kgを筋注し麻酔導入後， イソフ

ルラン1.0-1.2%,酸素50%,空気50%で麻酔

維持を行った．体位は仰臥位とし，手術中の体温

は37.0iO.5℃に維持した．術野を消毒後，左

外頸静脈を露出し， 中心静脈カテーテルを留置し
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た．抗ﾉI剤としてペニシリン2"iii位/kgを投'ノー

後, jijil1衲液として! |'心肺l11Kカテーテルより雨炭

雌リンゲル液20ml/kg/時|Nlを投与した．膵令燗

は過去の､服i'i6)7)を参考にIMII床の'' 1家膵』;,)移杣の

術式10）を応川した． 上腹部1K' | ！に20cmの皮噛

切IIMを加え|｝N腹した．通端脾ll1髄が11Mlili'l: 1､.に認め

られ,膵臓の手術の際には伽野の妨げとなるため，

はじめに知W動静脈および脾助細IKを結紮切離し

脾臓を摘,'l}した（図l-A). 111iをﾘII1!!ll'､,結腸小

腸を尼仙|へII排し膵臓を鰐IIIIさせ，膵尼111llから蚊

仙|にllilかって膵臓を1,111川糸Ⅱ縦から求ll離した． ブタ

の膵臓は， ｜川馴Al膜脈脈を360°取り川んでいる

ため, M'|ﾊlllf,瀞脈背lllllで膵を-1 I雛断し*ll離を

すすめた．腹側膵（ヒトでは膵鉤部にﾄ| |当）はか

なり背仙l尼仙|まで伸びていることが多いため，脾

組織の遺残がないように’一分雌1認を↑｣茜った． ｜肌l脈

および川瑞lH1膜脈脈へは膵臓からの刑||い流人lll"

が多く，容易に批傷しやすいため, IIIl脈にテーピ

ングを行い， ′'1‘｛砿にⅢl管を結紮切|雛し処III!した．

膵蚊部には,fill端が癒荷しているため， これを求ll離

し膵弧部を十分蝿IIⅡした．膵頚部を十二指l1淵から

求ll離して尼仙|からの求ll雛ラインに連続させるが，

その隙十二脂||勝沿いの血管のアーケードを確実に

ilⅡI存することがIII甥であり， これで十二指l1易令泄

ｲ『の||縦全摘が可能となった．膵管を十二脂腸近傍

で糸,'i紮切離し膵を全燗した（図l-B). l11 1管は直

接｜ ･二折||湯に流入するため肌道l1i建の必喫はな

い．膵令摘後（図l -C)に摘IIIIした膵敢{ttを測定

した（図l -I)) ． ｜卿帷内のltlmを確認後， 附創し

た． 全身麻酔を終j'し飼育ケージヘ戻し｜-分な党

#,1をli崎息した. T術の所脚IｷlHlは約2時|ﾊ1, 11IIIII

l,tは少l,tであった．

1-2.膵全摘および''1家膵島移杣モデル（膵島移

杣群）の作製

1 1で述べた刑I11で全身麻酔を行い，左外頸I聯

脈へカテーテルを仲人ののち膵臓を全摘した．摘

,'l',した膵III蔵はli1l1脈付杵部で離断し，尼仙l膵（約
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図l 膵乍燗の術'l!川兇

(A)"W動脈脈を切雛の後，脾助,'ii脈を露IIIIし結紮りj離をｲJ二う． その後脾臓を柵,'llする. (B) l･二桁ll脇の1l1ｲ｣:を洲ｲｲ

した状態で膵臓を1 .二桐l坊から求ll雌する．膵管を十二桁I淵の流人部で絲紮した後，膵符を切離する. (C)膵全摘終r

後の状態li11脈から川場IAIIIMI祁脈が全III1' |号に潔,'llされている. (D)や嫡出された膵臓．

St : 11Y, Sp :脾臓SV:脾静脈, SA:脾動脈Du: | -二桁IIM, PD:膵符, PV: li'l脈, HA:川動脈, SMV: t

IIMill1llf,祁脈, IVC: ト人I祁脈Ph :膵蝋部, Pt :膵尼祁
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認した． ｜分な消化が碓認できたl1ｷ点で灌流液を

RPMI啼養溶液(RPMI1640, lifetechnologies

corporation)で希釈ししながらコニカルチューブへ

| ' '|収し水冷した．遠心分離(10001' 'l転×1分|A1)

を行い, CMRL培養溶液(CMRLlifetechnologies

Corporation)で洗浄した． 消化された膵!I;j糸ll

幟の純化は行わ萩250030001EQ/kg (islet

equivalent/kgbodyweight)に膵!I;,)を,淵整し，脾静

脈から絲|川|脈的に肝|ﾉ1へ移杣した. l ''1脈l liを適宜

モニタリングしながら膵島の投与速唆を調轄した．

#:11'Ii liiに40U/kgのヘパリンを経師脈的に投与

した."11III終了後,脾静脈のカテーテルを抜去し、

カテーテル抑入部を結紮した. 1lmを確認後，閖

創して全身麻艸を終了し，飼育ケージヘ戻した．

膵,I;&分離から移械終了までは約2時|Alで， その後

の管III!はW,ill水病腓と| , il様に1rった．

50%)を自家膵島移植に用いた．尼111ll膵のii膵管

に24ケージの血管留置川カテーテルを素早く柿

人し， カテーテルと膵管をlu定した. 4℃のUW

液(UniversityofWinsconSinSolution)で洲たし

た滅菌容器の中に尾1111l膵を入れ，澄澗保存した．

脾静脈から16ゲージのカテーテルを挿入し、膵

島細胞移柚の投与経路とした．

膵烏分離はバックテーブルで行い，浦潔操作で実

施した． コラゲナーゼ250mg (CollagenaseNB8,

ServaElectrophoresis,Uetersen,Germany)をハ

ンクス液50mlで溶解し4℃に冷去|]した．膵臓を

UW液から取り出し，ハンクス液で洗浄した後， 水

冷した金属トレイ|ﾉ1でコラゲナーゼ溶液をiﾐ膵管よ

り灌流させた．灌流時間は10分|ﾊlで, IMhfi5分

は80mmHg｡ 後半5分は180mmllgの灌流圧で

行った．膵臓の膨化を碓認後，膵を外科鋏で細l切

し7つのステンレスボールとともにRicordiチャ

ンバー13)に入れた．膵臓消化のシステム（図2)

はコラゲナーゼ溶液をIII灌流しながら行った． コラ

ゲナーゼ溶液の温度を5分以|ﾉ1に37℃に上昇させ

るように'但温槽の温度をI淵整した． コラゲナーゼ沸

液が術環している灌流システムから数分おきに1ml

のサンプルを取り，顕微鏡で膵島の分離状態を雌

1-3. |' l家膵島稚杣にGLP-1を投与したモデル

（膵II;&移柚+GLPI#)の作製

膵全摘および''1家膵烏移植モデルを作製する

隙，肝内へ膵島を移杣すると同時にGLP1アゴ

ニストの持続’|ゾ|;エキセナチド （ビデュリオン⑧，

アストラゼネカ,Wilmington, DE) 50jlg/kgを

睡鷺

:霧

⑥
鰯

蝿…識X

蕊

…

灘

霞
③ 電蕊罫

図2 11""i'i化・分離システム

のステンレスボール，③温度センサー，④恒拙棚。⑤外科剪刀，⑥アイスボックスDRiCordiチャンバー
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1回皮下へ投与した． その後の処置および管理は

膵島移植群と同様に行った．

5．統計学的解析

統計学的解析はSPSSStatistics (version22,

IBM,Tokyo, Japan)を用いて行った．測定値は

平均値士標準偏差で表示した血糖値の比較に

はMann-WhitneyUtestを用いた．累積生存率

をKaplan-Meier法により算出し, logrank法で

検定した．両偵IIP値<0.05を統計学的有意とし

た．

1-4．術後管理

術直後から自由飲水とし，手術翌日から食餌を

1日あたり864.019.9kcal/3009与えた．脱水

防止のため中心静脈カテーテルより重炭酸リンゲ

ル液20ml/kg/日を連日投与した．術後7日間経

過観察を行い，術後合併症および生存率について

検討した． 7日目にミダゾラム0.02mg/kgと塩酸

メデトミジン0.04mg/kgを筋注し麻酔導入後， イ

ソフルランで深昏睡を得た後, KCL(1mEq/ml)

10mlの静脈投与により安楽死させた．

結 果

術後合併症および生存率の検討

糖尿病群の術後7日目の生存率は25％（1/4）

であった．死亡した3頭はすべて術後3日目に死

亡しており， 3頭ともに術後は経口からの食餌

水分摂取不良を認めていた．剖検所見では，腹腔

内の感染所見を認めた1頭以外は異常所見を認め

なかった．死因は高血糖による脱水が2頭，腹腔

内感染症が1頭であった．膵島移植群の術後7日

目の生存率は75％（3/4）であった．死亡した1

頭は術後1日目に死亡し，剖検所見では，著明な

腸管うっ血を伴う門脈塞栓を認めた死因は移植

膵島による門脈塞栓症であった．膵島移植十

GLP群の生存率は100%(4/4)であった．膵島

移植を追加しても糖尿病群の生存率は改善しない

(p=0.3609)が，膵島移植にGLP-1を投与す

ることで生存率が改善した(p=0.0404) (図3).

2．血糖測定

血糖測定(mg/dl)の採血は耳静脈から行い，

LFSクイックセンサー（ライフスキャン社）と血

糖測定器（ワンタッチウルトラビュー， ライフス

キャン社）を用いて行った．

3．経静脈内ブドウ糖負荷試験による内分泌機能

評価

術前および術後7日目に経静脈内ブドウ糖負荷

試験を実施した． ブタを鎮静した状態で, 10%ブ

ドウ糖0.5g/kgを静脈内投与し, 0, 5, 10, 15,

20, 30, 40, 50, 60, 90および120分に採血を

行い，血糖値(mg/dl),血清インスリン (IIIU/

ml)を測定した．

術後血糖値の検討

術後7R間の空腹時血糖の推移を検討した（図

4-A).糖尿病群では経時的に血糖が上昇し不安

定化した．術後7日間の血糖値は糖尿病群で

289.7士141.7mg/dlであった糖尿病群の血糖

値に比べ膵島移植群の血糖値は123.4士88．4

mg/dl (p=0.0384),膵島移植+GLP群の血糖

値は67．4士23.8mg/dlといずれも改善した

(p=0.0006). また，膵島移植+GLP群では膵

島移植群に比べても血糖値が改善した(p=

0.0118) (図4-B).

4．組織学的評価

膵島移植後7日目のブタの肝臓組織を採取し，

ホルマリンで固定を行い，パラフィン包埋した．

パラフィン包埋ブロックから連続2切片を作製

し， 1枚目はヘマトキシリン・エオジン(HE)染

色， 2枚目はインスリン免疫染色を行い， インス

リン陽性細胞を観察した一次抗体はGuineapig

anti-porcine insulin (Dako, Carpinteria, CA,

USA),二次抗体はVECTASTAINABCGuinea

PiglgGKit (Dako,Carpinteria, CA, USA) を

用いた．
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経静脈ブドウ糖負荷試験

術前と術後71 1 11に経静脈ブドウ糊負荷試験を

実施した．糖脈ｿ丙群の’蚊は符'ﾘlな'断Ⅲ糊を示し，

ブドウ糖負荷後の血消インスリンは測定感度

(0.301IIU/ml)以下であり， インスリンは枯渇し

た状態であった．膵島膨杣群，膵島稚杣+GLP

群では術前に比べ, lil糀仙の｜封は認められなか

った（図5）．

111:lﾉ､l1''l脈|ﾉ1に細胞内噸粒を有する稚植膵島細胞を

1淵めた．抗インスリン抗体による免疫組織化学で

良好に染まり, l1 l:|ﾉﾘに生肴した膵島州||胞であるこ

とを確認した（図6)．

考 察

今l' 'lの検討で脾令摘によるブタ糀味病モデル

を作製することに成功した．稲尿病の動物モデ

ルとしてはマウス， ラットが川いられることが

多いが, IMII床ﾙ6川する上では大動物モデルによ

る検,i'[はイ《ml欠である． これまで人動物として

肝生検の病理組織学的評価

膵島移植群および膵,I;6稚杣+GLP群の71 1 1 1

のll僻Ⅱ織を病即糸l1織学的に検制した. HE染色で
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分な内分泌機能廃絶が期待できる． その一方で，

STZを術後48時間以内に使用するため，糖尿病

関連以外の致命的な合併症を引き起こす可能性が

あり注意が必要である．

膵島移植は膵臓移植と同様に，膵臓のβ細胞を

移植する，糖尿病に対する根治的な治療である29)．

しかしながら，長期のインスリン離脱を維持する

ことが困難なこと，複数ドナーからの膵島が必要

であることが臨床的な課題である．長期のインス

リン離脱を維持するために，分離移植過程での

膵島細胞の喪失をできるだけ少なくすることと，

膵島移植に有効な免疫抑制療法の開発することが

望まれる．特に移植直後のIBMIRと呼ばれる生

体反応は，移植膵島細胞の傷害および移植膵島

の50%以上の喪失を引き起こし，移植膵島の生

者を阻む原因と言われている5)．現在予防のた

めの有効な対策がなく，動物モデルでの詳細な

病態解明が必要である．今回行った膵全摘によ

るブタ糖尿病モデルでは，臨床膵島移植に準じ

た方法30）を用いて分離直後の新鮮な膵島を自家

移植することによって，死亡率が低下し耐糖能が

改善した．移植7日目の膵島細胞の生着も組織学

的に確認が可能であった．膵島移植後の門脈塞栓

にて1頭を失ったが，他の合併症とりわけ糖

尿病関連の合併症は認められなかった．膵島移

植後の門脈塞栓は海外の臨床例でも報告されて

おり31),膵島移植後に起こりうる最も重篤な合

併症の1つである．移植膵島は門脈内に塞栓され

るため，投与量に比例して門脈圧は上昇すること

が明らかとなっており32)，臨床的には総投与体

積が0.25cm3/kg未満が推奨されている8).膵島

移植中の至適門脈圧に関する，大動物での検討の

報告はない．今回は臨床での門脈圧冗進症に対す

る治療経験を参考に, 20cmH20を超えないよう

に投与速度を調節したが，総投与体積が過剰だっ

た可能性もある．動物モデルでの至適投与体積に

ついては今後検討が必要である．

GLP-1は現在広く一般に用いられている2型

糖尿病の治療薬である. GLP-1は小腸から分泌さ

れ， β細胞にあるGLP-1受容体に結合してインス

リン分泌を促進させるとともにグルカゴン分泌抑

ブタを始めとした糖尿病モデルの実験が報告さ

れている14)-16)．糖尿病モデルの動物実験として

はストレプトゾトシン (STZ)を用いた薬剤誘発

糖尿病モデルが代表的である14)15)17)-22).STZ

の薬剤投与は比較的容易であり, Tangらはミニ

ブタに対して, STZ120mg/kgを経静脈的に投与

し，糖尿病モデルの作成に成功した22)． しかし，

STZ投与モデルでは耐糖能異常は一過性にすぎ

ず； とりわけインスリン依存性の糖尿病モデルとし

ては不十分との指摘もある23)． また, STZ投与

後の時期によっては，破壊された内分泌細胞が回

復してくるため，安定したモデルとは言い難い23)．

さらにSTZは肝腎毒性があり24),過量投与によ

り致死的となる25)．薬剤の副作用を軽減するた

め, STZを少量頻回投与するプロトコールが報

告されているが'8)，投与方法が煩雑であり理想

的な動物モデルとは言い難い．今回の膵全摘によ

る糖尿病モデルでは，理論的に術後のインスリン

分泌は完全に枯渇するため， インスリン依存性の

糖尿病モデルとして信頼性が高い．一方で，膵全

摘の手技は難易度が高く，合併症の危険性も高い．

われわれは過去の報告を詳細に検討し6)7)26)-28）

脾摘による良好な視野確保，十二指腸アーケード

の温存による腸管切除再建胆道再建を回避する

など，可能な限り術式の簡略化に努めた． その結

果，手術時間2時間程度で，出血もほとんどなく，

非常に有用なモデルを作製し得た．術後の経静脈

的ブドウ糖負荷試験の結果からもインスリン分泌

は完全に枯渇していた．糖尿病群での術後7Hの

生存率が25％であり，死亡した3頭はいずれも

糖尿病関連死亡であったことから， きわめて重篤

な耐糖能障害のモデルであると考えられる．

Kobayashiらは23頭の膵全摘によるブタ糖尿病

モデルを報告しているが，平均生存期間は7．6士

2.7日で， 死亡率は100%であった6). 妓近，

90%膵臓切除とSTZ投与を組み合わせたブタの

糖尿病モデルが報告された27)． この方法の利点

は，若干の膵組織を残しながら剥離をすすめるた

め，剥離操作による腸管や血管損傷の危険性が減

り，安全性が向上する． さらに，遺残した10%

程度の内分泌細胞に対しては通常量のSTZで十
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制を介した血糖降下作用がある8)． さらに， β細

胞の分化，増殖作用や， β細胞保護作用（抗アポ

トーシス作用） もあるとされ，膵島移植での生着改

善効果について期待されている．実際にGLP-1

受容体作動薬のエキセナチドが膵島移植の生着

を改善するとの報告がある9). STZ誘発糖尿病

マウスにGLP-1を投与した研究では移植膵島量

の維持と血糖値の安定効果が確認された33)．

GLP-1は膵島再生の観点からも注目されており，

膵β細胞の自己複製や，幹・前駆細胞から膵島細

胞への再生を促進する効果が報告されている34)．

興味深いことに， アルバータ大学から83例の臨

床膵島移植例において，膵島前駆細胞と考えられ

る膵導管細胞を多く含む細胞群を移植した方が，

2年後の血糖コントロールが良いことが報告され

た35)．今回の検討では, GLP-1による移植膵島

の耐糖能改善効果を認めたが， この効果が単なる

インスリン分泌促進によるものなのか，何らかの

膵島生着促進や，膵島再生が関与しているのかに

ついては不明である．今後，膵島移植後の肝生検

材料を用いて,詳細な検討をすすめる必要がある．

また，同種膵島移植の大動物モデルの作製につい

ても取り組む予定である．
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膵全摘により内因性インスリンの枯渇したブタ

糖尿病モデルを作製することに成功した．切除膵

を用いたブタ自家膵島移植モデルを作製し，膵島

の肝内生着を確認したGLP-1は移植膵島の耐

糖能を改善する可能性が示唆された．
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