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金沢大学十全医学会雑誌 第93 巻 第 4 号 555
－

5 7 0 く19 8 4ユ 555

凍結保存ラ ッ ト膵ラ ン ゲ ル ハ ン ス島の器官培養に関する研究

金沢 大学医学部第二 外科学講座 く主任 こ 宮崎 逸乗数按ン

福井医科大学第
一 外科学講座 く主任 二 中川原儀三教授J

今 堀 努

く昭和5 9 年 7 月1 1 日受付I

本研究で は凍結保存の 前後 に 培養 した ラ ッ ト膵ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 くラ 島ぅ のイ ン ス リ ン産生能並 び

に その 移植効果に つ い て 検索 した ． 種々 の凍結条件の 検討 に よ り
，
ラ 島は ウイ ス タ ー 系雄 ラ ッ トよ り コ ラ

ゲ ナ
ー ゼ 消化現に よ り 分離 さ れ．

た後， 凍害防 止剤 と し て 10 ％ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド くdi m e th yl －

s ulf o x id e
，
D M S O l を用 い

，
4
O

C で 3 0 分浸潰 した後に ，
－

1 96
C

C の 液体窒素中で 7 － 1 4 日 間凍結保存さ れ

た．
この 条件下 で 凍結保存す る と， ラ島の 75 ％が凍結前 と同様の形態 を維持 して い た．

次に 凍結保存前後

は お ける培養付加 の意義を， イ ン ス リ ン産生能よ り検討した ． 凍結前 3 － 4 日培養付加ラ島は， 培養せ ず

に 凍結 した ラ島と比較 して
，
解凍直後 に はイ ン ス リ ン 産生能に 差 を認 め なか っ た が ，

しか し解凍後さ ら に

培養 を行 う と， 培養経過 に 伴うイ ン ス リ ン産生能は早く 回復す る傾向を示 した．
こ の傾向は

，
グル コ ー ス

く50 －300 m gノdり負荷試験で明らか な差 とな っ て あら われ た． 次 に 移植実験で， 凍結の 前後 に 3 － 4 日 の

短期培養 を付加 した凍結保存ラ島を
，
ス トレ プ トゾト シ ン 糖尿 ラ ッ トの門脈内へ 同種移植 す ると， 移植後

2 週間以 内に糖尿病状態よ り回復 し， 有効 な結果を示 した． 以上 よ り， ラ ッ ト膵よ り分離 され凍結保存 さ

れ たラ 島の 最も有効な移植方法は ， 凍結前 に 3
－

4 日の 培養を付加す る こ と であ り， 更に移植時に 3 － 4

日 の 培養を追加 す る こ と で ある ．

E e y w
－

O r d s ラ ッ ト膵ラ ンゲ ル ハ ン ス島， 凍結保存， 器官培養， 同種移植

近年膵臓悪性腫瘍や高度慢性膵炎 に対 して 膵臓全摘

術が積極的に 施行さ れ るりが， 術後の 内．外分泌機能の

欠落， なか ん ずくイ ン ス リ ン 欠落 に対 す る補充療法と

しての 膵移植 は注目さ れる 方法 で あ る． 膵移植法 と し

ては
， 膵臓器移植， 組織移植， 膵ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島移

植に 分 け られ るが
，
教室 で は これ ま で ラ ッ ト膵ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 島 く以下 ラ島と略すう 移植の 基 礎的研究 を進

めて き た
．

と こ ろ で ラ島移植 で糖尿病を改善さ せ る に は数多く

の ラ 島 を移植 す る こ とが 必 要 で
2I
， 移植 手技 の み なら

ずその 保存法も重 要な 課題と な る．
ラ島の 長期保存法

とし ては現 在， 培養あ る い は凍結 を利用 す る 2 方法が

あげ られ て い る封
． 教室 の 凍結保存 に 関す る これ ま で

の研究で ， 分 離ラ 島の 保存 なら び に 移植は可 能で ある

こと を証明 して き たが ， 解凍後 の イ ン ス リ ン 塵生能 は

50 ％前後 と必 ず し も満足で き る 結果 が 得 ら れ て い な

い
．
これ は 主に 凍結 一 解凍過 程で被る ラ島損傷 に 起因

する と推察され て い る弟．

本研究 で は凍害防止剤の濃度， 浸漬温度， 浸清時間

を決定す る目的で， 解凍後の ラ島回収率お よび解凍後

のイ ン ス リ ン産生 量を指標と して これ ら の 諸条件 を検

討した． 次い で こ れ ら の う ち で最適条件下で ラ 島を凍

結保存し， そ の 後 に培養 を付加 した凍結一培養ラ島に

つ い て， その イ ン ス リ ン 産生能お よび 同種移植効果に

つ い て検討 した．

材料お よ び方 法

I ． 膵ラ ンゲ ル ハ ン ス 島の 分 離法

1 ． 実験動物

実験動物 は体重 200 －

3 0 0 g の ウイ ス タ
ー くW i s ta rl

系雄 ラ ッ トを用 い た
．

2 ． 実験器具 お よ び滅菌法

S t u di e s o n O r g a n C ult u r e of C r y o p r e s e r v e d R at P a n c r e ati c I sl e ts of L a n g e rh a n s ． T s u t o m u

I m a h o ri
，
D e p a rt m e n t of S u r g e r y tIりくD i r e c t o r こ P r of ． I ． M i y a z a kil ， S c h o ol of M e di ci n e ，

K a n a z a w a u ni v e r sit y a n d D e p a r t m e n t of S u r g e r y り H D ir e ct o r こ P r of ． G ． N ak a g a w a r al ，

F u k ui M e dic al S c h o ol ．



5 5 6

実験器具は全て滅菌 した もの を使用 し， 操作は膵摘

出の 段階よ り無菌的に 行っ た ．
す な わ ち膵摘出の 際 に

使用 し た手術器具は高圧滅菌 く120
0

C
，
2 0 分間1 し，

シ ャ ー レ
，
三 角 フ ラ ス コ ， ピ ペ ッ ト等の ガ ラス 器具 は

乾熱滅菌．く160
白

C
，
6 0 分間う した．

さ ら に ゴ ム 栓， 培養

皿
， 凍結用試験管は ガ ス 滅菌 く10 ％ア セ チ レ ン オ キ サ

イ ドガ ス
，
5 時間1 した も の を使用

．
し， ミ リ ポア フ ィ

ル タ
ー 川 ． 45 バ は滅菌済 の もの を用 い た ．

3 ． 膵臓摘出とラ ン ゲル ハ ン ス 島の 分離

ラ ッ ト を エ ー テル 吸入 麻酔後 ヒ ビテ ン液 で 全身消毒

し開腹した ． L a c y ら
51の 方法に な らい 総胆管の 十二 指

腸開 口部 を結致 した後， 総胆管内に ハ ン ク ス 液 くグ ル

コ
ー

ス 6 0 m gノdl 含有1 20 m l を注入 し膵全体 を水腫状

に 膨化させ た． 次い で腸管を損傷 しない よ う に 注意深

く膵 を摘出し， 無菌箱内 へ 移した ． 摘 出膵 を 20 －

3 0 m l

の冷 ハ ン ク ス液 で洗浄後， 眼 科用 ク ー パ ー を用 い で き

る だ け細く切 りな が ら 50 m l 容三 角 フ ラ ス コ に 入 れ

た．
コ ラゲ ナ ー ゼくc oll a g e n a s e 4 18 8 C L S rV ， M i ri p o r e

C o ．
，
U ． S ． A ．1 30 m g ， 牛血清 60 m g を ハ ン ク ス液 8 m l

に溶解後， ミ リポ ア フ ィ ル タ ー で 濾過滅菌 し
，
三 角 フ

ラス コ に 注入 しゴ ム 栓で密栓後， 3 アC 水浴槽内で 約 1 5

分間振返 くsh a k i n g i n c u b a ti o n ， 1 5 0 回ノ分つ し消化 を

行 っ た．

一

様 に 泥状 と な っ た時点 で 消化 を終 え， 50 m l

容円錐形メ ス シ リ ン ダ ー に 移 し換 え， 温 ハ ン ク ス 液 で

4 回， さら に 冷 ハ ン ク ス液 で 4 回 洗浄お よ び沈澱 を繰
．

り返 し， 残存 する コ ラゲ ナ ー ゼや 膵外分泌組織を除去

した ． 最終沈澱 物を冷 ハ ン ク ス 液 と混和後滅菌シ ャ ー

レ に 移し， 実体顕微鏡下 で ラ島 を確認 しなが ら毛細管

ピペ ッ ト に て採取 し実験に 供 した ．

H ． 凍結方法

1 ． 凍結条件の設定

分離直後の ほ ぼ完全な形態 を保 つ ラ 島10 個を 20 ％

牛胎児血清 くねt al b o vi n e s e r u m ． L o t ． 4 0 5 5 1 20 4 Fl o w

L a b o r a t o ri e s
，
U ． S ． A ．1 を添加 した ダル ベ ッ コ ー 培地

C D ul b e c c o － m O difi e d E a gl e
，

s M E M
，
グル コ ー ス 1 0 0

m gl dl 含有1 ， お よ び凍害防止剤の 2 ． 5 m l を入 れ た凍

結用 チ ュ ー

ブ く38 X 12 ． 5 m m
，
N a c

，
S w e d e n l に収容

した
． 凍害防止剤 と し て ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド

くdi m et h yl s u lf o x id e ， M E R C K ， W e s t G e r m a n y ， 以 下

D M S O と略すうを用 い ， その 漉度く5 ％， 10 ％， 2 0 ％1 ，

そ の浸潰温 度 く4
0

C
，
2 0

8

C I t 時間 く30 分
，
6 0 分1 の

組 み合せ で 12 群 を作製 した．
ま た こ れ らの 条件 の 他

に
， 分離後短期培養 を付加 し， つ い で 4

0

C 下で 10 ％

D M S O を 30 分間浸清作用 さ せ た の ち凍結保存 した群

く凍結前培養群1 を作製 し合せ て検討 した．

2 ． 凍結方法

分離ラ島 を D M S O 波 風 浸漬温度， 時間の 各種条件

下 で浸清作 用 さ せ た の ち に ， －20
0

C 冷凍庫中で 30 分

間， 次 い で －

8 0
0

c 超冷涼 槽で 30 分間静置後， －

19 6
0

C 液

体窒素中 に 移 し保存 した ． 保存 期間は 7 －

14 日 で あ

り
， 解凍は 37

0

C 水浴槽 中に て 行 っ た ．

m ． 培 養方法

培養液 は20 ％牛胎児血 清を添カロし た ダ ル ベ ッ コ ー

培地 を使用 し， ア ン ピシ リ ン くa m pi cilli n1 1 00 JL gldl ，

ス ト レ プ ト マ イ シ ンくs t r e pt o m y ci n 1 10 0 JL gノdl を添加

して基礎培地 と した ． 培養器 と して m u lti ．d i sh t r a y

くLi m b r o
，
U ． S ． A ．2 4 穴う を用 い ， 各 ウ ェ ル くw elll

の基礎培地 1 m l の 中へ ， 諸条件下で 浸漬後凍結保存し

て得 られ た ラ 島2 個 を，毛 細管 ピ ペ ッ トに て 移 し，3 7
b

C

5 ％炭酸ガ ス培 養恒温器で 静置培養 した ． 培地交換は

原則 と し て 3 日毎 に 行い ， 培地中に 産 生さ れ るイ ン ス

リ ン量 を固相法 くs oli d ph a s e m e th o d ， S h i o n o gi ，

J a p a nl に て 側定 した． な お
，
凍結期間に よ る ラ島のイ

ン ス リ ン産 生能 の 比 較検討 で は 培地交換 は毎 日行 っ

た ．

I V
． グ ル コ

ー ス 負荷試験 に よ る 凍結 一

培養 ラ島の イ

ン ス リ ン 産生 能

解凍直後， 解凍後培養4 日目， 2 週間目の ラ島を用

い
， 短時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン くsh o rt ti m e i n c u b a－

ti o nぅに よ るイ ン ス リ ン 分泌実験 を行 っ た ． 対象とした

凍結保存ラ島は ， 解凍後の 回収率お よ び培養 に おい て
，

培地中に 産生さ れ たイ ン ス リ ン 真の 成績 よ り良好と判

断 した 1 0 ％D M S O ．

4
O

C ． 30 分作用群 くC －3 01 と凍結

前培養群 くG －3 0う の 2 群 で あ る．
ま ず， 両群の ラ島を

0 ． 2 ％牛血 清ア ル ブミ ン くb o v i n e s e r u m al b u m i n
，
L ot ．

4 6 2 0 6
，
A r m o u r P h a r m a c e n ti al C o ．

，
U ． S ． A ．1 を添加

し た ハ ン ク ス 液 に て 120 分間プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

くp r e －i n c u b a ti o n H ノ た ． その後， 各々 の ラ島5 個 を試

験 用培地 0 ．5 m l 含有 小試験管内 に 入 れ 95 ％酸素，

5 ％炭 酸 ガ ス を 通気後
，
90 分 間37

0

C 水浴 槽中 に て

70 － 8 0 回l 分の 振温 くsh a k i n g i n c u b a ti o n， を行い ， 培

地 中に 産 生され たイ ン ス リ ン 量 を測定 した． 試験用培

地 と し て は ク レ ブス ． リ ン ガ
一

重 炭酸綬衡液 くK r e b s －

R i n g e r b i c a rb o n a t el に 0 ． 2 ％牛血 清ア ル ブ ミ ン ， 5

m M グ ル タ ミ ン 酸 くgl u t a m i c a cid l ， 5 m M ピル ビン

酸 くp y ru Vi c a ci dl ， 5 m M フ マ
ー ル 酸くf u m a ri c a ci郎

を添加 した も の を使用 し
，
グル コ ー ス 無添加 くO m gノ

dll と 50 m g J
l

d l ， 3 0 0 m gノdl 添加の 計 3 群 で 検討した．

な お
，
以上 の 推計学的処理 は ス テ ユ ー デ ン ト T テス

トくS t u d e n t
，

s t － t e S tl で 行 い ， 0 ． 0 5 以下 の P 値 を有意

差 あ り と判定 した．

V ． 凍結 一 培養 ラ島の 形 態的
，
組織学的観察

解凍後培養に 供せ られ た ラ島の 形 態は倒立 型培養顕

微鏡， ノ マ ル ス キ
ー

式微 分干 渉顕微鏡 を用 い て 観察し



凍結保存 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器 官培養

た． 組織学的検索は解凍直後， ある い は凍結
一 培養 ラ

島を ラ ッ ト門脈 よ り注入 した 後， 肝臓 を摘出 し5 m m

間隔の 全肝 ブロ ック を作製， へ マ トキ シ リン
■
エ オジ ン

染色 くh e m a t o x yli n
－

e O Si n st ai n
，
以 下 H ． E 染色 と略

すl ， ア ル デ ハ イ ド
． フ ク シ ン染色 くald e h y d e －f u c h si n

st ai n ， 以下 A ． F 染色と略 す1 を施 し
，
小葉間静脈内に

栓塞した ラ島で 観察 を行 っ た．

VI ． 凍結 一 培養 ラ島の 門脈内同種 移植

1 ． 糖尿 ラ ッ トの作成

体重250
－ 3 0 0 g の ウイ ス タ

ー 系雄 ラ ッ ト に ス ト レ

プトゾト シ ン くs t r e pt o z o t o ci n ，l o t ． 1 6 1 3 E ， U pj o h r事， U ．

S ． A ．
，
以下 S T Z と略す1 65 m gl k g を尾静脈 よ り静注

し糖尿ラ ッ トを作成 した ． 静注後は代謝 ケ ー ジ に 収容

し， 血糖， 尿糖， 尿量， 体重を測定 し た． 静注後 1 週

間目 で24 時間絶食 と し尾静脈よ り採血 ， 血糖値 300

m gl dl 以上 の も の を S T Z 糖尿ラ ッ ト と し移植実験 に

供した．

2 ． 門脈 内同種移植

移植方法は門脈内注入法と し， 凍結前に 培養 した G －

30 群をさ ら に 解凍後短期培養を付加 し て 用 い た． それ

ら の ラ 島350 － 4 0 0 個 を シ ャ ー レ に 集め ， 2 7 ゲ ー ジ 針

に て 1 m l 注射器に 吸 入
，
全量が 1 m l 以 下 とな る よ う

に した．
そ の 後， 実験的に 作成 した S T Z 糖尿 ラ ッ ト を

エ ー テ ル 吸入麻酔下 に て開腹， 門脈本幹内へ ラ 島を直

接注入 し， 綿棒 に て数分間圧迫
，
止血 を確認後閉腹 し

た． 移植後は代謝ケ ー ジ に 収容 し血糖， 尿量， 尿糖，

体重の 諸検査を行 っ た．
なお ， 免疫抑制剤， 抗 生斉すの

557

投与 は行わ なか っ た ．

成 績

工
． 解凍後の ラ島回収率

7 日間凍結保存後 に 解凍 した ラ島 を， 培養顕微錬下

で観察 して ラ島回収率 を検討 した く表1 う．

D M S O 濃度で 比較す る と 10 ％群は 52 － 7 5 ％と 良好

な回収率 を示 し た が， 5 ％群 は全 て 45 ％以下 で あ っ

た ． 2 0 ％群 で は作用 湿度に よる影響が大きく ， 4
B

C
－

3 0 分浸漬で は 63 ％， 6 0 分浸清で は 52 ％の回収率 で あ

るの に対 して， 2 0
0

C ．3 0 分浸漬 は27 ％， 6 0 分で は 22 ％

の 回収率 で あり有意の 低値 くp く 0 ．0 11 を示 した． 作

用 温度 によ る影響は 10 ％群 に つ い ても み られ， 4
0

C の

回収率 が平均 67 ． 5 ％と 20
0

C の 5 3 ％ に 比較 して 有意の

高値くp く 0 ．0 1う を示 した ． また 浸溝時間の比較 で は，

3 0 分群の 方が 60 分群 に 対 して
一

般 に回収率 は高値 を

示 した． 以上 よ り 10 ％D M S O ■ 4
O

C ． 30 分群 くC －3 01

が回収率 75 ％で あり， つ い で 20 ％D M S O ． 4 て二． 3 0 分

群 くA －3 0l ， 10 ％D M S O ． 4
O

C ．6 0 分群 くC ．6 01 は60 ％

以上 と高値を示 し， 1 0 ％D M S O ．20
0

C
．

6 0 分群 m －6 0J ，

2 0 ％D M S O ． 4
O

C
．

6 0 分群くA －6 0l ， 1 0 ％D M S O ．2 0
0

C ．

3 0 分群 くD － 301 は 50 ％以上 の 回 収率であ っ た ．

一 方

5 ％D M S O ．2 0
O

C
．

3 0 分群くF －3 0l ， 2 0 ％D M S O
．2 0

O

C
．

30 分群 くB －3 0l ， 2 0 ％D M S O ． 2 0
0

C ． 60 分群 くB －6 01

は 35 ％以下 の 回収率で あ っ た ． なお凍結前培養群くG －

301 の 回収率は 80 ％と最も 高い 値 を示 した．

H ． 凍結 一 培養 ラ島の イ ン ス リ ン 産生 能

T a bl e l ． E ff e ct s of i m m e r si o n of i sl e ts of L a n g e rh an S i n D M S O a t di ff e r e n t c o n diti o n s o n th e s h a p e o f

i sl e t s af t e r th a w i n g

C o n diti o n s o f i m m e r si o n

of th e isl e t s i n D M S O

C o n c e n t r a ti o n T e m p e r a t u r e

O f D M S O く％I ぐCl

R a ti o o f th e isl e t s w ith

n o r m a l s h a p e aft e r th a w i n g
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5 5 8 今

1 ． 凍結期間のイ ンス リ ン 産生能に お よぼ す影 響

回収率の 良好であっ た 10 ％D M S O ． 4
0

C ． 3 0 分群

くC ．3 0うの 7 日間凍結， 14 日間凍結群 と凍結前培養群

くG － 3 0うの 14 日 間凍結保存ラ島を
，
解凍後 に 培養 に 供

した． 毎日交換さ れ た培地中の イ ン ス リ ン 量 を測定 し，

0

0

0

0

P

莞

ど
じ

む
S

U
ニ

コ

S

U
一

堀

凍結期間の イ ン ス リ ン 産生 に お よ ぽ す影響 を検討した

く図1 1 ．

各群 の イ ン ス リ ン 量 は， 培 養 1 日目 で は39 ト 530

声Uノm l と高値 を示 した が， 2 日目に は最低値とな り
，

そ の 後イ ン ス リ ン 量 は培養経過と と も に 漸次増加し

1 2 3 4 5 6

T i m e af t e r c u 圧u r e くd a y sI

F i g ． 1 ． D ail y c h a n g e s in i n s uli n r el e a s e f r o m c ul t u r e d i sl e t s o f L a n g e r h a n s ． I sl e t s

O f C － 3 0 a r e c r y o p r e s e rv e d f o r 7 く囁1 8 t 1 4 く口1 d a y s a n d th o s e o f G －3 0 f o r 1 4 d a y s

くO I ．
蠣
S i g n ifi c a n t diff e r e n c e b et w e e n C

． 30 く14 d a y sナ a n d G －3 0
， p く0 ．0 5 ．

0

0

0

0

P

U
l

巴
じ

む

S

U
ニ

コ
S

こ
一

7 I O 1 3

T i m e a ft e r c ult u r eくd a y sI

Fi g ． 2 ． C h a n g e s i n in s u li n r el e a s e f r o m e a ch g r o u p i n t o th e c ult u r e m e d i u m a t

d iff e r e n t p e ri o d s o f c u lt u r e ． R e f e r t o T a b l e l f o r th e t e r m i n ol o g y o f e a c h g r o u p ．



凍結保存ラ ッ ll 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器官培養

た．

C －3 0 群 の 7 日間凍結群 と 14 日 間凍結群 を比較す る

と， 1 －3 日目は 7 日間凍結群が 14 日 間凍結群よ り低

値を， 4 日目に は 7 日 間凍結群 が高値 と な る傾向が み

られた が， 6 日目 に は有意差は認め ら れ なか っ た
．
し

たが っ て， 7 日間凍結と 1 4 日 間凍結の 間に は凍結期間

に よるイ ン ス リ ン 産生能 へ の 明 らか な影響 はな い と判

断され た．

一 方14 日 間凍結 で凍結前非培養群くC －3 0I と凍結前

培養群くG －3 0う を比較 す るに ， 培養直後 は両群間で羞

は認め な い が， 培養経過 とと も に 凍結前培養群 は凍結

前非培養群に 比 し有意の イ ン ス リ ン産生能の 増加 をみ

た．

2 ． 凍結条件 か らみ たイ ン ス リ ン 産生能

ラ島回収率が比較的良好で あ っ た 8 群 に つ い て， 1 4

日間凍結保存を行い ， 3 日毎に交換さ れ た培地中の イ

ンス リ ン量 を測定 し， 凍結条件か らみ たイ ン ス リ ン 産

生能の 検討 を行 っ たく図2 1 ． 培養初期 は 10 ％D M S O ．

4
0

C ．30 分群 くC － 3 01 が 73 5 士98 ． 2 FL U l m l と 最高値で

あり
，
5 ％D M S O ■ 4

O

C ■3 0 分群t E －3 0l ， 5 ％D M S O ．

2 0
b

C ．3 0 分群 くF － 301 が 比較的良好な債 であ っ た ． 培

養日数の 経過 と とも に 20 ％D M S O ． 4
0

C
．

3 0 分群 くA －

30う， C ．3 0
，
E －3 0

，
C ，6 0 群 はイ ン ス リ ン 産生能の増加が

みられ
， 培養13 日日に は C －3 0 群は 10 6 8 士1 1 4 ノ上 Uノm l

となり
，
A －3 0

，
E － 30 群 と共に 10 0 0 JL U ノm l 以上 の 値 と

なり， 培養に よるイ ン ス リ ン産生能の改善が示 唆さ れ

P

莞
巴
じ

む

S

こ

ニ

コ

S

U
一

4 0 0

5 5 9

た ． ま た， ト30 群 は初期イ ン ス リ ン産生量 は比 較的良

好で ある に もか か わ らず， 培養 に よ るイ ン ス リ ン 産生

量 の 増加 は み られ ず
，
1 3 日目の イ ン ス リ ン 量 は C － 30

群の 58 ％
．
に と どま っ た ．

10 ％D M S O ．2 0
0

C ．3 0 分群くD ．

3 0フも培養経過 を通 じて イ ン ス リ ン産生量 に 変化 なく ，

F － 30 群と 同様 に 培養 に よ る イ ン ス リ ン産 生能 の 回復

は得られ な か っ た
．

一 方 10 ％D M S O ．2 0
0

C
．

6 0 分群の －

6 0l ， 2 0 ％D M S O ． 4
0

C ． 60 分群 くA － 601 は培養初期

よ りイ ン ス リ ン産生 壁は低値で あり ， 培養経過 と とも

に イ ン ス リ ン 産生 量 は低下 した．
A －6 0 群は 7 日 臥 D －

6 0 群は 10 日日 に イ ン ス リ ン 量が 100 声Uノm l 以 下 と

な り
，
培養に よるイ ン ス リ ン産生能の 回復 はみ られ な

い と判断さ れた ．

3 ． 凍結前培養ラ島の イ ン ス リ ン産 生能

凍結前に 3 －

4 日間の 短期培養 を付加した ラ 島くG ．

3 0うを 14 日 間凍結保存 した後培養に 移 し， 3 日毎 に 交

換さ れ た培地中の イ ン ス リ ン産生量を測定 し， 凍結前

非培養群 くC －3 0フ と比較しな が ら凍結前に 培養を付加

した 意義 に つ い て検討 した． 対照と して は分離直後の

新鮮ラ島を用 い た く図3 1 ．

凍結前培養群の 4 日目 イ ン ス リ ン 量 は 823 士6 4 ． 0

月Uノm l で 対照 の 63 ％， 凍結前非培養群 は 7 35 士9 8 ． 2

メロノm l で 対照の 57 ％で あ り共 に対照 に 比較 して有意

の低値 くp く 0 ．0い をみ た．
しか し培養経過 とと も に

両群のイ ン ス リ ン産生 量 は増加 し， 7 日目に は対照と

差異 は み ら れ な く な っ た
．
1 3 日 目 に は G －3 0 群 は

1 3

Ti m e a ft e r c ult u r e くd a y sI

Fi g ． 3 ． C o m p a ri s o n of i n s uli n s e c r et e d f r o m g r o u p G
－3 0 くA J a n d C －3 0 く砂1 i n t o th e

C ult u r e m ed i u m ． F r e s hl y p r e p a r ed i sl e t s a r e u s e d a s th e c o n t r ol g r o u p く四1 ．
ホ

Si g n ifi c a n t d iff e r e n c e b et w e e n C
－3 0 a n d G －3 0

， p く0 ．0 5 ．



5 60 堀

T a bl e 2 ． E ff e ct of gl u c o s e o n i n s uli n r el e a s e f r o m c ul tu r e d i sl e t s of g r o u p s C － 30 a n d G － 3 0

C ult u r e p e ri o d

af te r th a w l n g

I n s uli n s e c r e ti o n tJJUノ5 i sl e t s1 9 0 m i n ．J of i sl et s i s o l a t e d f r o m

p a n c r e a s i n K r e b s
q R i n g e r bi c a r b o n a t e

G l u c o s e c o n c e n t r a ti o n くm gノ10 0 m lJ
O 5 0

C o r ltr Ol
．

6 9 ． 7 士 10 ． 7
料

7 5 ． 0 士 7 ． 4 1 6 1 ． 8 士 2 0 ． 0

G r o u p C
－3 0 0 3 5 ． 2 士9 ． 8

4 d a y s 6 3 ． 8 士 17 ． 1

2 w e e k s 6 7 ， 3 士 4 ． 3

4 0 ． 2 士8 ．8 8 9 ． 0 士 12 ． 1

7 2 ． 8 士 1 7 ． 4 1 2 4 ．2 士3 0 ． 1

7 4 ． 3 士3 ．0 1 5 7 ． 8 士2 4
．
0

G r o u p G
－3 0 0 3 9 ． 0 士6 ．

6

4 d a y s 4 1 ． 4 士9 ． 9

2 w e e k s 4 1
． 6 士 7 ． 2

6 2 ． 0 士 18 ．5 1 4 7 ． 4 士 3 0 ． 6

6 4 ． 6 士 10 ．9 1 7 2 ．0 士 19 ． 2

6 6 ． 0 士 1 1 ． 4 1 8 5 ． 8 士 5 2 ． 5

事

C o n t r oI s t u d y w a s p e rf o r m e d b y u si n g o f f r e sh ly p r e p a r e d i sl e ts ．
抽
V al u e s a r e e x p r e s s e d a s m e a n 士 S ． D ．くN ニ 1 0l ．

F i g ． 4 ． R e p r e s e n t a ti v e i sl e t o f L a n g e rh a n s i s ol a t e d f r o m th e r a t p a n c r e a s

b y c oll a g e n a s e di g e sti o n ． T h e i sl e t i s o v a l i n s h a p e a n d s o m e e x o c ri n e

p a n c r e a ti c ti s s u e s r e m ai n a tt a ch ed

l 19 4 士 1 28 声U ノm l で 対 照 の 12 5 ％， じ30 群 は 1 06 8 士

1 1 4 声Uノm l ， 1 1 2 ％とな り共に 対 照 を上 ま わ るイ ン ス リ

ン 産生能で あ っ た ．

一

方 C －3 0 群と G －3 0 群 間で の 比 較

で は， 1 0 日目 を除い て はイ ン ス リ ン産生量 に 有意の 羞

は認め られ な か っ た ．

4 ． グル コ
ー

ス 負荷試験 に よ る 凍結
一

培養ラ島の イ

ン ス リ ン 産 生能

解凍後の 回 収率お よ びイ ン ス リ ン産 生 能が 良好 で

あ っ た 10 ％D M S O ． 4
0

C ． 3 0 分 群 くC －3 01 と凍結前培

養群 くG ． 30ぅ の 2 群に つ い て検討 した く表 2 う．

解凍直後の 基礎培地 くグル コ ー ス 渡度O m gノdll で

a r o u n d i t くX l O Ol ．

の イ ン ス リ ン産 生 能の 比 較 で は ， C ． 3 0 群， G －3 0 群共 に

対照 の 50 ． 5 ％， 5 6 ． 0 ％と有意の 低値くp く 0 ．0 1う を示

した． しか し
，
グ ル コ

ー ス 負荷 で み る と， G－30 群のイ

ン ス リ ン 童 は 50 m gノ山 負荷 で 対照 と ほ ぼ 同程度の イ

ン ス リ ン産生 量 を示 し たの に 対 し， C －3 0 群 で は 各々

53 ． 6 ％， 5 5 ． 0 ％と低値 くp く 0 ．0 1う で あり ， 凍結前に

短期培養 を付加す る こ と はイ ン ス リ ン 産 生 能椎持に 有

利 で あ る と判断さ れた ．

一 方培養経過よ り検討す ると ， 両群共 に 培養経過 と

とも に イ ン ス リ ン産生量 の 増加が み られ ， 培養 に よる

イ ン ス リ ン 産 生 能の 回 復が確認 され た． 特 に G －3 0 群



凍結保存 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器 官培養

の 30 0 m gノdl グル コ
ー ス 負荷 に 対 す る イ ン ス リ ン 産

生量 は， 4 日目 で 対照 の 10 6 ． 3 ％， 2 週 目 で 1 14 ． 8 ％ と

対照以 上 の イ ン ス リ ン 産生 量 を示 し たの に 対し， C ．3 0

群は各々 76 ■ 8 ％， 9 7 ． 5 ％に と どま り凍結前培養群の イ

ン ス リ ン産生 能の 回復が早 い こ とが 示 唆さ れ た．

IIl ． ラ島の 形態学的 ， 組織 学的観察

分離直後の ラ 島は半透明 で ， 概ね 円形 な い し楕 円形

で ある も辺 緑は やや 不整 で ， 一 部の ラ島 で は被膜が損

傷し たも の や ， 外分 泌組織の 付着 した も の も 見られ た

561

く図4 1 ． こ れ ら の ラ 島を培養に 移すと 3 日目以 内に ほ

と ん ど全 ての ラ島 は球形と な り， 周辺部の 構造は分離

直後の もの に 比 して平滑と な り
， 被膜の 損傷 も修復 さ

れ た形 で 培養され た． また付着 して い た外分泌組織 は

ほ とん どラ 島よ り剥離 して い たく図5 コ． こ れ ら培養 ラ

島を凍結保存 し解凍する と
，
ラ 島は全体 に水腫 状に 膨

脹 し， 辺 緑も不 整で ， 一 部ラ島で は
tく

ヶ バ 立 ち
，，

が 観

察さ れ た． ま た被膜 の 一

部が 破壊さ れ たラ 島も み られ

たく図6 1
． 解凍後 に更 に 培養 に移 すと， 3 日目に は ほ

Fi g ． 5 ． I sl et o f g r o u p G
－3 0 c u lt u r ed f o r 3 d a y s i m m e di a t el y a ft e r i s ol a ti o n ．

I t b e c o m e s r o u n d i n s h a p e くX lO OI ．

F i g ． 6 ． I sl e t s o f g r o u p G
－ 3 0 c r y o p r e s e r v e d a n d i m m e di a t el y a ft e r th a wi n g ，

T h e s e i sl e ts cl o s el y r e s e m bl e f r e s hl y i s ol a t e d i sl e t s くX l O Ol ．



56 2

と ん どの ラ 島は辺緑整と な り， 被膜の 強靭化が起 り，

解凍後 に 水腰 状に 膨脹 して い た ラ島は全体に 充実 した

球形と して観察さ れたく図り ． それ 以降培養を継続し

て も大 きな変化は見 られ な か っ た ．

組織学的検索 で は， 解凍 直後の ラ 島は H － E 染色で

は， 辺 緑は整 で 被膜 に お お われ
，
分離直後と同様 の 像

を呈 し， 明ら かな細胞質の変化， 核の 膨化は見 ら れな

か っ たく図8 う． ま た A － F 染色 で 観察す る と青紫色 に 濃

染 した顆粒 を有す る ベ ー

タ細胞く声．

c elり をラ 島内に 多

堀

数認 め た く図 9う．

一 方
， 解凍後 3 日間培養 し たラ 島の 汁 E 染色お よび

A － F 染色 で は
，
ラ島細胞 の 軽度空胞変性 を み る も の

の
， 解凍直後の もの と ほ ぼ同様の 像 を呈 して い た く図

10
，
1 1う

．

IV
． 門脈内同種 移 植

1 ． ス ト レ プ ト ゾ トシ ン糖 尿 ラ ッ ト対 照群

S T Z 糖尿 ラ ッ ト5 匹 に つ い て の 20 週 ま で の 観察で

は
， 血糖値 は常に 300 m g 佃l 以上 を呈 し， 尿糖は平均

Fi g － 7 ． I sl e t of g r o u p G－30 c r y o p r e s e rv e d a n d c ul t u r e d f o r 3 d a y s くX l O Ol ．

Fi g ■ 8 － H i st ol o g y o f a n i sl e t o f L a n g e rh a n s c r y o p r e s e r v ed a n d t r a n s－
Pl a n t e d i n th e li v e r wi th o u t c ult u r e ． T h e c ell u l a r f e a t u r e s a p p e a r

r1 0 r m al くX l O O ， H － E st a i nI ．
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10 ．2 gノ日， 尿 量 も 1 1 3 m lノ日 で 体 重 は 20 過 で 平 均

32 ％の 減少 を示 した ．

2 ． 同種移植 ラ ッ トの 経時的推移

4 例の 移植実験 を行 っ た ． 移植経過は以 下 の 如く で

ある く図 1 2 こ C
－1
，
C － 2

，
C －3

， C ． 4 ラ ッ ト1 ．

1 1 C－1 ラ ッ ト ニ体重 305 g ， 血糖1 00 m gld l ラ ッ ト

に S T Z を静注 す る と 1 過 後 に 血 糖 は 400 m gノ劇 以

上 尿量 155 m lノ日
， 尿糖 12 ． 5 gノ日の 糖尿 病状態を示

し た
．
そ こ で 約350 個の ラ島を門脈内に移植 した． 移

植後 1 週間で 血 糖 150 m gノdl ， 尿 量60 m l ， 尿糖 1 ．2 gJ

日と 著明 な 改善が み ら れ
，
2 週 目 に は血糖 11 0 m g 佃1

と な り以後 12 週ま で 12 0 m gノdl 以 下 の 値 で あ っ た ．

1 6 過に なり 一

時的に 15 0 m gノdl と上 昇す る も 20 過日

に は 13 5 m gノdl に 復 し て い た ． 尿糖 は 2 週目 で 0 ． 75

F i g ． 9 ， H i st ol o g y o f a n i sl e t c r y o p r e s e rv e d a n d t r an S pl a n t ed i n th e li v e r

W it h o u t c ul tu r e ． P －C ell s a r e u s u all y n o t f o u n d a t th e p e ri ph e r y of th e

i sl e t くX l O O ， A － F s t a i nl ，

Fi g ． 1 0 ． H i s t o l o g y o f a n i sl e t o f L a n g e r h a n s c r y o p r e s e rv ed a n d t r a n s pl a n t －

e d i n th e li v e r af t e r a 3 － d a y c ult u r e ． T h e i sl e t c e11 s a p p e a r vi a bl e w it h

n o r m al s t r u c t u r a l o r g a n i z a ti o n ， i n d i c a ti n g th e f a v o r a b l e e ff e c t of th e

C ult u r e o n th e vi a b ility o f c ell s くX lO O ， H r E st ai nl ．
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Fi g ． 11 ■ H i s t ol o g y o f a n i sl et o f L a n g e rh a n s c r y o p r e s e rv e d a n d t r a n s pl a n t
－

ed i n th e li v e r a ft e r a 3 －d a y c u lt u r e ． P － C ell s s h o w sli gh t d e g e n e r a ti o n a s

C O m p a r e d wi th t h o s e o f i sl e t s wi t h o u t c u lt u r e i n Fi g ． 9 くX lO O ， A － F st a i nl ．
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gノ日 と低下し， 以 降 0 －2 －0 － 5 gノ日の 問で 推移し た． 尿

量は 3 週日以 降 15 m lノ日以 下で あ っ た ． ま た体重 は移

植後漸次増加し， 2 0 週 で 46 0 g とな っ た ．

2 1 C －2 ラ ッ トニS T Z 静注 に よ り 255 g か ら 5 g の

体重減少が あり， 血糖 は 375 m gノdl ， 尿糖 9 － 8 gJ 日を示

した．
ラ 島400 個 の 移植 に よ り， 1 過日 に は血糖122

m gJ dl ， 尿糖0 －5 gJ 日 と な り， 以降血糖 11 5 m gld l 以

下， 尿糖 0 ． 0
－

0 ． 2 gノ日 を推移し た． 全身状態 も良好 で

20 週に は体重 4 30 g と 69 ％の 増加 を認め た．

3 1 C ．3 ラ ッ トこS T Z 静 注 1 週後体 重 275 g ， 血 糖

34 5 m gl d l ， 尿糖 9 ．O gl 日 の レ シ
ー ビ ュ ン ト くr e ci p －

ハ

訂
p

芯
V

む
S

O
リ
コ
ー

餌

2
て

つ

5 6 5

i e nりラ ッ ト に ラ 島4 00 個 を移植 した． 1 過後 に は血 糖

118 m gノdl ， 尿糖 0 ．4 gノ日 と な り 20 週 ま で 血糖 125

m gノdl 以 下， 尿糖 0 ． 0
－

0 ． 4 gノ日 を 推移し た． 体重 は

76 ％の 増加を み た．

4 うじ4 ラ ッ トこ 体重 280 g ， 血 糖 95 m gノd の ラ ッ ト

で S T Z 静注に より体重 270 g ， 血糖400 m gld l 以 上 ，

尿糖 9 ． 4 gノ日 を示 し た．
ラ 島400 個移植 に よ り 1 週後

に は血糖 280 m gld l ， 2 週日 1 90 m gldl ， 4 週目 130

m gJ d l と な り 6 週目以 降 12 過ま で 12 0 m gノdl 以 下 の

血 糖値で あ っ た ． 尿糖 は1 週後2 ． 1 gノ日 で あり， 6 過

日 で 0 ． 5 gノ日以下 とな っ た ．
また体重 は 2 週目以降漸

C － 3 R A T

ハ

訂
p
し

由
U

U
S

8
コ
一

也

望

壱
コ

－

1 0 1 2 3 4 8 1 2 1 6 2 0

Ti m e a ft e r t r a n s
p
l a nt at io n くW e ek sI

C － 4 R A T

－

1 0 1 2 3 4 6 8 1 2

T i m e aft e r t r a n sp
E a nt at1 0 n くw e e k sJ

F i g ． 12 ． E ff e c t s of tr a n s pl a n t a ti o n くホ 糠 J o f i sl e t s o f L a n g e r h a n s i n t o s tr e pt o z o t o ci n

い トi n d u c ed d i a b e ti c r a t s vi a p o rt al v ei n s くC － 1
，
C －2

，
C 3 a n d C － 4 r a t sL t h e y w e r e

e v al u a t e d b y th e s e r u m gl u c o s e く曙l ， u ri n e gl u c o s e くA l a n d w ei gh t g ai n く命1 ．

I sl e t s c ult u r e d f o r 3
－

4 d a y s b o th b ef o r e a n d af t e r th e c r y o p r e s e rv a ti o n くG －3 01

W e r e u S e d f o r th e p r e s e n t e x p e ri m e n t s ．
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次増加 した が
，
増加率 は6 ． 3 gノ遇で 4 例中

山

番低値 で

あ っ た ． 本例は 15 週目に 死 亡 したが 死 因は不明 で あ っ

た ．

考 察

膵 ラ島移植 によ り糖尿病治療 を試 み る研究は L a c y

ら
5
りこよ る コ ラ ゲナ ー ゼ消化法くc oll a g e n a s e di g e sti o n

m e tb o dl を用 い た ラ島分離法 の 確立以来盛ん に 行 われ

る よう にな っ た ． B alli n g e r ら
61
，
K a rl ら

7I
，
R e c k a rd

ら引
，
Zi e gl e r ら

91
，
P a rlij a y a n o n d ら

1 01
， L e o n a r d ら

1 11
，

木村1 2I等 は 400 －

1 20 0 偶の ラ ッ ト分離ラ 島を腹腔内，

畢丸， 門脈内等 へ の 同系， 同種移植 し糖尿病状態か ら

の 回復 をみ た と報告 して い る． し か し， ラ ッ トや モ ル

モ ッ ト等の小動物に お い て は コ ラ ゲナ ー ゼ消化法に よ

る ラ島分離は容易で ， 糖尿病改善の た めの必要 ラ島量

を得る こ と は可能で あ るが ， 大動物や ヒ トで は ラ島分

離 は困難で あり， 得 られ る ラ島数も不充分な た め有効

な移植効果が発揮 され て い ない 現状 で ある
用

． 従 っ て

こ れ らの ラ島移植 を考え る時， 大量 の ラ島 を確保す る

意味に お い ても ， 一 時的に 何 らか の 方法 で細胞活性

くvi a bilit yl を失う こ と なく保存 ，確保 す る こ とが重 要

な 課題である．
こ れ らの 有効 な長期保存方法 に は現在，

培養保存と凍結保存 の 2 方法 が考 え られ て い る．

膵組織の 培養の歴史 を振 り返 る と， 1 95 4 年 Cb e n
湖

が ラ ッ ト胎児膵 を液体培地 で 10 日間培養 し， 形態学的

に 観察 した こ と に 始 ま る． 分離 ラ 島 の 培養保存 は

M o s k al e w s k i
1 51
によ り始 め られ， そ の後高木 ら

1 61
， 池

上
171
，
A n d e r s s o n ら

1 81
， K o s ti a n o v sk y ら

瑚
， 小島

2 01
，

山崎2I等 によ り なさ れ てい る． 小 島201 は 80 日間の 培養

保存 を行い ， 形態学的， 機能的 に 観察検討 して お り，

形態的に は分離直後の 新鮮 ラ島と ほ ぼ同様 で， 培地中

のイ ン ス リ ン 産生畳 も ほ ぼ 一 定で あ っ た ． ま た， グル

コ ー ス 負荷 に よ るイ ン ス リ ン 分泌刺激実験で も ， 新鮮

ラ島と同様 な分 泌反応 を示 した と 報告し てい る． また

山崎2Iも 7 日 間培養保存 した ラ島 を用い ， イ ン ス リ ン

分泌 に 対す る グル コ
ー ス

，
グ ル カ ゴ ン

， 各種消化管 ホ

ル モ ン の 影響 の検討を行い ， 新鮮ラ 島と 同程度 に これ

ら に充分反応 しう る と して い る．

と こ ろ で培養保存 は培養日数 の経過と と も に 培地中

の線維芽細胞 の 増殖， 細菌汚染 の危険性 の増大， 手技

の 煩雑 さ な どに よ っ て大量の ラ 島を長期保存す る に は

困難な面が多い と考 えられ る ． したが っ て移植 を目的

と した大量の ラ 島の長期保存に は凍結保存が よ り有効

な手段と考 えら れる ．

精子 叫 ， 赤血球2 21等の 単細胞 か ら始 っ た凍結保存は

凍害防止剤 の研究 と とも に ， 骨髄
231
，
皮膚 細 ， 角膜

2 Sl
，

心臓 細， 腎臓
2 7I
に つ い て も行わ れ る よう に な っ て きた．

堀

一 般 に 大き な臓器の 場合凍害防止剤の 臓器 内へ の 叫 様

な浸透 は困難で あ り， ま た臓器 内部の温度 コ ン トロ ー

ル が難 しい た め
， 細胞内外の 水晶化が お こ り， 細胞破

壊 や組織構造破壊 を招来せ し め
，
臓器 と して の 機能を

充分に 再現 し得 ない 問題点 を残 して い る． しか しラ島

は非常 に 小 さ な組織 で あ り凍結保存 に か ける期待は大

き い
． 出月 ら 細 は膵 組織小 片 を7 ． 5 ％D M S O で 15 分

間飽和後 10
－

15
0

Cノ分の 急速冷却 に よ り凍結保存 を試

み ， 膵全摘犬 の腹腔内 へ 移植 した と こ ろ， 着床生者し

血糖値 の改善 を み た と し て い る ．
E e m p ら

2 別
も 胎児

ラ ッ ト膵 を2 M
，
D M S O に て 0 ．2 4

0

C J
，

分 の 冷 却速度

で － 1 9 6
0

C に て 9 － 1 3 週 間保存後
， 糖尿 ラ ッ ト腎被膜

下 へ 移植 を行い ，糖尿病よ り の 改善を み たと して い る
．

K n i gh t ら
30J
，
F r a n k el ら

3 1l
，
F e r g u s o n ら

3 2I
， 大野331等

も 同様 な凍結保存 を行い ， そ の 有効性を報告 して い る
．

さ て 凍結保存 に お い て は凍害防止剤 の 必 要性 は言及

す る ま で も ない が， 凍害防止 剤の 浸清作用条件も 重要

な因子 と考 え られ る． 著者は本実験 で は凍害防止剤と

して は 広く使用 され てい る ジメ チ ル ス ル フ ォ キ サイ ド

くdi m eth yl s u lf o x i d e ， D M S O l を用 い たが ， D M S O 自

体の 細胞毒性は強く， その 濃度決定は重 要な 問題で あ

る． F e r g u s o n ら
3 21
，
B r e t z el ら

3 41
，
R aj o t t e ら

3 51 は1 0 ％

D M S O を用 い て 好 結果 を報告 し て い る が ，
本 実

験で は 5 ％， 1 0 ％， 2 0 ％の D M S O 濃度を作成 し， それ

ぞ れ の 浸漬温度く4
0

C
，
2 0
0

Cン
，
浸漬時間く30 分， 6 0 別

の 組 み合せ に よ り ラ島を凍結保存 した． そ の 後解凍し

て得 られ た ラ 島の回収率お よ び凍結 一 解凍後 に それ ぞ

れ の ラ島 を培養 に 供 し， 培地中に 産生さ れ たイ ン ス リ

ン 量 よ り D M S O の 浸漬条件 を検討 し た． そ の 結果，

D M S O 濃度 で み る と 5 ％
，
2 0 ％群 の 回 収率は悪 く ，

1 0 ％群が 50 ％以上 の 良好 な回 収率を示 した． 浸漬温度

お よ び時間の 検索で は ，
4
0

C 群， 3 0 分群が 一 般に 高回

収率 で あ っ た ． また 回収率の 良好 で あ っ た 8 群 を対象

と した凍結 一 解凍後の 培養で も ，

一 般に 回収率が良好

で あ っ た群は充分培養に 耐 え
，
培養経過と とも に イ ン

ス リ ン 産生能の 回復が み られ る傾向で あ っ た ．
これ ら

はラ 島が 至 適条件下で 凍結保存され れ ば ， 細胞内破壊

が少な く， その結果ラ 島の 構造破壊も軽微で
，
機能が

充分保持 され る こ と を示 して い る ． しか しなが ら 回収

率が良好 で ある に も か か わ らず
， 培地中の イ ン ス リ ン

産生が不良で あ っ た 群 く20 ％D M S O ． 4
0

c
－

6 0 分群1

も み ら れ た
．
こ れ は高濃度 D M S O 6 0 分作用 に よ り凍

結時の 水晶 に よ る細胞破壊 は少な い が， D M S O 自体の

毒性が強 く作用 した た め で あ ろう と考 えて い る． 岸田

ら
和
も D M S O の 浸清作 用 条件 に つ い て グ ル コ

ー ス 負

荷 に よ る イ ン ス リ ン 分泌能 よ り検討 を加 え て お り，

4
0

C ． 3 0 分浸漬に お ける 5 ％， 1 0 ％低濃度 D M S O 群で



凍結保存 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器官培養

は， 5 0 0 m gノd グ ル コ
ー ス 負荷 で新鮮 ラ島群 の 75 －

85 ％の 分泌能 で あ り， 15 ％ で は 64 ％， 2 0 ％D M S O で は

48 ．9 ％と D M S O 濃度が 上 昇す る に つ れ て イ ン ス リ ン

分泌能が低下す る と報告 し て い る． ま た浸 漬温度 も

20
0

C の 場合 は 4
0

C に 比 較す るとイ ン ス リ ン 分泌能は低

下す ると して い る ．
こ れ ら の 結果は著者の 結果と軌 を

一 に して お り
， 解凍後の ラ 島回 収率 を考慮す る なら ば

10 ％D M S O
．

4
0

C ． 3 0 分が浸潰作用条件と して最適で

ある と判定 され た．

凍結保存 は手技的 に も 容易 な保存方法で あ るが ， 凍

結
一 解凍過 程 で 被る ラ島損傷 は無視出来 な い ． 大野3 31

の報告 に よ る と解凍直後の イ ン ス リ ン 産生能 は新鮮 ラ

島群の 50 ％前後で あ り， 著者の成績で も 同様 の 成績 で

あ っ た ． ま た分離直後の 新鮮 ラ島あ る い は培養 ラ島移

植で は移植後 1 週間で 糖尿病状態よ り回 復す るの に 比

較して ， 大野3 31 ， 窪田ら3 71は解凍直後の ラ島移植 で は 4

週間が 必要で ある と して い る ．
す なわ ち移植 され た凍

結保存ラ島が正 常な生 物学的機能を維持 し始 める に は

4 週間生体培養さ れ る必要の ある こ と を示 唆 し て い

る
．
そ こ で著者は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消化法 で 分離 され た ラ

島を培養に 移す と， 分離操作 で 生 じた損傷は 3 日以 内

に修復さ れ ると い う事実細 に 基き ， 凍結保存の 前後 に

培養を付加 す る新し い 保存法 を考案 し， そ の 形態お よ

びイ ン ス リ ン 産生能 に お よ ぼ す意義に つ い て 検討 し

た． まず コ ラ ゲ ナ ー ゼ消化法で分離 した ラ 島を培養 に

供す ると ， 3 日目に はラ 島は球形とな り ， 被膜の 損傷

も修復さ れ た．
そ の後凍結保存を試み ると， その 回収

率は80 ％と 向上 が み られ た．
また

，
こ れ ら の ラ島を解

凍後さら に 培養に 供 し， 1 日毎の 培地交換で イ ン ス リ

ン産生能を み ると
， 凍結前非培養群 で は分離直後の イ

ン ス リ ン産生 能に 回復す る ま で 約6 日間 を要す る の に

比 し
，
凍結前培養群 で は 3 日目に は分離直後 の イ ン ス

リ ン産 生能 まで 回復す る傾向を示 し
，
形態学的観察 に

お い ても 分離直後の ラ島に 近い ま で の 修復を み た． 更

に グル コ ー ス 刺激に よる解凍直後 の イ ン ス リ ン 産生 能

の 検索 で も， 凍結前培養群 は凍結前非培養群 に 比 し て

高い イ ン ス リ ン 産生 能 で あ っ た ． 以 上 の 結果 より， 凍

結前に 短 期培養 を付加す る こ と は
，
凍結 一

解凍過程で

被る ラ島損傷 を軽微 なも の と し， し か も イ ン ス リ ン 産

生能を充分保持せ し め
，
更に 解凍後の 機能回復 をも促

進しうる も の で あ り， 有効 な手段 と考 えられ た ． 次 に

至適条件下 で凍結保存さ れ た ラ島の 解凍後培養実験 に

おい て
， 培養直後で は分離直後の 対照 ラ 島に 比 し培地

中の イ ン ス リ ン 産生 量 は低値 で あ るが ， 培養経過と と

もに 漸増 の 傾向を示 し， 培養 13 日 目で は対照を上 ま わ

る程度に ま で 回復 した． また ， グリ コ
ー ス刺激 に よ る

イ ン ス リ ン 産生 能 をみ て も， 培養経過 と とも に その 機

567

能の 改善をみ て お り
， 組織学的検索でも凍結 一 培養ラ

島細胞内に 豊富に 月額粒 を認 めた．
以 上 の結果 より ，

凍結保存 ラ島も解凍後の培養は可能 で あ り
，
しか も機

能的にイ ン ス リ ン 産生能が 回復 しう る こ とを示 す も の

で ある ．
これ は R aj o tt e ら

3 51
の 解凍後 48 時間の 培養に

よ り タ細胞の 形 態学的改善が み られ ， イ ン ス リ ン 分泌

能で も 分離直後 と有意差は み られ な か っ たと する報告

と同様で あ っ た ． そ こ で解凍後 に培養を付加 し
，
内分

泌機能 の改善 をは か っ た凍結 一 培養 ラ島の S T Z 糖尿

ラ ッ ト門脈内移植実験 を行 っ た ． その 結果
， 糖尿ラ ッ

トは移植後 1
－

2 遇後 に 血糖値の正 常化 をみ た． 移植

効果の 判定 は糖尿状態の 重症度
，
移植ラ島数， 移植経

路の 相違 に よ り単純に 比 較でき な い と考えられ る が ，

凍結 一 解凍直後 の 移植 では正 常状態 に まで 回復す る の

に約 4 週間 を要する と い う報告と比 較する と， 著者 の

凍結保存後 に短期培養を付加 し， 形 態的に も機能的に

も よ り正常な ラ 島を移植す る こ と は， 凍結保存 ラ島移

植で は有効な方法 で あ る こ とが 明 らか と な っ た ．

以上 ， 凍結 一 培養ラ島のイ ン ス リ ン産生 能， 移植効

果を中心と して報告 したが， 本実験で は ラ島の 組織適

合性， 抗原性 に つ い て の 検討 は行わ なか っ た ．
S 11 m －

m e rl in ら
3 81 は培養保存 さ れ た皮膚 の移植実験で生者

期間の延長 を認め た と し て い る
．
また L a c y ら

瑚 は 分

離ラ島で ， 培養 を施 す こ と に よ り移植紡織に 含ま れ る

白血 球くp a s s e n g e r l e u c o c yt el が取 り除か れ る こ と に

よ り生者期間の延長を みた と報告し てい る． この 意味

に お い て も培養 を付加 する こ とは意義が ある と思わ れ

る．

結 論

膵ラ 島移植に お い て ラ島の 長期保存は重要な課題 で

あ る． 著者 は臓器保存法と しての 凍結保存法に 器官培

養を組み合せ ， ラ島の凍結保存法に つ い て検討 し， 以

下の 結論を得た．

1 ． コ ラ ゲ ナ
ー ゼ消化法に よ り分離 したラ 島を用 い

て
，
ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サイ ド Cdi m eth yl s u lf o x id e ，

D M S Ol 作用 下 に 凍結保存 を試 みた所
，
1 0 ％D M S O ．

4
0

C ． 30 分浸清作用 の の ち凍結保存 を行っ た ラ島の 解

凍後 回収率 は， 7 5 ％と 最も良好 な結果 で あ っ た ．

2 ． 種々の D M S O 濃度， 浸潰温度 お よ び 時間の 条

件下 で 作用 さ れ た 後凍結保存 した ラ 島を培養 に 移 す

と， 10 ％D M S O ． 4
O

C
．

3 0 分群
，
20 ％D M S O ． 4

O

C ．

3 0 分 群
，
5 ％D M S O ． 4

Q

C ． 3 0 分群， 1 0 ％D M S O ．

4
0

C ． 6 0 分群 は培養 に よ りイ ン ス リ ン産生能の 回復が

み ら れ
， 特 に 1 0 ％D M S O ． 4

0

C
． 3 0 分群は培養早期よ

り良好 なイ ン ス リ ン産生能 を示 した ．

3 ． 凍結前に 短期培養 を付加す る と， 解凍後ラ 島回



5 6 8

．

収率 は 80 ％ に 向上 した． 更 に こ れ ら ラ島を培養 に供 す

る と
， イ ン ス リ ン 塵生能 の回復 は凍結前非培養群に 比

して よ り早 い 傾向で あり
，
ま た グ ル コ

ー ス 負荷 に 対す

るイ ン ス リ ン 産生量 で も凍結前非培養群よ り良好な結

果で あ っ た ．

4 ， S T Z 作成糖尿ラ ッ ト門脈内 へ ， 凍結前後 に 短期

培養を付加 したラ 島の 同種移植実験 を行い 良好 な結果

を得た．

以上 の 成績 よ り， ラ 島の 保存， 移植 に お い て は， 1 0 ％

D M S O
． 4

0

C
． 3 0 分浸漬が優 れて お り ，

また凍結保存

の 前後 に短期培養を付加す る こ と に よ り， 良好 なイ ン

ス リ ン産生能が得られ， そ の 移植成績 は満足な もの で

あ っ た ．

本論文の 要旨は ， 第 8 回臓器保存研究会， 第1 7 回 日

本移植学会に お い て発表 した．
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期培養 に お ける形態学的観察と生物学的機能維持に つ

い て
． 十全医会託， 86 ， 7 4

－

8 9 く19 7 71 ．

2 1I P ol g e ， C ． ， S m it h ， A ． tJ ． 良 P a r k e s ， A ． S ． ニ

R
．

e v i v al o f s p e r m a t o z o a a f t e r vi t rifi c a ti o n a n d

d e h y d r a ti o n a t l o w t e m p e r a t u r e s ． N a t u r e ， 1 6 4 ， 6 66

く19 4 9ナ．

2 2I 隅田 幸男 t 顧 一 介 ． 紫野 良 一 ． 柏 田欣 志 ． 田代

稔 ． 奥 山絵夫二 冷凍血液の 現況と将来． 手術， 21 ， 81 6

－

83 0 く19 67I ．

2 3I T r a n ， P ． T ． 鹿 B e n d e r
，
M ． A ． こ P r o t e c ti o n of
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m o u s e b o n e m a r r o w b y i n o r g a n i c c o m p o u n d s

d u ri n g f r e e zi n g a n d th a w i n g ． P r o c ． S o c ． E x p ． B i ol ．

M ed
リ
1 0 4

，
3 88－39 0 く19 6 01 ．

24J P e r r y ， V － P ． ニ D e s c ri p ti o n of c u r r e n t ti s s u e

b a n k m e th o d s o f sk i n p r e s e r v a ti o n ． C r y o bi ol o g y ， 3 ，

17 8－19 1 く1 9 6即．

251 K a u f m a n n ， H ． E ． こ F o u th a n n u al m e e ti n g o f

s o ci e ty f o r c r y o bi o l o g y ニ P r e s e rv e d c o r n e al ti s s u e

f o r tr a n s pl a n t a ti o n ． C r y o b i o l o g y ， 3 ， 3 5 5－39 1 く19 6 7ナ．

御 荘a r o w ， A ． M ． ， 口 n al ， M ． 0 ．
， C a r ri e r

，
0 ．

，

D a r Li el ， C ． R ．
，
W e b b

，
W ． R ． 段上H o ll a n d

，
W ．－C ． こ

P r eli m i n a r y o b s e rv ati o n o n d r u g r e s p o n s e s i n

vi a bl y f r o z e n m a m m a li a n h e a rt s ． C r y o b i ol o g y ， 3 ，

3 35
－ 34 0 く19 6 7I ．

2 7I H a l a s z ， N ．
A

． ，
R o s e n fi eld

，
H ． A ．

，
O rl o f f

，
M ．

J ．
鹿 S eif e r t

，
L ． N ． ニ W h o l e o r g a n p r e s e rv a ti o n ．

S u r g e r y ， 6 l ， 4 1 7
－

42 1 く1 96 71 ．

卿 出月康夫
．

窪 田 倭 こ 膵移植の 現状 と問題点． 日

本臨床， 35 ， 3 29－33 6 く19 7 7I ．

29I K e r rLP ， J ． A ．
，
M u 11 e n

，
Y ．

， W ei s s m a n ， H ．
，

H ei n i n g e r ， D ．
，
B r o w

．

n
，
J ． 鹿 C l a r k

，
W ． R ． こ

R e v e r s al o f d i a b et e s i n r a t s u sl n g f et al p a n c r e a s e s

S t O r ed a t －19 6
0

C ． T r a n s pl a n t a ti o n ， 2 6 ， 2 60
－ 2 6 4

く19 7 軋

30I K n i g h t ， M ． J ．

，
S c h a r p ， D ． W ．

，
K e m p ， C ． B

．
，

B al 1i n g e r ， W ． F ． 鹿 L a c y ， P ． E ． こ E ff e ct s of c old

St O r a g e O n th e f u n c ti o n o f i s o l e t e d p a n c r e a ti c i sl et s ．

C r y o b i ol o g y ， 1 0 ， 8 9
－ 9 0 く19 7 31 ．

3り F r a n k el ， M ． J ．
，
S c b a r p ， D ． W ．

，
E e m p ， C ． B ．

，

N 11 n n ell y ， S ． B ．

，
B a lli n g e r ， W ． F ． 及 L a ． c y ， P ． E ． こ

C r y o p r e s e rv a ti o n o f p a n c r e a ti c i sl e t s ． E u r ． S u r g ．

5 69

R e s
リ
6
，
8 9 く19 7 41 ．

3 2I F e r g u s o n ， J ．
，
Al 1 s o p p ， R ． H ．

，
T a yl o r ， R ． M ．

R 一 息 J o h n s t o n
，
I ． D ． A ． ニI s ol a ti o n a n d l o n g t e r m

p r e s e rv a ti o n of p a n c r e a ti c i sl e ts f r o m m o u s e ， r a t

a n d g u i n e a pi g ． D i a b e t ol o gi a ， 1 2 ， 11 5－1 21 く19 7 61 ．

3 3I 大 野 進 こ ラ ッ ト膵ラ ン ゲ ル ハ ン ス 氏島の 凍結

保存 に 関 す る 実験的研究． 日 外会誌， 80 ， 6 1 ト6 26

く1 97 9ン．

3 4I B r e t z el ， R ． G ．
，
S ch n eid e r

，
J ．
，
D o b r o s c h k e

，
J ．
，

S c h w e m m l e
，
K ．

，
P f ei ff e r

，
E ． F ． 鹿 F e d e rli n

，
E ． ニ

I sl e t t r a n s pl a n t a ti o n i n e x p e ri m e n t al d i a b e t e s o f

th e r a t ． H o r m ． M et ab ． R e s ．
，
1 2

，
2 74

－

2 7 5 く198 01 ．

35I R aj o t t e ， R ．
V

．
，
S t e w a r t

，
H ． L ．

，
V o s s

，
W ． A ．

G ．， S h n itk a ， T ． E ． 鹿 D o s s e t o l
．

，
J ． B ． ニ V i a b ilit y

St u d i e s o n f r o z e n ． th a w ed r a t i sl e t s of L a n g e rh a n s ．

C r y o bi ol o g y ， 1 4 ， 1 1 6
－ 1 20 く19 7 71 ．

361 窪 田 倭 ． 田村仁 信 ． 出月康夫 ． 横井 隆 ■ 風間

厚宏．渡辺 弘 こ 凍害防止剤 D M S O の ラ ッ ト， ラ島民

に お よぽ す影響． 移植， 16 ， 2 7 6
－

2 8 2 く1 9 821 ．

3 71 窪田 倭 ．

田村仁借 ． 出月康夫 ． 横井 隆 ．

渡辺

弘 こ 膵ラ氏島移植の 現況 と 問題点． 移植く総会臨時号コ，

17
，
3 8 く19 8 2う．

3 81 S u m m e rli n ， W ． T ．
，
B r o u t b a r

，
C ． ， F o a n e s ， R ．

B －

，
P a y n e ， R ．

，
S tll t m a n

，
0 ． ， H a yfli ck ， L ． 也 G o o d

，

R ． A ． こ A c c e p t a n c e o f ph e n o t y pi c all y diff e ri n g

C ul t u r e d s k i n i n m a n a n d m i c e ． T r a n s pl a n t ． P r o c ．， 5 ，

7 0 7 く19 73I ．

3 9I L a c y ， P ． E ．
，
D a vi e

，
J ． M ． 丘 F i n k e

，
E ． 1I ． こ

E ff e c t o f c ult u r e o n i sl et r ej e c ti o n ． D i a b e t e s
，
2 9

，
9 3

－97 く1 9 80I ．

S t u di e s o n O r g a n C ult u r e o f C r y o p re s e rv ed R at P a n c r e ati c Islet s of L a n g e rh a n s T s u t o m u

lm a h o ri
，
D e p a rt m e nt o f S u r g e r y 仲川D i r e c t o r ニ P r o f ． I ． M iy a z a kil ， S c h o ol o f M e di ci n e ， K a n a z a w a

U ni v e r sit y a n d D e p a rt m e nt o f S u r g e r y O くDi r e ct o r 二 P r o f ． G ． N a k ag a w ar al ， F u k ui M e dic al S c h o ol

－J ． J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 3
，
5 5 5 － 5 7 0 く1 9 8 4J

K e y w o r d sこ C r y o p r e s e r v ati o n ， I sl et s of L a n g e rh a n s ， C ult u r e ， T r a n spl a n t ati o n

A b st r a ct

T h e p r e s e n t st u d y w a s u n d e rt a k e n t o e x a mi n e i n s uli n
－

r el e a s l n g a Cti v it y a n d t h e r a p e u ti c a b ilit y

O f r a t p a n c r e a ti c i sl e t s o f L a n g e r h a n s c u lt u r e d b e f o r e a n d a ft e r c r y o p r e s e r v ati o n ． B a s e d o n t h e

r e s u lt s o f v a ri o u s p r e t r e a t m e nt c o n d iti o n s t e st e d ， t h e f o ll o w m g p r o c e d u r e s w e r e f o u n d t o b e t h e

b e st 3 t h e i sl e t s w e r e i s o l at e d ft o m m al e W i st a r r at s b y c oll a g e n a s e d ig e sti o n ， in c u b at e d w it h a n

a n ti －f r e e z e r d i m e t h y l s u lf o x id e くD M S O ， 1 0 ％1 a t 4
0

c f o r 3 0 mi n u t e s
，
a n d t h e n c ry o p r e s e rv e d at



5 7 0 今 堀

－ 1 9 6
O

c i n liq u id n it r o g e n f o r 7
－ 1 4 d a y s ■ T h i s p r e i n c u b ati o n w it h D M S O m a d e it p o s sib l e t o

m ai n t ai n 7 5 ％ o f t h e o ri g in al a p p e a r a n c e o f t h e i sl e t s a ft e r c r y o p r e s e rv a ti o n ． I n s u h n －

r e l e a si n g

a cti v iti e s o f t h e isl e t s w it h o r w i t h o u t o rg a n c u lt u r e b e f o r e a n d aft e r f r e e z i n g w e r e c o m p a r ati v ely

e x a m in e d ． J u st a ft e r t h a w in g o f t h e i sl e t s w h i c h h a d b e e n c u lt u r e d f o r 3
－ 4 d a y s b e f o r e c r y o

－

P r e S e r V a ti o n ， t h e y d id n o t h a v e a n y b e tt e r c a p a cit y t o p r o d u c e in s u li n t h an t h e i sl e t s w h i c h

h a d b e e n d i r e c tly c r y o p r e s e r v e d w it h o u t t h e p r e c u lt u r e ． H o w e v e r
，
d u ri n g a n a d d iti o n al c u lt u r e

af t e r t h a w in g ， t h e f o r m e r t e n d e d t o r e c o v e r t h e i n s u li n
－

r el e a s in g a c ti v it y m o r e r a p id ly t h a n th e

l a tt e r妄a Sig n ifi c a n t d iff e r e n c e w a s f o u n d b et w e e n b o t h o f t h e m i n t h e gl u c o s e く5 0
－

3 0 0 m gI dll

l o a d i n g t e st ■ T h e i sl e t s c ult u r e d f o r 3
－ 4 d a y s b o t h b e f o r e a n d a ft e r t h e c r y op r e s e r v a ti o n ， W e r e

t r an S Pl a n t e d t o st r e p t o z o t o ci n
－i n d u c e d d i a b e ti c r at s v i a t h e p o rt al v ei n ， r e S u lt in g i n a g o o d

r e c o v e r y fr o m d i a b e ti c st at e s w i t h i n 2 w e e k s o f t r an SP l an t a ti o n ． T h e r e f o r e
，
t h e m o st b e n e fi ci al

m e t h o d f o r t r a n sp l a n t ati o n o f c r y o p r e s e r v e d i sl e ts o f t h e r at p a n c r e a s i s t o p r e c u lt u r e f o r 3
－

4

d a y s b e f o r e c r y o p r e s e rv a ti o n a n d t o c u lt u r e a d d iti o n all y f o r 3
－ 4 d a y s b e f o r e t r a n sp l a n t a ti o n ．


