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断頭 に よ る ラ ッ ト屍体膵 を用 い て 低温( 4 ℃) ･ 高圧(
4 気圧) な らび に 酸素飽和の 3 種頒 の 条件 の

組み 合わせ で腹腔動脈 よ り 6 時間油流 を行 い , さ ら に そ
れ らの 湾流膵 の ラ ン ゲル ハ ン ス 氏島(以下ラ 島) を

培養す る こ と に よ りそ の 保存性 を検討 した･ 変性 ラ島出現率は低温
･ 酸素飽和条件下 の濯流膵が最も低 く,

この 条件下の湾流膵分離ラ島は新鮮膵分離ラ島の 86 ･ 5 % のイ ン ス リ ン 分泌能 を保持 して い た ･
これ らの ラ

島 を培餐す る と, 滞流 に よ り幾分障害 を受
け て い た ラ島は 3 ～ 4 日で 形態学的 に 修復 され ･ 3 日 ご とに交換

し た培地中の イ ン ス リ ン 盛は 培餐期間の 21 日間ラ 島
2 個あた り851

～ 1 1 34 〟 uノm l の範囲内で変動し
た

･
また

グル コ
ー ス刺激 に 対す るイ ン ス リ ン 分泌反応も新鮮膵分離 ラ島

と ほ ぼ同等 に保 たれ てお り, ス ト レ プ ト ゾ

ト シ ン( s t r e p t o z o t o ci n) 糖尿ラ ッ トに 対 す
る こ れら の ラ 島の門脈内移植実験で も糖尿病状態のす みや か な

改韓が みぺ れ た .
これ らの 実験結果 は湾流膵 よ り分離 した ラ島 は増車

に よ り その 生物学的活性が保持さ れ

る こ と を示 して お り, 臨床応用 へ の可能性 を示 唆 し
て い る

･

E e y Ⅵ
r O r d s 屍体膵, テ ン ゲ ル ハ ン ス 氏島, 濯流保存･ 培養保存, 門脈内移植

糖尿病 はイ ン ス リ ン の 発見
1) に よ っ て

一 応 コ ン トロ ー

ル が可能と な っ た . し か しな が ら若年で発症す る糖尿

病 は早晩内科的に コ ン ト ロ
ー ル が困難 と な り, 現行 の

イ ン ス リ ン 定量 投与法の 限界が明 ら か と な っ た .
す な

わ ち定時的な イ ン ス リ ン投与法は生体の 生理 的糖代謝

リ ズム に 合致 した も の で は なく , 細 小血管症 の 発生 を

防止 す る こ と がで き な い か ら で あ る . 細 小血管症 の 発

生
,
進展 防止 に は正 確 な フ ィ

ー

ド バ ッ ク 機構 に よ り調

節さ れ た量 の イ ン ス リ ン投 与が 理想的 で, 種々 の 方法

の ひ と つ と し て膵移植が検討さ れ て い る
2)

.

膵移植に は大別 して 2 つ の 方法が 考 えら れ る . す な

わ ち, 血 管吻合 に よ っ て 膵全体 あ る い は
一 部を移植す

る方法
2) と

, 膵組織片 ある い は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 氏島(以

F ラ 島 と略) 組織 の み を外分泌よ り 分離 して 移植す る

方法で あ る3) 4) . 私 ども の 教室で は膵 ラ 島移植 を中心 と

して検討 を行 っ て お り
5)6)

,
その ひ と つ と し て ラ島保存

を目的と し た濯流保存に 関する 研究で は 濯流経路 と し

E x p e ri m e n t al P r e s e r v a ti o n of L a n g e rh a n s
'

て腹 腔動脈経路が最 も有効 であ る と の 結論 を得 て
い

る
7)

. し か しな が ら, 5 時間ま で の 潜流実験 の結果 をみ

ると ラ 島機能 の保存状態は必 らず しも満足で き る もの

では なく
,
分離直後の 新鮮ラ島機能と比較する と約50 %

の機能低下 を認め た .
そ こ で本研究で は内分泌機能 の

保持 を目的 と して , ま ずよ り有効 な濯流条件の検討を

行い , 次 に こ れ らの 濯流膵 よ り分離 した ラ 島に 培養 を

付加す る こ と に よ っ て機能 の 改善が可能か否か を検索

し
,
さ ら に こ の 保存 ラ島を 用い て糖尿病 ラ ッ ト ヘ の 同

種移植 を試み た .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 屍 体膵 の 濯流保存

･ 1 . 実験動物

膵臓の 摘出, 濯流 お よび 清流後の 培養, 移植 に は体

重250 ～ 3 5 0 g r . の ウイ ス タ
ー ( W i s t a r) 系雄 ラ ッ ト を用

い た
.

i sl et s of P e rf u s ed C a d a v e r R a t P a n c r e a s

b y O r g a n C u lt u r e . S hi g e r u T a k e y a m a ,
D e p a r t m e n t of S u r g e r y (ⅠⅠ) , ( D ir e ct o

r : P r of ･ Ⅰ･

M iy a z a k i) , S ch o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e r s
it y a n d D e p a rt m e n t of S u r g e r y ( Ⅰ) ･

( D ir e c t o r : P r of . G . N a k a g a w a r a) , F u k u i M e di c al S c h o ol ･
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2 . 湾流臓器

エ ー テ ル 麻酔後断頭に よ る脳死 を死 と判定 した. 濯

流臓器 は G r o d sk y らの方法
8) に 準 じ総胆管 の十 二指腸

開 口部 を結染後, 総胆管内 へ ハ ン ク ス ( H a n k s) 液 を

約5 m l 注入 し, 膨 化させ た 膵 を 乳 十 二 指腸, 脾臓と と

も に 摘 出し濯流臓器と した (図 1) .

3 . 潜流韓

196 8 年 C u r r y ら
9)が 考案 した もの に 準じサ ヴィ オ ゾ

ー

ル 液 ( ミ ドリ 十字社製) に グ)L/ コ
ー ス ( gl u c o s e) を加

え た も の を 用い た . 組 成 は N a
+
: 1 3 1 m E q/1 , K

十 : 4

m E q/1 , C a
廿
: 3 m E q/1 , C l- : 1 1 0 m E q/1 , ラ ク テ

ー ト

(1 a c t a t e) : 2 8 m E q/l , デ キ ス ト ラ ン (d e x t r a n) 4 0 :

3 0 g r/1 , グル コ
ー

ス : 1 g r/l , p H : 8 で ある ･

4 . 潜流法

教室の 一 連 の研究
7) に よ り濯流経路 を腹腔動脈 と し,

i n f u si o n p u m p ( 泉工 医科工 業社製) を用 い て 1 分間約

10 m l の 速度で濯流 した .

濯 流条件 は低温 ( 4
0

C) , 高圧 ( 4 気圧) な ら びに 酸

素飽和 の 3 種類 の 負荷の 組み 合わ せ で行 っ た . 低温負

荷は冷却器 を用 い て濯流液 を4
0

C と し, 濯流臓器 は ハ ン

ク ス 液の 中 に 静置 し氷に て冷却 した . 高圧負荷 は恒温

圧力槽 (大西熱学工業所製) を用 い て 4 気圧と し間歓

湾流 と し た . 酸素飽和負荷 は膵臓保存用 人 工 肺 ( 泉工

医科工業社製) を用 い て溶存酸素漉度 を飽和状態と し,

渾流時間は す べ て 6 時間と した ( 図2 ) .

実験群 は 3 種類 の 負荷の 組み 合わせ に よ り以 下の
.

8

群を作成 した.
す な わ ち 1 群 : 室温･ 大気圧(対照群) ,

2 群 : 低 温負荷 ,
3 群 : 高圧負荷, 4 群 : 低温 ･ 高圧

負荷, 5 群 : 酸素飽和負荷, 6 群: 低温 ･ 酸素 脚= 負荷,

7 群 : 高圧 ･ 酸素飽和負荷, 8 群 : 低温 ･ 高圧 ･ 酸素

飽和負荷で あ る .

と こ ろ で高圧負荷条件 で は 本装置の 関係上30 分 ごと

の 間歓濯流 と な るた め間歓濯流に よ る膵 へ の 影響が考

えら れ る . そ こ で次 に30 分間 ごと の 6 時間間歓濯流実

Fi g . 1 S c h e m a o f p e rf u s e d o r g a n s ･
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Fi g . 2 D i a g r a m o f p a n c r e a s p e r f u si o n s y st e m ( F i g .

Sh o w s t h e p e rf u sì o n u n d e r th e c o n d iti o n o f

h y p o th e r mi a a n d o x y g e n a ti o n .) ★ T h e p e rf u si o n

u n d e r th e c o n d iti o n o f h y p e rb a ri a w a s p e rf o r m e d

W ith i n th e h y p e r b a ri c ch a m b e r .

験を行 い 組織学的 に 持続渾流保存膵 と比 較検討 した.

実験群 はLl
′

群: 室温 ･ 大気圧
,
2
′

群 : 低温負荷, 3
′

群 : 酸素飽和負荷, 4
,

群 : 低温 ･ 酸素飽和負荷 の 4 群

であ る .

ⅠⅠ
. 濯流膵の 組織学的検索

濯流膵の 組織学的検索に は へ マ トキ シ リ ン
･ エ オ ジ

ン (h e m a t o x yli n - e O Si n , 以 下 H" E と 略) 染 色 法,

G o m o ri
1 0)
の アル デ ハ イ ド

･ フ ク シ ン( al d e h y d e イu c h si n ,

以下 A - F と 略) 染色藤田変法
川
, 蛍光抗体法1

2)
な らび

に 酵素抗体法
1 3)
を用 い た .

蛍光抗体法 は日 本抗体研究所の 抗血 清 を用 い イ ン ス

リ ン 蛍光抗体法の 第1 抗体をモ ル モ ッ ト( g ui n e a pi g) ,

第 2 抗体を ヤ ギよ り作成 し たも の を , ま た グル カ ゴ ン

蛍光抗体法は第 1 抗体 をウ サギ , 第2 抗体 を ヤギ よ り

作成 し たも の を, さ ら に 第2 抗体の 標識 に は蛍光色素

フ ル オ レ ス セ イ ン
･ イ ソナ オ シ オ ン 酸塩 ( fl u o r e s c ei n

i s o th i o c y a n a t e) を使用 した . 染色法 は脱パ ラ フ ィ ン 切

片 に 第1 抗体 を加 え3アC 膵卵器内で90 分間反 応させ ,

その 後切片を冷 リ ン 酸緩衝生理的食塩水 ( ph o s p h a t e

b u ff e r e d s ali n s ol u ti o n
,
以下 P B S と略) で 5 分間ず

11 27

つ 3 回 洗浄 し た . 次 い で 第 2 抗体 を加え同様 に37
0

C 膵

卵器で60 分間反応させ たの ち冷 P B S で洗浄後乾燥させ

グ リ セ リ ン で 封入, 蛍光顕微鏡下に 観察した .

酵素抗体法は間接法の 1 種 である ペ ル オ キシ ダ
ー ゼ ･

ア ン チ ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 複 合物 ( p e r o xi d a s e a n ti

-

p e r O X id a s e c o m pl e x , 以下 P A P と略) を用 い た方法

で行 っ た . イ ン ス リ ン酵素抗体法, グル カ ゴ ン 酵累抗

体法 は とも に 第 1 抗体は モ ル モ ッ トで作成 し, 第 2 抗

体 と し ては ヤ ギ で作成 した抗 ウサ ギ抗体 を用い た . 染

色法は脱 パ ラ フ ィ ン切片に 第 1 抗体を加え室温で60 分

間反 応させ た の ち 冷 PI∋S で洗浄し た . 次い で未標識第

2 抗体と室温 で30 分間反応さ せ冷 PI∋S で洗浄 し, 最後

に P A P と 室 温 で30 分 間 反応 さ せ 冷 P B S で 洗 浄後

0 .0 0 5 % 過酸化水素加 3 , 3 - ジア ノ ベ ン チヂ ン溶液 と

反応 させた . 里色反 応が 十分 に認められた時点で冷 P B S

で 反応を停止 さ せ ,
蒸留水で洗浄後脱水ライ ン を通 し

封入 した .

ⅠⅠⅠ. 湾流膵 の 内分 泌機能検索

1 , ラ 島の 分離

それぞ れの 条件下の 6 時間濯流膵より L a c y
-

K o sti a ･

n o v sk y の 方法
1 什に よ っ て ラ島 を分離 した. 港流臓器 よ

り摘出した 膵 を眼科用ク ー パ ー

で細切 しなが ら50 m l 容

三 角フ ラ ス コ 内に 入れ た の ち, コ ラゲナ
ー ゼ( c oll a g e -

n a s e) 4 0 m g ( C L S IV , W o rth i n g t o n 社製) と
ハ ン ク

ス 液 5 ～ 8 m l を入れ , 3 7
0

C の水浴槽で泥状液と なる まで

12 ～ 1 5 分間振とう (15 0 ～ 2 0 0 回/ 分) した . 得 られ た泥

状液 を50 m l 容の 円錐形メ ス シ リ ン ダ
ー に 移 し, 温 ハ ン

ク ス醸 で 4 回, 次い で冷 ハ ン ク ス 液で4 回洗浄 と沈殿を

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 の洗浄後, 沈殿物 を シ ャ
ー レ に 移 し少量

の ハ ン ク ス 液と混和 し実体顕微鏡下で鏡検 しな が ら毛

細管 ピ ペ ッ トで ラ島 を採取 し た.

2 . ラ島の 内分泌機能検索

採取 され た分離ラ島は0 . 2 % 牛血清アル ブ ミ ン(b o vi n

s e r u m al b u m i n , A b m o u r p h a r m a c e u ti c a l C o r p o r a
-

ti o n , C h i c a g o , U . S . A .) を添加 した グル コ ー ス60 m g/

10 0 m l 含有 の ハ ン ク ス 液 で 1 時間の プ レ イ ン キ ュ ベ
ー

シ
.
ヨ ン ( p r ei n c u b a ti o n) を行 っ た の ち , これ ま で教室

で 行 っ て きた sh o rt ti m e i n c u b a ti o n
1 5) に 供し培地中に

放出され たイ ン ス リ ン 量 を測定 した. す なわ ち各群 そ

れ ぞ れ の ラ島 5 個ず つ を試験培地0 .5 m l 含有小試験管

内に 入 れ, 9 5 % 0 2
･ 5 % C O 2 を通気後90 分間37

0

C の 水浴

槽で70 ～ 8 0 回/ 分の 振と う を行っ た . 培地中に 放出され

たイ ン ス リ ン 量は 固相法 ( ph a d e b a s i n s uli n t e st , 塩

野義社製) に て測 定した.

試験培地 と して ク レ ブ ス
･ リ ン ガ

一 重炭酸緩衝液

( K r eb s
- R i n g e r bi c a rb o n a t e) に5 m M グル タ ミ ン 酸
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( gl u t a m i c a ci d) , 5 m M フ
マ

ー ル 酸(f u m a ri c a cid ) ,

5 m M ピル ビ ン 酸( p y r u vi c a cid ) , 0 ･ 2 % 牛血清ア ル ブ

ミ ン を添加 した も の を用 い , イ ン ス リ ン 分泌刺激剤と

して グル コ ー ス5 0 m g/ 1 0 0 m l , 3 0 0 m g/ 1 0 0 m l を用 い た ･

ⅠⅤ
. 濯流膵 ラ島の 培養

1 . 対象

6 時間濯流実験 よ り形態学的, 機能学的 に 最も保存

状態 が良好 と判断され た条件下 の 膵 よ り得 られ た ラ 島

を対象と し た . な お 濯流臓器摘出よ り ラ島採取 まで は

す べ て 無菌的操作 と し, 実験器具等の 滅菌法 は教室の

こ れ まで の方法 相 に 準 じて 行い , 手術用器具, ミ ソ ポ ア

フ ィ ル タ
ー ( 0 .4 5 〟 孔径) は高圧滅菌(12 0

0

C , 2 0 分間) ,

ガ ラ ス 器具類は乾熱滅菌 (16 0
0

C
,
1 時間) , さ らに ゴ

ム 栓は ガ ス 滅菌 (10 % アセ チ レ ン オ キ サイ ド ガ ス , 5

時間) した もの を使用 し た .

2 . 培養法

培養液 に は20 % 牛胎児血清 を加 えた ダル ベ ツ コ 変法

イ
ー

グ ル 培地 ( D ul b e c c o m o d ifi e d E a gl e
'

s M E M )

に べ ニ シ リ ン G ( p e n i cilli n G ) 1 0 0単位/ m l , ス ト レ プ

Fi g ･ 3 A n o r m al i sl e t o f a n o n
-

p e rf u s e d p a n c r e a s ･

A l d e h y d e- f u c h si n st ai n i g , ×6 6 .

Fi g . 4 A d e g e n e r a ti v e i sl et o
f p a n c r e a s p e rf u s e d

f o r 6 h o u r s u n d e r th e c o n d iti o n o f h y p o th e r m i a

an d o x yg e n a ti o n ･ I t w a s ch a r a c t e ri z e d b y

d e g r a n u l ati o n , V a
C u Ol a ti o n a n d d e s t r u c ti o n o f

c a p s ul e ･ A ld e h y d e
- f u c h si n st ai n i n g , × 6 6 ･

トマ イ シ ン( s t r e p t o m y ci n ) 1 0 0 p g/ m l を添加 した もの

を 用 い た . 培 養 に は17 m m 径 の m u lti- di s h t r a y

( L i m b r o , 2 4 w ell) を用 い , 各 ウ ェ ル ( w ell) に 培養

液1 m l と分離ラ島 を 2 個 ずつ 入 れ37
0

C ･ 5 % 炭酸ガス培

養恒温器 で静置培養 し た. 培地交換 は 3 日 ご との 交換

を原則 と した が , 線維芽細胞 の 増殖が著 し い 場合 はや

や 太め の 毛細管 ピペ ッ ト を用 い て ラ島を 損傷 す る こ と

の ない よ う に 注意 して 吸引 し, 培養器 ごと 交換し た.

交換 した 培地は イ ン ス リ ン 童測定の ため
-

2 0
0

C で凍結

保存 し た.

3 . 形態学的観察

培童 ラ島の 形態学的観察は倒 立型 増発額徴鏡 を用 い

て m u lti- d i s h t r a y をス テ
ー ジの上 に の せ て観察す ると

とも に , 毛 細管 ピペ ッ トで ス ライ
ノ

ドガ ラ ス の 上 に 採取

しカ バ
ー

ガ ラ ス を か け て鏡検 し た.

4 . 内分泌機能検索

3 日 ごと に 交換さ れ た培地 を用 い て ラ島 2 個あた り

培地中 に 放出さ れ た イ ン ス リ ン 堂を測定 した .

ま た分離直後, 3 日間培養, 1 週 間培養, 2 週間培

養 ラ島を 用 い 2 時 間 の プ レ イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン 後 に

sh o rt ti m e i n c u b a ti o n 法を行 い , 培養の 内分泌機能に

与 える影響 を検討 し た.

Ⅴ . 濯流 後培養 ラ島の 門 脈内 同種 移植

1 . 糖尿病ラ ッ トの 作成

移植実験の た め の 糖尿病 ラ ッ トの 作成は 尾静脈 か ら

ス ト レ プ ト ゾト シ ン(s t r e p t o z o t o c i n , 以下 S T Z と 略)

65 m g/ k g を投与す る こ と に よ り行 っ た . 1 週間後に24

時間絶食 と し尾静脈 より 採血 ,
グル コ

ー

ス テス ト ワ コ
ー

( gl u c o s e t e st W a k o) の 除蛋白法に よ り血糖 を測定

し
, 血糖値300 m g/ 1 0 0 m l 以 上 の もの を S T Z 糖 尿病 ラ ッ

トと して 門脈内移植実験 に 供 した . 尿糖 も24 時間尿の

一 部 を用 い て 同様 の方法 で測定 し た.

2 . 門脈 内移植法

6 時間濯流の の ち 1 週 間前後培養 した ラ 島300
～ 4 0 0

個 を毛細管 ピペ ッ ト を用 い 双 眼実体顕微鏡下 で採取し,

3 7
0

C ハ ン ク ス 液中 に 浮遊 させ たの ち, 1 m l 容 デ ィ ス ポ注

射器内に 吸引 して全量が1 m l とな るよう に し, 吸引後注

射針 を27 ゲ
ー

ジの 皮下針 と した . 次い で S T Z 糖 尿病

ラ ッ トを エ
ー

テ ル 麻酔下 に 開腹 し門脈本幹 を露出, 注

射針 を刺入 して ゆ っ く り と濯流 ･ 培養ラ 島を 注入 し た.

注入 後刺入 部位 を綿棒 に て圧迫 し止 血 を確認 し た の ち

2 層縫合で閉腹 した . 移植終 了後 ラ ッ トは代謝ケ
ー

ジ

に 収容 し血糖, 尿糖 , 尿量 を測定 し た.

成 績

Ⅰ . 屍 体月革の 湾流保存

1 . 変性 ラ島出現率



濯流 ラ ッ ト膵 ラ島細胞の 器 官培贅に 関す る研究

濯流膵 ラ島の 変性の 有無の判定は H
-

E 染色よ りも詳

細な観察が可能で あ っ た A
-

F 染色標本で行 っ た ･ 正 常

膵の ラ島は 結合織 の被膜 をも っ た細胞の 集団と し
て存

在す る ( 図3 ) が , 各実験群 にお い て被膜の 破壊, 空

胞形成 な ら び に 細胞配列の 乱れ な ど伴 っ た さ ま ぎま な

程度の 変性 ラ島の 出現 をみ た(図 4) . ラ 島の 検索 は各

群 の 濯流膵よ り 5 枚 ずつ の標本 を作製 し全ラ島に 対す

る変性 ラ 島の 比 率を変性 ラ島出現率と した .

持続湾流実験群 の 変性 ラ島出現率 は表 卜 1) の ご と

く で あ り, 6 群の 低温 ･ 酸素飽和負荷が30 % と 最も低

値 を, 3 群 の高圧負荷が92 % と 最も高値 を示 した . 次

に 負荷別に 検討す る と, 低温負荷, 酸素飽和負荷 に お

い て は負荷( + ) 群が ト) 群に 比 して い ずれ も変性 ラ島

出現率 ほ低値を 示 し たの に 対し, 高圧負荷で は逆 に 負

荷( 十) 群が 高値を 示 し た .

と こ ろ で高圧負荷群で は間歓激流 に な るた め間歓濯

流の 膵 へ の 影轡 を検討 した.

表1 - 2 ) は間歓湾流膵 の 変性 ラ島 の 出現率である .

これ を持続潜流実験の 成績 と比較検討 す る と 間歓潜流

群 で は持続礎流膵 の 同 じ負荷群の も の よ り い ずれ も変

性 ラ島出現率は高値 を示 した . しか しそ れ ぞ れ の群 に

高圧負荷 を加 えた持続濯流膵 の それ と比較する と変性

ラ島出現率 は低値で あ っ た .

2 . 蛍光抗体法, 酵 素抗体法に よ る組織学的観察

11 2 9

蛍光抗体法, 酵素抗体法を用い た正 常ラ島の 観察で

は
,
イ ン ス リ ン 陽性細胞は ラ 島周辺部 を除い てほ ぼ 全

域 に存在 し てい た (図 5 , 6 ) が グル カ ゴ ン陽性細胞

はラ 島周辺部の み に 存在 して い た (図7 , 8 ) . 低 掛

酸素飽和負荷 6 時間濯流膵の蛍光抗体法で は, イ ン ス

リ ン 陽性細胞 の蛍光が若干低下 し (図 9) グル カ ゴ ン

陽性細胞の配列 の乱れ と 数の減少を認 めた(図10) .
室

温 ･ 大気圧 6 時間濯流膵の酵素抗体法で は, イ ン ス リ

ン 陽性細胞は ラ島の ほぼ 全域 に 存在 してい る もの の イ

ン ス リ ン 呈色反応は弱 く ラ島の ほぼ全域 に
一

様 に 認め

られ た(図11) . グル カ ゴ ン 陽性細胞は ラ島周辺部 に 認

める が 著明 な配列の 乱れ を伴 っ て い た (図12) .

ⅠⅠ. 濯流膵 ラ島の 内分 泌機能の 検討

6 時間港流膵 の 変性ラ島出現率が低値を示 した 4 つ

の 群 で検索 した.
そ の 結果は表 2 に 示す ごと くで ある.

な お 以 下の 実験に お い て は対照と して新鮮分離 ラ島 を

用 い た .

分離ラ島の グル コ ー ス 無添加 (O m g/1 0 0 m l) お よ び

50 m g/ 1 0 0 m l , 3 0 0 m g/ 1 0 0 m l 刺激状態に お ける 分泌能

を濯流条件 で検討する と, グル コ
ー ス 無添加で は 6 群

は 対照 に 比 し分泌能低下は認 めな か っ た が他の 3 群で

は い ずれ も有意に 分泌能の低下 をみ た ( P < 0 . 0 5) . 5 0

m g/ 1 0 0 m l 負荷で は 8 群の み対照 に比 し低下 を示 し,

T a b l e l . D e g e n e r a ti o n o f i sl et s i n v a ri o u s c o
n di ti o n s o f p e rf u si o n

+

1) C o n ti n u o u s p e rf u si o n

G r o u F)

C o n diti o n o f p e rf u si o n N o . of d e g e n a ti v e i sl et s

N o . o f n o r m a l i sl e t s ( %)
T e m p e r a t u r e A t m .

O x y g e n ati o n

1
ヰ■

1 5
0

C l 8 0

2 4
】

C l 4 0

3 1 5
0

C 4 92

4 4
0

C 4 田

5 15
0

C l + 4 5

6 ､ ､ 4
0

C l + 3 0

7 15
0

C 4 + 9 0

8 4
0

C 4 + 5 0

2) I n t e r m itt e n t p e rf u si o n

G r o u p

C o n di ti o n of p e rf u si o n N o . o f d e g e n a ti v e i sl et s

N o . of n o r m al i sl e ts ( % )
T e m p e r a t u r e A t m ･ O x y g e n a ti o n

1
′

15
0

C l 8 5

2
`

4
0

C l 5 2

3
′

1 5
0

C l + 6 0

4
′

4
0

C l 十 4 2

*
P e rf u si o n w a s p e rf o r m e d f o r 6 h o u r s ･
* *

c o n tr ol



Fi g . 5 Fl u o r e s c e n t p h o t o mi c r o g r a ph
o f n o r m a l

i sl e t s t a in e d b y fl u o r e s c e n t a n tib o d y a g a in st

i n s u l in . T h e fl u o r e s c e n c e p o siti v e c ell s a r e f o u n d

u n if o r m l y e x c e p t a t th e p e ri p h e r y o f i sl e t ,
× 1 0 0 ･

F ig . 6 N o r m al i sl e t of a n o n
p

p e rf u s e d p a n c r e a s

st ai n e d b y p e r o x id a s e
-

a n ti p e r o x i d a s e m e th o d f o r

d et e cti o n o f in s ul i n . T h e i n s u li n
-

P O Siti v e c ell s a r e

f o u n d u nif o rm 1 y e x c e p t a t th e p e ri p h e r y o f

i sl e t
,
× 66 .

Fi g . 7 Fl u o r e s c e n t p h o t o m i c r o g r a p
h o f n o r m al

i sl e t st ai n e d b y fl u o r e s c e n t a n tib o d y a g ai n st

gl u c a g o n . H i gh 1 y fl u o r e s c e n t c ell s a r e s h o w n a t

th e p e ri p h e r y of th e i sl et ,
×1 0 0 ･

F i g . 8 N o r m al i sl e t s o f a n o n
-

p e rf u s e d p a n c r e a s

s t a i n e d b y p e r o x id a s e
-

a n ti p e r o x id a s e f o r d e t e c
･

ti o n o f gl u c a g o n . T h e gl u c a g o n - p O Siti v e c ell s a r e

f o u n d a t th e p e ri p h e r y o f th e i sl e t s , × 6 6 ･

Fi g . 9 a n d l O ･ F l u o r e s c e n t p h o t o m i c
r o g r a p h o f th e

i sl et o f p a n c r e a s p e rf u s e d f o r 6
-h o u r s u n d e r th e

c o n d iti o n o f h y p o th e r m i a a
n d o x y g e n a ti o n ･

N u m b e r o f A- a n d B
-

C ell s a r e f o u n d s u ffi c i e n tl y ,

alt h o u gh i t w a s sli gh tl y r e d u c e d c o m p a r e d w it
h

t h o s e o f n o n
-

p e rf u s e d p a n c r e a s , ×1 0 0 ･



濯流ラ ッ ト膵 ラ島細胞 の 器官培養 に 関す る研究

3() O m g/ 1 0( 血1 負荷で は い ずれの 群 で も 同様
に 低下を示

した .
し か し なが ら 6 群 の300 m g/1 0 0 m l 負荷で は対照

の86 . 5 % の 分泌能 を依然と して保持 し てい た .

次 に それ ぞ れ の 群 で の グル コ
ー ス 負荷 に 対す る分泌

能を検討す ると, 8 群の50 m g/1 0 0 Ⅲ-1 負荷以外
い ずれ に

ぉ い て も グル コ
ー ス が高濃度 に なる に 従い 有意 に イ ン

ス リ ン 分泌盤の 増加が み られ た ( p < 0 .0 1) .

ⅠⅠⅠ∴潜流膵分離 ラ島 の 培養実験

1 . 培養ラ 島の 形態学的検討

M ul t 卜di s h t r a y 内の ラ 島を倒立型培養顕微鏡下で

観察す る と分離直後ラ島は概ね円形な
い し楕円形 を呈

する も の の辺緑 は不整であ っ た .
こ れ を増発に 移す と

ほと ん どす べ ての ラ島 は培養2
～ 3 日で 辺 緑平滑と な

り以 後21 日 目ま で そ の 形態 を推持 した .
しか し こ の 間

少数 なが ら
一

部の ラ 島に は中心部に 不 透明部分の出現

を認め る も の も観察さ れ た .
また ラ 島 を培地中よ り取

り出 して ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で カ バ
ー ガ ラス をか け て鏡

113 1

検 す ると よ り詳細 な観察が可能 と な っ た .
こ の方法 に

ょ る と分離直後ラ島で は
一 部判然 と しな か っ た被膜 も

培養ラ島 で は全周性 に 追跡が可能 とな り , この こ と は

被膜の修筏 と強靭化が起 こ っ た こ と に よる も の と思わ

れ た ( 図13 , 1 4) .

2 . 培養ラ 島の 機能学的検討

1 ) 培地中 へ のイ ン ス リ ン放 出

表 3 は21 日 にわ た る培襲期間に おい て ラ島 2 個 あた

りの 培地中に放出さ れ たイ ン ス リ ン畳 を測定 した も の

であ る. 両群 と も最初の 3 日間 は有意 に高値 を示 した

も のの( p < 0 . 0 1) その後 は有意の変動 を認 めな か っ た ･

ま た両群の 間 に は 全期間 を通 じて有意差 は認 め られ な

か っ た .

2 ) S h o rt ti m e i n c u b a ti o n に よる イ ン ス リ ン 分泌

実験

グ ル コ
ー ス 負荷 に よ る イ ン ス リ ン分泌量は表 4 の ご

とくで あ る . 各時期の培養 ラ島のグル コ
ー ス 負荷に対

Fi g . 11 a n d 1 2 ･ T h e
i sl e t o f p a n c r e a s p e r f u s e d f o r

6- h o u r s a t 1 5
O

C ( r o o m t e m p e r a t u r e) w a s s t ai n e d

b y p e r o x id a s e a n ti p e r o x id a s e m e th o d ･ B o th A
-

a n d B- C e11 s a r e e x t r e m el y r e d u c e d i n n u m b e r

a n d f o u n d s o m e w h a t a ty pi c al i n a r r a n g e m e n t , ×

6 6 ,

T a bl e 2 . I n s u li n s e c r e ti o n o f i sl et s i s ol a t e d f r o m th e p a n c r e a s a
ft e r 6 -h o u r s

,

p e rf u si o n

C o n d iti o n of p e rf u si o n

f o r p a n c r e a s

I n s uli n s e c r e ti o n (J JU / 5 i sl e t s/9 0 m i n ･) o f i sl e t s i s ol a t e d f r o m p a n
-

c r e a s i n K r e b s - R i n g e r b i c a rb o n a te

G r o u p

G l u c o s e c o n c e n tr a ti o n ( m g/ 1 00 m l)

0 5 0 3 0 0

C o n t r ol 6 9 . 7 ±1 . 07
=

7 5 . 0 ± 7 . 4 1 6 1 ･ 8 ± 2 0 ･ 0

(2) 4
0

C
57 .7 ±9 . 5 81 .0 ±1 0 .

4 1 2 8 .3 ±1 4 .
3

(5) O x y g e n a ti o n 6 0 . 5 ±9 . 5 7 8 .8 ±9 . 8 13 1 ･ 8 ± 13 ･ 4

(6) 4
0

C ･ 0 Ⅹy g e n a ti o n 6 1 . 7 ±1 3 . 4 軋 3 ±1 2 . 9 1 3 9 . 9 ±2 2 ･ 4

(8) 4
0

C ･ 4 A t m .

･ O x y g e n a ti o n 5 4 . 1 ±1 0 .6 6 0 . 8 ±1 2 . 7 1 10 ･ 8 ± 1 6 ･7

*
I sl e ts i s ol a t e d f r o m n o n ･ p e rf u s ed p a n c r e a s
軸
V al u e s a r e e x p e s s e d a s M e a n ± S .D . N = 1 0



1 1 3 2

す る反応 をみ ると , グ ル コ ー ス50 m g/ 1 0 0 m l 負荷 では湾

流 ･ 分離直後群と 3 日培養群 に の み グ ル コ
ー ス 無添加

と 比較 し て有意に 分泌量の 高値 を認 め た ( p < 0 . 05) .

グ)L/ コ ー ス3 0 0 m g/ 10 0 m l 負荷では グル コ
ー ス5 0 m g/ 1 0 0

m l 群 と 比較 し て す べ て の群 に 有意差 を認 め た ( p <

0 . 0 1) . 次に それ ぞ れ の グ ル コ
ー ス 負荷 に よ る各群の イ

ン ス リ ン 分泌量 を各時期で比較す る と, イ ン ス リ ン 無

Fi g . 1 3 T h e is ol a t e d i sl e t j u $t af t e r 6
- h o u r s

'

P e r f u si o n l l n d e r t h e c o n d iti o n o f h y p o t h e r m i a a n d

O X y g e n a ti o n sh o w e d o v a l sh a p e wi t h s o m e w h a t

i r r e g ul a r o u t e r l a y e r , ×1 0 0 .

添加で は対照 に 比 して濯流 ･ 分離直後群 以外 は い ずれ

も有意 に 低値 を示 し( p く0 . 0 5) , グ ル コ
ー

ス5 0 n l g/ 10 0

m l 添加 で は 湾流 ･ 分 離直後群 で有意 に 高値 を (p く

0 . 0 5)
,
濯流 ･ 3 日培養群 で は逆 に 低値 を示 し た (p <

0 . 0 1) . グ ル コ ー ス3 0 0 m g/1 0 0 m l で は対照 に 比 し て 湾

流 ･ 分離直後群 の み有意 に低値 を示 し たの に 比 し (p <

0 .0 5) , 潜流 ･ 1 週培養群 は最も高い 分泌能 を有 しい ず

Fi g . 1 4 T h e i sl e t c ul tu r e d f o r 3
w e e k s a ft e r i s ol a ･

ti o n f r o m p a n c r e a s p e rf u s ed f o r 6- h o u r s u n d e r

th e c o n d i ti o n o f h y p o th e r m i a a n d o x y g e n a ti o n

b e c a m e r o u n d w it h r e g ul a r o u t e r l a y e r ,
×1 0 0 .

T a bl e 3 . I n s uli n s e c r e ti o n o f i sl e t s i s ol a t ed f r o m th e p a n c r e a s a ft e r 6
･h o u r s

'

p e rf u si o n

T r e a t m e n t

O f p a n c r e a s

I rl S uli n c o n t e n t s (FL U / m l/ 3 d a y s) s e c r et e d f r o m i sl e ts i s ol a te d f r o m p a n c r e a s

I n c u b a ti o n p e ri o d (d a y s)

3 6 9 1 2 1 5 1 8 2 1

( - )
● 叫

P e rf u si o n
* *

( + )

1 3 0 0 ±2 0 0
*
9 1 8 ±1 5 5 8 9 6 ± 1 3 7 9 5 2 ±1 9 6 9 2 0 ±14 0 9 0 5 ±1 4 2 8 7 8 ± 1

･
4 7

1 1 3 4 ±1 5 7 8 8 9 ±1 5 2 9 3 9 ±1 7 4 8 8 0 ±1 8 4 8 7 2 ±1 3 8 8 51 ± 18 1 8 5 6 ±2 1 7

*
V al u e s a r e e x p r e s s e d a s M e a n ± S . D . N = 1 0

叫
P a n c r e a s w e r e p e rf u s e d f o r 6 h o u r s u n d e r th e c o n d iti o n of 4

0

C a n d o x y g e n a ti o n ･

■… F r e sh -i s ol a t e d i sl e t s

T a bl e 4 . E ff e c t of gl u c o s e o n i n s u li n s e c r e ti o n of c ult u r e d i sl e t s f r o m p e
rf u s e d p a n c r e a s

I n c u b a ti o n p e ri o d of i sl et s

i s ol a te d f r o m 6 -h r . p e rf u s e d

p a n C r e a S

I n s uli n s e c r eti o n (FL U /5 i sl e t s/ 9 0 m in ･) o f i sl e t s i n K r e b s -

R i n g e r b i c a rb o n a te

G l u c o s e c o n c e n t r a ti o n ( m g/ 1 0 0 m l)

0 5 0 3 (jO

C o n t r ol
綿

6 9 .7 ±1 0 , 7
*

7 5 .0 ± 7 . 4 16 1 . 8 ± 2 0 . 0

0 6 1 . 7 ±1 3 . 4 8 6 .3 ± 12 . 9 1 3 9 . 9 ±2 2 . 4

3 d a y s 4 8 . 0 ± 9 . 5 5 7 .5 ±5 . 2 1 6 1 . 0 ±1 7 . 3

1 w e e k 5 2 . 0 ±17 .1 6 4 . 6 ±1 9 . 0 1 95 . 2 ±2 4 . 1

2 w e e k s 5 5 . 1 ± 1 5 .1 6 4 . 4 ±1 8 .2 1 7 3 . 0 ±2 3 . 5

■
V al u e s a r e e x p r e s s e d a s M e a n ±S . D . N = 1 0
伸
F r e sh -i s ol a t ed i sl e t s
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れの 辟 よ -) も打意に 高値を示 し た ( p
く0 ･0 5) ･

ⅠⅤ . 濯流後培養 ラ島の 門脈内同 種移植

s
′

r Z 糖嫌病 ラ ッ ト 4 匹 に 移植 を行 っ た ･ 移植後20 遇

以_
1二生 存 した の は:5 匹 で こ れ ら は い ずれ も 糖尿病状態

の 改善 を み た . 残り 1 匹 は腹腔内出血 で移植翌 日死亡

した .

ラ 島移植後20 週以 上 生存例の 経時的推移 は以 下の ご

とく で あ る .

1 . C a s e l ラ ッ ト ( 図15p l )) : S T Z 糖尿病 ラ ッ ト

1 過日 ( 血糖38()n l gノ川O m l , 尿糖8 . 5 g/ 日) に 噂流
･ 培
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贅ラ島4 00 個 を移植 した. 移植後 1 週間で 血糖 は100 m g/

1 0 0 m l と著明 に 下降し以後 4 週目の105 m g/ 1 0 0 m l 以外

い ずれ も100 m g/ 10 0 m l 以 下で あ っ た . 尿糖は移植後 1

週間で0 . 6 g/ 日 と著減 し以後 0
～ 0 ･2 g/ 日の 範囲内で変

動 した. 体重 は S T Z 静注後わ ずか に 減少を示 したが移

植 1 週目に は S T Z 静注前を上 回り以後漸次増加した .

2 . C a s e 2 ラ ッ ト(図15
q

2 )) : S T Z 糖尿病 ラ ッ ト

1 過日 (血糖320 m g/ 1 0 0 m l , 尿糖6 ･ 8 g/ 日) に 濯流
･ 増

資 ラ島300 個 を移植 した . 血糖 は移植後 1 週間で120 m g/

1 0 0 m l と なり 4 週目ま で105 ～ 1 2 0 m g/ 10 0 m l の 間で の
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F i g . 1 5 E ff e ct o f th e
t r a n s pl a n t a ti o n o

f i sl e ts
*
o n st r e p t o z o t o ci n -i n d u c e d

di a b e ti c r a t s . A : i n t r a v e n o u s i nf u si o n o f s t r e p t o z o t o ci n (6 5 m g/ k g ･ Of b o d y

w ei gh t) . B ‥i m pl a n t a ti o n o f p r e s e r v e d p a n c r e a ti c i sl et s ･
● : b o d y w ei gh t ･

鼠 : b l o o d gl u c o s e . ▲ ‥ u ri n e gl u c o s e ･
*
I sl et s c u lt u r ed f o r 3 t o 7 d a y s a f t e r

i s ol a ti o n f r o m p e rf u s e d p a n c r e a s
w e r e t r a n s pl a n t e d ･ ･
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変動 を認 めた が, 8 週 以後 はい ずれ も100 m g/ 1 0 0 m l 以

下 と な っ た . 尿糖 は移植後1 週 間で2 . 9 g/ 日 , 2 週で0 ･ 8

g/ 日 , 3 週で0 .6 g/ 日と漸減 し 4 週以 後は0 ･2 g/ 日 以 下

とな っ た . 体重は S T Z 静注後 1 週 間で 8 % の減少 を認

めたが 移植後 3 遇で S T Z 静注前に 回復 し以 後順調に 増

加 した .

3 . C a s e 3 ラ ッ ト(図15 - 3 )) : S T Z 糖尿病 ラ ッ ト

1 週目 (血糖350 m g/ 1 0 0 m l , 尿糖9 .8 g/ 日) に 湾流
･ 培

養ラ 島300 個を移植 した . 血糖 は移植後 1 週 間で160 m g/

1 0 0 m l , 2 過 で14 0 m g/ 1 0 0 m l と な り 以 後20 週 ま で

90 ～ 1 3 0 m g/ 1 0 0 血 の 範囲内で変動 したが全体に 低下傾

向 を認 めた . 尿糖 は移植後 1 週間で1 . 5 g/ 日 と な り以後

0 . 5 g/ 日以下 であ っ た . 体重は移植後 1 週間で S T Z 静

注前値 に回復 し以後漸次増加 した.

考 察

膵移植に つ い て は既 に19 0 2 年 S s o b ol e w
1 8)が糖尿病 の

治療法 のひ とつ に な る可能性 を示 唆 して い る . しか し

そ の後 イ ン ス リ ン の発見 に 伴い 糖尿病 は コ ン ト ロ
ー ル

可能な疾患 とな り膵移植 は忘れ か け ら れ た存在 とな り

っ っ あ っ た .
と こ ろが糖尿病患者の寿命 が伸び躍病期

間 が長 くな る こ と に よりイ ン ス リ ン 治療の 限界が明 ら

か と な っ て膵移植は再び脚光 を浴びる治療法 とな っ た .

1 9 5 7 年 Li c h t e n st ei n ら
1 7
鳩 血 管吻合 に よる全膵移植

を初 めて 報告し て い るが長好な結果は得 られ なか っ た .

し か し19 6 5 年以降膵移植実験 は多く の研究者 に より 試

み ら れ る ように な り膵移植は糖尿病状態 の改善 のみ で

な く細小血管症の発生, 進展防止に も有効 である こ と

が 確認され た
2) 3)

.

と こ ろ で膵移植の臨床応用 を考 え る場合膵臓 は腎臓

な ど と異な り単 一 臓器と い う解剖学的制約が あ り , 移

植を行う際そ の 供給源と して は必然的に 屍体膵と手術

摘出掛 こ限ら れ て く る . 屍体膵利用 の場合掛 ま混阻血

時間の短か い 臓 器であ り, しか も
一 般 に 脳死が 認め ら

れ て い な い 我国の現状 で は屍体よ り 膵 を摘出 し健全 な

状態で保存す る こ と は 重要な問題である .
そ の 上著者

の ラ島移植 で は
一 度に 大量の ラ島が 必要で あ り 分離 ラ

島の保存と い う 問題も重要な意義 を も っ て くる . そ こ

で著者 は将来の臨床応用の可能性 を検討す るた め に そ

の 前段階 と して ラ ッ ト に お け る屍体膵 の 濯流保存法の

検討 を行う とと も に , 湾流膵よ り 分離 した ラ 島の培養

保存 と そ の保存 ラ島の 移植実験 を行 っ た .

まずラ 島移植 に 際 して必要な ラ島の 分離法は196 4 年

H ell e r st r 6 m
1 8) が マ ウ ス 膵 を用い て f r e e h a n d mi c r o

-

di s s e cti o n を 発 表 し た の が 最初 で あ る が , 1 9 6 5 年

M o s k al e w s ki
1 9)
は コ ラゲナ ー ゼ を用 い て モ ル モ ッ ト膵

よ り ラ 島を分離 して い る . 現在広く普及 して い る コ ラ

ゲナ
ー

ゼ 消化法は L a c y ら
1 4)が 開発 した も の で ある が,

著者も こ の 方法に 準 じて行 っ た . しか し 6 時間濯流膵

で は ラ島自身が幾分障害 を受 け て い る上 に コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ に も高 い 細胞障害性が あ る た め, 顕微鏡下 に 採取可

能 な ラ島 は 1 匹 の ラ ッ ト に つ き50 個 が限界で あ っ た .

S c h a r p ら は 1 匹 の ラ ッ トよ り採取でき た分離 ラ 島は コ

ラ ゲ ナ
ー

ゼ 消化法で は平均151 個で あ っ たの に 比 し コ ラ

ゲ ナ
ー

ゼ消化法に 炉過法 を併用 す る こ とに よ り平均447

個 と約 3 倍 に な っ た と報告
2 0) してお り

, 今後回 収率を上

げる ため に は密度勾配法
21)
や炉過法な ど何らかの 改善が

必 要で あ ろう .

次 に 移植 ラ島の 保存法の 問題で あ る が今回 著者 はラ

島分離前の保存法 と し て湾流軌 分離後 の保存法と し

て培養法 の検討 を行 っ た .

教室 の濯流保存実験 で は 5 時間濯流膵の形態学的,

機能学的検討よ り 腹腔動脈経路が ラ島保存に 最も 有効

で あ る との 結論 を得て い る
7)

. そ こ で著者 は腹腔動脈経

路 の 濯流 に 低温, 高圧, 酸素飽和 の 3 種類の 負荷 を組

み合 わせ た 6 時間濯流実験 を行い , ラ 島保存 に よ り効

果的な濯流法 の検討 を行 っ た ,
そ の 結果変性 ラ島出現

率と機能学的検討よ り, 低温負荷 と酸素飽和負荷 の 場

合 に ラ 島保存 に 関 して有効性 が認 め られ , 特に 低温
･

酸素飽和負荷の組み合わ せ の 場合 に 濯流膵 ラ島が最も

良好 に 保存 され る こ と が確認 さ れ た . 低温負荷 と酸素

飽和負荷 の 有効性 は ヒ トや イ ヌ の 腎や心臓 の 潜流保存

実験 で も広 く認 め られ てお り
2 2) 2 3)

, 著者 の 成績と
一 致す

る . 高圧 負荷 に 関 して はId e z u k i ら
24) はイ ヌ 摘出膵を用

い た 浸漬保存実験 で そ の 有効性 を発表 して い る が, 今

回そ れ が認 め ら れ な か っ た原 因と して は保存法が若干

異な る こ と に も よ る が イ ヌ と ラ ッ トの 膵組織の 遠い に

よ る と こ ろが 大 きい の で は な い か と推察 し て い る .

膵 ラ島 の 培贅実験 は以 前よ り形態学的観察や イ ン ス

リ ン 分泌能 の検索 の目的 で 行わ れ て い る . 今 回著者は

6 時 間濯流保存 の の ち分離 され た ラ 島は形態学的, 機

能学的に 若干 の障害 を受 け て い た の で 培養 に よ り保存

の み で な く そ れ ら の 改善 も可能 か 否か 検討 を行 っ た .

形態学的 に は培嚢 に よ り ラ 島の被膜 の 修復が み ら れ,

実体顕微鏡下で は 培養 2
～ 3 日 で ほ ぼ完了 し以 後良好

な形態 を維持 した . 機能学的検討で は培地中に 放出さ

れ たイ ン ス リ ン量 は培養 1 ～ 3 日 間に 有意 に 高値 を示

した が, こ れ は 6 時間濯流 な らび に コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ消化

法 に よ る ラ島の分離過程 に お け る細胞膜障害な どに よ

りイ ン ス リ ン が漏 出 し易く な っ た こ と に 起因す る もの

で あ ろう と考 え られ た .
L a z a r o w ら

2 5) は ヒ トの ラ島の

培養実験 にお い て 2 日間 ごと に 培地中に 放出され るイ

ン ス リ ン 量 の測定 を行 い 最初の 2 日 間の み有意 に 高値

を示 す と い う著者 と同様の所見 を認め て い る .
イ ン ス
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リ ン分泌能 をよ り確実 に 反映す ると 思わ れ る高波度 グ

ル コ
ー ス 負荷に よ る sh o r t ti m e i n c u b a ti o n で は ,

流
･ 培 義群 は濯流

･ 分離直後群に 比 して明 らか に 分泌

能の 上 昇 を 認め てお り対照と比 較 して も同等 ない しは

若干 上回 っ て い た .

以 上よ り培養は ラ 島の形態学的, 機能学的改善 な ら

びに 維持 に 有効で あ る こ とが 確認さ れ た .

次 に 溜流後培養 ラ 島の 移植で あ る が, 上 皮小 帆 副

腎な どの 内分泌臓器の 移植 が血 管吻合に よ る血行再建

を必 要と しな い こ と は早くか ら報告され て い る
2 8)

. ラ島

の 移植部位の 検討は Zi e gl e r ら
2 7)
に よ り牌 ･ 腎被膜下,

胃 劉莫下, 筋肉内, 精巣 札 腹腔内な ど に お い て
･試 み

らj L た .
しか し K el Ⅵ p ら

2B)
は門脈 内移植が最も少数 の

ラ島で糖尿病状態の 改善を も た らす こ とが で きか つ 生

理 的条件 に も合致 す る と 報告し て お り , ま た 山崎
6)
,

A m a m o o ら
2 9) は門脈内移植でも 重簡な肝機能障害を発

生す る こ と はな く門脈内は安全な移植部位で あ る と報

告 して い る .

門脈 内へ の 移植 ラ島数に つ い て は糖尿病の程度と関

係が ありY･･
一

概に は言え ない .
K e m p ら

28)
,
A m a m o o ら

3 O)

は糖尿病状態 の 改善 をも た ら す ため に は400
～ 6 0 0イ臥

K a rl ら
31)
は壊低600偶 の ラ島が 必 要で あ ると してい る .

しか し著者の 門脈内移植実験 で は300
～ 4 0 0 偶の ラ島 で

十分な糖尿病状態の 改善を得る こ と が で き た . こ れ は

分離ラ 島に 培養過程 を加え る こ と に よ り障害の 強い ラ

島を除去 し良好 な機能, 形態 を有す るラ 島の み を移植

す る こ とが で き た こ と に よ る も の と思わ れ た . ま た水

上
7) は亜流膵 か ら の 分離直後 ラ島300 偶の 移植実験で血

糖値が 正常値に 復す る の に平均 4 週 を要 したの に 比 し,

培養 を付加 した 著者の 実験 で は 3 例 中2 例 は 1 週, 1

例 は 2 週 を要し た に す ぎず, 血糖の 下降が よ りす み や

か で あ っ た こ と は障害の 少な い ラ 島の み を移植 し た こ

と に 加 え て 培養に よ り ラ島の 機能 を十分 に 回復 させ た

状態で 移植 で き た こ と に よる も の と判断 され た .

また , 今回著者 は ラ島の 形態学的観察に 従来の H -E

染色 払 A - F 染色法 に 加え て蛍光抗体法, 酵素抗体法

の 応用 が 可能 か 否 か検討 を行っ た . 高木3 2) , 緒 方
33)
, 池

上
3 4) は幼君 ウサ ギ お よびラ ッ ト膵の 培養ラ島の A -F 染

色法と蛍光抗体法 との 比 較に お い て A- F 染色法で は培

養 日数の 経過 とと も に 次第 に B 細胞の A- F 染色性が

低下 す る の に 比 し, 蛍光抗体法で は B 細胞 の 蛍光の 強

さ は培養期間中ほ と ん ど変化せず B 細胞の 同定 に は後

者の 方が 信嶺度が高くよ り適確であると報告 してい る .

著者は H - E 染色 温 A
-

F 染色法, 蛍光抗体法, 酵 素抗

体法 に よ る正 常膵, 濯流膵 ラ島の 検討を行 っ たが , ホ

ル モ ン 分布状態の 把握 に は A - F 染色法とと もに 蛍光抗

体法, 酵素抗体法も有力な手段である と 考え られ た .

1 1 35

膵移植の 臨床例 は1 96 6 年 K ell y ら
35) が糖尿病性腎症

を合併 した 若年性糖尿病患者に 腎と と もに 膵 を移植 し

たの が最初 で ある . し か し今日 ま で膵移植は数症例 を

除 い て 期待 され た程の効果が得ら れて い ない .

一 方 ラ

島の 移植 は1 97 7 年 N aj a ri a n ら
3 6)
が ヒ ト屍体膵よ りラ島

を分離 し 7 人 の 患者 に10 恒】に わた っ て腹腔内, 筋肉内,

門脈内に 移植 し, 最長18 カ月 間投与イ ン ス リ ン 畳の 減

少 をみ た が糖尿病の 治癒 した 症例 はみ られ な か っ た .

ま た腹膜炎, 門脈圧 上軌 肝機能障害な どラ島移植 に

ょ る合併症は み ら れ なか っ た と報告して い る. 1 9 80 年

C a m e r o n ら
3 7)
は慢性膵炎の 患者に 膵組織片を門脈内に

自家移植 し 6 カ月間良好 な機能を発揮し たと報告して

お り
, 今後ラ 島の 分離法 な どの 改善 を加 える こ と に よ

り 大豊の ラ島 を得 る こ と が可能 とな り, ま た拒否反応

の 抑制法が確立さ れ れ ばラ 島の 門脈内移植法 は十分臨

床 に 応用 し得 るも の と思 われ る .

結 論

滞流法と培養法 に よ る膵 ラ島の 保存実験 を行
い 形態

学的, 機能学的検討 を行う と とも に, 保存 ラ島 をス ト

レ プ ト ゾ ト シ ン ( st r e pt o z o t o ci n , S T Z ) 糖尿病ラ ッ ト

の 門脈内に 移植 し以 下の 結論 を得た.

1 . ラ 島保存の た め の腹腔動脈に よ る濯流実験で は

潜流膵ラ島の 形態学的, 機能学的検討 より低渡負荷と

酸素飽和負荷 で は その 有効性 を認める こ とが で きたが ,

高圧負荷単独あ る い は 前記負荷に 高圧負荷 を組 み 合わ

せ た条件下で は そ の 有効性 は認め られ なか っ た .

2 . 最 も保存状態が良好で あ っ た低温
･ 酸素飽和負

荷6 時間濯流膵よ り分離 した ラ島を培養す る と, 6 時

間濯流 と ラ島の 分離操作 に よ り障害を受 けた ラ島 は形

態学的に は ほ ぼ 3 日 で 修復さ れ以 後観察期間の21 日目

ま で 良好な形態 を維持 した. ま た機能学的に も培養ラ

島に お い て 高波度 グル コ ー ス 負荷 (30 0 m g/ 1 0 0 m l) に

対す るイ ン ス リ ン 分泌反応の 著明 な改善が認められ た .

3 . 門脈内注入法 に よる濯流後培養ラ島の 同種移植

実験 で は, ラ島300 ～ 4 0 0 個で すみ や か に糖尿病状態の

改善 を得る こ とが で き た .

以 上 よ り 屍体膵の濯流保存は低温 ･ 酸素飽和負荷の

も と に 行い , 濯流膵よ り 分離 したラ 島の培養は保存の

み で な く形態学的, 機能学的改善 に 有効で あ り ,
さ ら

に これ らの 処置を行 っ た の ち移植 する 方が より 効果的

で あ る こ とが 確認され た .
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i n d i a b e ti c n e ph r o p a th y . S u r g e r y , 6 l , 8 2 7
～ 8 3 7

(1 9 67 ) .

3 6) N aj a ri a n , J . S . , S u th e rl a n d , I) . E . R . , M a t a s ,

A
, J .

,
S t e f f e s

,
M . W .

,
S i m m o n s

,
R . L . & G o e t 2;

,
F .

C ∴ H u m a n i sl e t t r a n s pl a n t a ti o n . A p r eli m i n a r y

r e p o rt .
r

r r a n s pl . P r o c . , 4
,
2 3 3 ～ 2 3 6 (19 7 7) .

3 7) C a m e r o n , J . L .
,
M e h i g a n , D . G .

,
H a r ri n g t o n ,

I) . P . & Z ui d e m a
,
G . D . : M a t a b oli c st u di e s f oll o w -

i n g i n tr a h e p a ti c a u t o t r a n s pl a n t a ti o n o f p a n c r e a ti c

i sl et g r a f t . S u r g e r y t 8 7 , 3 9 7
～ 4 00 (1 9 8 0) .

E x p e ri m e n t al P r e s er v a ti o n o f h n g
er h a n s

,

isl et s of P e r fu s e d C ad a v e r R at P a n c r e a s b y O rg a n

c ult u r e S h ig e r u T a k e y a m a , D e p a rt m e nt o f S u rg e r y (II) ( D ir e c t o r : P r of ･ I ･ M iy a z a ki) , S ch o o
l

o f M e dici n e
,
K a n a z a w a U ni v e r si ty a n d D e p a rt m e nt of S u r g e ry (Ⅰ) (I)ir e c t o r : P r of ･ G ･ N a k a -

g a w a r a) , F u k ui M edi c al S c h o ol , K a n a z a w a , 9 2 0
- J ･ J u z e n M e d ･ S o c ･ , 91 , 1 1 2 5 N 1 1 3 7 (1 9 8 2)

K e y w o rd s : C a d a v e r p a n c r e a s ･ isl et of L a n g e rh a
n s , P e r fu si o n , C ult u re , t r a n S Pl a n t ati o n ･

A b str ac t

T h e p r e s e n t s t u d y w a s u n d
e rt a k e n t o e x a m i n e t h e p e r fu s e d c a d a v e r r at p a n c r

e a s e x ti r p at e d

f r o m d e c a p it at e d r at s f o r t h
e v i a b ilit y a n d bi o l o gi

c al a c ti v iti e s ･ P e r f u si o n w a s m a d e j u s t a ft e r

d e c a p it ati o n th r o u g h t h
e c eli a c a x i s u n d e r f o 1l o w i n g c o n d iti o n s : h y p o t h e r m i a ( 4

0

c ) , h y p e r b a ri a

( 4 a b s o l u t e at m o s p h e r e s) a n d o x y g e n ati o n ･ A ft e r si x h o u r s o f p e rf u si o n , t h
e i sl e t s i s o l a t e d f r o m

t h e p a n c r e a s w e r e s u b m it
t e d t o o rg a n c u lt u r e a n d e x a m i n e d f o r t h e p r e s e rv a b ilit y ･

T h e c o n d iti o n

o f p e r fu si o n a f f e c t e d t h e r a ti o o f d e g e n
e r a ti v e i sl et s/ n o r m al i sl e ts , Sh o w i n g t h e l o w e s t o n e u n d e r

t h e c o n d iti o n o f h y p o th e r m i a w it h o x y g
e n ati o n ; i n s u li n

-

S e C r eti n g a b ilit i e s o f t h e i sl e t s , u n d e r t h i s

c o n d iti o n
,
W e r e m a i n t ai n e d at a l e v el o f 8 6 ･

5 % o r m o r e o f t h a t o f f r e s h l y i s o l at e d i sl e t s ･ W h e n

t h e s e p a n c r e a ti c i sl e t s w e r e f u rt h
e r c u lt u r e d i n vi tr o

,
Sli g h tl y m o d i fi e d c ell s h a p e s t h a t o

c c u re d

at p e r fu si o n w e r e r e st o r
e d t o n o r m al st a t e w it h i n th e fi r st t h r e e t o f o u r d a y s o f c u lt u r

e
･ T h e

i n s u li n c o n t e n t s o f t h e c u lt u r e , W h e n t h e m e d i u m w a s
e x c h a n g e d e v e ry t h r e e d a y s , r a n g

e d i n

8 5 l - 1 1 3 4 p U/ m l/t w o i sl e t s d u ri n g t w e n t y
-

O n e d a y s
'

c u lt u r e p e ri o d ･ I n s u li n s e c r e ti o n r e s p o n sib l e

f o r g l u c o s e a d d iti o n w a s a p p r o x i m at el y t h e s a m e b e t w e e n c
u l tu r e d a n d f r e s h ly is o l a t e d i sl e t s ･

T r a n s p l a n t a ti o n o r th e s e i sl e t s i n t o th e p o rt al v ei n o f st r e p t
o z o t o ci n

-i n d u c e d d i a b eti c r at s r e s u l t e d

i n a g o o d r e c o v e r y f r o m t h e d i a b e ti c st a t e ■ T h e s e d a t a s e
e m t o i n d i c a t e t h at il 川 it r o c u l t u r e o f

i sl e t s i s o l a t e d f r o m p e r f u s e d p a n c r e a s c a n w ell p r e s e r v e t h ei
r o ri g i n al b i ol o g i c al a c ti v iti e s ･ A Is o ･

t h e y s u g g e st t h a t t h e c u l t u r e d p a n c r e a ti c i sl e t s o b t ai n e d f r o m p e r fu s
i o n m a y b e u s e fu 1 f o r c li n i c al

t r a n sp l a n t a ti o n i n t o d i a b e ti c c a s e s .


