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単離 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の 長 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

金沢 大学 第2 外科学講 座 ( 主任 : 宮崎逸夫教 授)

小 島 靖 彦

( 昭和51 年11 月27 日受 付)

内分泌臓器 の 動物 に お ける移植実験は
, 甲状腺, 上

皮小体, 副 腎な どに つ い て は既 に い く つ か 報告され て

い る
1 ト 3)

｡
こ れ らの 多く は筋肉

,
皮下組織

,
肝

, 脾

,
腸管準膜 な どに 内分泌臓器 を i m pl a n t する の み で

移植が 可能 である
｡

膵臓 に お い て も i m pl a n t a ti o n に

よ る移植が ラ ッ ト マ ウス に おい て 試み られ て い るが
,

移植 され た膵臓は
, 崩壊排除が ひ どく ,

一 般に完全 な

る移植 は困難で あ る こ とが 指摘 され て い る
4) 5 )

｡
さ ら

に Lili eb ei ら
6)

は 犬の 膵臓移植に おい て
,
移植膵の 外

分泌組織に は著 しい 崩壊が お こ るが
,

ラ ン ゲ ル ハ ン ス

島 (以 下ラ 島と 略す) は正 常に 維持さ れ て い る こ と を

組織学的に 認め た
｡

一 方
, 膵臓よ り ラ島を分離す るた め の試み が なさ れ,

1 964 年 H ell e r s t r 8 m
7)

は
,
f r e e -h a n d m i c r o di s s e c

-

ti o n に よ っ て ラ島を分離す る方法 を, ま た , 1 9 6 5 年

M o s k al e w s ki
8)

は
, 膵臓 を C O11 a g e n a s e で 処理 し

,

膵外分泌組織 を消化 しつ つ ラ 島を分離す る方法 を報告

して い る
｡ その後 L a c y ら

9)
は膵管 内へ H a n k s 液

を加圧 注入 し
, 外分泌組織 を膨化さ せ た後,

C O ll a g e n
-

a s e で処理 して得た ラ島は形態学的 にも機能的に も分

離以前の も の と変 らな い と述 べ てい る ｡ さら に B alli n
･

g e r ら
1 0)

は
,

L a c y らの方法に よ っ て分離 した ラ ッ ト

の ラ 島を糖尿病ラ ッ トキこ移植 し
, 糖尿病が 改善 され る

こ と をみた｡ その後,
ラ島の i n vi tr o 培茸 なら び に 培

襲ラ 鳥の移植実験 が試み られ つ つ ある が
1 1)1 2三 者者も

培餐に よる ラ島の 長期保存法, 培餐 ラ 島の イ ン シ ュ リ

ン 産生能, およ び その 同種移植 に つ い て検討 した｡

Ⅰ
.

ラ島の培葉実験

1
.

実験材料と 方法

1 ) 実験韓具お よ び滅菌法

ラ島の 培養 に 際 し, 実験器具 は す べ て 滅菌 した もの

を用い
, 操作 は膵摘出の 段階 より無菌的に 行 な っ た ｡

ラ ッ トよ り膵摘出の 際に使用 した手術用器 具,
お よび

ミ リポ ア フ ィ ル タ
ー (0 . 45 / J 孔径) は高圧 滅菌 (12 0

℃ , 2 0分 間) し ,
シ ャ

ー

レ , 三 角フ ラス コ
,

ビ ー カ
ー

円錐形メ ス シ リ ン ダ ー

,
ピペ

ッ ト,
ミク ロ ピペ ッ ト ,

パ ス ツ ー Jレビ ペ ッ ト等の ガ ラ ス 器具 は乾熱滅菌(16 0 ℃

1 時間) した｡ さ ら に ゴ ム 栓 はガ ス 滅菌 (1 0 % 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 ) 実験動物

膵臓摘 出, お よ び培養ラ 島の 移植 に は
, 体重200 - 3 0 0

g の W i s t a r 系ラ ッ トを用い た｡

3 ) 膵組織消化用酵素

摘出膵 の消化 に用 い た C Oll a g e n a s e ( T y p e Ⅳ
,

W o r th i n gt o n B i o c h e m i c al C o r p o r a ti o n) は
, 使用時

に40 m g を Ⅲ a n k s 液 5 Ⅱlヱに 溶解 し
,

ミリ ポ ア フ ィ ル タ

ー で加圧濾過滅菌 した
｡

4 ) 膵臓摘 出と ラ 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

審 し
,
開腹 した ｡

L a c y ら
9)

の 方法 に な らい
, 総胆管の

十二 指腸開口 部 を結致 した後
,

岡本 ら
13)

の 方法に よ っ

て
, 肝管の 最終合流部よ り21 G

-

2 3 G の 翼状針 ( 2 段

階に屈曲さ せ て使用) を挿入
, gl u c o s e を6 0 Ing / d R 濃度

に 含む H a n k s 液20 m E を注入 した｡ こ の 際,
H a n k s

液を十分注入する こと によ り膵全体を水腫状に膨化させ た

( P h o t o . 1
,
2 )

｡
腸管を損傷しな い ように 注意しながら

, 周

囲の 脂肪組織をでき るだ け排除して, 膨化した膵体部およ

び尾部を鋭的に摘出した
｡ 摘出し た膵を直ち に20

-

3 0 m 〟

の 冷却した 日 a n k s 液で 洗浄 し
,

浮遊傾向の ある部分

はで き るだ け除去 した｡ さ ら に , 摘出膵 を限科用 ク ー

E x p e ri m e n t al st u di e s o n o r g a n c ult u r e of i s ol a t e d r a t p a n c r e ati c isle t s i n r el a tio n t o

m o r p h ol o gi c al o b s e r v ati o n a nd m ai n t e n a n c e .

●

of bi ol o gi c al f u n c ti o n . Y a s u hik o K qji m a ,

D e
.p a r t m e nt of S u r g e r y ( ⅠⅠ) , (D i r e c t o r : P r of . I . M iy a z a k i) ,

S c h o ol of M e dici n e
,
K a n a z a w a

U n i v e r sit y .
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パ ー を 用 い て細 かく切 りなが ら20 m藍啓三 角フ ラ ス コ に

入 れ た
｡

細切後,
無菌箱内で 8 m g/ me の C Oll a g e n a s e

を加え
,

ゴ ム 栓で 密栓 した三 角 フ ラ ス コ を
,

3 7 ℃ で

m e t a b olic sh a k e r に か け15 0
～

2 00 回/ 分 の s h a k in g

in c u b a ti o n の も と に
, 組織片を15 ～ 2 0 分間消化 した

｡

時々 消化状態を観察し
,

一

様 に泥状 に な っ た時消化を

終了 した
｡

S h a k in g i n c u b a ti o n を終え た泥状液 を無菌

的 に 50 m 〟容 メ ス シ リ ン ダ
ー

に 移 し
,

3 0 Ⅲg の W a r m

H a n k s 液 を加 え て 静か に 擾拝 し
,
1 - 2 分間静置した

後,
上 溝部 を約25 m R 吸引で 除去 した

｡
次 い で再 び w a r m

H a n k s 液 を加え ,
ラ島附着物を洗 い 取る よう に 駒込 ピ

ペ ッ トでや や強く 攫拝 した
｡ 1

～ 2 分 間静置 した後,

浮遊物 を含め その 上清 を吸引除去 した
｡ 同様の 操作を

W a r m H a n k s 液で 4 回洗浄後
,
C Old H a n k s 液 で更

に 4 回洗浄する こ と に よ り , 残存す る C Oll a g e n a s e お

よ び膵外分泌組織を ラ島より 除去 した
｡ 最終洗浄で得

られ た ラ島を含む沈澱物 を少量 の C Old H a n k s 液 に 懸

濁 し
,

こ れ を冷却した滅菌 シ ャ
ー

レ に移 して
,

鏡検し

なが らラ 島を確認 し
, 採取 して 培養に 供 した｡

5 ) ラ島の 培養法

培養液は20 % 牛胎児血 清を加 えた D ulb e c c o m o dif -

i e d E a gl e 培地 に
,

ペ ニ シ リ ン G l O O 単位/ mE
, ス ト レ

プ ト マ イ シ ン 10 0 〟 g / m ゼを添加 して
,

基礎培地と した
｡

培養に は常に17 m m 径の m u lti ･di s h t r a y ( L i m b r o
,

2 4 穴
, 滅菌済) を用 い た

｡
m ulti -d is h t r a y の各 w ell

に 基礎培地 を1 m 七人 れ
,
単離さ れ た ラ島を毛 細管 ピペ ッ

トセ2 個づ つ 入れ て, 3 7 ℃ , 5 % 炭酸ガ ス 培養恒温 器 で

静置培養 し
, 培地の 交換 は3 日 ごと に無菌箱内で 行な っ

た ｡
こ の 際パ ス ツ

ー

ル ピペ ッ ト を用 い て 注意深く 培養液

を吸 引する こ と に よ り ,
ラ島 をま っ た く損ね る こ と なく

容易に 全培養液 を交換す る こ とが でき た ｡ 交換した培

地は h s u li n を測定す るた め
-

2 0 ℃ に 保存 した
｡

6 ) i n s u li n 測定

ラ 島の 培義 に 際 し
, 培地中に 放出さ れた i n s u li n の

測定は, 培地を1 0 倍 に稀釈 したう え
,
P h a d e b a s in s ul in

t e s t ( s olid p h a s e m e th o d ) に より 定量測定 した｡

7 ) 培養 ラ 島の 形 態学的, 組織学的観察

倒立型培養顕微鏡, 位相差頗徴鏡 ノ マ ル ス キ
ー 式微

分干渉顕微鏡 を用 い て培養ラ島 を形態学的に 観察した ｡

倒立 型 培養顕微 鏡観察に お い て は
,

m u lti ･ di s h t r a y

を ス テ
ー

ジの 上 に の せ鏡検し, ま た位相差顕微鏡
,

ノ

マ ル ス キ
ー 式微分干渉顕微錬観察 に お い て は , 培養 ラ

島 を毛細管 ピペ ッ トでス ラ イ ドガ ラ ス の 上 に 採取 し
,

カ バ
ー

ガラ ス をか け て鏡検 した｡

培養 ラ 島の組織学的観察の た め に は
,

ラ島 をパ ラ フ

ィ ン 包増 し, 組織切片を作製して
,

へ マ トキ シ リ ン .

エ オ シ ン ( H E ) 染色また はア ル デ ヒ ド フ ク シ ン ( A

F ) 染色 ( G o m o ri 原法の 藤田変法) を施 して
, β 細

胞等の 検索 を行 な っ た
｡

2 . 実験結果

1 ) 単離 ラ島の 培養

C Oll a g e n a s e 処理 に よ り単離され , 冷却シ ャ ー レ に

集め られ たラ島 を暗視野で双 眼実体顕微鏡で 鏡検 する

と, ラ島 は球形 ない し堵円球形を呈し
, 充実性ある米

粒の 外観 を呈 して い た(P b ot o , 3 )｡
こ れ ら単離 した ラ

島を毛細管 ピペ ッ トで採取し, 基礎培地で の培養 に 移

した
｡

m ulti ･di s h t r a y に 移 した ラ 島の 形態 を確認す る

ため に
,

倒立型培養顕微鏡で観察す ると
, 分解直後の

ラ島は被膜の 一 部損傷 した もの や
, 外分泌組織の

一

部

を付着 し たも の が み られ たが
, おお むね 半透明, 表面

平滑で正 常な ラ島が単離され た( Pb o t o . 4 ) ｡
かか るラ

島を培養 する と
, 培養後3 日以 内に ほと ん どす べ ての

ラ島は球形 に な り , その 周辺 部の 構造は分離直後の も

の に 比 し
,

よ り平滑とな り ,

一 見被膜の 強敵化が起 っ

たよ う に 観察され た
｡

分 離時に 一 部損傷を受 けた ラ島

も多く は修復され た 形で 培養さ れた
｡

ま た付着 して い

た外分泌組織は, ラ 島よ り剥離して い た ( Pb o t o . 5 )｡

これ ら ラ 島 はプ ラス チ ッ ク表面に 定着す る こ と な く
,

浮遊状態 で培養さ れ た
｡

培養10 日目前後に 2 偶の ラ島が融合す る場合が見ら
●

れ( P h o h 6 )
,
培養の 経過に とも な い 1 偶の ラ 島に な

るも の も観察され た
｡

い っ たん球形を呈した 培養 ラ島

は以 後の 培養に お い ても 形態的に は大き な変化を示 す

こと は なか っ たが
,
培養4 週目頃よ り

,
ラ島の あ るも

の で は
, 中心部 に 不透明な部分 の 出現が認め られ るよ

う に な っ た ( P h o t o . 7
,

8 ) ｡
か かる不 透明部分は, 以

後の 培養 日数経過に とも な い 大き さ を増す傾向に あり
,

培養ラ島の 中心 部よ り壊死 が起 っ た もの と考え られ た
｡

また い く つ かの W ell に お い て
, 培養に 用 い た ラ 島の

他に
,

小型の ラ 島を思わせ る細胞集塊の 形 成が み られ,

培養70 日日頃に はか なり明 瞭 な形態 を示す よ う に な っ

た ( P b o t o . 9
,

10) ｡
こ れ らの 事以 外に は, 位相差顕 微

鏡ま た は ノ マ ル ス キ ー 式微分干渉顕 微鏡を用 い て の 培

養ラ島の 微細構造お よ び表面 形態の 観察で
, 分離直後

の も の と著る し い 変化は認 められ な か っ た ｡ 培養 4 週

後の 位相差 顕微鏡の 強拡大 に お ける観察で はラ 島の 表

面よ り上 皮性細胞の 増殖が み られ, ま た ラ 島細胞内に

分 泌斯粒が存在し
,
A n d e r s s o n ら1 4 )

の 報告と 一

致 す る

所見 で あ っ た ｡ ノ マ ル ス キ ー 式微分 干渉顕微鏡に お い

て はラ 島細胞は明 瞭に 輪廓さ れ て観察さ れた ( P h o t o .

1 1
, 12 , 1 3

,
1 4)｡

長期培養実験は80 日 で 打ち切 られ た
｡

こ の 時点に お
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け る ラ 島は
, 中心 部の 不透明 部分 の 進行 は著 しか っ た

が
,

ラ島その もの に崩壊は まっ た くみ ら れ ない と こ ろ

か ら
,

3 日間隔で の 培地交換で更 に 長期培養も可能で

あ る と考えら れた
｡

2 ) ･ 培養ラ 島の i n s ulin 産生

ラ島の 長期培養に お い て ,
i n s u l in 産生 を調 べ る ため

に
,

3 日間隔で交換した培地に 含 まれ る i n s uli n を定

量測定 した ｡ その 結果は Fi g . 1 に 示 す ごと く, ラ島

2 個あ たり 産生され る i n s uli n 量 は10 9 7 ～ 1 4 3 4 J J U / m E

の 範囲で
,
8 0 日間の培養期間 をと お して ほ ぼ

一 定で あ

っ た ( Fig - 1 ) ｡ この こと は
, 単 離ラ島が 長期間の 培養

中 山s uli n を産生 し続けて お り
,

か つ そ の 産生す る活

性 に お い て分離直後の もの と同 じで あ る こと を暗示 し

て い る｡ そ こ で こ の こ とを確認す る ため に
, 分離直後

30 日培養, 6 0 日培嚢の それ ぞれ の ラ島に つ い て 血s u Ii n

産生畳 を比較検討 した｡
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そ れ ぞれ の ラ島 を毛細管 ピペ
ッ トで採取 し

, 新ら し

い基礎培地1 m£を入 れ た m ulti -di s h t r a y の 各 w ell

に 2 個 づ つ 移 した｡ 37 ℃ , 5 % 炭酸が ス 恒温器 で , 1

日間,
2 日間,

3 日間,
4 日 間, 培地 の 交換な しに 培

養 し, 培地中に 産生さ れた h s uli n 量 を測定した
｡

そ

の 結果を Fi g . 2 に 示 す ｡
い づ れの ラ 島の 場合も培養

日数に と もな い
, 培地に 蓄積 され る in s u li n 量 はほ ぼ

直線的に 増加 した ｡ しか し
,
i n s ulin 産生率 を比較 する

と
, 分離直後の ラ 島で やや 高く, 30 日培養, 6 0 日培養

後の ラ島の 順で若干低下す る傾向 に あ っ た ( Fi g . 2 )｡

ラ島を毛 細管 ピペ ッ トで採取 す る際,
でき る だ け大き

さが 均 一

に な るよ う に 注意 したが
,
長期間培養の ラ島

を採取す る場合, 個数を そろ え るた め に か な らず しも

大き さ を均 一

に 選 ぶ こ と はで き なか っ た
｡

こ れ ら の 結果か ら, 培養に よ っ て長期間維持 され た

ラ島は
, 分離直後の も の に比較 して in s u li n 産生能は

若干低下す る傾 向を示 すが, 少なく と も80 日間の 培養

に お い て ,
i n s u li n 産生能は本質的に 変化す る こ と なく

保持さ れ ると 考え られ た
｡

次に
,

P b o t o . 9 およ び10 で 示 した小 型 ラ島様の 細胞

集塊に つ い て
,
i n s u li n の 塵生能を検討 した

｡
培養75 日

目 に 親ラ島の み を毛細管 ピペ ッ ト で 除去 し, 残 っ た細

胞集塊 を H a n k s 液で洗 っ た後, 新ら しい 基礎培地 を

加 えて培養 した
｡ 3 日 ご とに 培地 を交換 し

, 培地中に

含まれ る i n s uli n を測定 した
｡

そ の 結果
,

最初の 3 日

間の培地に は15 . 5F L U / m E の i n s ul i n が 含まれ; 2 回目

で は 7 〃U / 舶
,

3 回目で は4 / ノ U / 皿セと培 地交換 ごと に

産生 in s u li n 畳 は減 少し
,

その 後は in s uli n を検 出し

得な くな っ た ｡
こ の こ と は新生 の 細胞集塊 は強い i n s u

-

1i n 産生能 をも たず,
形態的に は小 型 ラ島の ご とく観察

さ れ るが,
i n s t lli n 産生細胞で あるβ 細胞を含 まな い 細

胞乗塊で ある と考 えられ た
｡

3) 培養ラ 島の 組織学的観察

A F 染色 で観察す る と
, 分離直後の ラ島は青紫色に

濃染した顆 粒 ( A F 可染顆粒) を有す るβ 細胞が
一 様

に 分布 して い た
｡

一

方 ,
H E 染色で観察す る と

,
培養

4 週後の ラ島 は
,
分離直後 ( P b o t o . 1 5) と ほ ぼ同様

の 像 を示 し,
ごく

一 部の 細胞質内に は小 空胞 を認め る

が 大部分の 細胞で は核の 膨化 や細胞質の変性 を認 めな

か っ た
｡

A F 染色で は青紫色 に 濃染 した顆粒 を有す る

β 細胞 をラ 島内に 多数認 めた (P h o t o . 1 6)
｡

前述した
,

4 週間以 上培養さ れ たラ 島の 中心部 に み

られ る不透明な部分 は
,

H E 染色標本での 観察で
, 中

心部壊死 の所見で あ っ た
｡

しか し周辺部 は正 常な細胞

が多く残存 し
,

A F 染色にお い て もβ 塀粒の 存在 を示

して い た
｡
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3 . 小 括

D ulb e c c o

'

s m o d ifi e d E a gl e M E M に2 0 % 牛胎児血

清を含む培養液を基 礎培地と し
,

m u lti -di sh tr a y を用

い て
,

単離 ラ 島の80 日間の 長期培養を行 な っ た
｡

か か

る培養ラ 島は培養が 長期に な る に した が い
,
i n s uli n 産

生能が 若干低下す る傾向を示 したが
, 全期間を通 じほ

ぼ
一 定の i n s u l in を培地中に放 出して い た

｡
形態学的

に は培養に 移 した ラ 島は被膜に 強靭化が み られ る他は

著 し い 変化を認め な か っ た ｡ しか し , 培 養4 過日噴か

ら中心 部 に壊死 が起 こ り始める ラ島が み られ た が
,
i‡1

s u li n 産 生 に お い て あま り大き な影響が な い こ と か ら
,

こ こ に 用 い た培養方法はラ 島の 保存 に適 してい る と考

え られ る
｡

ⅠⅠ
. 培養ラ島の 内分泌機能

ラ島のi n s uli n 産生 は gl u c o s e の 濃度に 依存す る こ

とが 知られ て い る
15)

の で
, 培地中の glu c o s e 濃度を変

え. 培養 ラ島の i n s uli n 産生能 を検討 し
,

更 に gl u c a
-

g o n ( S i g m a C h e m i c al C a n p a n y ) 添加時の培養

ラ島の in s uli n 産生能に つ い て も検 討 した｡

1 . 実験方法

1 ) 培地中 へ の i n s uli n 放出

同
N

ラ ッ トよ り分離 した ラ 鳥を D u lb e c c o 培地お よ

び gl u c o s e 演度を 100 m g/ dE に 低下さ せ た m o d ifi e d

D ulb e c c c f 培地で培 養し
, 両培地中の i n s ul in 量 を測

定 ,
比較 した

｡

2 ) sh o rt ti m e i n c u b a ti o n に よ る i n s uli n 分泌実

験

ラ島 を分離直後群,
1 週間培養群 , 2 週間培養群に

わ け検索 を行 な っ た
｡ 分離直後群 は

,
ラ 島分離後 0 .2

% b o v i n e alb u m i n ( A b m o u r P h a r m a c e u ti c al C o r
-

p o r a ti o n
,

C hi c a g o
,
U .S . A ) を添加 した gl u c o s e 6 0

m g / d E 含有の H a n k s 液 に て 1 時間 p r ei n c u b a ti o n を

行な っ た
｡

1 週間,
2 週間培養の 各々 の ラ 島を,

双 眼

実体顕微鏡下に ラ 島培養用 の m ulti -d is h tr a y を置き
,

毛細管 ピペ ッ トで 1 個づつ ひ ろい
,

上記 alb u m in お

よ び gl u c o s e 含有 H a n k s 液を加え, 2 時間 p r ei n ･

c u b a ti o n を行な っ た ｡
か くて

. 各群それぞれ5 個の ラ島を

t e st m e d iu m O . 5 m 戚含有小試験管内に 入れ
,
9 5 % 0 2

,

5 % C O 2 を通気後, 9 0 分間37 ℃の 水浴槽中に て7 0 - 8 0

回/ 分の Sh a k i n g in c u b a ti o n を行ない
, 培地中 に放

出さ れ た i n s ul in 畳 を P h a d e b a s i n s uli n t e st ( S Olid

ph a s e m e th o d) に て測定 した｡

i n s uli n 分泌用培地(t e s t m e di u m ) と して ,
E a gl e

'

s

M E M お よ び K r e b s- R in g e r b i c a rb o n a t e を使用 した｡

ま ず E a gl e
'

s M E M 使用 の場 合,
0 . 2 % b o vi n e al b u

-

m i n 存在下で , 添加す る gl u c o s e l O O m g/ dE 群 ,
3 0 0

m g/ de 群 また は gl u c a g o n l O I L g / m E + gl u c o s e l O O m g/ de

群の 3 種類 をt e st m e di u m と して 用 い た
｡

一

方 ,
K

e b s
- R i n g e r b i c a rb o n a t e 使用 の 場合は

,
0 . 2 % b o v in e

al b u m i n
,
5 m M gl u t a m i c a cid

,
5 m M p y r u v i c a c id

,

5 m M f u m a ri c a c id を添加 した もの を b a s e と し
,

gl u c o s e 漬度 を60 m g 川ゼ群,
3 0 0 m g/ 〔ユ曙ほ た は gI ∝ a ･

g o n l O / L g / m R + gl u c o s e 6 0 n-g/ d-e 群の 3 種類に つ い

てi n s u li n 産生 を比較 した
｡

2 . 実験結果

1) gl u c o s e 刺激に よる培養ラ 島の i n s ul in 産生能

3 日 間隔 で 測定 され た培地中の in s uli n 畳 は
, gl u c

･

o s e 膿度 4 50 m g/ de 群で は 100 m g / dE 群に 比 し約1 000 J J

U / 鵬 程高 い 値 を示 した
｡
しか し

,
9 日間の 培養期間中,

そ れ ぞれ の 両培地 中に 放出さ れた i n s uli n 量は有意の

差 を示 さ ず
,

かか る方法で 測定さ れた培養 ラ島の gItl
-

c o s e 刺激に よる i n s ulin 産生能 は
,

こ の 期間中有意

の 変動が 認め られ な か っ た ( T a bl e l )｡

2 トsh o rt ti m e i n c u b ati o n に お ける培養ラ 島の

glu c o s e ま た はgl u c a g o n 刺激効果

gl u c o s e 漉度の i n s u li n 産生 に 及 ぼす 影響を培養ラ

島の Sh o r t ti m e in c u b a ti o n で測定する と
,

E a gl e
7

s

M E M
,

K r e b s - R i n g e r bi c a r b o n a t e い づれ の t e s t m e
･

T a b l e l . I n s u li n s e c r e ti o n a bilit y o f isl e t s of L a n g e r h an S Sti m u l a t e d b y

gl u c o s e e v e ry 3 d a y s a ft e r c ult u r e s f r o m 3 t o 9 d a y s L

I n s u li n s e c r e ti o n ( 〟 U / m l /3 d a y s)

G l u c o 翌

C O n C e n t r a ti o n

C u lt u r e d a y s

3 6 9

1 0 0 m g / 1 0 0 m l 4 8 5 ± 1 22 (24 ) 4 5 2 ± 20 6 ( 別) 4 56 ± 10 8 ( 24 )

4 5 0 m g / 1 0 0 m l 1 5 1 8 ± 51 1 (24 ) 1 3 5 1 ± 37 5 (24 ) 1 4 2 5 ± 38 6 ( 別)

A ll v al u e s e x p r e s s e d a s M e a n ± S . D . ( N ) .



7 8

di u I Ⅵ を用 い て も
, 分離直後の ラ 島 より 1 ～ 2 週間培

養 したも の の 方に
,

よ り多く の in stllin 塵生能が 測定

され た ( T a bl e 2
,

1 ) 2 ) ) ｡

さ ら に E a gl e
'

s M E M の gl u c o s e l O O m g/ dR 群と

30 0 昭/ de群 を比較す ると
, 前者の in s ul in 分泌 は109 . 6

士2 0 . 恥 U / m ゼ (分離直後)
,

ほ5 . 6 ±3 5 . 2 〟U / m ゼ ( 1 週

間培養) ,
1 8 2 . 5 ±4 3 . 恥 U/ m里 ( 2 週間培養) で ある の

に 対して
,
後者の それ はそ れ ぞれ 211 . 2 士2 0 . 餌 U / 舶

,

3 8 8 ･ 8 ±57 . 3 〃 U / m ゼ
,

3 8 8
,0 土5 0 . 毎 U / m ゼで あ り高濃

度の gl u c o s e に お■い て約 2 倍以 上 の i n s uli n 産生量

の 増加 をみ た ( T a b l e 2 , 1 ) )
｡

K r e b s ･ R in g e r bi c a rb o n a t e に お い ても 同様で
, gI u ･

C O S e 6 0 m g/ de の i n s ul in 分 泌は
, 52 . 2 士1 8 . 2 F

L U

( 分離直後) ,
73

. 8 ±2 4
. 3 〃

U / 舶 ( 1 週 間培養) , 12 0 . 8

士2 1 . 6 p U / m E ( 2 週間培養) で あ るの に 対 して , gl u c
-

O S e 3 0 0 m g / d g 群 の それ は
,

それ ぞれ 368 . 5 ±4 5 . 4 〃U /

T a b l e 2 ･ S ti m u l a t in g e 飴 c t o f g l u c o s e o r gl u c a g o n o n i n s u li n s e c r e ti o n

f r o m ℃ u l t u r e d i sl et s o f L a n g e r h a n s .

1 ) i n E a g l e
'

s M E M

E x p . 1

I n c u b a ti o n m e d i u m I n s u li n s e c r e ti o n (LL U / m l / 9 0 mi n )i n E a gl e
l

s M E M

Gl u c o s e (1 0 0 m g /1 0 0 m l)

G l u c o s e( 30 0 m g /1 0 0 m l)

a t i s ol a ti o n 1 w e e k c u lt u r e 2 w e e k s c u lt u r e

1 0 9
. 6 ± 2 0 . 9 (9 )
( 1 . 0 0 )

1 5 5 . 6 ± 3 5 . 2 (9 )
( 1 . 0 0 )

1 8 2 . 5 ± 4 3
. 9 (9)

( 1 . 0 0 )

21 1 1 2 ± 2 0 . 6 ( 8)
( 1 . 9 31) ☆

3 8 8 . 8 ± 5 7 . 3 (8 )
( 2 , 5 0 )

3 8 8 . 0 ± 5 0 . 4 (8 )
( 2 . 1 3 )

I n c u b a ti o n m e d i u m I n s u li n s e c r e ti o n 払 U / m l/ 90 m ir L)i n E a g l e
,

s M E M

at i sd I ati o n 1 w e e k c u lt u r e 2 w e e k s c u ltiユr e

G l u c o 監 (10 0 m g / 1 00 m l)

●

垂三.

●■●
諸員 .

57 . 5 士 2 9
.
3 (8 )

( 1 . 0 0 )
1 3 4 . 3 士 亜 . 8 (8 )

( 1 . 0 0 )
1 00 . 3 ± 4 7 . 3 (8 )

( 1 . 00 )

20 6
. 0 士 3 9 . 4 ( 1 0 )
( 3 . 5 8 ) ☆☆

3 9 6 . 0 士 5 3 . 2 (1 0)

･ ( 2 . 9 5 )
4 2 9 . 8 ± 5 6 .8 ( 1 0 )

( 2 . 6 8 )

2 ) i n K r e b s
- R in g e r bi c a r b o n a t e

I n c d b a ti o n m e di u m ■I n s u li n s e c r e ti o n 山 U / m l/ 9 0 mi n . ) i n K R B

G l u c o s e (6 0 m g / 1 00 m り

G l u c o s e( 3 0 0 m g / 10 0 m l)

G ltl C α妃(00 m g / 10 0 血)

a t i s ol a ti o n 1 W e e k c u lt u r e 2 w e e k s c u lt u r e

5 2
､
2 ± 1 8

. 2 (1 0 ) 7 3 . 8 ± 2 4 . 3 (10 ) 1 2 0 . 8 ± 2 1 . 6 ( 8)
( 1 . 0 0 ) ( 1

,
0 0 ) ( 1 . 0 0 )

3 6 8 . 5 ± 4 5 . 4 (1 0 ) 4 0 3 . 9 ± 5 0 . 6 (1 0 ) 5 35 . 9 ± 7 6 . 4 (8 )
(7 . 0 6 ) *

( 5 . 4 7 ) ( 4 . 4 4 )

1 3 6 . 2 ± 2 2 . 8 ( 1 0) 18 9 . 8 土 3 1 . 9 (1 0 ) 2 5 2 . 5 ±4 6 . 5 (8)
+ G l■u c a g o n (10 ルg/ m り ( 2 . 6 1 ) * *

( 2 . 5 7 ) ( 2 . 0 9 )

A ll v al u e s e x p r e s s e d a s M e a n 士 S . D . ( N )
☆

r a ti o s ( gl u c o s e l O O m g / gl u c o s e 30 0 m g )
☆☆ r a ti o s ( gl u c o s e l O O m g / gl u c c 6 e l O O m g + gl 11 C a g O n l O LL g )
*

r a ti o s ( gl u c o s e 6 0 m g / gl u c o se 30 0 m g )
* *

r a ti o s ( gl u c o s e 6 0 m g / gl u c o s e 6 0 m g 十 gl 1 1 C a g O n l O LL g )
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Ⅰ叱 4 0 3 . 9 士5 0 . 毎 U / m 且
,

5 3 5 . 9 ±7 6 .
4 〃 U / m 盈で あ り

,

gl u c o s e 6 0 m g / dR 群 よ りも 300 m g/ d R 群 に 有意 の 羞を も

っ て その 分泌値の増加 をみ た ( T a bl e 2
,

2 ) )
｡

一 方 , glu c a g o n に 対す る反 応を みる と
, 分離直後,

1 週間お よ び 2 週 間培養の ラ島を用 い
,
E a gl e

'

s M E M

( gl u c o s e l O O m g / d£を含有) 単独で の i n s uli n 分泌 を

測定する と57 . 5 ±2 9 . 3 〟U / 舶 (分離直後) ,
1 3 4 .3 土4 4

. 8

〃U/ m 〟( 1 週間培養)
,

16 0 . 3 ±4 7 . 3 〟 U / m ゼ ( 2 週間培

養) の債 を示 した｡ しか し
, gl u c a g o n l O 〃g / m 恩を添

加す るとin s ulin 分泌は
, それ ぞれ 206 . 0 土3 9 . 毎 U /

舶
,
3 9 6 . 0 ±5 3 . 2/ ノ U / mゼ

,
4 2 9 . 8 ±5 6 . 恥 U 舟ゼと なり

gl u c a g o n 刺激に よ く反 応し
,
in s ul in 分泌の約 3 - 4

倍の 増加を認め た ( T a bl e 2 , 1 ) ) ｡

K r e b s
- R i n g e r bi c a rb o n a t e の 場合も 同様で K r e b s

R i n g e r b i c a r b o n a te ( gl u c o s e 6 0 m g / dR 含有) に gl u
-

C a g O n l O p g / m R を添加 した場合の in s uli n 分蘭 は
,

そ

れ ぞれ 136 . 2 士2 2
. 餌 U / m ゼ( 分離直後) , 1 8 9 . 8 ±31 .9

〃 U / m 色( 1 週間培養) ,
2 5 2 . 5 士4 6 .

5 〟 U / 舶 ( 2 週間

培養) であ り,
K r e b s- R in g e r b i c a r b o n a t e 単独群の

約2 倍の 増加 を示 した ( T ab l e 2 , 2 ) ) ｡

3
.

小 括

D u lb e c c o 培地の gl u c o s e 濃度 100 m g/ dE 及 び 45 0

m g/ de と して単離ラ島 を培養 し,
i n s ulin 塵生量 を比較

した
｡ gl u c o s e 4 5 0 m g / d且培地 は

,
1 0 0 m g / dE 培地 に 比し,

約10 0 0j L U / m £高い in s ul in 分泌の増加 を みた
｡ 更に 1

週間培乱 2 週 間培養ラ島 に つ き
,

gl u c o s e お よび

gl u c a g o n 刺激に よ る分泌実験 を Sh o rt ti m e i n c u b a
-

ti o n で 行な っ た と こ ろ
, 分離直後と 同様 に よ く それ ら

に 反 応 し
, gl u c o s e また は gl u c a g o n の濃度に も よる

が
,
i n s u li n 分泌能 の 約 2

～

4 倍の増加を み た
｡

した

が っ て
,

1 ～ 2 過培養ラ島も分離直後 の ラ島に殆ん ど

匹敵す る i n s tlli n 分泌能 を保持 して い る と考え られ た
｡

札 培養 ラ島の 同種移植実験

培養ラ島 は in vi v o に 移植 した場合 in s uli n の 生

合成能を発揮す るか 否かが本研究の 最終的な 目的で あ

る｡ そ こで St r e p t O Z O t O C in 誘発糖尿 ラ ッ ト を用 い
,

培養ラ 島の 門脈内移植実験 を行な っ た
｡

1 . 実験材料 な らび に 方法

1) 培養ラ 島の採取

m ulti -di s h t r a y で 2 週 間培養した ラ 島を毛細管 ピ

ペ ッ トを用 い
,

双 限 実体顕微鏡下で採取 しH a n k s 液

を入 れ た シ ャ
ー

レ 内 へ 収容し
, 移植用 ラ 島と した

｡

2 ) s tr e pt o z ot o ci n 糖尿 ラ ッ トの 作成

体重150
-

45 0 g の W i s ta r 系雄 ラ ッ トに S tr e pt O Z O
･

t o ci n 6 5 m g / 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 m e t a b oli c c a g e に 収容 し

,
血 糖,

尿

糖
,
尿量

,
体重を測定 した

｡
血糖は

,
2 4 時間絶食後,

眼 裔静脈革 へ ヘ マ トク リ ッ ト管刺入 に よ り血液 を採取
,

gl u c o s e t e s t W a k o の 除蛋白法に よ り測定 した
｡ 尿糖

も 同様 に24 時間尿 の
一 部 を用 い て 測定 した

｡

3 ) 培養ラ島の 門脈内同種移植

シ ャ
ー レ 内に 集められ た 2 週間培養ラ 島300 ～ 40 0 個

を27 G 鈍針に て 1 舶 デ ィ ス ポ注射器 に 吸入 し全量 が1

m ゼ以内 に な る よう に した
｡

吸入 後27 G 皮下針 に変 えた

後,
r e Ci pi e n t 糖尿 ラ ッ ト を エ

ー

テル 吸入麻酔下 に て

開腹, 門脈を露出 した
｡ 門脈本幹内へ 培養ラ島300

～

4 0 0 個を摩擦注入 後
, 綿棒また はガ ー ゼ に て数分 間圧

迫, 止血 を確認 した後開腹 した｡
i m pl a n t a ti o n 終了

後は m e t ab oli c c a g e に 収容 し諸検査 を行な っ た
｡ な

お
, 免疫抑制剤は投与し なか っ た

｡

2 . 実験結果

1 ) N o r m al C o n t r o Is

7 匹の 正常 ラ ッ トの 血 糖,
尿量

, 尿糖を測定 した
｡

血 糖80 . 0
～

1 0 4 .1 Elg正一ゼ (8 9 .4 ±7 .5 ) , 尿量 9 .8
-

2 0 .3

m E/ d a y (1 4 . 6 土 3 . 1) 尿糖 0 - 3 g / d a y 以 下であ っ た
｡

2 ) D i a b e ti c C o n tr o Is

3 0 匹 の C O n tr Ol 群 を作成 した｡

i) 血 糖 : s tr e pt o z o to ci n 注射後 1 週間以 内に10 匹

が死 亡 した が
,

1 過日の 血糖 200 m g/ dゼ以上 を示 した

もの は1 7 匹 で あ っ た ｡ さ ら に 7 匹 が 4 週まで に 死 亡し

たが
,

い づ れ も 400 m g/ d老以上 の 高血糖 を示 して い た
｡

生存糖尿 ラ ッ トの f oll o w u p で はい づれ も高血 糖 を

示 し正常化す る傾向は なかろた
｡

f

ii) 尿糖: 血糖 200 m g/ dg 以 上 を示 した ラ ッ ト に は

2 . O g / d a y
～ 6 .5 g / d a y の 尿糖が み られ た ｡

iii) 体重 : s tr e pt o z o t o c in 注射後 1 週目で 平均体重

の 減少率は11 . 75 % であ り
,

4 過日 で は17 .6 % と な り

漸次体重は減少す る傾向 に あ っ た ｡

3 ) D i a b e ti c R e ci pi e n ts

d i a b e ti c r e ci pi e n t r a t と して
,
まず16 匹に S tr e Pt O Z O t-

o ci n を投与 したが 1 遇以内 に 8 匹 が死 亡 した
｡ 残り 8

匹 中,
1 週間後の 血 糖 30 0 m g ′

/ 朗 以上 を示 した もの は

4 匹で あ っ た
｡

そ こ で
,

これ ら 4 匹に 培養ラ 島の 門脈

内移植実験を行 な っ た
｡

4 ) I n t r a p o r t al I m pl a n t a ti o n

i ) r e c ipi e n t r a t の 経時的推移

a
.

N o . 4 r a t : s tr e pt o z o t o C in 糖尿ラ ッ ト1 週 目

( 血糖 4 16 .2 m g/ d色) に 培義ラ 島 4 00 個 を移植 した
｡ 移

植後1 週 間で 血糖値は 14 5 . 2 m g / (ig と著明 に 下降 した

が
,

その 後は 110 m g/ d 〟前後で 5 週ま で 経過 し
, 7 遇

以後 は正 常値 を示 した
｡ 移植 前, 尿糖 9 . 4 g / d a y , 尿

量 10 紬e / d a y と高値 を示 し たが, 移植後2 過日よ り ほ



8 0 小

ぼ正 常値 とな っ た
｡
体重は St r e pt O Z O t O C in 静注後1 0 . 5

% の減少を示 したが
, 移植後1 過日 に は St r e pt O Z O tO C

･

i n 静注前 に 回復 し
,

以 後漸次増加 した ( Fi g .3
, 1 ) ) ｡

b
.

N o . 6 r a t : st r e p t o z o t o ci n 糖尿 ラ ッ ト1 遇

( 血 糖 326 .8 m gノ〔iゼ) に培養ラ 島40 0 個を移植 した
｡
血 糖

は1 過 ～

3 遇 ま で16 1 . 5
-

1 4 5 . 4 Ing 月食 と十分 な下降 を

認め なか っ た が
,
5 過日よ り正常値 を示 した

｡ 尿量は移植

前89 mゼ/ d a y と 高値で あ っ た が 2 過 日よ り正常値 を示 し
,

尿糖 は3 週目 で 0 . 5 g / d a y で あ っ た が 4 過日よ り正 常

値とな っ た
｡ 体重 は 3 週 目-ま で増減 をく り か えした が

4 週目よ り増加傾向が み られ た ( Fig .3
, 2 ) )｡

C .
N o .1 0 r a t : s tr e p to z o t o c in 糖尿 ラ ッ ト1 過 日

( 血 糖 348 m g/ 叫 尿量56 m e /d a y , 尿糖 5 . 8 g / d a y) に

培養ラ島 4 00 個 を移植 した
｡

1 週目よ り血 糖, 尿量 ,

尿糖 は正 常値 に 回復 し, 以 後の 経過 に お い て も変化 は

認 めな か っ た
｡ 体重 は1 週 目ま で に23 , 7 % の 減少 を示 し

たが
, それ以 後漸次増加 し 6 過日 より s t r e p t o z o t o c in

静注前の 体重 とな っ た( Fi g . 3
,
3)) ｡ 移植 8 週目に 屠殺

し肝標本 を作製 した
｡

d .
N () . 7 r a t : St r e p t O Z O t O Ci n 糖尿 ラ ッ ト1 週目 ( 血

糖 32 0 m g/ 〔ie
, 尿量7 0 m e / d a y , 尿糖 7 . 2 g / d a y) に 培餐

仙 ●k ■ ▲J 【O r t l
■
n 義一l ▲ 凸 t■ t 1 0 n

ラ島 30 0 個 を移植 した
｡

血糖は 4 週日まで 漸次減少し
,

尿量 は 1 週 日よ り正 常値 を示 した ｡ しか し
,

尿 糖は 1

週目 よ り減少を みた も の の 正常値と は い えず4 週目ま

で1 . 0
-

1 .8 g / d a y で あ っ た
｡
5 過日に 入 ると血 糖'31 0

m g/ dE
, 尿 量58 m e / d a y , 尿糖 4 . 8 g / d a y と再 び糖尿

病状態と な り
, 以 後の 経過に お い ても正 常値に 回復 しえ

な か っ た ｡ 体重 はS t r e p t O Z O t O C i n 注射後減少す る の み

で あ り
,

8 過日 に は32 . 9 % の 減少と なり
,

その 後死 亡

した ( Fi g ,3
,

4 ) )｡

ii) r e ci pie n t 肝の 組織学的所見

r e ci pie n t ラ ッ ト (N o .1 0 ,
N o . 7 r a t ) の 肝を摘出し

,

中性干渉ホル マ リ ン固定後5 m m 間隙の全肝ブロ
ッ クを作艶

R E 染色,
A F 染色( 藤田変法) に て組織学的検索を行っ た

｡

門脈内移植24 時間後 の 肝で は移植ラ島は小葉間静脈内に

塊状 に 存在 し
, 胞体内顆粒 は正常で細胞の萎縮または破

壊像 を認め なか っ た ｡ また ラ 島の 周囲に は少数の リンパ

球 を散見す るの み で あ っ た( P b o t o . 1 7)｡ 移植 8 過後 の

肝 (N o ,1 0 r a t ) で はラ 島は高度 に 萎縮し
, 周 囲は fib -

r o bl a s t
,

e pith el o id c e ll に よ りと り か こ ま れ てい た
｡

し か し
, 中心 部の 細胞で は顆粒 をも つ 胞体 が数個残存 し

( P h o t o ･1 8 ) そ の 顆粒は A F 染色で も 紫色 に染 色さ れβ
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T h e r a p e u ti c eff e c t o f i sl e ts o f L a n g e r h a n s tr n s pl a n t e d a ft e r 2 w e e k s c ult u r e o n st r e pt o z o t o c i n
･

in d u c e d d i a b e ti c r a ts . 1) N o . 4 r a t 2) N o . 6 r a t 3) N o .1 0 r a t 4) N a 7 r a t



単 離ラ ッ ト膵ラ島の 長期培養に おける形態学的観察と生物学 的械能練持に つ い て 飢

細胞の存在を示 した
｡ 移植5 過日よ り再び糖尿病状態 を

呈した ラ ッ ト(恥 7 r a t ) の 移植8 過後の 肝組織所見 は

小葉間静脈, 中心 静脈 ,
Si n u s o id は高度 に 拡張し内脛

に 血液を充満させ て い た
｡
う っ 血 した 中心静脈お よ び小

葉間静脈周囲に は多数の単球お よ び リ ン パ 球
, 少数の

好申球の 浸潤を み ,
i m m u n ol o gi c al r ej e c ti o n が 生じ

た こ と を推測させ る像 で あっ た ( P h o to . 1 9) ｡

3
.

小 括

2 週間培養保存の ラ島300
- 40 0 個を 4 匹 の S t r e pt O Z O

-

to c in 誘発糖尿ラ ッ トの 門脈内 へ 同種移植 した
｡ 移植

後1 週目で著明に 糖尿病状態は改善 され
,

そ のう ち 3

匹は 8 週日 まで正 常値 を維持 し, 糖尿病状態よ りの 回

復をみ せ た
｡ 移植 され た ラ島の in s uli n 産生能力は維

持され
,
長期間その 機能 を発揮す る こ とが判明 した

｡

しか し, ラ島同種移植 にお い ても , N o . 7 r a t に み られ

た ごと く, i m m u n ol o gi c al r ej e c ti o n が お こ り , 糖尿病

再発の ありうる こ とが 示さ れ た ｡

綜培 およ び考察

膵移植 は血管吻合を必要とす る 全臓器 移植と血管吻

合をと も なわ な い 膵組織の i m pl a n t a ti o n の 2 つ に 大

別す る こ とが で き る
16) ユ7)

｡
血 管吻合 を必 要とす る移植

法は手技 的に も難 しく, 膵炎, 膵液療, 出血等の合併

症 をき た しや す く
,

一 定期間しか そ の 効果が発挿でき

ない と い う 難点が ある
18) 1 9)

｡

一 方, i m pl a n t a ti o n に よ

る移植 は手技 的に も 簡単で あ り
, 膵 内分泌組織の移植

を考 える際に 興味あ る方法と い え る
｡

こ の i m pl a n t a
-

ti o n に よ る移植 は新生児, 胎児の ラ ッ ト
,

ハ ム ス タ
ー

膵の車丸
,

C h e e k p o u c h
, 皮下 へ の i m pl a n t a ti o n

4) 2 0) 2 1)

あ るい は培養され た ラ ッ ト胎児膵の 前眼房, 腹腔 内,

腎被膜 へ の i m pl a n t a tio n 等
2 2)2 3

ミ 種々検 討され て き

たが
, 十分に その 効果 を発揮 しえ ず, そ の原因は共存

する外分泌組織 に あ る とい わ れ て い る
｡

こ の 間に, 純

粋に ラ島の み の分離が 可 能とな り
7 ト 9)

,
こ の ラ島

i m pl a n t a ti o n が膵移植の 有力な手段と な っ て き た
1 O)

｡

そ こ で
, 本研究に お い て ラ島を体外 に取 り 出したの ち

も
, 生 体内に お ける と同様 な内分泌機能 の発揮を期待

で き る器官培養保存法 を試み
, 培養保存が 可 能か否か,

培嚢ラ島の 内分泌機能 は強く維持さ れ て い るか否か
,

培養ラ島の 糖尿 ラ ッ トへ の 移植お よ びそ の 治療効果は

可能 か 否か を究明す る こ と を目的と した
｡

ま ず
,

ラ島の 分離 は f r e e
-h a n d mi c r o di s s e c ti o n

m e th o d
7)

と c o11 a g e n a s e di g e s ti o n m e th o d
8) 9)

に

大別さ れ る ｡ 前者は, 機械的に ラ島を取 り出すた め酵

素に よる ラ島の変化や影響が少 ない と され て い る が ,

技術 軌 こ難法であ り大量の ラ島 をう る こ と が でき ず,

せ い ぜ い 1 匹あた り30個 前後である とい う
｡

一 一

方 ,
C O

-

11 a g e n a s e 法 は , 技術的に 容易で あ り
一 度 に ラ ッ ト1

匹 あ たり200 - 3 00 偶の ラ島が得られ る利点が ある
｡

C O11 a g e n a s e 法 を成功させ る に は
,

まず至適 な C Oll a g
-

e n a s e を使用す る こ と,
C O ll a g e n a s e の 濃度, 消化時

間と温度, 振 とうの 程度が 問題と なる｡
L a c y ら

9)
は

C Oll a g e n a s e 濃度50 - 60 m g / 5 m£ H a n k s 液で20 分間

in c u b a ti o n し, 仁木ら
24)

は C Oll a g e n a s e 濃度60 m g / 3

m A H a n k s 液と し m a g n e ti c sti r r e r を用い て消化時

間 を10 - 1 3 分 と短縮さ せ て い る
｡ 著者

2 5)
は

,
C Oll a g e n

･

a s e 濃度40 m g/ 5 m £ H a n k s 液と して15 ～ 20 分間, 3 7

℃ i n c u b a t o r 内で15 0 - 2 0 0 回 / 分の 振とう を行な い
,

1 匹 のラ ッ ト より 200 個前後の ラ島 を得る こ と が でき

た
｡

次に
,
哺乳動物 の 膵臓器官培養の歴史をみ る と

,
1 95 4

年 C b e n
2 6)

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｡ 1 9 5 6 年 C o al s o n

ら
2 7)

は培地中の in s u l in を bi o a s s a y に よ り証明 し,

そ の後 T r o w ell
,
L a z a r o w

,
M u r r ell ら に よ り ,

i n

vi t r o に お い て も i n s uli n の生合成お よび放出の 行な

わ れ る こ とが 示 され た
2 朗 ～

3 4)
｡ 更に

, 高木ら
35)

は幼君

家兎膵を15 日間器 官培養 し
, 光学, 螢光, 電子頗微鏡

で観察す ると と も に培地中に 含まれ る in s ul in を測定,

少なくとも 6 - 9 日間, 膵β 細胞 はその機能を維持 し

て い る と報告 した
｡

これ ら の培養法は
, 膵組織細切片

の 器官培養で あ るが , そ の後の C Oll a g e n a s e d ig e s ti o n

m e th o d の開発 に よ りラ島の みの培養 へ と発展 した
8)

｡

一 方
,

膵細胞 レ ベ ル で の 培養であ る単層培養 と して

は H il w i g ら
3 6)

の ハ ム ス タ
ー 膵

,
M a c c hi ら

3 7)
の 新生

児ハ ム ス タ ー 阻 L a r n b e rt
38)

, 河津
3 9)

, 金沢 ら
4 0)

の ラ

ッ ト新生児膵 の 培養があり, 最近で は, 高木
4 1)

,
L a c y

ら
4 2)

の成熟 ラ ッ トラ島の 単層培養法と発展 して お りi n
-

S uli n 分泌の研究に おお い に敢献 してい ると い えよ う
｡

著者の 培養の 目的は
, 将来の 移植を目的と したも の で

あり, こ の 点 を考慮 に 入れ る と単離ラ 島培養保存が最

適と考 えられ た ｡

単離ラ島培養は M ｡ Sk al e w s k i
8)

, 高木
b壬3)

, 軋己
4 )4 5 )

A n d e r s s o n
4 6)

,
K o s ti a n o v s k y ら

4 7)
に よ り行なわ れ て

い る ｡
M o s k al e w s k i

8 )
は, 時計皿 培養 に よ りモ ル モ

ッ ト膵単離 ラ 島の 長期培養に 最薫別こ成功 して お り, 培

糞ラ島の 形態に つ い ても 検討 を加えて い る
｡

そ れ に よ

る と , β 顆粒は培養経過と とも に 減少し
, gl u c o s e 濃

度の 高い 時ほ どその程度は大き い と してい る｡ しか し
,

池上
4 5)

は gl u c o s e 濃度の 増加に とも ないβ 額粒 の 含有

量 が 変化 す る こ と は な い と して お り
,

著者の 培養

に お い て も , 培 義経過 と と も に β 顆粒 が 明 ら か に



8 2 小

減少 す る こ と は 認め 得 な か っ た ｡ 高 木 ら
4 3)

は m i c
-

r o pl a te を用 い て75 日間の長期培養 に 成功 してお り
,

培地中に は120 0 0
～

1 90 0 0 fL U / m2 の i n s u lin が 分泌され ,

ラ島の細胞 も電顕的に その 微細構造が よ く保たれ て い

たと報告 し てい る｡ また
,

K o s ti a n o v sk y ら
4 7)

は成熟

ラ ッ トの 単離 ラ島を用 い て15 日間培養 を行な い
,

細胞

損傷お よび壊死は少な く , gl u c o s e 刺激 に お い て も

gl u c o s e l O O m g / d£よ りも gl u c o s e 3 0 0 mg / d£の場合 に

ょ り多くの in s u lin 分泌をみ た と し
,

A n d e r s s o n ら
4 6)

も N M RI ･

rn O u S e の単離 ラ島の12 日間培養後, 形態学

的に も機能的に も分離直後と差 は な か っ た と述べ てい

る
｡

更に 山崎 ら
48)

も 7 日間保存 の ラ島に つ い て
, gl u -

C O S e
, gl u c a g o n お よ び各種消化管ホ ル モ ン添加時の

in s uli n 分泌能に つ き検討 を加 え, 保存 ラ島も新鮮ラ 島

と ほぼ 同程度の in s u l in 分泌能を有す る と して い る｡

著者の m ultトdi sh tr a y を用 い た 培葦 に お い て も
,

8 0 日間培地中に in s u li n が 証明され
,

培地交換 も吸引

の みで技術的に も 繁雑で なく ラ島保存の 目的に か な っ

た実験系と 考え られ る
｡
更 に

, 位相差顕微鏡,
ノ マ ル

ス キ
ー 式微分干渉顕微鏡を用 い た形態学的観察で は分

離直後と著 しい 差異はみ られ ず, 4 週間培養の A F 染

色に お い てもβ 顆粒を確認す る こ とが で き た｡ 更に
,

か か る形態学的正 常性の維持 に加 え, gl u c o s e 高漬度

添加群の培養にお い ても i n s u li n 分泌量の明ら か な増

強をみてお り
,
池上

舶 )
,
Z i e gl e r才

9) 5 0)
の所見とも

～ 致

して機能の 保持 を確認 し得 た｡ 培 養ラ島を用 い た Sb o
-

r t ti m e i n c u b a ti o n の 実験で も K o s ti a n o v s k y
4 7 )

,

A n d e r s s o n ら
4 6)

の報告に み られ る ごと く
, gl u c o s e 高

濃度添加鮮, gl u c a g o n 添加群 に in s u li n 分泌の 増加 を

認めた ｡
この 結果も培養ラ島の機能保持を示 し

, 著者

の培糞法の妥当性 を示 す も の と い え よう ｡

堵襲ラ 島が 血 vitr o に お い て正 常に その 内分泌機能

を保持 して い る こ とばす で に 述 べ て きた が
,
in vi v o へ

移植した場合も b s uli n の 生合成が行 なわ れ るか どう

か は
,

重症糖尿病 へ の治療 に つ なが る問題と して重要

な課題で ある｡

分離直後 の新鮮ラ 島の 移植 に おい て は
, 腹腔内, 皮

IO ) 5 1 )
-

6 0j

下, 筋肉内
,
皐丸内

,
門脈内と種々 試み られ て お り

B alli n g e r ら
10)

は4 0 0 ～ 6 00 偶の ラ ッ ト ラ島を腹腔 内ある

い は筋肉内 へ 同系, 同種移植し, 糖尿病の 改善 をみ
,

移植ラ鳥の 除去に より再 び糖尿病状態に なっ たと して

い る
5 1)

｡ 同様 に R e c k a rd
5 3)5 4)

,
G a te s

,
H u n t

5 7)
,

S t eff e s
5 2)

,
B a rk e r ら

5 3)
も腹腔内移植を行 ない

,
B a r ･

k e r ら に よれ ば12 ヶ 月間正 常血糖値 を維持 しう る に は

120 0 個の ラ 島が 必要で あると し た
｡

1 97 3 年 K e m p ら
59) 6 0)

は St r e pt O Z O t O C in 糖尿 ラ ッ ト

に対 し, 皮下, 腹腔内, 門脈内へ ラ 島の 同系移植を行

なっ て い るが
,

4 0 0 ～ 6 00 個 の 門脈内移植 で移植 乳 血

糖値, 尿量 は正常と な り尿糖も み られ な く なり , こ の

効 果は 2 ケ月間持続し
, 移植場所と して 門脈内移植が

最も効果的で あると指摘 した｡ 木村ら
6 1)

も30 0 偶の ラ ッ

ト ラ島の 同種移植 に お い て 糖尿病の 改善 をみ, 移植後

の gl u c o s e t ol e r a n c e t e st も正 常パ タ
ー ン で あ っ た

と して い る
｡

一 方 , 培養 ラ島の移植に 関す る研究も最近散 見さ れ

る よう に な り W eb e r
l l)

,
B o yl e s

12)
, 山崎 ら

4 8)
の 報

告が あ る
｡
W e b e r ら は新生児ラ ッ ト膵 ラ島の 同系移植

実験 に おい て
, 新鮮ラ島お よ び P e t ri di s h e s によ り24

時間培養 した ラ島の 両群 に つ き腹腔 内移植を行な っ て

い る が
, 移植後10 日目に 両群 とも糖尿病よ り 回復 し

,

6 ケ 月間正 常値 を維持 し たと述 べ て い る
｡
また

,
B o yl e s

らも 2 週間培養ラ島 を腹腔内 へ 同種移植 した と こ ろ,

1 2 ヶ 月間正 常値を堆持 し得た と し, さ ら に 山崎 らも 3

～ 5 日間の 保存 ラ島の 門脈内同種移植 に お い て
, 移植

後1 週 間で 著明 に 糖尿病状態は改善され , 6
-

8 週 間

その効 果は持続 した と報告 して い る｡

著者も また m ulti -di s h t r a y で 2 週間培養 したラ 島

300 - 4 0研固を門脈内 へ 同種移植 を行な っ た ｡ 門脈内移

植 を選択した 理 由は
, 移植 ラ島の 個数が 少な く ても 有

効 な移植効果が得 られ
,
手技的にも 特に 難解で なく 完

全 な糖尿病 より の改善 が期待で き
,

さ ら に免 疫学的に

み て肝 は
,
h o m o g r a 先 に と っ て有利な場所か も しれ な

い との 報告が み られ た か ら で ある
6 錮

㌔ 結果は
, 移植

後 1 週間前後で 糖尿病よ り の 完全な改善 がみ ら れ ,
お

お よ そ予 期通りであ っ た
｡

この こ と は
,
短期間の 培養

で も その 内分泌 機能が 分離直後の もの と変 らず,
i n

V i v o に 移植 した場合, 諸家の報告の ごとく ,
i n s uli n

生合成能は維持さ れ
, 長期間その 機能 を発揮 しう る こ

と を示 して い る｡ た だ , 糖尿病の 程度に よ り , そ の 完

全回復 と推持に は何個の ラ 島が 最低必要なの か
, 個体

差 (例 えば次に 述 べ る免疫学的排除反応 の 強さ な ど)

と関連 して検討 され る べ き で あ ろう｡

さ て ,
こ こ で

, 移植 ラ島の r e ci pi e n t ラ ッ ト肝 で の 経

時的変化が 閉局 であ る
｡
K e m p ら

6 0j
は門脈 内移植24 時

間後の肝 に お い て は移植 ラ島は t e r m i n al p o r t al v e n
･

ul e に み られ ,
1 0 週後に お い て は グ氏神 の結合織中に

血管新生 をと も な っ て 存在 し
,

さら に18 遇後 に お い て

も グ氏鞠の 結合織中に 正 常のβ 細胞 が み られ たと し て

い る
｡

G riffith ら
64 )

も 門脈内同系移植後 の肝の 形態学

的検索に おい て光顕的
,

電顕的考察を加 え, 移植ラ島

を 200 〃 以 下の 門脈枝に 認 めて い る ｡
しか も , 移植後

2 日 ま で のβ 細胞 は
, 著明 な脱顧粒 を示 す が

,
6 ～ 1 4



単離ラ ッ ト膵ラ 島の 長期培養にお ける 形態学的観察 と生物学的樺能維持 に つ い て 83

日 まで に は正常の 状態に 回 復し, 脱顆粒の 時期には小

胞体, G ol gi 装置, 未熟 な顆粒が ふ えて い る と報告し

て い る
｡ 木村ら

6 5)
も 同種移植後 3 ケ月 の r e ci pi e n t 肝

の A F 染色 にお い て グ氏鞠 に組織化さ れた ラ 島を確認

し
, 免疫学的拒否反応の 所見はみ られ なか っ たと 述べ

て い る ｡

一 般に ラ島は, 他の 臓器に 比 し抗原性が低 く
,

免疫

反応が起 こ りに く い と考 えられ て き た
66 )

｡ しか し, ラ

島の all o g r a ft
,

Ⅹ e n O g r a ft の 移植 に おい て正 常血糖 の

得られ る期間は期待に 反 して短か く
54)

,
しかも 免疫抑

制剤の 使用 に お い て も その効果の延長 を図る こ と はで

きな か っ た と の 報告 も少なく ない
5 3) 6 7)6 8

乞また
,
W e b e r

ら
6 9)

は
,
ラ 島のis o g r a ft

,
all o g r aft

,
X e n O g r af t の 腹腔

内移植比較実験疋 お いて
,

all o g r a ft
,

X e n O 訂 a ft の 場

合移植後数日間 しか その 効果 を発揮 し得ず, 全膵移植

より む しろ早期に r ej e c ti o n が お こ りう る と して い る
｡

更に
,

Z i e gl e r ら
6 8)

も a1l o g r aft ラ島の 腹腔内移植 に

い て ラ島が紡織適合抗原 を有す る こ と を証明 した
｡ 加

うる に L e o n a r d ら
7 0)

は腹腔内同種移植 に お い て 1 -

3 過後に
,

Y o u n o s z ai ら
7 1)

は2 0 日後 に r ej e c ti o n をき

た した例 を報告 し
,

ラ島の みの 移植 にお い ても 早期 に

拒否反応が起 こ り得る こ と を示 した ｡

著者の 培養ラ島の 門脈内同種移植 に お い ても移植後

5 週目 より r eje c ti o n を起した と み られ る 1 例 をみ て

い る
｡

以上 , 単離 ラ島の 器官培養に より , 長期間その 内分

泌機能 を維持 しつ つ 保存でき る こ と が明 らか とな っ た ｡

さ ら に St r e p t O Z O t O C i n 糖尿 ラ ッ ト門脈内 へ 培養ラ島

を i m pl a n t a ti o n し
,

r e Ci pi e n t ラ ッ ト肝に ラ島を組

織化させ
,

か かる移 植ラ島は長期間, その機能を発揮

しつ つ
,

ラ ッ ト糖尿病 の ほぼ完全な回 復を生 ぜ し めう

る こ と が確認 さ れた
｡ しか し移植を考 え 引凰 常に 問

題 と な る の は r ej e c ti o n で あ り , ラ 島の み の 移植

に お い ても 最近重 要視され
, 著者の培養ラ島の 移植に

お い て も1
,

2 経験 さ れた
｡

こ の r ej e c ti o n の 問題に

関 して は
, 培養 に よ り抗展性の減弱化 を期待 しう ると

の 見方も あ る
1 2)7 2)

が
,

こ の 間題は, 今後さ らに 解析さ

れ る必要が あ ろう
｡

結 論

膵 ラ 島移植実験 の
一 項と し て

,
ラ 島の 長期保存は重

要課題の 一

つ であ る｡ 著者は器 官培養法 を 利用 して
,

ラ ッ ト膵 ラ島の培養保存法に つ い て検討 し
,

以 下の 結

論 を得た｡

1
.

c oll a g e n a s e di g e s ti o n r n e th o d に よ りラ ッ ト

膵の ラ島 を単離 し
,

m ulti ･di sh t r a y に お い て
,
3 7 ℃ 5

% C O 2
･

ai r で培養 した
｡

3 日間隔で培地交換 を行な

っ た と こ ろ
,

少な くと も80 日間の 培養保存が 可能で あ

っ た
｡

2
. 培養ラ島の 産生す る培地中の i n s 口Ii n 畳 は

, 常

に ほ ぼ
一

定値 を持続 した
｡ 分離直後

,
3 0 日培養

,
6 0 日

培養の 各ラ島 に つ い て i n s uli n 産生能を比較した が
,

長期培養保存 に よ る i n s u 血 産生能の 低下は ほと ん ど

認め られ ず
,

い づれ の ラ島も同程度の h s uli n を産生

した
｡

3 . 単離ラ 島を培養に 移す と
,

ま ず損傷 した被膜の

修復と強靭化 が観察され たが
,

4 週間以上 の培養 で ラ

島中心部 に壊死 が 起こ り始 めた
｡

し か し
,

それ 以 外に

大き な形態学 的変化はみ られ なか っ た ｡

4 . 日 E 染色ま た はA F 染色 に よ っ て
, 培養 4 週目

の ラ 島の 組織学的観察所見 は
, β 細胞額粒の 分 布状態

等 に お い て
,

分離直後の もの と差異の な い こ と を確認

した｡

5
. 培養ラ 島の i n s uli n 産生 機能 は培地申に 含まれ

る gl u c o s e 濃度 を 100 m g/ d e か ら450 m g/ de にあげる

と
,約3 倍にi n s ul in 分泌が増加 した

｡
更 に gl u c a g o n を

培地 に添加 す る と
,
in s u lin 分泌は

一

層増強さ れた
｡
こ

れ らの こ とか ら
, 培養ラ島は

, 培養 の長期に わた りそ

の機能が十分保持 され て い る と結論でき る｡

6 . 2 週間培養の ラ島300 ～

40 0 個を St r e p t O Z O t O Ci n

糖尿ラ ッ トの 門脈内 へ 同種移植 した と こ ろ
, 4 匹 の

r e ci pie n t は1 週間前後で完全に 糖尿病よ り回復 し
,
8

過 まで正常値 を維持 し得た
｡

しか し, 1 匹 に お い て 糖

尿病の 再発が起 り, 移植 ラ島の 免疫学 的拒否反 応が問

題と して残 っ た
｡

本論文の 要旨は第3 回臓器保存研究会
, 第12 回日本移植学会

総会に お い て 発表した
｡

稲を終え るに 臨み御指導, 御校閲を賜 わりました宮崎逸夫教

授, 金沢 大学痛研究所ウイ ル ス 部波多野基 一 教授に 心か ら感謝

致 します ｡ また本研究に 直接御指導 , 御助言い ただきま した中

川庶儀三助教授, 森個 修行博士
,
秋本龍 一
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t h ei r i n s u li n s e c r eti o n - S ti m u l at i n g s u b s t a n c e ･ g l u c o s e a n d g l u c a g o n . F u rt h e r m o r e
,

t h e p o s s i bilit y t h at t h e s e i sl et s m i g h t m ai n t ai n t h ei r t h e r a p e u ti c a b ili ti e s i n

S t r e p t O Z Ot O C i n -i n d u c e d d i a b et i c r a t s w a s i n v e s ti g a t e d .

T h e r e s u lt s w e r e a s f o ll o w s ;

l) I n s u li n c o nt e n t s o f c ul t u r e
^

m e d i u m e x c h a n g e d e v e r y 3 d a y s r a n g e d f r o m

l O 9 7 t o 1 4 3 4 m i c r o u n it / m l / t w o i sl et s d u ri n g 8 0 d a y s
･

c u l t u r e p e ri o d .

2 ) C ult u r e d i sl et s s h o w e d d e m o n st r a b l e r e s p o n s e s o f i n s u li n s e c r e ti o n b y

g l u c o s e a n d g l u c a g o n sti m u l ati o n .

3) N o d i sti n c t d iff e r e n c e c o ul d b e d e t e c t e d
･

i n t h e m o r p h o l o g y d u r i n g c u lt u r e d

P e ri o d
･

a n d β ･

g r a n u le s w e r e f o u n d t o b e i n t a c t h i st o l o g i c a ll y a s l o n g a s 4 w e e k s

C ult u r e .

4) D i a b eti c r at s r e c ei v i n g a b o u t 3 0 0 t o 4 0 0 c u lt u r e d i sl et s r e c o v e r e d f r ｡ m

d i a b eti c s t at e w it h i n a w e ek aft e r t r a n s p l a n t a n d m a i n t ai n e d n o r m al h e alt h y l e v e l

f o r 8 w e e k s ,

T h e s e r e s ult s i n d i c at e d t h a t i sl et s r e t a i n e d t h e i r a ct i v it y o f i n s u li n s e c r e ti o n

d u ri n g p r o l o n g e d c u lt u r e i n u i t r o b y o u r t e c h n i q u e s f o r o r g a n c ult u r e a n d w e r e

al s o c a p a b l e o f f u n c ti o n i n g w h e n t r a n s p l a nt e d i n t o h o m o l o g u s r e ci p i e n t r at s w it h

di a b et e s .
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