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研究成果の概要（和文）：膵島凍結前にdimethyl fumarate (DMF)を添加しNrf2経路を活性化した。解凍前後の
膵島において抗酸化ストレス酵素のmRNA発現がDMF非添加群に比較して上昇した。解凍後膵島を用いたインスリ
ン分泌試験では、両群に有意差を認めなかった。ストレプトゾシン誘導糖尿病ヌードマウスへのラット凍結解凍
後膵島移植では、移植後1、2、4、7日目の血糖がDMF添加群において有意に低下した。カナダアルバータ大学よ
りヒト膵島の提供を受け検討を行ったところ、DMF添加群では非添加群より移植後血糖の平均値は低下した。膵
島凍結保存時のDMF添加の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The islets are known to vulnerable to oxidative stress because of containing
 less quantity of anti-oxidant enzymes. Oxidative stress will be given to islets during the process 
of freeze and thaw. Nrf2 is a key transcriptional factor to regulate the anti-oxidant genes 
expression. Dimethyl fumarate (DMF) is known as one of Nrf2 activators. The aim of this work is to 
investigate the cryoprotective effect of dimethyl fumarate (DMF) on rat and human islets.
On rat and human thawed islets treated with DMF, anti-oxidant enzyme mRNA expressions were 
significantly higher, and the percentage of 7-aminoactinomycin D positive cells were lower than 
those without DMF. On rat islet transplant to nude mouse model, the levels of blood glucose were 
significantly lower in DMF group(n=4 in each). On human islets transplanted to nude mice model, the 
average of the blood glucose in DMF group was low (n=2 in each).

研究分野： 移植
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１．研究開始当初の背景 
2000 年に Canada の Edmonton 大学（文

献 1）から膵島移植による糖尿病治療の成績
が報告されて以降、膵島移植術は 1 型糖尿病
患者にとって有効な治療手段として認識さ
れている。近年の報告（文献 2）によると、
膵島分離技術や、周術期免疫抑制療法の改善
により、膵島移植後のインスリン離脱率は術
後 3 年で 44％と向上している。膵島移植成功
の鍵は、膵臓から十分量の膵島を分離し移植
することとされている。分離の過程では虚血
による酸化ストレスで膵島が失われ、移植に
十分量の膵島が採取できないことがある。そ
の場合移植を断念せざるを得ない状況とな
る。1 ドナーから十分量の膵島細胞が分離で
きなかった場合でも、膵島の凍結保存・解凍
利用が可能であれば、複数のドナーから分離
し凍結保存した膵島を使用し、貴重な提供臓
器の移植への使用ができる可能性がある。凍
結保存の問題点の一つは、解凍時の酸化スト
レスにより、膵島の viability・機能性が低下
することである。アスコルビン酸を添加し凍
結・解凍を行うと、添加しない場合に比較し、
インスリンの分泌能が有意に良好に保たれ
ることが報告されており、このことは抗酸化
ストレス酵素の誘導が、凍結保存膵島の機能
保持に有用である可能性を示唆している（文
献 3）。転写因子の一つである Nuclear factor 
E2-related factor 2 (Nrf2)は、細胞質から核
内に移行した後、antioxidant responsive 
element（ARE）に結合し、heme oxygenase-1 
(HO-1) 、 NAD(P)H キ ノ ン 還 元 酵 素 
（NQO-1）などの抗酸化や解毒代謝を担う遺
伝子群の転写を活性化させる中心的な転写
因子であると報告されている（文献 4）。本研
究代表者（増田）は、ヒト膵島に対して
bardoxolone methyl analog を用いることに
より Nrf2 経路が活性化されることを明らか
にし、論文報告した（文献 5）。 
 
２．研究の目的 
本研究では（目的１）分離後膵島に Nrf2

活性化剤である dimethyl fumarate （DMF）
を用いて Nrf2 経路を活性化した後の、膵島
の viability、インスリン分泌能を検討する。
（目的 2）DMF 添加の有無による凍結・解凍
後膵島の viability、インスリン分泌能の差異
について検討する。（目的 3）凍結・解凍した
膵島を移植し、DMF を用いないものと比較
し、ストレプトゾシンによる糖尿病誘発マウ
スへの膵島移植成績を検討する。 
 
３．研究の方法 
①ラットからの膵島分離 
②DMF を非添加、添加し分離膵島を培養 
③DMF を非添加、添加し分離膵島を凍結、解
凍 
④解凍後膵島の viability、機能性を評価す
る。④-1 7AAD を用いて細胞死をフローサイ
トメータにて評価④-2 RT-PCR 法を用いて、

抗酸化ストレス酵素の mRNA の発現を検討 
⑤ストレプトゾシンによる糖尿病誘発ヌー
ドマウスへのラット膵島移植 
⑥ヒト膵島の入手 
⑦ヒト膵島において上記②-④を行う。 
⑧ストレプトゾシンによる糖尿病誘発ヌー
ドマウスへのヒト膵島移植 
 
４．研究成果 
①SD ラット（250g 程度）から collagenase 
(type V)を用いて、膵島分離を行い毎回
1200IEQ/匹程度の安定した収量が得られた。 
②分離後 DMF 20μM を添加・非添加して膵
島を over night で培養した（37℃・5％CO2）。 
③DMF 添加・非添加で over night で培養した
膵島を stem cell keep 内に移し、液体窒素
を用い凍結し、そのまま液体窒素内で保存し
た。解凍は 37℃の恒温槽内にて行った。 
④④-1：DMF 添加群において 7AAD 陰性細胞の
割合は 65.0±2.0%であったのに対して、非添
加群においては 35.7±13.7%と有意に DMF 添
加群において低値であった。④-2：NQO1 mRNA
の発現は分離後（凍結前）の発現を 1とした
とき、DMF 非添加群の解凍後では 5.9 倍、DMF
添加群の解凍後では 76 倍であった。HO-1 
mRNA の発現は同様に非添加群で 292 倍、添加
群で 760 倍であった。いずれの mRNA の発現
も添加群において有意に高値であった。 
⑤移植には凍結前 150-200μm の膵島 500 個
を用いた（n=4）。DMF 添加群において術後 1、
2、7 日目の血糖値（mg/dL）（212±55、186
±107、221±30）が、非添加群（444±93、
517±68、427±120）に比較して有意に低値
であった。 
⑥ヒト膵島は Alberta University, Canada
にて分離された検体を空輸することにより、
提供を受けた。 
⑦⑦-1：DMF 添加群において 7AAD 陰性細胞の
割合は 63%であったのに対して、非添加群に
おいては 52%であった。⑦-2：NQO1 mRNA の
発現は凍結前の発現を 1 としたとき、DMF 非
添加群の解凍後では 1.2 倍、DMF 添加群の解
凍後では 2.0 倍で有意に高値あった。HO-1 
mRNA の発現は非添加群で 0.5 倍、添加群で
0.3 倍であり、添加群において有意に低値で
あった。 
⑧ヒト膵島 2500IEQ(凍結前)を用いて移植を
行った。DMF 添加群において術後 7 日目の血
糖値（mg/dL）は（345）、非添加群（580）で
あったが、両群のそれぞれの平均値は
200mg/dL より低下することはなかった（n=2）。 
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