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SUMMARY
　Type 1 diabetes results from the destruction of pancreatic β-cells that is controlled by both genetic and 
environmental factors. The maternal environment has been suggested to be important in the development of 
diabetes. To assess the role of maternal factors in the development of insulitis and overt diabetes, we transplanted 
pre–implantation stage embryos of nonobese diabetic (NOD) mice, a model of type 1 diabetes, into the uterus 
of each recipient. Recipients were ICR and DBA/2J mice without diabetic genetic predisposition, and NOD mice 
without overt diabetes during the experiment; offspring were designated as NOD/ICR, NOD/DBA, and NOD/NOD, 
respectively; unmanipulated NOD offspring were also examined. In the present histopathological study, it was 
observed that insulitis was still present at 40 weeks of age in nondiabetic NOD/ICR and NOD/DBA offspring and 
that their β-cell mass was larger than in nondiabetic NOD/NOD offspring. The insulitis at 40 weeks after birth 
that is tolerated might be established by a change in maternal environment caused by transplantation. The present 
study suggests that altered maternal factors modify the immune response to islets, which in turn might affect the 
pathogenic course from insulitis to overt diabetes.
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１．はじめに
　１型糖尿病は、インスリンを分泌する膵臓ランゲ
ルハンス島β細胞が自分自身の免疫細胞の浸潤に
よって破壊され（膵島炎）、インスリンの絶対的不

足により発症する臓器特異的自己免疫疾患と考えら
れている１- ３）。欧米では日本の約10倍以上の発症率
を認める国が多く、さらに５歳以下の幼児の発症を
中心に世界中で１型糖尿病患者の増加していること
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も報告されている４- ５）。欧米では、子供の生活や生
命を脅かす疾患として社会的な認知度も高く、最も
精力的に研究されている自己免疫疾患の一つである
１- ３）。一卵性双生児の研究により、尿中に糖が出現
する顕性糖尿病を発症する以前に、自己免疫反応が
潜在的に数年間進行することが報告されて以来、１
型糖尿病を予知予防しようとする研究が世界中で続
けられてきている１- ３）。疾患感受性遺伝子の同定や
インスリン自己抗体などの測定など、ある程度の予
知が可能になりつつあるが、それに対して確実な有
効な予防法および治療法の確立には至っていない。
また、一卵性双生児における１型糖尿病の発症一致
率は約30％に過ぎないことから、環境因子の重要性
が示唆されている。環境因子としては、食餌、環境
中の化学物質、ウイルスなどが挙げられる。複合的
な要因の可能性も含め、未知の糖尿病誘発物質が存
在している可能性は否定できない６-11）。
　ヒトにおいては、母乳保育が１型糖尿病の発症を
予防する効果があることが報告されており、我々の
これまでの研究結果においても、胎盤および母乳を
介した母子間での物質移行の存在が１型糖尿病発症
過程に影響する可能性が示唆されている７，８，11）。
　１型糖尿病モデル動物であるNon-Obese Diabetic

（NOD）マウスは、代表的な自然発症１型糖尿病モ
デルである。これまでほとんどの１型糖尿病におけ
るヒトへの臨床研究は、NODマウスの実験結果に
基づいているものが多い。倫理的、技術的にヒト１
型糖尿病患者に対しては不可能なことを検証でき、
膵島炎が始まる前、膵島炎進行中、糖尿病発症時、
発症後等、どの時期でも検索や介入が可能であり、
１型糖尿病のみならず自己免疫疾患の研究に多大に
寄与してきた６）。
　我々は胚子移植法により、ヒト１型糖尿病モデル
動物であるNODマウス初期胚を、糖尿病を発症し
ないICRマウスの子宮内に移植して成長させた仔の
顕性糖尿病発症率について検討した８， 11）。その結果、
糖尿病を発症しないICRマウスの母体環境（子宮内）
で発生した仔はNODマウスの子宮内へ移植して得
た仔と比較して、顕性糖尿病の発症が著しく抑制さ
れた。また、糖尿病を発症しない子宮内環境を他系

統のDBA/2Jとしても、類似した結果を得た。しか
しながら、生後５週齢における膵島炎の程度は顕性
糖尿病が抑制された群でより進行するという逆説的
な結果を得た。したがって、本研究では、離乳前（胎
児期および新生児・乳児期）に糖尿病を発症しない
母体環境において成長したNODマウス仔の顕性糖
尿病発症前後の膵島炎の状態を、NODマウスの母
体環境において発生したNODマウス仔と組織病理
学的解析を用いて比較することにより、顕性糖尿病
発症個体および未発症個体の病態の違いについて検
討した。

２．材料と方法
１）動物
　ヒト１型糖尿病モデル動物NODマウス雌および
雄、ICRマウス、DBA/2Jマウス（日本クレア）を使
用した。日本クレアより購入後、島根大学医学部実
験動物施設および島根県立大学短期大学部動物実験
委員会の規則に基づき飼育した。本研究は、島根大
学医学部実験動物委員会および島根県立大学短期大
学部実験動物委員会の承認を受けた。本実験施設に
おけるNODマウスの顕性糖尿病発症率は、マウス
用通常食摂取群は25週で37％、40週で約70％であっ
た。
２）動物用飼料
　マウス用通常食は先行研究よりMF（オリエンタ
ル酵母）を用いた12）。
３）胚子移植法について
　NODマウス初期胚を８細胞期にて採取し、CO2

インキュベーター内で胚盤胞まで発生させたのち、
仮親の子宮内に移植した。糖尿病を発症しないICR
マウスの子宮内に移植して出生後、その母獣に継
続して授乳させ成長させた仔（NOD/ICR）、およ
びDBA/2Jマウスの子宮内に移植して成長させた仔

（NOD/DBA）、NODマウスの子宮内に移植して成長
させた仔（NOD/NOD）を得た。胚子移植法により
生 ま れ たNOD/ICR、NOD/DBA、NOD/NOD、 胚 子
移植を行わず、本来の母獣から生まれて授乳をさ
れたNODマウス、ICRマウスと、顕性糖尿病を発症
し たNOD/NOD、NOD（ 以 下NOD/NOD DM、NOD 
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図１．膵島炎の程度の５段階評価
膵臓のランゲルハンス島に浸潤するリンパ球の様子を観察し、その程度を５段階に分けて評価（No insulitis, <25%, 
25<<50%, 50<<75%, >75%）した。それぞれの段階における膵島炎の数を計測し、全体の膵島数のうち出現膵島中のリンパ球
浸潤膵島の割合を評価し、Ridit analysis（有意水準T＞1.96）により統計処理を行った。（Scale bar : 50 µm）

図２．顕性糖尿病発症前後の膵島数および膵島炎の程度
生後40週令前後における顕性糖尿病未発症のNOD/ICR、NOD/DBAは、膵島数が多く、大きさも大きい（直径約280 µm）。
浸潤の程度が軽く、全く浸潤していない膵島も多かった。同じく未発症のNOD/NODは、膵島数が少なく、大きさも小さい（直
径約170 µm）。浸潤の程度が重く、全く浸潤していない膵島もあるが極めて小さく、NOD/ICR、NOD/DBAと比較しても膵
島の数自体が減少していた。DMは糖尿病発症後の個体であることを示している。NOD/NOD、NOD/ICR、NOD/DBAともに
糖尿病発症後の個体においては膵島数が少なく、あっても浸潤の程度がきわめて重い。顕性糖尿病未発症の個体の膵島数
の約10分の１程度に膵島が減少している。中でも、未浸潤の膵島（０％）の減少程度が著しい。

No insulitis: 0% 1: <25% 2: 25<<50%

3: 50<<75% 4: >75%
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DMとする）について、顕性糖尿病発症前後の病態
を比較検討した。
４）顕性糖尿病発症の確認と発症後の病態の検討
　生後10週齡より、尿糖検出紙（プレテスト３aⅡ：
和光純薬）を用いて、尿糖値を確認した。尿糖値
200 mg/dl以上の個体を顕性糖尿病発症個体とした。
一群につき10－14個体について、顕性糖尿病発症後
のインスリン非投与下における尿糖値を比較検討し

た。
５）膵臓組織の観察による膵島炎発症頻度の検討
　顕性糖尿病発症前後のマウス個体を安楽死後、膵
臓を採取した。10％バッファーホルマリン溶液で固
定し、パラフィン包埋後、５µmにて連続切片を作
成し、膵島中のリンパ球浸潤膵島の割合を計測した。
リンパ球が未浸潤および浸潤した膵島数を計測し、
浸潤膵島については浸潤面積の比率により５段階に

図３．膵島へのリンパ球の浸潤様式
大きく分けて２つの様式が認められた。リンパ球が
きれいに並んで浸潤し境界が明瞭なもの（Type A）。
リンパ球の浸潤がランダムな方向へ向かう境界が不
明瞭なもの（Type B）。（Scale bar：50 µm）

図４．顕性糖尿病発症前後におけるリンパ球の浸潤様式の割合
NOD/ICR、NOD/DBAは、Type Aの膵島が多く認められ、NOD/NODおよび顕性糖尿病を発症したマウスは、Type Bの膵島
が多く認められた。

Type A Type B
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分けて評価し、統計処理を行い、膵島炎の進行程度
を２群間で比較検討した（図２）。また、浸潤の様
式について観察を行い、２つのタイプに分類した。
リンパ球がきれいに並んで膵島の周囲から浸潤し、
境界が明瞭なものをType Aとし、リンパ球が１ヶ
所または数ヶ所で膵島の内部に浸潤し境界が不明瞭
なものをType Bに分類し、それぞれの割合を求めた

（図３）。
６）統計処理
　統計解析ソフトSPSS15.0を用いた。膵臓切片の
観察による病態の検討については、Ridit analysis（有
意水準T＞1.96）13）により比較検討を行った。

３．結果
１）膵島数・浸潤の程度・大きさについて
　NOD/ICR、NOD/DBAは、各１匹以外のほとんど
の個体が顕性糖尿病を発症せず、未発症個体につい
ては、同じく未発症のNOD/NODマウスと比較して
膵島数が多く、浸潤の程度が軽く、全く浸潤してい
ない膵島も多く認められた（図２）。また、NOD/
ICR、NOD/DBAともに、膵島の直径が平均して約
280 µmあり、NOD/NODおよび移植操作を行わない
NODマウスの膵島（直径約170 µm） と比較して大き
いことが観察された。また、膵島が２ ～３個密集
し、融合しているものも認められた。NOD/NODは、
顕性糖尿病未発症個体であっても、生後40週令前後
には全膵島数が少なく、浸潤の程度が重い上、浸潤
が認められない膵島もあるが、その数は極めて少な
く、直径の極小さいもののみが観察された（図２）。
NOD/NODのうち顕性糖尿病を発症した個体は、全
体の70％に達しており、その全ての個体において膵
島数がわずかとなっており、残存しているものも浸
潤の程度がきわめて重かった（図２）。また、NOD/
ICRおよびNOD/DBAの顕性糖尿病発症個体はそれ
ぞれ１匹のみであったが、膵島数はNOD/NODと同
様に50個未満となり、膵島炎の程度も進行していた。
また、膵島の大きさも非常に小さく、リンパ球がほ
とんど膵島を覆い隠すような像が多くみられ、未浸
潤のものであっても、100 µｍ未満の極小の膵島が
観察された。

２）浸潤の様式について
　リンパ球浸潤の様式を検討したところ、リンパ球
が膵島の周囲を囲むようにしてきれいに並んで浸潤
し、境界が明瞭なType A （図３）、リンパ球が１ヶ
所または数ヶ所で膵島組織の奥まで浸潤している境
界が不明瞭なType B （図３）の２種類が認められた。
NOD/ICR、NOD/DBAの顕性糖尿病未発症の個体は、
Type Aの膵島の割合が多く認められた（図４）。ま
た、顕性糖尿病未発症のNOD/NODや、顕性糖尿病
を 発 症 し たNOD/ICR、NOD/DBA、NOD/NODマ ウ
スは、Type Bの膵島の割合が多く認められた（図４）。

４．考察
　胚子移植法を用いて、離乳前（胎児期および新生
児・乳児期）の母体環境が異なるNODマウス仔の
１型糖尿病発症前後の病態の違いについて、組織病
理学的な見地から、詳細に検討した。
　我々がこれまで行った研究から８， 11）、NODマウ
スの受精卵を、糖尿病を発症しない母獣に受精卵を
移植し生まれた仔には、免疫染色の結果からインス
リンを分泌するβ細胞は正常に機能していることが
示唆されている。膵島にリンパ球が浸潤してβ細胞
が破壊されても、残りのβ細胞で十分なインスリン
分泌を保つことができ、顕性糖尿病を発症しなかっ
たことが考えられる。NODマウスの受精卵を異な
る母獣NODマウスに移植して出生した個体および
移植操作を行わずに出生したNOD個体においては、
β細胞の免疫染色の結果から、インスリンを分泌す
るβ細胞が残っていない膵島もあったことから、イ
ンスリン分泌が絶対的に不足したために顕性糖尿病
を発症したと推察された。
　本研究においては、顕性糖尿病の発症前後におけ
るβ細胞の数および浸潤程度について詳細に観察
し、残存数およびその形態を定量的に解析した。そ
の結果、母体環境の違いにより仔の顕性糖尿病発症
前後の膵島数に明らかな違いが認められた。また、
膵島がある程度残されていても、膵島の大きさやリ
ンパ球浸潤の程度に大きな違いが生じていることが
明らかとなった。顕性糖尿病を発症したマウスは、
ある程度の膵島数が残存しているにも関わらず、そ
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の膵島にはリンパ球の浸潤が認められるものが多く
程度も進行していた。したがって、実質的には、β
細胞が破壊され、残存している未浸潤の膵島は極小
でβ細胞自体の数はわずかであることから、膵島数
の違い以上にβ細胞数およびインスリン分泌量に違
いが生じていることが推察できる。すなわち、顕性
糖尿病発症個体は、膵島β細胞自体の絶対数が非常
に少ないことにより、インスリンの絶対的不足に陥
るために、顕性糖尿病を発症していることが分かる。
　顕性糖尿病の発症は、もともと存在する膵島β細
胞の十分の一以下にβ細胞が減少してしまうことに
より起こるとされている14）。β細胞の破壊による細
胞量はNODマウスにおいて生後３週令から徐々に
減少し始め、顕性糖尿病を発症しその後も減少し続
ける。しかしながら、個体によって異なることも示
唆されており、糖尿病発症マーカーである自己抗体
の出現程度による違いとも考えられている15-17）。本
研究において顕性糖尿病を発症したマウスに多く見
られた浸潤の仕方が不明瞭な膵島は、膵島の周りか
らだけでなく内部からもリンパ球の浸潤が進行して
いる可能性があると考えられ、したがって、NOD/
NODマウスにおいては、NOD/ICR、NOD/DBAと比
較して、膵島へのリンパ球浸潤が急速に進むことが
示唆された。リンパ球の浸潤の仕方が明瞭なものが
多いNOD/ICR、NOD/DBAでは膵島へのリンパ球の
浸潤が緩やかに進行する可能性が考えられ、その理
由として、NOD/NODと比較した際に内部に進行し
にくい要因が存在する、あるいは、NOD/NODにお
いてリンパ球浸潤が内部に進行しやすい要因が存在
する両方の可能性が考えられる。
　以上の結果より、離乳前の胎児期および新生児・
乳児期に遺伝的に糖尿病を発症しない母体環境にお
いて成長したNODマウスは、膵島炎を発症するの
にも関わらず、その後の膵島の破壊が母体環境およ
び、何らかの二次的要因により抑えられ、インスリ
ン分泌が保たれるため、糖尿病発症率が著しく抑え
られると考えられる。また、発症した膵島炎が刺激
となり膵島の細胞増殖が引き起こされた可能性、お
よび膵島へのリンパ球の浸潤を抑制している可能性
が示唆された。同様の膵島の代償性肥大は、我々の

これまでの研究の中で、多価不飽和脂肪酸を摂取さ
せたNODマウスにおいても認められている18）。今後
は、その現象に関わる要因についての検討が必要で
あると考えられる。
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