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研究成果の概要（和文）：本研究では、1200の低分子化合物の中からVMAT2阻害剤にマウスES細胞から膵β細胞を分化
誘導する効果が高める効果があることを見つけました。VMAT2は細胞内小胞に存在するモノアミン量を調節する因子で
す。そして、膵β細胞が糖濃度に応じてインスリンを分泌する能力を促進する化合物も見つけました。これらの2種類
の化合物を併用して分化湯堂を行い、糖尿病モデルマウスへ移植したところ正常な血糖値に回復しました。今後、この
研究で得られた情報をもとにヒトiPS細胞からの膵β細胞の分化誘導を進め、将来的な臨床応用に貢献できるよう研究
を進めます。

研究成果の概要（英文）：Despite numerous efforts, it is still difficult to efficiently produce mature insu
lin-secreting beta cell from ES cells. Here, we focused on the late stages of the differentiation and perf
ormed a cell-based screening of chemical compound 
library. We identified reserpine as a small molecule that inhibits vesicular monoamine transporter 2 (VMAT
2)-mediated secretion of monoamine that promoted differentiation of Pdx1-positive progenitors into insulin
-expressing cells. Our analyses suggest that one of the VMAT2-controlled monoamines, dopamine, serotonin a
nd histamine negatively regulates beta cell differentiation. Exogenous addition of a cell-permeable cAMP a
nalogue dBu-cAMP canceled these inhibitory effects on beta cell differentiation and synergized with VMAT2 
inhibition. The ES cell derived beta cells showed glucose-sensitive insulin secretion ability, and reverse
d hyperglycemia upon engraftment into AKITA diabetic mice. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
１型糖尿病は膵β細胞が破壊されることで
血糖値を下げるために必要なインスリンが
産生されないことが原因である。治療には膵
臓や膵島の移植治療が効果的だが、ドナー不
足が妨げとなっている。胚性幹(ES)細胞から
膵β細胞への分化機構の解明と分化細胞の
移植治療への応用が可能となれば、多能性幹
細胞を用いた再生医療の実現化に近づくと
考えた。 
1) 哺乳類の膵臓の発生 
受精卵から細胞が中内胚葉に分化し、胚性内
胚葉、膵前駆細胞、内分泌前駆細胞を経てβ
細胞へ分化する。ES 細胞からβ細胞を誘導す
る研究も盛んに行われており、ヒト ES 細胞で
も成長増殖因子の段階的な添加によってβ細
胞まで分化することが報告されている
(D'Amour et al., 2006)。しかし分化効率が
低く、インスリン分泌能も生体内の膵β細胞
には遠く及ばない。問題点を改良し再生医療
に応用するため、生体内でのβ細胞の分化機
構の解明が必要である。 
2) 我々のこれまでの研究  
① マウスES細胞をM15支持細胞上で培養し、
成長増殖因子を添加することで 30%の ES細胞
が Pdx1 陽性の膵前駆細胞に分化することを
報告した(Shiraki et al.,2008 )。   
② M15 細胞との共培養の効果は、M15 が供給
する細胞外マトリクスであり成長増殖因子の
添加によって分化がさらに促進    
されることがわかった。 
③ この細胞外マトリクスは人工基底膜(sBM)
を使用することで代用できることを明らかに
した(Higuchi et al.,2010)。0.01％程度の細
胞をインスリン産生細胞に分化せることに成
功した。ES 細胞から内胚葉系譜への分化誘導
には細胞基底膜構造など足場となる 3 次元構
造が必要と考えた。 
④ 我々はM15やsBMに代わる細胞分化の足場
として合成基材を用い、インスリン産生細胞
(β細胞)に分化させることに成功している。
ばらつきを最小限に抑え、安定的かつ大量に
低分子化合物をスクリーニングできる系を確
立した。 
⑤低分子化合物の大規模スクリーニングによ
る分化を促進する薬剤を探索した。その結果、
血圧降下作用，鎮静作用，精神安定作用をも
つアルカロイドの一種であるレセルピンがも
っとも高いインスリン産生細胞への分化の誘
導効果を示した。レセルピンは Pdx1 陽性細胞
の比率を変化させることなく，濃度に依存的
に Pdx1 陽性かつインスリン陽性の細胞の割
合を増加させた．また，レセルピンと同じく
小胞モノアミン輸送体のひとつである VMAT2
（vesicular monoamine transporter 2）の阻
害剤として知られるテトラベナジンも，レセ

ルピンと同様の効果を示した。 
 
２．研究の目的 
1）膵前駆細胞からβ細胞への分化機構の解明  
過去のβ細胞の分化研究では、膵前駆細胞か
らβ細胞の分化過程でどのような分子が働い
ているのかいまだ不明な点が多い。我々が明
らかにした VMAT2 はこれまでに膵臓分化との
関連について報告されていない分子である。
VMAT2 の阻害がどのようなメカニズムによっ
て膵β細胞への分化を促進したのか詳細に解
析する必要がある。 
 
2）ES 細胞由来の膵β細胞の機能評価 
試験管内で分化誘導された膵β細胞が糖濃度
に応じてインスリンを分泌できることと移植
されたのちに生体内で機能するのかを調べる
ことで将来的な移植治療への可能性を探った。
方法としては、糖尿病モデルマウスの腎皮膜
下への ES 由来の分化細胞の移植実験によっ
て細胞の機能評価を行った。 
 
３．研究の方法 
1) 低分子化合物を用いたマウス ES 細胞から
のβ細胞誘導の効率化 
本研究においては膵前駆細胞およびβ細胞の
マーカー遺伝子であるPdx1がGFPで標識され
る ES 細胞株 Pdx1/GFP を用いる。培養は 96 穴
の細胞培養用ディッシュを用いる。申請者は
細胞培養の手法として既に記載したように安
定的に Insulin 産生細胞が分化する培養条件
を見出している。 
この場合、分化効率は細胞全体の 0.01％程度
であると予想される。この培養条件では、数
種の成長因子を添加した 3 種類の培地を連続
的に供することで ES 細胞が胚性内胚葉、膵前
駆細胞、分化させる。培養開始 11 日目（d11）
にPdx1陽性の膵前駆細胞となりGFPの蛍光が
観察できる。したがって GFP 蛍光が各サンプ
ル間で均一になっていることを確認した後、
d11 から 1 日毎に培地を交換する。同時に培
地中には新たに低分子化合物を添加する。そ
して、d16 に抗 Insulin マウス抗体および抗
Pdx1 ウサギ抗体により免疫染色を試みた。こ
の場合、両方の抗体により染色された細胞が
膵β細胞であると判断する。全体の細胞数は
DAPIにより核を染色することによりカウント
し、全体の細胞数に占める膵β細胞の割合を
算出した。 
2)膵β細胞の成熟化 
インスリン産生細胞の誘導効率を上昇させる
以外にβ細胞の成熟化を促進する低分子化合
物について探索する。β細胞の成熟度はイン
スリンの分泌能力を指標に判断した。その際、
培地中に放出される C ペプチドを ELISA 法に
よって定量する。以上のようにβ細胞の誘導



と成熟化を促進する化合物は複数見つかるこ
とが予想される。その場合、ケミカルライブ
ラリーの機能分類において異なる作用を持つ
化合物を複数組み合わせることによってさら
に高効率、高成熟度のβ細胞を得た。 
 
４．研究成果 
1)VMAT2 は膵臓β細胞への分化を抑制する 
 小胞モノアミン輸送体である VMAT2 は膵臓
β細胞への分化に関しどのような役割がある
かを調べる目的で、VMAT2 をノックダウンし
た ES 細胞株を樹立した。この ES 細胞株はレ
セルピンやテトラベナジンを添加したときと
同じくインスリン産生細胞への分化を促進し、
ノックダウンの効率が高いほど分化の促進効
果は高かった。したがって、VMAT2 が小胞へ
モノアミンを取り込む機能は膵臓β細胞の分
化に抑制的な効果をもつものと推察した。 
 一般的に、モノアミンは細胞においてVMAT2
により小胞に取り込まれないときにはモノア
ミンオキシダーゼにより分解される。膵臓の
ランゲルハンス島にはモノアミンオキシダー
ゼ Bが発現している。ES 細胞からの分化の過
程において、細胞質におけるモノアミンの量
を増加させるためモノアミンオキシダーゼ B
の阻害剤を添加したところ、分化するインス
リン産生細胞の数が減少した。また、この作
用はレセルピンを同時に添加することでレス
キューされた。そして、モノアミンであるド
ーパミン、セロトニン、ヒスタミンを培養 11
日目から培養 17 日目にかけて添加した場合
も、モノアミンオキシダーゼ B の阻害と同様
にインスリン産生細胞への分化が抑制された。
この結果に対し、ドーパミン合成酵素の阻害
剤、セロトニン合成酵素の阻害剤、ヒスタミ
ン合成酵素の阻害剤によりインスリン産生細
胞の数は増加した。これらの結果から、細胞
において VMAT2 により小胞に取り込まれるモ
ノアミンは膵臓β細胞への分化を抑制的に制
御していることが推定された。 
 
2)VMAT2 の機能の阻害は内分泌前駆細胞を増
加させる 
 テトラベナジンを培養 11 日目から培養 17
日目まで作用させて VMAT2 を阻害すると、膵
臓の細胞系譜への分化におけるマーカー遺伝
子である Ngn3 遺伝子、Nkx6.1 遺伝子、Ins1
遺伝子の発現が培養 15 日目から培養 17 日目
において明らかに上昇した。テトラベナジン
の効果のある時期を特定するため、Ngn3遺伝
子のプロモーター下において GFP の発現する
マウスの ES 細胞を用いて実験したところ、テ
トラベナジンは分化 11 日目から分化 13 日目
において作用して Ngn3 陽性の膵臓前駆細胞
を増加させることがわかった。すなわち、
VMAT2の阻害は膵臓前駆細胞が Ngn3陽性の内

分泌前駆細胞へと分化する過程を促進するこ
とがわかった。また、分化の過程においてNgn3
陽性細胞の数が増加することについて、Ngn3
陽性細胞それ自体の複製はほとんど起こって
おらず、Ngn3 陽性細胞への分化の促進がその
おもな原因であると考えられた。 
 これら ES 細胞からの分化の過程において
みられる VMAT2 の阻害にともなう分化の促進
効果は、実際の膵臓の発生においても共通す
るのか調べるため、胎生 12.5 日の膵臓の原基
をマウスの胎仔から取り出し培養した。実験
の結果、テトラベナジンにより、インスリン、
グルカゴン、ソマトスタチン、膵臓ポリペプ
チドなど、内分泌ホルモンの発現がすべて上
昇した。これらの結果は、ES 細胞からの分化
の実験においてテトラベナジンにより VMAT2
の機能を阻害すると内分泌前駆細胞の数が増
加したことと一致した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3)VMAT2の阻害とcAMPの添加は相乗効果を示
す 
 モノアミンであるドーパミン、セロトニン、
ヒスタミンは、すべて G タンパク質共役受容
体に結合し cAMP の合成を制御することが知
られている。今回のスクリーニングにおいて
も細胞膜透過型の cAMP 類似体であるジブチ
リル cAMP がヒットし、ジブチリル cAMP とテ
トラベナジンはそれぞれ単独でインスリン産
生細胞への分化を促進した。そして、両者を
同時に添加すると、インスリン産生細胞の数
の増加に対しては相加的に、インスリンの
mRNAレベルでの発現の上昇に対しては相乗的
に、促進効果を示した（図２）。 
成体の膵臓のランゲルハンス島では、cAMP は
プロテインキナーゼ A に対し依存性および非
依存性の機構によりインスリンの分泌を制御
していることが知られている。この研究では
おもにジブチリル cAMP を用いたが、これはど
ちらの機構も活性化させるので、プロテイン

図１．VMAT2 阻害効果により膵原基の 

膵臓への分化が進行する 



キナーゼ A 非依存性の経路のみを活性化させ
る 8CPT-cAMP の効果を調べた。すると、
8CPT-cAMP の添加によりインスリン陽性細胞
の数は増加しなかった。したがって、cAMP に
よるインスリン産生細胞の数の増加はプロテ
インキナーゼ A 依存性の機構を介するものと
推定された。 

 
  
 
テトラベナジンおよびジブチリル cAMP によ
り誘導されたインスリン産生細胞を評価する
ため免疫染色を行った。インスリン陽性細胞
は Pdx1 遺伝子、Nkx2.2 遺伝子、Nkx6.1 遺伝
子、MafA遺伝子など、膵臓β細胞が成熟の過
程において発現するマーカー遺伝子を発現し
ていた。さらに、今回の分化培養系により DBA
陽性を示す膵管細胞の分化は誘導されたが、
アミラーゼ陽性を示す外分泌細胞の分化はみ
られなかった。しかも、低分子化合物の添加
により分化する細胞の性質に違いはみられな
かった。ほかの内分泌ホルモンについても染
色を行ったところ、インスリン陽性細胞のう
ち約 90％がグルカゴン、ソマトスタチン、膵
臓ポリペプチドのうちいくつかを同時に産生
していた。このような複数のホルモンを産生
するインスリン産生細胞がつくられたことは、
最近、ヒトの ES 細胞の分化の過程においても
報告されている。 
 これらのインスリン産生細胞はインスリン
を分泌することができるだろうか。分化した
インスリン産生細胞のインスリン合成能や分
泌能に関して、細胞の含有するインスリンの
量および分泌されたインスリンの量を測定す
るため、インスリン Cペプチドに対する ELISA
法を用いた。また、Pdx1 は膵臓前駆細胞にお
いて発現し、内分泌前駆細胞においてはいっ
たん発現が低下し、膵臓β細胞になるとふた
たび発現が上昇する。そして、17 日間にわた
り培養するとほとんどの Pdx1 陽性細胞はイ
ンスリン陽性との二重陽性を示したことから、
Pdx1陽性細胞をフローサイトメトリーにより
分取したところ、テトラベナジンおよびジブ
チリル cAMP の添加により、全体の約 10％の
細胞が Pdx1 陽性を示す膵臓β細胞として回
収された。ELISA 法による測定の結果、テト
ラベナジンの添加によりインスリン C ペプチ
ドの含量はマウスのランゲルハンス島の60％
に相当していた。しかし、テトラベナジンの
添加はグルコースに依存性のインスリン分泌
には影響しなかった。一方、ジブチリル cAMP

を添加することによりインスリンの分泌がみ
られた。これらの結果は、cAMP によりインス
リン産生細胞の成熟が進行しグルコースに依
存性のインスリン分泌能を獲得したことを示
唆した。インスリン分泌能をもつ細胞はマウ
スのランゲルハンス島の40％程度であったが、
先行研究と比較して成熟度はかなり高いもの
と考えられた。一方で、ジブチリル cAMP によ
りインスリンの分泌が亢進することは一般的
に知られており、分泌されたインスリン自体
がさらなる分化の促進に寄与することが想像
できた。そこで、培養 11 日目から培養 17 日
目にかけて培地に含まれるインスリンの濃度
を変化させる実験を行った。通常の培養では
培地に 10 nM のインスリンが含まれるが、16 
nMのインスリンがもっとも分化の効率が高く、
それ以上の濃度では濃度に依存的に分化が抑
制される傾向にあった。 
4)ES 細胞に由来するインスリン産生細胞の
移植は糖尿病モデルマウスの血糖値を低下さ
せる 
 ES細胞から分化を誘導した膵臓β細胞が生
体において機能するのかどうか調べるため、
糖尿病モデルマウスである AKIAT マウスへと
移植した。テトラベナジンおよび cAMP により
分化を誘導した細胞を腎臓の被膜の下へ移植
したところ、移植ののち 6 週間をかけ血糖値
は低下した。また、移植する細胞が多いほど
血糖値の降下の速度は速いことがわかった。
一方で、これら低分子化合物を用いずに分化
させたときにも、インスリン産生細胞を移植
することによりゆっくりではあったが血糖値
の改善効果がみられた。この結果は、今回の
分化培養系では、未熟な膵臓β細胞、あるい
は、分化の途上で細胞系譜として膵臓β細胞
へとむかっている細胞が培養 2 週間の時点で
は多く含まれていることを示唆した。それら
の細胞は生体において分化および成熟するこ
とにより血糖値を改善したものと想定された
（図３）。 

 
 
 
 
 

図２．VMAT2 阻害と cAMP の相乗効果 

図３．ES 由来の膵β細胞の移植により 

糖尿病モデルマウスが回復した 



5. 研究成果の位置づけとインパクト 
小胞モノアミン輸送体である VMAT2 に関する
これまでの研究は、おもにニューロンを用い
て進められてきた。ニューロン終末における
神経伝達物質としてモノアミンが使用されて
いることは一般的に知られているのに対し、
膵臓においてモノアミンのはたす役割にはい
まだ不明な点が多く、これにかかわる VMAT2
の機能に関しては同じく知られていなかった。
筆者らは、この研究をとおし、VMAT2 がモノ
アミンを介し膵臓において内分泌細胞の分化
を制御していることを新たに。先行研究では
モノアミンのうちドーパミンやヒスタミンが
インスリンの産生や分泌を阻害することが知
れられている。これに対し、モノアミンのう
ちセロトニンは妊娠期において膵臓β細胞の
複製やグルコース応答性を制御する機能のあ
ることが報告されている。しかし、発生期に
おけるモノアミンの役割に関してこれまでよ
くわかっていなかった。今回の実験では、複
数あるモノアミンのなかでもドーパミンの含
量がもっとも大きな値を示していたが、すべ
てのモノアミンが膵臓β細胞への分化に対し
抑制的にかかわっているという結果も得られ
たことから、生体においてモノアミンによる
シグナル伝達は複雑な分子機構により膵臓の
分化を制御していることが考えられ、今後、
これらを詳細に解析していく必要がある。 
 また、ES 細胞に由来する多くのインスリン
陽性細胞は複数の内分泌ホルモンを同時に発
現していた。しかし、糖尿病モデルマウスへ
の移植したのちの組織片を解析したところ、
インスリンのみに陽性を示す細胞が多く観察
された。この移植前と移植後の細胞の変化に
ついては不明であるが、移植ののち 2 週間か
ら急激に血糖値が低下したことから考えると、
生体において膵臓β細胞の成熟が急速に進ん
だことが推察された。マウスの発生の初期に
はインスリン陽性かつグルカゴン陽性を示す
細胞が“first transition”の時期に一時的
に現われるが、この細胞は最終的には成熟し
た膵臓β細胞にはならず発生の過程において
失われる。これらの細胞は膵臓β細胞が発現
する成熟化マーカーを発現しない。これに対
し、膵臓α細胞から膵臓β細胞への分化転換
が起こるときにもインスリン陽性かつグルカ
ゴン陽性を示す細胞のみられることが報告さ
れているが、この細胞は成熟化マーカーを発
現するので、今回、分化の誘導された細胞は
分化転換のときにみられる細胞に近いのかも
しれない。このように、細胞が直接に分化転
換してしまう現象は、最近になり報告されて
いる、ヒトの ES 細胞に由来するインスリン産
生細胞の移植の場合にもみられるようである。
ヒトの ES 細胞の場合は、今回の研究と同じく
複数のホルモンを産生するインスリン産生細

胞ができるのだが、マウスへ移植するとすべ
てのインスリン産生細胞はインスリン産生能
を失いグルカゴン陽性の膵臓α細胞へと変わ
ってしまう。このようなポリホルモン産生細
胞の正体について、種の違いによるものなの
か、あるいは、分化方法の違いによるものな
のかは不明である。 
 これまでに述べてきたように、この研究で
は、膵臓の分化、とくに内分泌前駆細胞への
分化の誘導の過程において小胞モノアミン輸
送体のひとつ VMAT2 による抑制作用のあるこ
とを発見した。また、cAMP が膵臓β細胞の成
熟を促進し、VMAT2 の阻害と相乗的に分化を
促進することもわかった．糖尿病モデルマウ
スを用いた移植実験が一定の効果を示したこ
とからも、これらの知見をもとに、ヒトの iPS
細胞を用いた移植治療にむけ研究の進むこと
が期待される。 
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