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研究成果の概要（和文）：ヒトを初めとする多臓器生物では、個体全身の臓器が最適な状況を作るよう臓器間の
代謝情報のやり取りが欠かせない。本研究課題では、研究代表者らが発見した、膵β細胞の増殖を促進する肝臓
―脳－膵の臓器間神経ネットワーク経路について、まず、CUBIC法による透明化技術を駆使して、膵迷走神経節
の三次元的な位置情報の解析を行い、過半数の膵迷走神経節が膵島に隣接して存在することを見出した。さら
に、膵迷走神経節から放出される複数の神経伝達物質刺激が組み合わさることにより、膵β細胞増殖が導かれる
機序を解明した。これらは、神経シグナルによる糖代謝恒常性維持機構の解明や糖尿病再生治療法の開発につな
がる成果と考える。

研究成果の概要（英文）：We previously reported a liver-brain-pancreas neuronal relay to play an 
important role in promoting pancreatic β cell proliferation. Here, we elucidated anatomical and 
biochemical mechanisms of the neuronal signals within the pancreas. First, the tissue clearing 
method, CUBIC, revealed a major part of parasympathetic ganglia to be located in the vicinity of 
pancreatic islets. In addition, ex vivo analyses showed that combined stimulation with several 
neurotransmitters released by vagal nerves enabled β cells to be efficiently proliferated. This 
neuronal signal-mediated mechanism, elucidated by this research program, holds potential for 
developing novel approaches to regenerating pancreatic β cells.

研究分野： 代謝学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトを初めとする多臓器生物では、血糖値

や体重は、一つの臓器だけで決まるものでは
なく、個体全身の臓器が最適な状況を作るよ
う連携するシステムが必要であり、そのため
には、臓器間の代謝情報のやり取りが欠かせ
ない。研究代表者らは、インスリンやアディ
ポカインなどの液性因子に加え、自律神経を
中心とした神経ネットワークがこの臓器間
の代謝情報のやり取りに重要な役割を果た
していることを次々と明らかとしていた
（Cell Metab 2006、Science 2006、Science 
2008、Cell Metab 2012、Nat Commun 2015
など）。 
その中でも、研究代表者らは、膵β細胞の

増殖を促進する肝臓―脳－膵の臓器間神経ネ
ットワーク経路を発見し、この経路を刺激す
ることにより個体内で、膵β細胞を選択的に
増殖させることに成功したことは特筆され
る（Science 2008）。膵ランゲルハンス島（膵
島）は、迷走神経から豊富な支配を受けてお
り、その刺激により、インスリン分泌が亢進
することが知られていた。これらから、迷走
神経シグナルは、膵β細胞からのインスリン
分泌および膵β細胞自身の増加を惹起する
ものと考えられ、膵島における迷走神経支配
は、糖代謝の個体レベルでの恒常性維持機構
の解明と新たな糖尿病治療の開発の両面か
らの重要な標的と考えられた。 
解剖学的に、脳幹の迷走神経背側運動核を

起始核とする迷走神経節前線維は末梢の多
くの臓器に投射するが、それぞれの臓器内で
迷走神経節においてシナプスを形成し神経
シグナルは節後神経に伝達される。そこで、
研究代表者らは、迷走神経節に発現すること
が知られている vesicular acetylcholine 
transporter (VAChT)で膵臓二次元切片を染
色することにより、大型の小胞状の核と核小
体を有する特徴的な構造を持つ膵内迷走神
経節を検出することに成功し、膵島に隣接し
て存在するものもあることを見出していた。
これらの背景から、以下に記載するように、
膵内迷走神経節の解剖学的・分子生物学的解
析が重要であるものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
膵内迷走神経節内で産生されインスリン

分泌や膵β細胞増殖を惹起する神経シグナ
ルの本体の解明を目指し、この膵内迷走神経
節の解剖学的局在の正確な定量や膵β増殖
につながる神経伝達物質を同定することに
より、膵内迷走神経節の糖代謝恒常性維持に
及ぼす生理的な意義や病態に及ぼす役割を
解明する。これらの解析を通じ、最終的に膵
内での膵β細胞増殖による糖尿病に対する
再生治療開発につながる基盤を築くことが
本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）膵内迷走神経節の膵内分布や膵島との

位置関係などの解剖学的解析 
膵内迷走神経節は、長年にわたりその存在

が知られ、インスリン分泌制御に重要な役割
を果たしていることが想定されてきたが、細
胞数個から十数個程度からなる小さな構造
物であるため、二次元の切片標本のみからは、
詳細な分布や膵島との位置関係などの解剖
学的な詳細な解析は困難であった。そこで、
我々は、最近開発された CUBIC 法を導入し、
膵全体を透明化することにより、三次元的な
位置情報を解析した。迷走神経節を含め迷走
神経を描出できる ChAT-GFP マウス、膵島を
描 出 で き る mouse insulin promoter 
(MIP)-GFP マウスを用い、インスリン染色や
VAChT 染色を組み合わせる。 
 
①ChAT-GFP マウスの膵透明化による膵内迷
走神経の走行および膵内迷走神経節の分布
の解析 
ChAT-GFP マウスを用いることで、節前ニュ

ーロンおよび迷走神経節を含む節後ニュー
ロンをあわせて描出することが可能となる。
そこで、このマウスの膵を透明化することに
より、膵内迷走神経の走行および膵内迷走神
経節の分布について、三次元的に解析を行う。 
②膵内迷走神経節と膵島との位置関係の解
析 
MIP-GFP マウスの膵を透明化し、VAChT 染

色を行うことで、膵島と迷走神経節との位置
関係を三次元的に解析する。右下図に示すよ
うに、それぞれの蛍光波長により染め分けら
れた膵島と迷走神経節が隣接している像を
確認している。この手法により、迷走神経節
のうち膵島に接しているものの割合やその
特徴（大きさ・数や形態など）、膵島のうち
迷走神経節に接しているものの割合やその
特徴（大きさ・数や形態など）を検討する。 
 
（２）膵内迷走神経節からの膵β細胞増殖に
つながる神経伝達物質の探索 
レーザーマイクロダイセクション（LMD）

法にて迷走神経節を選択的に回収し、この細
胞から得られた mRNA を用い、マイクロアレ
イ解析を行い、発現遺伝子を網羅的に検討す
る。申請当初は、本解析により、膵島および
外分泌腺組織に発現がなく迷走神経節特異
的に発現が認められるすべての遺伝子をリ
スト化し、膵内迷走神経節から分泌される神
経伝達物質の解明に繋げることを計画して
いた。 
一方で、臓器間神経ネットワークにより膵

β細胞が増殖するモデル（優性変異型 MEK の
肝への遺伝子導入）における膵島の解析を進
める中で、膵島の単離培養に伴う ex vivo で
の膵β細胞増殖解析系が樹立できたため、膵
内迷走神経節発現分子のリスト化に加え、膵
内迷走神経節から分泌される神経伝達物質
を実際に膵島に作用させることで、機能的な
面から、膵β細胞を増殖させる働きのある物
質の探索へむけ、研究手法を追加した。 



 
４．研究成果 
（１）膵内迷走神経節の膵内分布や膵島との
位置関係などの解剖学的解析 
まず解剖学的解析として、CUBIC 法による

透明化技術を駆使して、膵迷走神経節の三次
元的な位置情報の解析を行った。その結果、
膵内迷走神経節は、想定以上に多くが膵島に
近接して存在していることが明らかとなっ
た。さらに、遺伝子工学的な手法を用いて、
迷走神経可視化マウスを作製した。この膵臓
を詳細に解析することにより、膵迷走神経が
膵管に沿って走行し分枝した迷走神経枝が
膵管近辺に房状に存在する膵ランゲルハン
ス島に近接する迷走神経節へと投射してい
る像を 3 次元的に描出することに成功した。 
また、膵内迷走神経節が近接する膵ランゲ

ルハンス島は、そうでないものに比べ有意に
大きかった。 
これらのことは、膵ランゲルハンス島への

迷走神経シグナルが発生・成長・定常状態に
おいても、膵ランゲルハンス島の大きさや機
能の維持に重要な役割を果たしていること
を示唆するものである。一般的に二次ニュー
ロンは一次ニューロンに比して短い線維で
あることが知られており、膵島に膵内迷走神
経節の多くが近接していることは、インスリ
ン分泌や膵β細胞の増殖の調節に神経シグ
ナルが関与する上で非常に重要な解剖学的
構造を有していることを示している。 
本研究成果は、これまでの 2次元での切片

の解析では解析が難しかった膵ランゲルハ
ンス島と膵内迷走神経節との3次元的な位置
関係やその定量的な解析について、最近開発
されたCUBIC法による透明化技術を用いるこ
とで明らかにできたものである。 
 
（２）膵内迷走神経節からの膵β細胞増殖に
つながる神経伝達物質の探索 
レーザーマイクロダイセクション法を用

い、迷走神経節を回収しこの細胞から得られ
た mRNA を用い、迷走神経節に発現するタン
パクを解析し、すべての遺伝子のリスト化に
成功した。本解析結果は、今後の膵β細胞増
殖をもとにした糖尿病再生治療の標的を考
える上で、基盤となる重要な成果と考えられ
る。 
 さらに３で記載したように、並行して行っ
ていた臓器間神経ネットワークにより膵β
細胞が増殖するモデルにおける膵島解析を
進める中で、膵島の単離培養に伴う ex vivo
での膵β細胞増殖解析系の樹立に成功した。
そこで、この系を用い、膵内迷走神経節で発
現する神経伝達物質の主なものを単離膵島
に作用させ、膵β細胞の増殖に寄与するもの
を検索し、複数の神経伝達物質刺激により、
膵β細胞増殖が導かれるメカニズムが見い
だされた。 
 これらの成果は、CUBIC 法やレーザーマイ
クロダイセクション法、新規 ex vivo 増殖定

量法などの最先端の手法を用いて、膵β細胞
増殖における迷走神経の重要性とその分子
機序の一端を解明したものである。神経シグ
ナルによる糖代謝恒常性維持機構の解明や
糖尿病再生治療法の開発につなげるよう、本
萌芽研究の成果をさらに発展させたい。 
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