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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞から分化誘導したβ様細胞への分化効率の上昇と成熟度の向上にドーパ
ミンの合成阻害剤やドーパミンを貯留するためのトランスポーター（VMAT2）の阻害剤の培地中への添加が効果
的である。脱分化の進行を抑制することが主たる効果であった。
　β様細胞の分化、成熟化の過程でみられる弱いインスリン分泌は細胞の成熟化を促進する遺伝子の発現上昇と
ともに、同時進行する脱分化を促進することを明らかにした。また、VMAT2を膵β細胞でのみ欠失するマウスの
解析実験により生体内では生後も成熟化・脱分化をβ細胞毎に違うバランスにおくことで一部のβ細胞だけが膵
臓内で機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Addition of a dopamine synthesis inhibitor or a monoamine transporter 
(VMAT2) inhibitor to the medium improves the differentiation efficiency and maturity of human iPS 
cell-derived β-like cells. The main cause of this was suppression of dedifferentiation.
Weak insulin secretion observed during the process of β-like cell differentiation and maturation 
suppressed an increase in the expression of genes that promote cell maturation. Furthermore, this 
insulin secretion promoted dedifferentiation. In addition, the proportion of cells having dopamine 
synthetic ability was different for each pancreatic islet. Dopamine, which is released 
extracellularly during insulin secretion, may be involved in heterogeneous maintenance of β-cell 
differentiation levels within the islets.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 膵臓　インスリン　ドーパミン　GPCR　iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
β細胞が主たる構成要素である膵島は内部のβ細胞が均一な分化・成熟化レベルではない。高い成熟度を維持し
続けることは、β細胞の脱分化・細胞死につながることを本研究におけるマウス個体を用いた実験で実証した。
今後、再生医療にヒトiPS細胞由来β様細胞を使用するうえで、より長期的かつ生体内に近い血糖値維持を達成
するためには、生体内における膵島内の細胞間相互作用を理解、再現することが必要不可欠である。モノアミン
を介した細胞間相互作用機構の一部を解明することができたことは、再生医療の実現化に貢献できたと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

１． 研究開始当初の背景 

 

(1) ES・iPS 細胞を用いた膵β細胞の分化誘導研究の現状 

膵臓は発生過程において内胚葉から形成される臓

器である。現在では分化研究によりヒトの多能性幹

細胞からの胚性内胚葉や内分泌前駆細胞への分化手

法の効率化が進み正常発生の主な分化経路をある程

度模倣できるようになった。そして、我々の研究グ

ループを含めいくつもの報告において分化の効率化

が可能となった（Shahjalal et al., J. Mol. Cell 

Biol., 2014;Pagliuca et al., 2014; Rezania et 

al., 2014)。しかし、生体内の β細胞とは依然と

して差がみられ、インスリン分泌様式に更なる改善

が必要である（図１）。  したがって、β細胞に

なる最終段階の分化・成熟化過程が生体を模倣して

おらず、このメカニズムを理解・模倣し、正常なβ細胞を作る必要がある。 

 

(2) これまでの研究  

① 化合物スクリーニングを行い ES 細胞から膵β細胞への分化を効率化した  

我々は過去の研究においてマウス ES細胞を安定的にインスリン産生細胞(β細胞)に分化

させる系を構築した。これにより低分子化合物を大量にスクリーニングすることが可能とな

り、Vesicular monoamine transporter 2 (VMAT2)の阻害剤が膵前駆細胞から内分泌前駆細

胞への分化を促進すること発見した。VMAT2は細胞質内のモノアミン（ドーパミン、セロト

ニン、アドレナリンなど）を細胞内小胞へ取り込む膜輸送体であることから、モノアミン量

の変化が細胞分化の調節因子であることを示した（Sakano et al., Nat.Chem.Biol. 

2014）。 

 

② 膵島の分化・脱分化を調節する化合物を探索し、GPCR の会合状態が重要である 

マウス膵島細胞の分散培養法を構築し化合物をスクリーニングした。初代培養細胞を長期

培養すると脱分化が進みグルコース応答性のインスリン分泌能を有する指標となる成熟化マ

ーカー遺伝子の発現が低下するが、ドーパミン D2受容体（Drd2）のアンタゴニストがそれ

を抑制することを発見した。この効果は、Drd2とアデノシン A2a受容体がヘテロ複合体を形

成することでアデノシン A2a 受容体の機能を促進した結果であることを示した（Sakano et 

al., Stem Cell Reports, 2015）。現在、さらに複数の化合物ライブラリーを用い、新たに

いくつかの標的 GPCR候補を同定した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、過去の研究成果において明らかにした膵β細胞の細胞分化・成熟化・脱分化に

関与する（図 2）モノアミンをリガンドとする複数の GPCRに着目し、以下の疑問点を明らか

にしていく。 

① どの GPCR が細胞分化・成熟化・脱分化に関与するか、化合物スクリーニングにより検証

する。 

② 化合物の標的となる GPCRは膵β細胞に存在するのか局在性を明らかにする。 

③ 標的の GPCR 群の会合の有無を検証し、会合状態が化合物により変わるのかを明らかにす

る。 

④ マウスやヒトの膵島を用いた知見をヒト iPS 細胞からの膵β細胞分化培養法の改良に応

用し、分化誘導されるβ細胞のインスリン分泌能をより生体内に近づける。 

⑤ 分化誘導した細胞は移植治療に利用できるのか、より臨床応用を目指した観点から実験

する。 

 

 

 

 

図１ ヒト膵島とヒト iPS 細胞

由来β様細胞のインスリン分泌

における違い 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 

実験１ GPCR関連化合物の分化促進、脱分化抑制、成熟化促進効果の解析 

（1） 化合物の探索  

申請者らはマウス膵島の分散培養下でおこる 

膵β細胞の脱分化が Drd2アンタゴニストに 

抑制されることを見出した（Sakano et al., Stem 

Cell Reports, 2016）。この方法としてインスリン発現

細胞が EYFP により蛍光標識される RIP-Cre/R26-EYFP

マウス膵島細胞を用いる。インスリン抗体による免疫

染色を行い β細胞（INS+,EYFP+）および脱分化細胞

（INS-,EYFP+）の割合の変化から化合物の効果

の有無を推察できる（図 3）。 

 

（2） スクリーニング結果の検証 

化合物スクリーニングにより、膵β細胞の脱分化・成熟度に影響を与える可能性が高い化

合物の多くが細胞内モノアミンの蓄積に関わっていたことから細胞内モノアミンの蓄積に関

与する小胞モノアミントランスポーター2（VMAT2）のコンディショナルノックアウトマウス

を用いてスクリーニング結果の検証を行った。 

まず、Creリコンビナーゼ存在下で VMAT2 第 3エキソンを欠失する Vmat2Tm1c/ Tm1cマウスを作

製した。このマウスを PDX1 プロモーター下で CreERT2 を発現する PDX1-CreERT2 マウスと交

配した。このマウスではタモキシフェン注射によって膵前駆細胞特異的に Vmat2 が欠損され

る（Pdx1-CreER/ Vmat2Tm1c/ Tm1c）。本研究ではこのマウスの発生期における VMAT2 遺伝子の必

要性について考察した。さらにラットの Insulin2プロモーター下で Creを発現する RIP-Cre

マウスと Vmat2Tm1c/ Tm1cマウスを交配した（RIP-Cre/ Vmat2Tm1c/ Tm1c）。このマウスでは膵β細

胞で Vmat2が欠損される。高脂肪食（HFD）を与え、膵β細胞の変化について考察した。 

 

実験２ GPCR関連化合物によるインスリン分泌改善 

マウスやヒト膵島、ヒト iPS 由来の膵β細胞におけるモノアミン関連シグナルの変化が

もたらすインスリン分泌現象の変化を解析する。方法としてアデノウイルスの感染によりヒ

トインスリンと Venus の融合タンパク質を発現させる。さらに培地中のグルコース濃度を上

昇させ、インスリン顆粒の細胞外放出を全反射照明蛍光顕微鏡(TIRFM)で観察する。 

 

５． 研究成果 

 

（1） 発生期における膵前駆細胞内の VMAT2 欠損による膵臓内分泌細胞の増加 

E8.5 にタモキシフェンを注射した Pdx1-CreER/ Vmat2Tm1c/ Tm1cマウスでは、E19.5 の時点

で内分泌細胞数の増加が見れらた。また、野生型マウスの E12.5 の膵原基を Ex Vivo培養す

る過程で VMAT2 阻害剤を添加するとコンディショナルノックアウトマウスの結果と同様に内

分泌細胞の量が増加した（図 4）。発生期における膵前駆細胞でモノアミン貯蔵が機能しなく

なると主にドーパミンが枯渇することで膵前駆細胞から内分泌前駆細胞への分化の抑制が弱

まるためであると推察した。この結果は我々のマウス ES 細胞分化の研究結果（Sakano et 

図３ RIP-Cre/R26-EYFP マウス膵島を用

いた化合物スクリーニング 

図 2 モノアミンをリガ

ンドとする GPCR に

よる分化・成熟化・ 

インスリン分泌制御 



 

 

al.,2014）とも一致している。また、ヒト iPS細胞の分化培養系においても VMAT2 阻害剤の

効果を確認できることから発生期における VMAT2 を介したモノアミン貯留が膵島の発生に重

要であることを強く示唆する結果と考えている。 

 

 

 

   

 

 

 

(2)   GPCR 関連化合物によるインスリン分泌改善 

インスリン分泌におけるドーパミンを中心としたモノアミンの役割を調べるため、単一に

したマウスβ細胞に対し INSULIN-Venus を強制発現させ、TIRFMを用いて解析を行った。 

モノアミンの細胞内貯留を枯渇させるため VMAT2 阻害剤である TBZによる前処理を 24 時間

行った後にインスリン分泌を観察すると TBZ無処理の群と比較して、高グルコース刺激下に

おける 1 層目（グルコース刺激後 5 分以内）開口放出イベント数に変化は見られなかった。

一方、前処理群では 2 相目(刺激後 5-20分)において有意に増加していた。細胞外にドーパ

ミンを添加したところ、一時的な開口放出ののち、速やかにイベント数が大きく減少した。 

これらの結果から、細胞外ドーパミンがインスリン分泌を阻害すること、VMAT2 を介した細

胞内モノアミン貯蔵が分泌 2 相目を抑制していることが分かった。 

さらに、内在性のドーパミンがどのように分泌を制御しているかを調べるため、ドーパミ

ン受容体を用いた TIRFM 観察実験を行った。高グルコース刺激下で、ドーパミン D1 様受容

体アンタゴニスト、SCH23390 およびドーパミン D2様受容体アンタゴニストを加えたとこ

ろ、SCH23390 が 1μM以上の濃度でイベント数を大きく増加させることが分かった。さら

に、SCH23390 は細胞内カルシウムを増加させた。また、別の D1様受容体アンタゴニスト

SKF83566 を用いてもイベント数が増加することが確認した。一方で D1様受容体アゴニスト

SKF38939 は分泌を阻害しなかった。これらの結果から、内在性のドーパミンが D1 様受容体

を介して分泌を制御していることが示唆された。さらに SCH23390 とドーパミンおよび D1ア

ゴニス、SKF38939 および D2 アゴニストの(-)-Quinpirole を同時に添加したところ、これら

の化合物は SCH23390 の効果を阻害せず、SKF38939 はさらにインスリン分泌を促進した。 

過去の研究ではドーパミン受容体は D1,D2,D3 間でのヘテロ二量体形成が知られており、互

いのリガンドに対するアフィニティ－の変化に影響するため、今後 FRET などの手法を用い

て TIRFM で観察するような短時間でのインスリン分泌への二量化の影響など研究を進める予

定である。 

図４ Pdx1-CreER/ Vmat2Tm1c/ Tm1cマウス胚における膵内分泌細胞の増加 

図 5 ドーパミン受容体関連化合物によるインスリン分泌イベント数の変化 



 

 

(3) 出生後のβ細胞での VMAT2欠損による脱分化・細胞死の誘導 

膵島の中の細胞の多様性、または膵島ごとに細胞のヘテロ性に違いを持たせることで多様

な膵島からなる膵臓が構成される。この膵島内の細胞と膵島毎といった 2種類のヘテロ性を

維持することが、さまざまな体内の状況に適応可能な状態を作り上げているのではないかと

考えている。 

このヘテロ性を生体内では一部のβ細胞のみにドーパミン産生に必要なチロシンヒドロキ

シラーゼ（TH）が発現し、インスリン分泌が過多になる条件下では TH陽性細胞数が増加す

る。ドーパミンシグナルはこのように加齢や生活環境、特に食事などの影響をうけ TH 陽性

細胞数を変化させることにより生体が環境に適応するメカニズムのひとつであると考えられ

る。興味深いことに食事によってもβ細胞内のドーパミン合成や受容体を介したシグナル伝

達が変化し、インスリン分泌に影響が出ることが知られている。本研究では RIP-Cre/ 

Vmat2Tm1c/ Tm1cに 6週令以降 HFDを与えたところ、一時的に膵島の数の増加と膵島内のβ細胞

の増加がみられた。（図 6）。一方で継続的な HFD の給餌は、β細胞の脱分化及び細胞死につ

ながることが予測された。今後、脱分化・細胞へのストレスという側面からモノアミン貯蔵

の役割について研究を継続する。 

 

 

図 6 膵島内モノアミン貯蔵不全によるβ細胞の脱分化および細胞死の進行 
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