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研究成果の概要（和文）：膵β細胞量減少は糖尿病予防・治療の重要な課題であるが膵β細胞量の制御機構の全
容は不明である。本研究では若齢及び高齢マウスに対して膵β細胞の強力な増殖刺激となる膵部分切除術を行
い、シングルセルレベルの遺伝子発現解析をはじめとしたマルチオミックス解析を行い、膵β細胞が４つの亜集
団に分類されること、亜集団の１つとして細胞増殖関連遺伝子を発現する増殖β細胞が若齢にのみ存在すること
を見出した。さらに、膵β細胞増殖を制御する新規転写因子候補を同定し、今後、機能解析を予定している。さ
らに本研究では膵β細胞増殖可視化マウスを樹立し、透明化技術と組み合わせることで膵β細胞増殖を簡便に定
量化することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Mechanisms regulating pancreatic β cell mass remain largely unknown; and 
need to be investigated critically to invent potential therapeutics for diabetes. The current study 
aims to understand such mechanisms through multi-omics approaches including single-cell RNA-sequence
 of β cells before and after partial pancreatectomy, which induces robust β cell proliferation in 
young but not old mice. Our study revealed that β cells falls into 4 distinct subpopulations, one 
for which is characterized by expression of genes involved in cell proliferation and found only in 
young mice. We also found novel transcriptional factors possibly involved in β cell proliferation. 
In addition, we succeeded in the establishment of mice expressing the cell cycle reporter in β 
cells. Combined with the tissue clearing technique, we succeeded in measuring β cell proliferation 
in situ.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵β細胞量減少は糖尿病予防・治療の重要な課題であるが膵β細胞量の制御機構の全容は不明であり、膵β細胞
量を標的とした糖尿病治療法は存在しない。特に加齢とともに膵β細胞が増殖能を失う分子機序については、十
分な検討がなされていない。膵β細胞の増殖制御機構を解明しようとする本研究は、糖尿病の発症や重症化を阻
止するための全く新しい治療戦略創出の糸口となることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 糖尿病は膵β細胞の機能不全および膵β細胞量の
低下を病因とし、その克服は世界的に最も重要な課
題である。膵β細胞機能不全については分子レベル
での研究が飛躍的に進み、多くの治療薬が開発され
ている。一方、膵β細胞量については糖尿病患者で
減少していることが報告され重要性は明確であるが、
その分子基盤の全容は依然として不明であり、膵β
細胞量を標的にした糖尿病の発症予防および治療法
は確立されていない。 
 
 膵β細胞の増殖は、ヒトおよびげっ歯類において生後間も無く急激なピークを迎え、加齢と
ともに低下する（図 1）。このため、若年では肥満、妊娠などのインスリン需要が増大する状況
において代償的に膵β細胞が増殖し糖代謝恒常性が維持されるが、高齢では代償できず容易に
糖尿病に陥る。従ってこの加齢による膵β細胞増殖低下のエピゲノム制御の分子基盤を解明で
きれば、糖尿病の発症および進展を抑止する手法が確立できる可能性がある。 
 しかしながら成体の膵島内において増殖膵β細胞の割合が極めて低いこと、また増殖能に関
する膵β細胞の不均一性（増殖能を有する膵β細胞と増殖能を失った膵β細胞が混在した状態）
から、従来の解析方法論では膵β細胞増殖の機序解明は困難であった。 
 加えて、膵β細胞増殖の研究において致命的な問題として、既存の核酸アナログおよび M期関
連遺伝子の発現を二次元の免疫組織科学的手法により評価することには、特異度および定量性
の問題で限界ある。このため、膵β細胞特異的で、三次元的に増殖を評価できる系の樹立が必
要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 
（A）膵β細胞増殖制御遺伝子ネットワーク及び最上流に位置する鍵分子の同定 
 増殖刺激後の膵島内細胞の個別の遺伝子発現プロファイルを探索することにより、増殖膵β
細胞に特異的な遺伝子発現変化を網羅的に解析する。その結果から膵β細胞増殖を制御する遺
伝子ネットワークを見出し、その最上流で遺伝子発現を制御する鍵分子を同定する。 
 
（B）膵β細胞増殖能制御における鍵分子の生理機能の明確化 
 膵β細胞特異的に同定した鍵分子の発現量を調整可能なマウスを作製・解析し、加齢に伴う
膵β細胞増殖能低下における役割を生体内で明確化する。 
 加えて、膵β細胞特異的に細胞周期プローブを発現する遺伝子改変マウスを作出し、膵β細
胞に特異的な増殖評価系の樹立と我々の見出した膵β細胞増殖刺激因子の生体内での作用の可
視化、および in vivo イメージングも行う。 
 
３．研究の方法 
 
 若齢（８週齢）及び高齢（１年齢）の C57BL/6J マウスを用いて、膵β細胞増殖を促進する膵
部分切除（PPTx）を行い、術後 2日において以下の解析を行った。まず、術後 2日にマウスを
解剖、膵摘出およびパラホルムアルデヒド固定を行ったのち切片を作成し、膵β細胞増殖を免
疫組織学的に検討した。続いて、術後 2日のマウスから膵島を単離し、その単離膵島に対して
従来型の RNA シークエンシング(RNA-seq)およびシングルセル RNA シークエンシング
(scRNA-seq)を行い解析した。特に scRNA-seq は近年、臓器を構成する細胞の不均一性の解明や、
その中の稀少集団の解析において画期的な進歩が期待されている手法である(Science 2014; 
344(6190):1396–1401)。また、発現変動遺伝子のネットワーク解明と下流ターゲットのエピジ
ェネティックな制御機序解明のため、Assay for Transposase Accessible Chromatin Sequencing 
(ATAC-seq)によるオープンクロマチン領域の解析を行った。 
 
 同時に、臓器特異的に細胞周期プローブを発現する遺伝子改変マウスを膵β細胞特異的に
Cre を発現するマウスと交配することによりβFucci2aR マウスを作出、その膵組織を摘出、透
明化することにより三次元的に膵β細胞増殖の評価を行なった。 
 
４．研究成果 
 
 膵β細胞増殖率を若齢マウスと高齢マウスで比較したところ、若齢マウスでは PPTｘ応答性
に BrdU で標識される増殖膵β細胞が増加する一方、高齢マウスでは増殖膵β細胞が一部確認さ
れるものの、若齢マウスと比して圧倒的に少なかった（図２）。 
 

図 1. 膵β細胞増殖の経年的変化 



 高齢マウスにおい膵β細胞が増殖しない分子メカニズムを
明らかにすべく、PPTｘ群、対照群のマウスから単離した膵島
に対して RNA-seq 解析を行なった。結果の Volcano plot を図
3 に示す。若齢では、PPTx により 693 の発現上昇遺伝子およ
び 573 の発現低下遺伝子を認めた。一方高齢では、52 の発現
上昇遺伝子と 31 の発現低下遺伝子を認めた。Gene Ontology
解析にて発現変動遺伝子の傾向を確認したところ、若齢では
細胞周期、有糸分裂等に関連した遺伝子群が上昇していたの
に対し、高齢では炎症反応や免疫反応に関連した遺伝子群が
上昇していた。このことから、若齢では強力な膵β細胞増殖
の誘導を反映した遺伝子発現プロファイルの変化が起こって
いるのに対し、高齢では PPTx の侵襲に対する反応を反映して
いるのみで、膵β細胞増殖を誘導する遺伝子、およびそれら
の下流で誘導される遺伝子については誘導されない可能性が
考えられた。しかしながら、前述のように膵島内のβ細胞の
中にも異なった遺伝子発現を持つ亜集団が存在し、増殖能の
点で異なっていること、膵島内にはα細胞、δ細胞、PP 細胞、
血球系細胞などの他の細胞集団も存在していることから、こ
れらの発現変動遺伝子の中で、どの遺伝子が膵β細胞増殖を
制御しているのかを明らかにするためには、膵島全体での遺
伝子発現のみで議論を行うには限界があると考えた。そこで、
scRNA-seq を用いてこれら単離膵島内の 1 細胞レベルでの遺
伝子発現プロファイルを調べた。 
 
 若齢および高齢マウスの術後 2 日目の膵島を単離し、トリ
プシン処理で単細胞化したのち scRNA-seq を施行した。最終
的に 1623 細胞の遺伝子プロファイルが確認された。シークエ
ンス結果を次元削減処理したtSNE plotの結果を図4に示す。
クラスタリングにより、0から 6までの 7つの細胞集団が観察
された。このうち、クラスター0、2、3、5 はインスリン陽性
のβ細胞、クラスター1はグルカゴン、ソマトスタチンまたは
Pancreatic Polypeptide 陽性の非β内分泌細胞、クラスター4
は膵管細胞、クラスター6は血球系細胞であった。これらのク
ラスターの中で、クラスター5は M期関連遺伝子や細胞周期関
連遺伝子を含む、増殖膵β細胞と考えられた。続いてクラス
ター5と、クラスター0、2、3を比較することにより、増殖膵
β細胞集団に特異的な遺伝子を検出した。結果、若齢で PPTx
により発現亢進がみられた 693 の遺伝子のうち、104 の遺伝子
が増殖膵β細胞集団で発現亢進していることが確認された。 
 また、術後 2日目の単離膵島に対して ATAC-seq によるオー
プンクロマチン領域の検索を行い、若齢、高齢マウスそれぞ
れでPPTx群に特異的なオープンクロマチン領域の同定を行な
った。若年 PPTx 群では 9225 の、高齢 PPTx 群では 4142 の領
域を特異的なオープンクロマチン領域として同定した。これ
らの特異的なオープン領域の塩基配列からコンセンサス配列の抽出を行なった。 
 
 現在これらの scRNA-seq で得られた 104 の候補遺伝子について、詳細なネットワーク解析に
より、最上流に位置するもの、およびネットワーク全体を制
御する新規上流因子について解析を行い、いくつかの候補と
なる転写因子を得た。また、それらの転写因子の結合モチー
フと、ATAC-seq 解析から得られたコンセンサス配列との統合
解析により、候補転写因子の下流のゲノム領域がエピジェネ
ティックに制御されている知見を得た。 
 加えて、生体内における膵β細胞増殖を可視化すべく膵β
特異的に細胞周期プローブを発現する遺伝子改変マウス（β
Fucci2aR マウス）を樹立し、膵β細胞増殖を刺激するインス
リン受容体拮抗薬 S961 を投与下に BrdU ラベルしたβ
Fucci2aR マウスの膵島を免疫組織染色により解析したところ、
BrdU による従来の評価系と矛盾することなく膵β細胞増殖を
評価できることを確認した。また透明化技術を組み合わせる
ことで、個体における膵β細胞増殖をより簡便に定量化する
ことに成功した(論文発表 2, 図 5)。 
 

図 2. PPTx による膵β細胞増

殖率の変化 

図 4. tSNE plot で示す scRNA-seq

による膵島内細胞の遺伝子発現 

図 3. 従来型 RNA-seq により

同定された発現変動遺伝子 

図 5. 透明化技術による 

増殖膵β細胞の可視化 



 一方、生体内における膵β細胞増殖のリアルタイム・モニタリングを試みたが、増殖するβ
細胞が少ないことに加え、マウスを生存状態で G0から M期まで全細胞周期を観察することは難
しく、現在条件検討を行っている。 
 今後の研究の方向性として、候補となる上流の転写因子が膵β細胞増殖をどのように制御し
ているのか、候補転写因子を欠失するマウスモデルを作成し、その機序解明を行う。並行して
候補転写因子の、膵β細胞におけるゲノム結合部位の同定、膵β細胞増殖ネットワークの解明
も行う。 
 
 引き続いて高齢マウスにおいてこの膵β細胞増殖機構が機能しない機序の解明も行う。最終
的には候補転写因子を活性化できる因子を検索し、膵β細胞増殖促進薬の実用化が期待される。
さらに、今回シングルセル解析によって、背景β細胞に３つの亜集団が認められたが、その中
から増殖刺激に反応する集団およびその分子マーカーの検索を行なっている。Fucci マウスお
よび透明化技術と組み合わせることにより、この亜集団と増殖膵β細胞、脈管系、神経系の位
置関係についても解明を計画している。同時にインスリン分泌の点で機能分化したβ細胞集団
の検索も行なっている。増殖、分泌、それぞれの分子マーカーを解明し、iPS 細胞からのβ細
胞作成に応用すれば、機能、量、それぞれの点で目的にあったβ細胞を効率的に作成すること
ができると考えられ、糖尿病治療に大きく貢献できる可能性がある。 
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