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研究成果の概要（和文）：Ppy-Creマウスを用いた細胞系譜追跡実験と単一細胞RNA解析を組み合わせることによ
り、β細胞は2つの系統、すなわち、Ppyを発現するβ細胞(Ppy系列β細胞)および、発現しない非Ppy系列のβ細
胞に二分されることが示された。Ppy系列β細胞は、膵島の周辺部に位置し、グルコース応答性のCa2+応答性が
低く、その遺伝子発現プロファイルは、PP細胞のそれに近いこと、INSのみならず、Ppy, Gcg, Somを発現する
multihormonalでβ細胞としては未熟なことが明らかとなった。さらに糖尿病状態におけるβ細胞傷害に対し
て、非Ppy系列のβ細胞よりも抵抗性を示すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：By combining cell lineage tracing experiments using Ppy-Cre mice with 
single-cell RNA analysis, it was shown that β-cells can be categorized into two lineages: 
Ppy-lineage β-cells and non-Ppy-lineage β-cells. Ppy-lineage β-cells are located at the periphery
 of the islets, are less glucose- and Ca2+-responsive, have a gene expression profile similar to 
that of PP cells. Ppy-lineage β-cells are immature as multihormonal β-cells that express not only 
INS but also Ppy, Gcg, and Som. Furthermore, they were more resistant to β-cell injury in diabetic 
conditions than non-Ppy lineageβ-cells.

研究分野： 内分泌代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵ラ氏島に存在するβ細胞はインスリン分泌を担う体内で唯一の細胞腫であり、その機能や数の低下は、現在日
本の国民病のひとつとなっている糖尿病の原因となる。今回我々の研究により、他の膵内分泌細胞であるPP細胞
が発現するPpy遺伝子をマーカーとして用いることにより、β細胞が大きく2種類に大別されることが明らかとな
った。Ppyと関係のあるβ細胞は、関係のないβ細胞に比べて、機能的に未熟であり、血糖に応答してインスリ
ンを分泌する能力は弱いが、傷害に強いβ細胞であることが明らかになった。このようなβ細胞の新しい多様性
の発見は、糖尿病の病態の理解や新たな治療につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）PP 細胞は膵ラ氏島を構成する細胞腫の中ではマウスにおいては、もっとも頻度の少ない
細胞であり、pancreatic polypeptide (PP)を分泌する。中枢に働いて摂食抑制に関わることが示
唆されているが、膵内分泌細胞の中では最も解析が進んでいない細胞腫である。これまで解析を
難しくしていた一因として、peptide YY (PYY)や neuropeptide Y (NPY)と高い相同性を示し、
ファミリーを形成しているが、その受容体は Y1, Y2, Y4, Y5, y6 の 5 つのサブタイプが存在し、
これらを共用しているため、機能的な重複性を示す可能性がある。抗体も特異的なものが存在せ
ず、我々は本研究を進めるにあたり、信頼性の高い特異的 PP 抗体 23-2D3 を独自に樹立した。 
 
（２）膵β細胞において、raptor や Abcc8 遺伝子などを欠損させることにより膵β細胞が機能
不全に陥ると、グルカゴン陽性細胞（α細胞）や PP 細胞へと運命を変えることが報告された。 
我々も rat insulin promoter (RIP)-Cre を用いて膵β細胞をラベルしたのち、少量のストレプト
ゾトシンと高脂肪食を負荷して肥満を伴う糖尿病を誘発すると元β細胞が PP 細胞へと運命転
換することを観察した(未発表データ)。我々は、このような膵β細胞との関係性において、PP 細
胞に興味を持つようになった。 
 
２．研究の目的 
（１）以上の背景より、PP 細胞はβ細胞の未分化な細胞にあたるのではないか、との仮説を立
て、その目的にむけて PP 細胞の細胞系譜追跡を行うことにした。 
 
（２）PP 細胞の特徴づけを行うために、その遺伝子プロファイルを明らかにすることにした。 
 
（３）β細胞には PP をコードする Ppy 遺伝子を発現するサブポピュレーションが存在するこ
とが明らかになった。そこで Ppy 遺伝子を発現するβ細胞（Ppy-lineageβ細胞）もの、発現し
ないもの（non-Ppy-lineageβ細胞）の間でβ細胞機能にどのような差があるのかを明らかにす
ることを目的の一つとした。 
 
３．研究の方法 
（１）Ppy-Cre ノックインマウスと ROSA26-stop-YFP マウスを交配して細胞系譜実験を行い、
Ppy 発現細胞の細胞系譜追跡実験を行うことにより、PP 細胞と各内分泌細胞との関連性を明ら
かにすることにした。 
 
（２）PP 細胞、β細胞を含む各内分泌細胞の遺伝子発現プロファイルを明らかにするために、
野生型 B6 膵島を用いて網羅的な 1 分子 RNA 解析を行った。 
 
（３）Ppy 遺伝子を発現するβ細胞（Ppy-lineageβ細胞）、発現しないβ細胞（non-Ppy-lineage 
β細胞）の間でその機能にどのような差があるのかを同じシャーレの上でグルコース応答性の
Ca2+応答を比較することにより明らかにすることとした。 
 
４．研究成果 
（１）Ppy-Cre マウスと ROSA26-stop-YFP マウス
を交配して細胞系譜実験を行ったところ、膵島の周
辺部に存在するβ細胞の一部（約 15%）が YFP によ
ってラベルされることが明らかとなった。さらに詳
細に解析を進めると、α細胞の約 50%, δ細胞も約
50%が YFP 陽性であり、Ppy 遺伝子は PP 細胞以外
の内分泌細胞においても過去に（あるいは現在も）発
現していたことが明らかとなった。 
 
（２）さらに興味深いことに、先述の PP に対する特
異的抗体を用いると、一部のα, β, δ細胞では PP
蛋白質も陽性であり、過去の遺伝子発現のみならず今現在も、膵内分泌細胞の一部では PP を含
む 2 種類以上のホルモンを同時産生していることが示された（図１）。また、Ppy 遺伝子プロモ
ーター制御下においてジフテリア毒素を発現するマウスモデル(Ppy-dTA ノックインマウス)で
は、PP 細胞が欠失するだけでなく、α細胞やδ細胞が 70-80%, β細胞が 20%減少することが
示された。 

（３）これまでに、膵β細胞の一部は Ppy 遺伝子を成熟期においても発現することが報告されて
いたため 1),その理由によっても細胞系譜実験の結果を説明できる可能性があった。そこで、β



細胞での遺伝子発現プロファイルを 1 細胞
レベルで明らかにすべく、8 週令の野生型
B6マウスの単離膵島を用いてシングルセル
RNA 発現解析を行った。その結果、膵島に存
在する細胞は免疫系の細胞や血管内皮細胞
なども含めて全部で 16 個のクラスターに
分類された(図２)2)。この解析により PP 細
胞の遺伝子プロファイルが明らかとなり、
Ppy, Pyy, TSPAN8, Folr1 等が PP 細胞の
ID 遺伝子として同定された。 
 
（４）シングルセル RNA 発現解析により、
膵β細胞は少なくとも３つのサブクラスタ
ーに分類されたが、このうちの一つのβ細
胞クラスターには ins2 と iapp が特徴的遺
伝子として含まれており、これまでも良く
知られたβ細胞と考えられた。一方で、残り
の２つのβ細胞クラスターには glucagon
や ppy が特徴的遺伝子として含まれており、これらはβ細胞でもその他の複数の膵島ホルモン
遺伝子を発現する、これまであまりよく知られていない特殊なβ細胞集団と考えられた。さらに、
β細胞のみを抽出して再度クラスタリングを行ったところ、β細胞は７つのサブクラスターに
分類されることが示された（図２）。これらは各々特徴的な遺伝子発現プロファイルを有してい
るため、少しずつ異なる機能を持つβ細胞集団である可能性が考えられた 2)。 
 
（５）以上の様に、1分子 RNA 解析により、β細胞は７つのクラスターにより構成されること
が明らかとなったが、β細胞は 2 つの系統、すなわち、Ppy 遺伝子を発現するβ細胞（Ppy-
lineage(系列)β細胞）と発現しないβ細胞(non-Ppy-lineage/非 Ppy 系列β細胞)に大きく分類
されることが示された。Gene Ontology 解析からは、Ppy 系列β細胞では、インスリン分泌や
peptide 分泌などの項目が低下していたため、このβ細胞集団はインスリン分泌能が低下してい

る可能性が示唆された. 
 

（６）そこで、Insulin-promoter;Ppy-Cre;Rosa26-stop-tdTomato マウスを作製し、膵島を単離
した後に 1 細胞まで分離して、Ppy 系列β細胞と非 Ppy 系列β細胞を 1 プレートの上で区別し
ながら高グルコース応答性の Ca2+の濃度上昇について Fra2 を indicator として観察する実験を
施行した。そうしたところ、Ppy 系列β細胞の方が、高グルコースに対する Ca2+の反応性がよ
り低下していることが明らかになった。 
 
（７）以上の様に Ppy 系列β細胞は、その膵島における位置、機能性および遺伝子発現プロフ
ァイルに関して明確な特徴を示す。すなわち、Ppy 系列のβ細胞は、膵島の周辺部に位置し、グ
ルコース応答性の Ca2+反応が低く、その遺伝子プロファイルは PP 細胞のそれに近いこと、す
なわち、Ins2 のみならず Ppy, Gcg, Som 遺伝子を合わせて発現し、Glut2 や Ucn3 などのβ細
胞の成熟マーカーの発現が低下していることが明らかになった(図３)。さらにストレプトゾトシ
ン誘導性の糖尿病やジフテリア毒素誘導性の糖尿病モデルにおいて、 時間経過とともに,、Ppy
系列のβ細胞が残存膵島において dominant になることから、このβ細胞サブセットは糖尿病
状態におけるβ細胞傷害に抵抗性を示すことが示唆された。膵島の傷害発生時には、グルコース



応答性のインスリン分泌をある程度犠牲にしてでも、β細胞を生き残らせるための仕組みが備
わっているのではないかと我々は考えている(図３)。 
 
（８）一方、P. Herrera らのグループも、彼ら独自のシングルセル RNA シーケンシング解析と
我々の供与した 23-2D3 抗体を用いた細胞系譜追跡実験を行い、Ppy 遺伝子は PP 細胞に加えて
残りの 3 種類の全ての内分泌細胞腫の subpopulation において発現することを示している 3)。 
さらに興味深いことに、彼らはβ細胞をほぼ完全に ablation した場合には,Ppy 発現細胞がイン
スリン陽性となってβ細胞の再生に関与している可能性を示唆した。β細胞の供給源として、こ
れまで主にα細胞の可塑性について多くの論文が報告されてきたが、PP 細胞も相応に可塑性の
高い細胞であることが考えられた。 
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