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研究成果の概要（和文）：ES細胞やiPS細胞から分化誘導した膵臓iPS細胞を使い、より効率的に糖尿病再生医療
を行うには、生体内の膵臓β細胞がどのように機能維持を行っているかを理解する必要がある。
我々の研究チームは、最近膵臓β細胞内のドパミン産生能のヘテロ性が細胞内の活性酸素種（ROS)の発生を制御
することで細胞集団としての機能を維持していることを明らかにした。本課題では、このメカニズムをさらに詳
細に解析するため、ドパミン合成酵素であるTyrosine hydroxylase（TH)のβ細胞内での発現調節に焦点をあて
研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：In order to use pancreatic β cells　derived from ES cells and iPS cells to 
more efficiently perform regenerative medicine for diabetes, it is necessary to understand how 
pancreatic β cells maintain their functions in vivo.
Our research team recently revealed that the heterogeneity of dopamine-producing ability in 
pancreatic β cells maintains their function as a cell population by controlling the generation of 
intracellular reactive oxygen species (ROS). In this project, in order to analyze this mechanism in 
more detail, we focused on the regulation of the expression of tyrosine hydroxylase (TH) which is 
required for dopamine synthase, in β cells.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 膵臓　インスリン　ドパミン　ヘテロ性　β細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの再生医療研究では、より均質な細胞集団を分化誘導させることを目指すことが多かった。今回の研究
成果は、生体内では細胞個々の異なる性質が重要であり、これらの“ヘテロ性”をも再現することがより効果的
な再生医療での細胞治療につながることを示唆するものであった。

※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 
 

ES 細胞や iPS 細胞を用い血糖降下作用のあるインスリンを分泌する膵臓β細胞を分化誘導する研究は、近年
目覚ましい進歩を遂げた。そして、糖尿病の 1 型、2 型の発症・重篤化の機構は違いがあるものの再生医療は既
に臨床試験での効果が示されはじめている。一方で、細胞死や脱分化によりインスリン分泌を維持できず、糖尿
病モデル動物を短期間治療するにとどまっていた。一方で、インスリンを産生し、グルコース濃度に応じてイン
スリン分泌を行えるといった意味でのβ細胞への分化効率が進歩しているにもかかわらず、何故、長期間細胞が
試験管内で機能を維持できなかったり、生体への移植後の血糖改善効果を維持できないことが起こるために、こ
の問題を克服する糸口が必要であった。 

 
２．研究の目的 
 

１型糖尿病やインスリン分泌能の低下を伴う 2 型糖尿病の治療には、膵島や膵臓移植が有効な治療法であるこ
とが知られている。しかし、ドナーが不足している現状からこの治療法が広く利用されていない。そこで胚性幹
細胞（ES 細胞）や人工多能性幹細胞（iPS 細胞）から膵β細胞を分化誘導し、移植する方法の確立が望まれてい
る。 

近年ではインスリンを産生し、グルコース濃度の上昇とともにインスリンを分泌可能な膵β様細胞がヒト iPS
細胞から作製できる分化誘導方法が多数報告されるようになった。しかし、細胞死や脱分化によりインスリン分
泌を維持できず、糖尿病モデル動物を短期間治療することはできるもの
の根治にはいたらず、繰り返し移植が必要となるのが現状である。 

我々は、過去の研究成果からβ細胞集団内のドパミン産生能のヘテロ
性（図 1）をもとにした膵島内のインスリン分泌抑制が細胞内での活性
酸素種（ROS）の産生の抑制に重要であることを明らかにしている
（Sakano et al., 2016、Sakano et al., 2020、Uefune et al., 2022）。このよ
うな ROS 蓄積の影響による細胞死や脱分化を防ぐことが、前述の問題
点を改善する一因であると考えている。本研究課題ではドパミン産生の
第一段階を担う酵素である Tyrosine hydroxylase（TH）のヘテロ性発現に
焦点をあて、細胞間シグナルの理解と将来的なヒト iPS 細胞由来β細胞
を用いた効果的な移植治療開発に向けた研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 
3-1  TALEN を用いた TH 強制発現 MIN6 細胞株の作製 
 ヒト TH 遺伝子はヒト膵島（56 歳、男性、白人、BMI: 13.7、hemoglobin A1c: 5.0％）から RT-PCR にて増幅し
た。これの下流に T2A-mCherry-polyA を融合した遺伝子カセットを作製した。このカセットを Tet-On システム
によって強制発現させることができる iDEST-R26_hTH-mCherry ドナーベクターを構築した（図２）。作製したド
ナーベクターは TALEN によりマウスのインスリノーマ細胞株である（MIN6）の Rosa26 遺伝子座に挿入した。
ターゲティングには TALEN mROSA26 KKR (Plasmid #60025)及び TALEN mROSA26 ELD (Plasmid #60026)を
addgene より購入し、ドナーベクターと共にリポフェクションにより MIN6 に導入した。 
 次に puromycin (InvivoGen)を用いて遺伝子組み換えが起こっていない細胞を排除した。その後、ドキシサイク
リン（DOX）を添加し mCherry 陽性の単一クローンを回収し、DOX 依存的 TH 強制発現 MIN6 細胞株（THiOE）
とした。 

図１．膵β細胞中の TH 発現細胞 
マウス膵島中の TH 陽性細胞は一
部のβ細胞に限定される 

 



 
3-2 ドパミン定量 
 培養細胞を PBS で 3 回洗浄後、1％Triton（137.0 mM NaCl、2.7 mM KCl、8.1 mM Na2HPO4、1%Triton-X100）
を加えピペッティングにより細胞を溶解した。ドパミンの定量には Dopamine ELISA kit (LDN、BA-E-5300)を用
い、説明書にしたがって測定した。 
 
3-3 アデノウイルスを用いた強制発現実験 
 ラット TH プロモーター制御下で GFP を発現する遺伝子カセットは Addgene より購入（Addgene No. Plasmid 
#80336）した(Oh et al., 2009) 。ヒト TH 遺伝子はヒト膵島から RT-PCR により増幅したものを用い、HaloTag と
融合した。これらの遺伝子カセットを pENTR1A ベクター(A10462、Invitrogen)に挿入した後、pAd/CMV/V5-DEST
ベクター (493-20、Invitrogen) に Gateway LR Clonase Ⅱ Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific, 11791020) を用
いて組み換えた。 
 作製したアデノウイルスベクターは HEK293A に Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific, L3000001)を用
いて導入し、アデノウイルスを産生させた。プラークが出現し、8 割程がプラークになった時点で細胞を回収し
た。凍結融解を 2 回繰り返し細胞を破砕後、遠心（1680 g、15 分）し、上清を回収し、1 次ウイルス液を得た。
1 次ウイルス液を再度 HEK293A に感染させ、8 割程がプラークになった時点で細胞を回収し、同様な方法で 2 次
ウイルス液を得た。実験には 2 次以上のウイルス液を用いた。ウイルスの量については実験開始前に濃度検討を
行った。TH-HaloTag を過剰発現するアデノウイルスにおいて、培地量に対して 1/10, 1/20, 1/40 量のウイルス液
を用いて MIN6 に感染させると、高濃度のウイルス液では細胞死が起きているが 1/40 量では細胞数を維持して
いた。また、1/40 濃度のウイルス液で強制発現がされていることを確認した。96 well plate に 5 x 104 cells/well
で播種した MIN6 に対して 1/40 濃度のアデノウイルスを感染させ、HaloTag R110 ligand で一晩処理した。EB 培
地で 3 回洗浄後、HaloTag TMR ligand を 30 分加えた。R110 ligand 及び TMR ligand は EB 培地で 1000 倍に希釈
し使用した。 
 
3-4 画像解析 
 免疫細胞化学により染色した細胞は MetaXpress (Molecular device)を用いて写真を取得し、解析を行った。タ
ンパク質 X の染色画像において一定の輝度値を超える細胞を X 陽性細胞とし、X の陽性率は DAPI 陽性細胞中の
X 陽性細胞の割合を算出した。また、TH-HaloTag 融合タンパクを用いた実験では、DAPI 陽性細胞の TMR リガ
ンドの平均輝度値を算出し、TH-HaloTag を強制発現させていない細胞の TMR リガンド平均輝度値をネガティブ
コントロールとして差し引いた。 
 
４．研究成果 
 
4-1  単一細胞から培養した細胞の TH 発現の変化 
 MIN6 において TH 抗体を用いた免疫細胞化学的解析を行うと 0.1%程の細胞で TH 陽性細胞が存在することが
分かった。そこで、TH の発現をヘテロに制御する機構が β 細胞自身に備わっていると考え、次の実験を行った。
MIN6 を単一の細胞から培養することで均一の性質をもつ細胞集団を作製できる。この細胞集団から TH 発現量
の異なるヘテロな細胞集団が自発的に生じるかどうか調べた。単一細胞の分取にはフローサイトメトリーを用い

図 2  THiOE MIN6 細胞株は DOX 依存
的に TH を発現した。 
作 製 し た 遺 伝 子 カ セ ッ ト は MIN6 の
Rosa26 遺伝子座に挿入した。 
 



た。96 well plate の１つの well に 1 つの細胞が入るよう機器の設定を行い、MIN6 単一細胞を分取した。単一の
細胞から培養と継代を繰り返し、継代毎に細胞を一部分取し、TH 抗体を用いた免疫細胞化学により解析した。
最初に単一にした時点での継代数を P1、次に継代した細胞の継代数を P2、…と表記する。免疫細胞化学的解析
の結果、P6 以前ではほとんどのクローンですべての細胞が TH 陰性であったが、継代数の増加と共に TH 陽性細
胞が一部の細胞で出現し、その割合は次第に増加した。今回６つのクローンを培養し、いずれのクローンにおい
ても TH 陽性細胞の出現を観察した（図 3A）。このことから TH 発現のヘテロ性が自発的に生まれることが分か
った。 
 MIN6 は継代数によって性質が変化するため、クローンを再度フローサイトメトリーで単一細胞にし、元の状
態に戻るか検証を行った。clone 1 を再度フローサイトメトリーで単一細胞にし、clone 1-1～clone 1-5 を培養し
た。その結果、clone 1 は再び TH 陰性のみからなる細胞集団に戻り、さらに培養を続けると再び TH 陽性細胞が
出現した（図 3B）。 

 
 
 
 
4-2  TH 合成能の解析 
 次に TH 発現のヘテロ性が生み出される機構について調べる
為、TH のプロモーター活性に着目した。TH のプロモーター活
性を可視化するため、TH プロモーター制御下で GFP を発現す
るアデノウイルスを用いた。膵島のマウス初代培養細胞に対し
てこのアデノウイルスを感染させた。その結果、TH 陽性細胞と
TH 陰性細胞の両方で GFP 蛍光強度の高い細胞が観察され、TH
の発現と GFP の蛍光強度に相関が見られなかった（図 4）。そ
こで、TH の発現は TH タンパク質の分解によって制御されている可能性があると考えた。 
4-3  TH 分解能の解析 
 TH の分解能について調べる為、TH-HaloTag 融合タンパクを強制発現するアデノウイルスを MIN6 に感染させ
た。R110 ligand を一晩加えることで TH-HaloTag 融合タンパク質と R110 ligand が 1：1 で共有結合し、続いて
TMR ligand を 30 分加えることで、この 30 分の間に新たに合成された融合タンパク質が TMR ligand と共有結合
し、赤色に染色される。この赤色蛍光を経時的に観察し、pulse chase を行った（図 5A）。その結果、時間経過と
ともに赤色蛍光強度が弱まり、およそ 24 時間で半減した（図 5B）。このことから、TH タンパク質は不安定であ
り、合成後速やかに分解されていることが示唆された。 

 

 
4-4 考察 
 本研究では TH の発現制御機構に着目し、TH 陽性細胞の移り替わりや TH 発現のヘテロ性が生まれる機構につ
いて解析を行った。THiOE 株を作製すると図のように DOX 非存在下でも一部で TH 陽性細胞が観察され、これ
らの細胞は mCherry 陰性であることから、内在の TH 陽性細胞と考えられる。今回この細胞株を作製する際、1

図 4 TH 陰性細
胞でも TH プロモ
ー タ ー 活 性 の 高
い 細 胞 が 存 在 し
た TH (red), GFP 
(green), DAPI 
(blue) 
 

図 3 TH 陰性細胞から TH 陽性細胞が自
発的に出現した。 
（A）クローン毎の TH 陽性率の推移。(B）
clone 1 を再度フローサイトメトリーで単
一細胞化して同様の実験を行ったときの
TH 陽性率の推移。横軸が継代数、縦軸が
TH 陽性率。 

図 5 TH タンパクは約 24 時間で半減した 
（A）TH-Halo Tag 融合タンパク質を強制発
現するアデノウイルスを作製し、MIN6 で強
制発現させた。R110 リガンドを一晩加えた
後、TMR リガンドを 30 分加え、この 30 分
間で新たに合成された TH-Halo Tag 融合タ
ンパク質を赤色で標識した。（B）TMR ligand
蛍光強度の推移。 



細胞由来のクローンを培養して作製しているため、もとは性質が均質の細胞集団であったと考えられる。また、
MIN6 は TH 陽性率が 0.1%程しかないことから、このクローンが TH 陰性であった確率は 99.9％である。つまり
今回の結果は TH 陰性細胞の一部が自発的に TH 陽性に変化した可能性があることを示している。フローサイト
メトリーを用いて MIN6 を単一細胞から培養した細胞の解析において、培養を開始してから P6 まではほとんど
すべての細胞が TH 陰性であった。しかし、培養を続けると次第に TH 陽性細胞が出現した。今回培養した６つ
のクローンのうち少なくとも１つが TH 陽性のクローンである確率は 0.6％しかないため、すべて TH 陰性のクロ
ーンと考えられる。この結果は TH 陰性細胞が自発的に TH 陽性に変化したことを示しており、TH の発現に可塑
性があることを示唆している。 

また、継代を重ねるごとに TH 陽性細胞の割合は増加した。TH 陽性細胞率の増加は TH 陽性細胞の増殖能が高
いことが原因である可能性があることから、TH 陽性細胞が増加中の細胞に EdU を 1 時間添加し EdU 陽性率を
測定したところ、TH 陰性細胞の EdU 陽性率は８％であるのに対し、TH 陽性細胞の EdU 陽性率は１２％であり、
わずかに増加傾向があった。しかし、TH 陽性率の増加が止まった細胞でも同様の実験を行うと TH 陽性細胞の
EdU 陽性率は TH 陰性細胞のそれと比べて６％から１０％に増加していることから、TH 陽性細胞は増殖能が高
い可能性はあるが、それが原因で TH 陽性率が増加しているとは言い難い。TH タンパク質の分解能の実験と合
わせて考えると、TH 陽性細胞が増殖したとしてもその分 TH タンパク質が分解を受けるため TH 陽性率は増加し
ないと推察している。 

また clone 1 から再度単一細胞を分取し、同様の実験を行うと同様な結果が再現されることから、TH 陽性細胞
の出現は単なる継代数の増加による性質の変化ではないことが分かる。 

このように、TH 陽性細胞が移り替わることによってインスリン分泌能の高い機能的な細胞と分泌能の低い細
胞が移り替わっていると考えられる。このことによってβ細胞全体のストレスが緩和され、β 細胞が長期的に機
能を維持するために重要であると考えている。 
 TH プロモーター制御下で GFP が発現するアデノウイルスベクターを用いて TH の合成能を調べた実験では、
TH 陽性細胞では TH のプロモーター活性が高く、GFP の蛍光強度が高くなると予想した。しかし、予想に反し
て TH 陰性細胞でも GFP 蛍光強度の高い細胞が存在し、TH の発現と GFP の蛍光強度に相関が見られなかった。
そこで、TH の発現は TH タンパクの分解量によって制御されている可能性があると考え、TH-HaloTag 融合タン
パク質を用いた実験を行うと、TH タンパク質の分解速度は予想以上に速いことが分かった。TH プロモーター
GFP を用いた実験において、TH 陰性細胞でも GFP 蛍光強度が高い細胞が存在した原因は TH の合成速度以上に
分解速度が速いためと推察している。また、HaloTag リガンドを加えて 4 日経過後も TH が残存する細胞も存在
した。これらの細胞は TH の分解速度が比較的遅いと考えられ、TH タンパクの分解能は細胞毎に異なる可能性
がある。 
 TH が分解するメカニズムに関して、TH の 40 番目セリン残基のリン酸化が関係しているという報告がある
(Kawahata et al., 2009)。TH は T8、S19、S31、S40 残基でリン酸化を受ける。特に S40 は TH の活性を上昇させ
ることが知られており、主に PKA によってリン酸化される。反対に、TH によって合成された DA がフィードバ
ックにより TH に結合し、活性を低下させることが知られる（Dunkley et al., 2004）。S40 のリン酸化は TH から
DA を解離させる。一方で DA は TH タンパクを安定化させるが、S40 のリン酸化は TH タンパクを不安定化する。
実際、神経細胞において S40 リン酸化 TH がユビキチン・プロテアソーム系により分解されることが報告されて
いる。そのため、S40 のリン酸化を阻害すると TH の分解が抑制される可能性がある。そこで、40 番目セリン残
基をアラニンに置換した変異型 TH と HaloTag を融合させたタンパク質を用いて解析を進めている。 
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