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研究成果の概要（和文）：近年、グルカゴン産生細胞である膵α細胞の質的・量的異常が糖代謝異常の病態を修
飾することが解明されてきたが、α細胞新生、成熟の分子機構の詳細は未解明である。我々はα細胞分化を高時
間分解能で解析するため、新生α細胞のみを標識できる “Gcg-Timer”マウスを作製した。flow cytometryの結
果、α細胞新生が胎生期から生後数日までに生じ、1週齢以降は生じないことが明らかとなった。またRNA- 
sequencingの結果、新生α細胞には血管新生に関する遺伝子群が高発現していた。さらに組織学的検討の結果、
α細胞新生は膵管・血管周囲の nicheで起こることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glucagon-expressing pancreatic alpha cells have been shown to play roles in 
glucose metabolism, although it remains unclear precisely when and where alpha cells emerge from and
 what regulates alpha-cell fate. We therefore explored the spatial and transcriptional heterogeneity
 of alpha-cell differentiation, using a novel time-resolved mouse model, ‘Gcg-Timer’, in which 
newly generated alpha cells can be distinguished from more differentiated cells by their 
fluorescence. Fluorescence imaging and flow cytometry with Gcg-Timer mice demonstrated that 
green-fluorescent cells were observed in Gcg-Timer mice at the embryonic and neonatal stages, but 
not after 1 week of age. Transcriptome analysis of Gcg-Timer embryos revealed that the mRNAs related
 to angiogenesis were enriched in newborn alpha cells. Histological analysis revealed that some 
newborn alpha cells arise close to the pancreatic ducts, whereas the others arise away from the 
ducts and adjacent to the blood vessels.

研究分野：β細胞再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖代謝・アミノ酸代謝においてグルカゴンが重要な役割を担っていることが解明されているが、グルカゴン分泌
の制御機構やグルカゴン産生細胞であるα細胞の発生・分化機構の詳細は未解明である。本研究はα細胞の新
生・分化過程を高時間分解能で解析する世界初の研究である。α細胞新生が胎生期に特化した現象であること、
そして膵管または血管近傍においてのみ起こることは、β細胞新生過程とほぼ同様の知見であり、膵内分泌細胞
に共通した特性である可能性がある。また本研究で開発した高時間分解能の時空間解析は他の細胞系譜にも応用
可能であり、器官形成の統合的理解に役立つ。

※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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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病は全世界で 4 億人以上が罹患し、糖尿病が原因で死亡する人の数は 年間 400 万人を

超える。その対策には糖尿病の病態解明とそれに基づく新規治療法の開発が急務である。全ての

糖尿病患者はインスリン産生細胞である膵 β 細胞の質的・量的異常に基づく β 細胞不全を合併
しているため、β細胞不全の病態解明、あるいは β細胞再生を目指した研究が古くから行われて
きた。一方、グルカゴン産生である膵 α細胞の質的・量的異常も糖尿病の病態を修飾することが
徐々に解明されている。しかし、膵 β細胞研究に比較して、α細胞の研究は大きく後れを取って
おり、とくに α細胞の新生・分化・成熟過程については未解明の問題が多い。 
 
２．研究の目的 
我々が開発した新規レポーターマウス“Gcg-Timer”を用いて新生α細胞 (内分泌前駆細胞から

分化したばかりのα細胞)と成熟α細胞を高時間分解能で識別しながら時空間解析を行う(図１) 。

これにより α細胞が「いつ、どこで、どのようにして生まれ、分化・成熟するのか？」を明らか
にする。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
３．研究の方法 
(1) 新生 α細胞の spatiotemporal patternの解析 
胎生 13.5日から生後 3週齢の Gcg-Timerマウスより膵臓を摘出し、共焦点レーザー顕微鏡を

用いて、新生 α細胞＝緑色蛍光優位な細胞を観察した。同様に flow cytometryを用いて緑色蛍光
優位な細胞数を定量化することにより、新生 α細胞数を定量化した。 
さらに膵管や血管といった α細胞を囲む種々の細胞種と新生 α細胞との位置関係を観察する

ことにより、新生 α細胞がどのような niche(s)の下に生まれるのか解析した。 
 
(2) 胎生期新生 α細胞に対するトランスクリプトーム解析 
胎生 17.5日 Gcg-Timerマウス膵臓を単離し、FACS (fluorescence activated cell sorting)を用いて

新生α細胞、成熟α細胞、および非 α 細胞の 3 分画に分けてソーティングした後、bulk RNA 
sequencing解析を行った。 
 
(3) 新生 α細胞を用いた single-cell RNA sequencing 
上記( 2 )と同様の方法で単離した新生 α細胞、成熟 α細胞を用いて single-cell RNA sequencing

を行い、α細胞新生過程における遺伝子発現プロファイルの変化を１細胞レベルで網羅的に解析
する。 新生 α細胞の t-SNEプロットを作製するとともに、pseudotime解析を行うことにより、
個々の新生α細胞の特性を時間軸に沿って再分類する。 



 

 

 
４．研究成果 

[1] 新生 α細胞の spatiotemporal patternの解析 
共焦点レーザー顕微鏡を用いて緑色蛍光細胞 = 新生 α細胞を定量化したところ、新生 α細胞

は胎生 12.5日から生後 3日にかけて観察され、生後 7日以降は認められなかった。さらに flow 
cytometryを施行し、新生 α細胞を定量化したところ、α細胞新生率 ( 膵細胞数全体に占める新生

α細胞数の割合) は胎生 18.5日から生後 0.5日にかけて最大となることが明らかとなった。 
共焦点レーザー顕微鏡を用いて新生 α 細胞を観察したところ、膵管に近接する新生 α 細胞 

(αduct細胞)と血管に近接する新生 α細胞(αvessel細胞)の２つに大別され、それ以外の空間には観察

されなかった。 
 
[2] 胎生期新生 α細胞に対するトランスクリプトーム解析 
胎生 17.5日 Gcg-Timerマウス膵臓より新生 α細胞、成熟 α細胞、および非 α細胞の 3分画を

単離し、bulk RNA sequencingおよび gene ontology解析を行った結果、新生 α細胞には血管新生
に関する遺伝子群が高発現していた (図 2) 。 
 
[3] 新生 α細胞を用いた single-cell RNA sequencing 
胎生 17.5日 Gcg-Timerマウスより新生 α細胞、成熟 α細胞を単離し、Chromium システム（10X 

Genomics 社）を用いて１細胞ごとの cDNAライブラリを作製し、塩基配列を決定した。一部の

新生 α細胞では Gcg mRNAのみならず Ins1, Ins2, Sst mRNAが高発現しており、bulk RNA-seqと
一致する結果であった。 
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図2 新生α細胞、成熟α細胞に対するgene ontology解析
Gcg-Timerマウス胎仔膵を用いたRNA sequencing後、gene ontology解析を行った結果、内分泌前駆細胞から分化した
ばかりの新生α細胞には血管新生（angiogenesis）に関連する遺伝子群が高発現していた。
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