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研究成果の概要（和文）：本研究の実施によって、再構築膵島におけるα細胞とβ細胞との自己組織化的な細胞
配位獲得が糖鎖（βーガラクトシド）によって生じていること、自己組織化を糖鎖特異的なレクチンで抑制する
と、インスリン分泌活性も低下すること、さらにはα細胞によってインスリン分泌活性を高めた高機能化膵島
（ハイパー膵島）は糖尿病モデルマウスの血糖値を効率よく低下させることなどがわかった。以上の結果は、移
植のために膵島を「デザイン」することの重要性を示している。

研究成果の概要（英文）：According to the present study, self-organized cell positioning of 
pancreatic α and β cells in reconstructed pancreatic islets is caused by sugar chain (β
-galactoside). Inhibition of the self-organization by a carbohydrate-specific lectin downregulate 
the insulin secretion activity of the islet. Highly functionalized islets (hyper-islets) which have 
enhanced insulin secretion activity by α cells have been found to efficiently reduce the blood 
glucose level of diabetes model mice. These findings indicate the importance of "designing" of 
islets for islet transplantation.

研究分野： 組織工学・細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 組織や臓器の機能発現には、特異的な「細
胞の空間的配位」が欠かせない。したがって、
組織や臓器のもつ様々な機能を in vitroで再
現するには、細胞を特定の空間座標上に配位
させる必要が生じる。例えば膵島（ランゲル
ハンス島）に存在するα細胞とβ細胞は特徴
的な空間配位を有しており、β細胞のインス
リン分泌活性と細胞配位の間には、何らかの
相関があると考えられてきた。しかし詳細な
検討は行われておらず、従来の膵島再構築研
究では、α細胞の存在はβ細胞のインスリン
分泌活性に影響がない[1]、あるいはむしろ活
性を抑制してしまう[2]ことが報告されてい
る。 
	 研究代表者は、高分子ポリマーを添加し
た培養液を利用して、迅速な細胞凝集法を
開発し[3]、懸濁状態のマウス膵α細胞とマ
ウス膵β細胞から効率よく膵島様の細胞配
位を誘導する方法を確立した[4]。凝集直後
はα細胞とβ細胞は混在した状態だが、48
時間後には実際のマウス膵島組織のように、
β細胞集団の周りをα細胞が単層で覆うよ
うな構造となった。α/β細胞比を変化させ
たところ、特定の比率においてインスリン
分泌活性が亢進することが分かった。また、
これまでに報告されている文献で用いられ
たα/β細胞比では、確かにインスリン分泌
活性が変化しない、あるいは低下するとい
うことも確認した[4]。すなわち、β細胞の
インスリン分泌を向上させるためには、適
切な量のα細胞が適切な空間的配位で存在
することが重要であることが明らかとなっ
た。このような凝集体内部に、インクジェ
ット技術を使って自作した直径 20 µm 程
度のハイドロゲルビーズを埋め込んで、局
所的な細胞密度を下げて物質交換をよくす
ると、インスリン分泌活性がさらに向上す
ることも見出した[4]。 
	 細胞配位の制御によってインスリン分泌
活性が向上し得るという全く新たな知見は、
膵島再生医療の分野で非常に高いインパク
トを持つ。この現象を裏付ける分子メカニ
ズムは全く解明されていないが、In vitro
における高機能な膵島の再構築は再生医療
に直結する重要な課題であり、特許などで
我が国が優位に立つためにも、早急に取り
かかる必要がある。 
	 細胞配位の分子メカニズムの手がかりを
探すために、研究代表者は自己組織化的な
パターン形成現象の数理モデルを構築し、
シミュレーションにより解析した。その結
果、とくに細胞同士の親和性が重要な要素
であることを見出した[5]。 
	 細胞間の親和性にはカドヘリンなどの
（１）細胞接着分子、コラーゲンなどの（２）
細胞外マトリクス（ECM）が影響すること
は明白である。また、初期胚において特定
のステージで特殊な構造の糖鎖が出現し、
それが結合することで胚のコンパクション

が起こるように、糖鎖は再生や発生におい
て細胞の組織化に重要な役割を果たしてお
り、α、β細胞の自発的な再配位において
も（３）糖鎖及びその受容体であるレクチ
ンが関与している可能性が高い。在職の横
浜市立大学には、糖鎖の結合プロファイル
や多様な細胞調節能が解析された、海洋動
物由来のユニークなレクチンライブラリー
が存在し、オリジナリティーの高い糖鎖研
究が実施可能である。 
	 以上のように、３つの接着関連要素につ
いてスクリーニングを行い、分子メカニズ
ムを明らかにしていくことが、膵島構造と
機能発現との相関を理解し、膵島再生にお
いて世界に先んじるために重要なアプロー
チである。 
[1] Brereton et al. Endocrine. (2007) 
[2] Hamaguchi et al. Exp. Biol. Med. 

(2003) 
[3] Kojima et al. Biomaterials. (2012) 
[4] Kojima et al. Transplant. Proc. 

(2014). 
[5] Kojima et al. Proceedings of 

MicroTAS 2013. 
 
２．研究の目的 
目的１：組織工学を用いて再構築した膵島に
ついて、膵α、β細胞の空間的な配位とイン
スリン分泌活性とを結びつける分子メカニ
ズムを、特に糖鎖・レクチンに着目して探索
する。 
目的２：インスリン分泌活性が最大となる
「ハイパー膵島」の構築条件を模索するとと
もに、作製した膵島について、糖尿病モデル
動物への移植による機能評価を実施する。 
 
３．研究の方法 
α、β細胞の配位に影響を与え、インスリン
分泌活性を変化させる糖鎖/レクチンおよび
ECM の同定	 
	 空間的配位によるインスリン分泌活性の
制御メカニズムを理解するためには、関与す
る分子を同定する必要がある。本研究では、
特に糖鎖・レクチンといった分子について検
討した。細胞は、膵α細胞としてαTC1.6 細
胞株、膵β細胞として MIN6-m9 細胞株を使用
した。膵島様組織を作製する場合には、前述
の細胞を迅速に凝集する技術を用いた。	 
・膵島形成に関する糖鎖・レクチンの解析	 
	 蛍光標識レクチンを用いて膵α、β細胞に
発現する糖タンパク質および糖脂質の糖鎖
構造プロファイルを解析した。糖鎖の特徴に
応じ、各細胞、および両方の細胞に結合する
植物レクチンを加えて培養し、膵島の自己組
織化パターンとインスリン分泌量の変化を
計測した。	 
・膵島形成に関与する ECM の解析	 
	 我々は迅速な細胞凝集法において、吐出す
る細胞懸濁液に低濃度の蛍光分子結合型コ
ラーゲンなどを混ぜておくという手法で、細



胞とコラーゲンとを共に凝集できることを
確認している。この手法で、細胞配位とイン
スリン分泌機能に対する ECM 影響を調べた。
用いる ECM は一般的に入手が容易な I型コラ
ーゲン、マトリゲル、ヒアルロン酸を用いた。	 
・ハイパー膵島の機能評価	 
	 本研究ではβ細胞だけからなる膵島様組
織とβ細胞だけでなくα：β＝１：８となる
ようにα細胞を混ぜ込んだ膵島様組織の比
較を、ストレプトゾシン投与によって誘導さ
れた糖尿病モデルマウスの腎被膜下への移
植によって実施した。機能評価はマウスの血
液中のグルコースを測定する方法で行った。	 
	 
４．研究成果	 
膵α、β細胞の配位に影響を与え、インスリン
分泌活性を変化させる糖鎖/レクチンの同定 
	 マウスの膵αおよびβ細胞株（それぞれα
-TC1.6 および Min6）を用いて、自己組織化
的な 3次元膵島様構造の再構築現象に関与す
る糖鎖を見いだすという方針で、細胞表面の
糖鎖発現プロファイルを行った。具体的には
各種糖鎖構造に特異的に結合する植物レク
チンを蛍光標識した試薬を用いて	 、レクチ
ンの特異的な結合の有無について蛍光シグ
ナルを指標として評価を行った。その結果、
α細胞とβ細胞の両方に結合するレクチン、
およびβ細胞のみに結合するレクチンをい
くつか見出すことができた（表１）。自己組

織化的な細胞構造の構築においては、自他の
認識が必要になると予想される。したがって、
β細胞特異的に発現する糖鎖構造に着目し
て解析を進めることとした。β細胞に特異的
に結合したレクチンは	 二つともβ-ガラク
トシド構造に結合するものであった。β-ガ
ラクトシド構造をレクチンで中和すると膵
島様構造の再構築が阻害され、β-ガラクト
シド構造を持つラクトースを実験系に過剰
に添加すると、再構築現象をレスキューでき
た（図１）。さらにより詳細な検討は必要で
あるが、レクチン添加によって 3次元膵島様
構造が構築されていない場合は、構造が構築
されている場合よりもインスリン分泌活性
が低いことが示唆された（図２）。以上の結
果から、膵島様構造の再構築おいて糖鎖に着
目することの重要性、さらには膵島様構造の
構築が高いインスリン分泌活性に必要であ
る可能性が示された。	 
	 
より効率の良い評価法の提案と、インスリン分
泌活性を高める可能性のあるレクチンおよび

ECM のスクリーニング 
	 これまでα細胞が一定の比率で存在する
とき、β細胞のグルコース応答性の培地中へ
のインスリン分泌活性が向上することを
ELISA で評価してきた。この分泌活性の向上
の原因を探るために、同条件下においてリア
ルタイム PCR によるインスリン遺伝子発現量
を調べたところ、インスリン遺伝子の発現が
増加していることを確認した。したがって、
インスリン分泌活性の向上はインスリン遺
伝子の発現量の増加に起因している可能性
が強く示唆された。この結果から、インスリ
ン分泌活性について ELISA だけでなくリアル
タイム PCR で評価できることがわかり、以下
のレクチンや ECM の効果の検討を効率よく行
うことができた。	 
	 膵島表面の糖鎖構造に結合することでイ
ンスリン分泌活性に影響を及ぼすレクチン
が存在するかどうかについて検討を行った。
一部可能性のあるレクチンが見つかったが、
効果が長期間持続することがなく、おそらく
レクチンを結合させ続けることに困難が生
じていると判断した。	 以上のことから、本
研究ではインスリン分泌活性を高めるよう
なレクチンを発見することはできなかった。
また ECM を膵島内部の薄膜充填する技術によ
って１型コラーゲンやマトリゲルなどにつ
いてインスリン分泌活性に対する影響を評
価したが、本研究ではインスリン分泌活性に
大きな差を見いだすことはできなかった。	 

	 
糖尿病モデルマウスへの移植によるハイパー
膵島の評価 
	 α細胞をα：β＝１：８の比率で混ぜるこ
とによるインスリン分泌活性の向上には、β
—ガラクトシドを介した自己組織化が関与す



る可能性が明らかとなった。インスリン分泌
活性が高い膵島をハイパー膵島と呼んでき
たが、これまでの機能評価は試験管内でのグ
ルコース負荷試験による培地中へのインス
リン分泌量によるものである。果たしてハイ
パー膵島は生体内でも、通常の膵島よりも高
い治療効果を示すのだろうか。そこで実際に
高機能な膵島を糖尿病モデルマウスに移植
した際の効果を検討した。	 
	 ストレプトゾシンで誘導した糖尿病モデ
ルマウスの腎被膜下に、それぞれの条件、す
なわち Min6 だけからなる膵島様組織、ある
いはα-TC1.6 と Min6 からなる膵島様組織を
移植することで膵島様組織の機能を評価す
ることを試みた。その結果、Min6	 だけを凝
集させた膵島様組織よりもαTC1.6 細胞を混
入させた膵島のほうが、より少ない細胞数
(膵島様組織数)で血糖値を十分に下げるこ
とが示された（図３）。α細胞が混ざってい
るほうが 1/3 程度で済むことが示され、ELISA
や mRNA 量などが 2〜3倍程度増えているとい
う	 本年度までの結果におおよそ合致するよ
うな研究成果が得られた。一方、膵島移植の
効果は一週間程度保持できたものの、その後

は膵島様組織の増殖による肥大化により、移
植時に膵島様組織を包埋するアルギン酸の
カプセルを破ってしまい、長期の安定性など
については今後の課題となった。	 	 	 
	 細胞株を使った実験の他にもマウスの初
代膵島細胞を用いた研究についても研究を
行った。特に、初代膵島細胞をできるだけ細
胞障害を生じさせずに再度凝集させる方法
について取り組み、再構築の際に深海生物由
来の細胞外マトリクスが、生存率を高める可
能性があることを見出した。	 
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