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研究成果の概要（和文）：本研究では膵ラ氏島細胞α細胞、β細胞、δ細胞に特異的な蛍光蛋白を発現する3重
トランスジェニックゼブラフィッシュを作成し膵ラ氏島細胞の量・比率の制御のための分子メカニズムに迫ろう
とする試みである。蛍光顕微鏡下の画像解析でβ細胞数に対するα細胞数の割合が5dpfと比較して7dpf以降に急
速に増加した。ゼブラフィッシュ膵ラ氏島細胞のフローサイトメトリーでの解析、セルソーターでの膵ラ氏島細
胞の採取に係る技術開発に成功した。これらは、膵ラ氏島細胞の正確な採取を可能とし膵ラ氏島内の細胞間相互
作用・制御の分子メカニズムの解明につながる重要な技術であり、今後様々な膵ラ氏島関連の研究に寄与してゆ
くものである。

研究成果の概要（英文）：We developed a triple transgenic zebrafish expressing three types of 
fluorescent reporter protein for alpha cell, beta cell and delta cell of Langerhans islets of 
pancreas. Our research purpose was elucidation of molecular mechanism regulating  volume and ratio 
of alpha, beta and delta cell in a Langerhans islet. Imaging analysis of 5dpf, 7dpf and 9dpf triple 
transgenic zebrafish was performed, and we found that the number of alpha cell was significantly 
increased than beta cells from 5dpf to 7dpf. To analyze molecular mechanism to regulate alpha cell 
and beta cell ratio, we developed sorting methods to analyze isolated cells of Langerhans of islet 
by  Flow cytometry. Our result and developed methods have a potential to contribute future 
researches of Langerhans islet cells.      

研究分野：内分泌学
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１． 研究開始当初の背景 
 
膵ランゲルハンス島（膵ラ氏島）のα、β、
δ細胞（ラ氏島細胞）は、各々グルカゴン、
インスリン、ソマトスタチンを分泌するこ
とで糖代謝を制御する。分子生物学の進歩
によりラ氏島細胞の機能調節機構が解明さ
れることで、生理的な糖代謝を行うために
はα、β、δ細胞のいずれもが重要な役割
を持つことが分かってきた（Kulkarni 
RN,2009 ） (BraunM,2014) (Unger 
RH,2011）。このため、β細胞のみならず、
各ラ氏島細胞の量や割合の変化は、生体の
糖代謝を考えるうえでその重要性を増しつ
つある。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、膵ラ氏島細胞（α細胞、β細
胞、δ細胞）の量や割合の変化を起こす過
程を光学的に透明なゼブラフィッシュを用
いてつぶさに観察・解析を行った。特に、
各細胞腫において互いの割合の変化が顕著
であったα細胞とβ細胞につき、細胞間の
相互作用の成魚の分子メカニズムの解明の
ためセルソーティングによりα細胞β細胞
をフローサイトメトリー法にて解析をおこ
ない、さらにセルソーターで分取する方法
を確立した。ゼブラフィッシュの膵ラ氏島
細胞を解析つるうえでセルソーターによる
解析の報告はなく、膵ラ氏島細胞の.1細胞
単位の解析を可能とする点が画期的である。 
 
 
３． 研究の方法 

 
（１）膵ラ氏島のα、β、δ細胞に対する
蛍光レポーター蛋白(Gcga:mTurquoise、
Ins:mCherry, sst2:mVenus Tg fish)を蛍光
顕微鏡にて観察し、各細胞数をカウントす
ることで膵ラ氏島細胞の量を測定するとと
もに、互いの細胞数を比較することで割合
を計測した。 

 
（２）ゼブラフィッシュをコラゲナーゼ処
理することで単離細胞を作成し、フローサ
イトメトリーにて膵α細胞、およびβ細胞
の細胞集団を同定した。さらに、この情報
を基に各細胞をソーティングにより分取し
た。 
 
 
４． 研究成果 
 
（１）蛍光観察により 5dpf のゼブラフィッ
シュ幼生の膵ラ氏島においてβ細胞
（mCherry のシグナル陽性）とδ細胞
（mVenus のシグナル陽性）が数の上で優位
であった。α細胞（mTurquoise のシグナル
陽性）は相対的に少なかった。7dpf の幼生

においてはβ細胞の数とδ細胞の数の割合
に顕著な変化はなかったが、α細胞の数が
大きく増加した。つまり、α細胞のβ細胞、
δ細胞に対する割合が増加することが明ら
かとなった。 
 
（２）膵ラ氏島細胞の中で特に糖代謝に強
い影響を及ぼすグルカゴンとインスリンを
分泌するα細胞とβ細胞の割合が 5dpf か
ら 7dpf の期間で変化することに着目し、フ
ローサイトメトリーで解析を行った。膵ラ
氏島細胞のフローサイトメトリーを 5dpf
および 7dpf の野生型ゼブラフィッシュで
おこなった。遊離細胞を FSC 及び SSC で展
開した時の（P1（WT））領域をゲートし、
mCherry(FL1)及び mTurquoise(FL2)で表示
し た。これにより、 mCherry(FL1) 、
mTurquoise(FL2)のいずれもが陰性である
細胞集団の領域を決定した。続いて、Tri-Tg
ゼブラフィッシュの遊離細胞から（P1(Tg)）
領域をゲートした。mCherry(FL1)及び
mTurquoise(FL2)で展開した。WT と比して
Tg にみられる細胞集団として Gate1(α細
胞)および Gate2(β細胞)を同定した。
FSC,SSC,FL1,FL2 の 4 パラメーターを同時
に表示した３D解析（SSC の高いシグナルは
赤、低いシグナルは緑で表示）において
Gate1 の細胞集団は SSC が高い（赤色）、同
様に Gate2 の細胞においても SSC が高かっ
た。SSC の高さは細胞の内部構造の複雑さ
を反映することから細胞内に分泌顆粒をも
つα細胞やβ細胞に矛盾しなかった。さら
に Gate1 および Gate2 をセルソーターにて
分取すると、それぞれ mturquoise 陽性と
mCherry 陽性のシグナルをもつことが蛍光
顕微鏡で観察でき、α細胞とβ細胞が選択
的に分取可能であることが確認された。 
 
（３）以上より、膵ラ氏島細胞のうちα細
胞とβ細胞の割合が大きく変化する 5dpf
及び 7dpf の間の細胞間相互作用の存在に
興味がもたれ、本研究において膵ラ氏島細
胞の分取を可能とした技術により今後膵ラ
氏島内細胞相互作用に関する分子制御メカ
ニズムの研究展開が期待できる。 
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