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研究成果の概要（和文）：　MIP-GFP マウスの単離膵島細胞を用いて、膵島細胞を single cell 化し cell 
sorting を行い蛍光強度を確認したところGFP 強度により sorting された細胞は、4分画に分かれた。 Glucose
 probe が蛍光標識を用い、GFP vs グルコース取込(波長 405 nm)で展開し、各細胞集団をソーティングした。
Glucose 取り込み強陽性かつGFP 蛍光強度 middleとGlucose 取り込み弱陽性かつGFP 蛍光強度 highの差異を、
Glucose 取り込み強陽性群はグアニル酸結合タンパクとフェロモン受容体（GPCR）に高い発現が認められた。

研究成果の概要（英文）：    MIP-GFP islets were prepared for single cells then the cells were sorted
 by fluorescent intensity based on GFP.  The population of sorted cells were separated by four 
groups, GFP negative, GFP dim, GFP mid and GFP high. The GFP high population indicated the highest 
expression of Ins2 using qPCR as Beta cells. 
    Glucose probe was also used to distinguish for glucose uptake between high and low.  The 
populations were identified between glucose uptake strong positive with GFP mid and glucose uptake 
low positive with GFP high.  To investigate for glucose sensors, Annotation analysis, DAVID was 
performed.  At the result of analysis, glucose uptake strong positive group was expressed higher 
than glucose uptake low positive group, specially in guanylate-binding proteins and G-protein 
coupled receptor.

研究分野： 膵島移植

キーワード： グルコセンサー　膵β細胞　高感度血糖応答性　グアニル酸結合タンパク　GPCR　MIP-GFP Tg　Glucose
 Uptake kit　組織工学的膵島

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵島細胞はBeta細胞をはじめ様々な種類の内分泌細胞を包括していることが知られている。またインスリンを分
泌する膵Beta細胞は均一の細胞集団から構成されていると信じられていた。ところがBeta細胞にはインスリン分
泌に関して指令塔となるハブ細胞が存在することが明らかとなっている。しかしながら、この伝達経路のみでイ
ンスリン分泌調節機構の全てを包括していない。そこで個々の膵Beta細胞にエピゲネチックな背景によりインス
リン分泌に差異が生じると仮定し、グルコースの取り込み差異によるグルコセンサー関連遺伝子を同定した。今
後、高感度なBeta細胞を組織工学的に編成し、細胞移植や創薬に展開可能となっている。

※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 
 

 膵島移植の臨床試験成績から、重症 1型糖尿病患者への膵島移植の有効性が証明され、現在は

保険診療となっている。そのため、膵島移植の臨床試験成績からみて、膵臓器移植は膵腎同時移

植を除き今後膵島移植へ移行する可能性が高い。しかし、国内では慢性的なドナー不足の問題が

あり、待機患者へ移植膵島の提供が行き渡らないという課題が残っている。 

膵島移植には同種膵島移植以外にも自家膵島移植、異種膵島移植があり、ドナー不足への対応

には異種膵島移植の期待が高まっている。しかし、異種移植の候補となる医療用ブタには

Porcine Endogenous Retrovirus (PERV)などによる感染症問題やα-Gal など糖鎖抗原に由来す

る拒絶反応など解決すべき課題が挙げられる。一方、欧米では臨床試験が進捗しているため、将

来的には国内に細胞加工製品として輸入される可能性が高い。 

 再生医療では iPS 細胞の変容も驚異的で、当初機能的再生を担わなかった iPS 由来膵島細胞

も臨床試験が準備され、今後の臨床結果が期待される。しかし例え、iPS 細胞のストックから HLA3

座のホモ iPS 細胞が提供され同種免疫拒絶反応を回避しえたとしても、原疾患である 1 型糖尿

病再燃による自己免疫応答や自己免疫拒絶反応、自然免疫を介した拒絶反応や iPS 由来細胞由

縁の安全性の確立など問題点は重積されている。 

 これまでに多くの代用膵島細胞が開発され臨床応用が期待されているが、同種膵島移植を凌

ぐ成果には至っていない。そのため、どの様な膵島移植代用の細胞治療が今後最も有用で汎用性

が高いのか、未だ結論に至っていない。そこで単に臨床応用が目的の研究テーマの完結を目指す

のではなく、萌芽的研究による多くの代用膵島細胞へ転用が可能な知見の解明とそれを基盤と

する移植システムの構築を目指すことが本研究の出発点となっている。 

 代用膵島の量的な再編や分化誘導による細胞創出に寄与した研究は多数存在するが、量的な

因子を凌駕し少量の膵島で代用膵島を再生した、あるいは単位膵島あたりのインスリン含有量

や高感度な応答性を有する、質的な代用膵島に着目した研究はほとんど存在しない。さらに質的

な代用膵島に着目した場合、いずれの供給源からの代用膵島であっても、その成果の汎用性は極

めて高い。そこで本研究ではインスリン分泌細胞であるβ細胞に内在し血糖に高感度であるグ

ルコセンサーに着目した。インスリン感受性そのものを差別化することで血糖に鋭敏な質的に

向上した代用膵島の創出を目指すものである。 

 
２．研究の目的 
 

現在、β細胞内に内在する 

と推定されるグルコセンサー 

は同定されておらず、そのた 

めインスリン感受性を考慮し 

た膵島細胞の構築は代用候補 

細胞からも行われていない。 

我々はこの現状に注目し、 

今後多くの代用膵島候補細胞ヘ 

転用が可能となる、高感度血糖 

応答性組織工学的膵島の創出を 

目指す。 



 

 
３．研究の方法 
 

β 細胞にはイオンチャンネル輸送器官として Na+/Ca2+ 交換に寄与する NCX や TRIPV4 など

が細胞膜に存在し、インスリンの分泌過程に反応系として必須の役割を担っている。我々は以前、

この NCX 拮抗剤をドナー膵島の移植前培養に用いることにより、移植効率の改善をもたらした

事を報告している。この時に MIP-GFP マウス膵島から単細胞化したβ細胞を用いて、Fura-2AM 

標識された Ca2+の取り込み実験を行ない、阻害剤を用いた時には Ca2+の流入が生じなかったこ

とを結果として示した。この一連の Ca2+の流入の動態より、GULT2 より取り込まれた Glucose の

反応系を捉える事が出来ることに今回着眼した。 

C57BL/6 MIP-GFP Tg より膵島を単離し、single cell 化する。β細胞のみを GFP+ 細胞とし

て sorting し、(予備実験で 140mg/dl), 200mg/dl, 400mg/dl で Ca2+の取り込み実験を行う。

正常血糖(100mg/dl)、中等度高血糖(200mg/dl)、高度高血糖(400mg/dl)群で Ca2+が取り込まれた

β細胞を再度 sorting し、サンプルのクラスター解析(分担 田中、タカラバイオ外注)でグルコ

センサー候補遺伝子を選定する。 

 
４．研究成果 

 

グルコースは GLUT2 のトランスポーターを介してβ細胞内へ取り込まれ、ミトコンドリアで

ATP 産生による細胞内濃度勾配変化により、ATP 依存性 K＋チャンネルによる細胞膜での脱分極

が起こり Ca2+チャンネルが開くことで Ca2+が細胞内に流入しインスリン顆粒が分泌する。この

過程で膵島単離後 Single cell 化された、MIP 領域に GFP が標識された MIP-GFP Tg マウスの

β細胞を用いることで、インスリン蛋白が GFP で標識されている細胞が cell sorting を経て

供給される。これらの single cell 化された β細胞にグルコース濃度が 200mg/dl, 400mg/dl 

の培養液で培養し RFP 標識された Ca2+の取り込後の細胞を再度 cell sorting により選別後、

今年度はクラスター解析を行い候補遺伝子の選定を行う予定であった。 

 ところが、C57BL/6 MIP-GFP Tg ♂の交配が進まず、初年度はクラスター解析に至らなかった

ため、代用 cell line(MIN6)を用いて、 Ca inflex のみの実験で sorting gate 設定を進めて

いた。 MIP-GFP マウスの単離膵島細胞を用いて、膵島細胞を single cell 化し cell sorting 

を行い蛍光強度を確認した。GFP 強度により sorting された細胞は、4分画に分かれ最も蛍光

強度の高い分画集団は Ins2 の qPCR での発現が高く、Beta cell 細胞として同定した。ここで、

Fura-2AM 標識された Ca2+の取り込み実験を行なった所、MIN6 と異なり接着細胞ではなかった

ため、浮遊細胞での Glucose 取り込みによる Fura-2AM 標識の蛍光強度発現安定性に問題が生じ

た。そのため、基本実験コンセプトはそのままに、標識法を変更した。 

 

 マウス膵島細胞の調製は、MIP-GFP マウス(B6.Cg-Tg(Ins1-EGFP)1Hara/J, Jackson), 

hemizygote, male, female, 10 wo の総胆管よりコラゲナーゼ溶液を膵臓内に灌流させ、37℃

でインキュベートした後に、密度勾配遠心法を用いて、膵島を分取した。単離した膵島は、DMEM 

(5 mM glucose (low), 10% FBS)中にて、24℃、5% CO2 インキュベーター内にて 3日間培養し

た。検鏡下にて、膵島 (460, 562 個) をピックアップして 1.5 ml チューブに回収した。遠心

後、培地を除き、Accumax (nacalai)を 1 mL 加えて懸濁し、37℃、30分間分散処理を行い single 

cell 化を行った。引き続き、グルコース取込の検出とソーティングについては、37℃に加温し



た glucose free DMEM を酵素処理後の溶液に加えて遠心し、細胞を洗浄した。glucose free DMEM

にて 2000 倍に希釈した Glucose Uptake Assay kit-Blue (Dojindo) にて細胞を懸濁した後に、

37℃、15 間分間インキュベートし、指示薬の取込を行った。 

 

 
Glucose Uptake Assay kit-Blue (Dojindo) 

 

氷冷した glucose free DMEM を加えて遠心したのち、氷冷した glucose free DMEM にて細胞を

懸濁した。7AAD, TOPRO3 による死細胞染色を行うと、GFP 陽性細胞の割合が著しく低下するた

め、死細胞染色は行わなかった。そしてソーティングとしては、FACS Aria (BD)にて行った。FSC 

vs SSC plot 作製、ダブレット除去、エリアスケール調整後、GFP vs グルコース取込指示薬 (波

長 405 nm)で展開し、各細胞集団を sort した。Dojindo の Glucose Uptake kit では直接 GLUT2 

を介して取り込まれた Glucose probe が蛍光標識されており、浮遊細胞である single cell 

でも高い安定性を示した。Glucose 取り込み強陽性と弱陽性の差異は、各細胞集団で比較すると 

GFP 蛍光強度 middle と high の差異であった。 

 

  

 

GFP 陽性細胞は、GFP の強度で 3つの亜集団（P13, P14, P15）に分かれた。P13 は GFP (Ins1) 

が弱陽性で強いグルコース取込能を示した。一方、P14, P15 は、GFP 強陽性の集団でグルコース

の取込は少なかった。 RNAseq およびアノテーション解析の結果、P13 にはグアニル酸結合タン

パクやフェロモン受容体関連の遺伝子がより多く発現しており、GCPR シグナリングの活性調節

に関わることがと推定される。 

 

compare 1; Before vs GFP positive 

compare 2; Before vs P13 (グルコース取込 強/GFP弱) 

compare 3; Before vs P14 (グルコース取込 弱/GFP強) 

compare 4; Before vs P15 (グルコース取込 弱/GFP強) 



引き続き、P13 vs P14,P15 で差異のある遺伝子の機能発現解析をはじめ siRNA 実験を継続中

である。 
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