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研究成果の概要（和文）：約3000種類の低分子化合物の中からマウス膵β細胞の細胞分裂を促進する化合物を探
索した。その結果、ドーパミンD2受容体（Drd2）のアンタゴニストであるDomperidon（DPD)を同定した。さらに
DPDにはβ細胞の自己複製能の上昇に加えて強い脱分化抑制効果と細胞死抑制効果があることを明らかにした。
さらに、分子機構について調べた結果、Drd2とアデノシンA2a受容体がヘテロ複合体を形成することでアデノシ
ンA2a受容体の機能を促進しβ細胞の細胞分化・脱分化や細胞分裂・細胞死が制御されている可能性が示唆され
た（Sakano et al., Stem Cell R eports, 2015）。

研究成果の概要（英文）：We screened compounds that promote cell proliferation of mouse pancreatic β
 cells using 3,000 low molecular weight compounds. As a result, Domperidon (DPD) which is an 
antagonist of dopamine D2 receptor (Drd2) was identified. And it was also revealed that DPD has a 
strong dedifferentiation suppressing effect and cell death suppressing effect in addition to an 
increase of self-replicating ability of β cell.
Furthermore, the formation of a heterodimer between Drd 2 and the adenosine A 2a receptoris 
important to control cell differentiation, dedifferentiation, cell division and cell death (Sakano 
et al., Stem Cell R eports, 2015).

研究分野： 発生学、細胞生物学、分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

１型糖尿病の原因は膵β細胞が破壊

されることで血糖値を下げるために必

要なインスリンが産生されないことで

ある。治療には膵臓や膵島の移植治療

が効果的だが、ドナー不足が妨げとな

っている。ES・iPS 細胞から機能的な

膵β細胞への分化機構の解明と分化細

胞の移植治療への応用が可能となれば、

多能性幹細胞を用いた再生医療の実現

化に近づく。 

1-1 哺乳類の膵臓の発生 

膵臓は発生過程において内胚葉から形

成される臓器である。現在では分化研究に

よりヒトの多能性幹細胞からの胚性内胚

葉や内分泌前駆細胞への分化手法の効率

化が進み正常発生の主な分化経路(図１a)

をある程度模倣できるようになった。しか

し、現在報告されているマウス・ヒトの

ES・iPS細胞の分化誘導法ではインスリン

産生細胞（β細胞）はインスリン以外の膵

内分泌ホルモンも生産することやインス

リン分泌能が低いことが問題である。一方、

同じ手法で前駆細胞に分化させた細胞を

マウスへ移植すると正常なホルモン生

産・分泌をする。したがって、前駆細胞と

しては生体内で分化する細胞と比較的近

いものが誘導できているが、β細胞になる

最終段階の分化・成熟化過程が生体内を模

倣していないのであり、このメカニズムを

理解・模倣し、正常な 細胞を作る必要が

ある。 

 

1-2 申請者らのこれまでの研究  

① マウス ES細胞を M15支持細胞上で培養し、

成長増殖因子を添加することで 30%の ES

細胞がPdx1陽性の膵前駆細胞に分化する

ことを報告した(Shiraki et al.,2008 )。   

M15 細胞との共培養の効果は M15 が供給

する細胞外マトリクスであり成長増殖因

子の添加によって分化がさらに促進され

ることがわかった。この細胞外マトリク

スは人工基底膜(sBM)を使用することで

代用できることを明らかにした(Higuchi 

et al.,2010)。これらの結果から ES細胞

から内胚葉系譜への分化誘導には細胞基

底膜構造など足場となる 3 次元構造が必

要と考え、申請者は M15 や sBM に代わる

細胞分化の足場として合成基材を用い、

インスリン産生細胞(β細胞)に分化させ

安定的かつ大量に低分子化合物をスクリ

ーニングできる系を確立した（Sakano et 

al., Nat.Chem.Biol.  2014）。 

約 1300 個の低分子化合物をスクリーニング

し、インスリン陽性細胞の分化を促進する 10

のヒット化合物を同定した。最も効果が高か

ったものは Vesicular monoamine transporter 

2 (VMAT2)という細胞質内のモノアミン（ドー

パミン、セロトニン、アドレナリンなど）を

細胞内小胞へ取り込む転移酵素(図１b)の阻

害剤であり、膵前駆細胞から内分泌前駆細胞

への分化を促進した。ほかにもモノアミン代

謝関連化合物が効果を示した（Sakano et al., 

Nat.Chem.Biol.  2014 ） 。
 

さらに複数の化合物を組み合わせ使用し、β

細胞を増加させるだけでなく成熟化(グルコ

ース濃度に応答したインスリン分泌能をも

つ)した細胞を分化させることができた。In 
vitro で誘導した細胞を糖尿病モデルマウス

へ移植すると移植後 1 か月の間に血糖値が改

善した（図２）。 

 

1-3 モノアミンによるβ細胞量調節 

一方、我々が最近明らかにした発生期のモノ

アミンを介した分化調節に加えて、成体の妊

娠期にはセロトニン合成が活発になることで、

膵β 細胞の増殖が亢進し、妊娠に伴って低下

するインスリン作用を補っていることが知ら

れている。セロトニンのみならず複数のモノ

アミンを複合的に介する細胞間のシグナル伝

達機構を解明することが糖尿病治療に貢献す

ると考えている。 

 



 
 

 

２．研究の目的 

本研究では、発生期および成体の膵β細胞

におけるモノアミンによる細胞間シグナル

伝達の果たす機能について解明する。 

申請者らは細胞質内に存在するモノアミ

ンを小胞に取り込むトランスポーターの一

種 Vesicular monoamine transporter 2 

(VMAT2)を阻害することで ES細胞から膵β細

胞への分化誘導効率が高まることを明らか

にした。また、成体のβ細胞もモノアミンを

介するシグナルにより増殖・細胞死が調節さ

れていることを示唆する結果を得ている。 

本研究によって VMAT2を介するモノアミンシ

グナルの作用メカニズムを解明することに

より、効率的に機能的なβ細胞を In vitro

で誘導が可能となり将来的な移植治療に貢

献できる。 

 

３． 研究の方法 

 

３－１．膵臓分化・を促進するモノアミン受

容体を介したシグナルの標的分子の特定 

VMAT2機能の阻害が ES細胞の分化過程を促

進することから、VMAT2 が正常発生において

も膵臓分化を抑制しているのか検討する。申

請者らは既に Cre リコンビナーゼにより

VMAT2 遺伝子のエキソンの一部を欠損するマ

ウスを作成している。今後インスリン、Pdx1

などのプロモーター制御下で Creリコンビナ

ーゼを発現するマウスと交配することによ

って膵臓系譜細胞特異的に VMAT2を欠損させ

るコンディショナル KO マウスの作製を進め

る。マウスの正常発生における膵臓分化の表

現型について免疫組織学的解析によって明

らかにする。 

また、全身で VMAT2 を欠損した場合胎生致

死がみられるが VMAT2KO／ヘテロマウスは

VMAT2 の発現が半減している。このマウスへ

の腹腔内グルコース負荷試験では野生型マ

ウスに比べてインスリン分泌能が高いこと

を明らかにしている。 

コンディショナル KOマウスや全身で VMAT2

量が低下しているマウスの表現型（β細胞量

とインスリン分泌能）に変異が見られた場合、

さ ら に Pdx1/GFP 、 Insulin1/GFP 、

Glucagon/GFPマウスとの交配を行い、膵臓系

譜の細胞を Cell Sorter により分取する。さ

らにマイクロアレイ解析により VMAT2機能低

下の影響を受ける遺伝子を特定する。 

３－２．膵β細胞の自己複製を促進する薬物

のスクリーンング 

マウスＥＳ細胞から分化誘導した膵β細胞

を移植することで膵島細胞移植と同等の効

果を得るための細胞培養 条件の構築を試み

る。そのためこれまでに構築した低分子化合

物による膵前駆細胞からβ細胞分化を促進

する分化培養系を基本としてさらにβ細胞

自身の増殖を促す低分子化合物をスクリー

ニングする。低分子化合物ライブラリーと「5

－ エチニル－2'－デオキシウリジン（EdU）」

を同時に培地中に添加する。EdU とインスリ

ンを免疫組織学的に染色することによって

増殖過程にあるβ細胞数に与える低分子化

合物の影響を調べる。細胞分化のスクリーニ

ング実験で用いたのと同様に薬剤の標的分

子が既知のライブラリーを使用し、効果のあ



る化合物に関しては標的分子の過剰発現も

しくは発現抑制によりその効果を検証する。 

β細胞増殖には先行報告などからモノアミ

ンによる制御が重要であると予想される。一

般的に細胞が凝集している構造をとる生体

内の膵島ではβ細胞の複製はほとんど起こ

らない。しかし、マウス膵島を単離したのち

に酵素処理により単一にした膵島細胞を用

いることでβ細胞の複製能が得られること

をすでに明らかにしている。生体から取り出

したβ細胞をスクリーニングに用いること

でES/iPS細胞由来のβ細胞の増殖に加えて、

In vitroでの分化ではなく成体から得たβ細

胞の増殖に応用できる可能性を含んでいる。

この手法はヒトiPS細胞を用いた治療に加え

て、ドナーから得た移植源としてのβ細胞を

増殖させること、さらには糖尿病患者への投

薬により自己のβ細胞を回復させる治療に

つながるかもしれない(図３）。 

 
 

図３．β細胞の増殖能を活性化させる 

化合物の探索 

細胞分化効率を上昇させるだけでなく誘導

した後のβ細胞を増殖させることや移植後

に細胞死を抑制することは効果的な移植治

療につながる。 

 

３－３.膵障害モデルマウスへの低分子化合

物の投与 

申請者らは、ストレプトゾトシン（STZ）

を注射することで選択的に膵島細胞を破壊

し、糖尿病を発症するマウスを作製し実験を

行ってきた(Kataoka et al.,2012)。膵β細

胞の自己複製や機能維持を促す低分子化合

物を STZ処理マウスへ投与することによりβ

細胞の再生が促進するかどうか調べる。生後

7 日に STZを投薬し、50日目あたりに血糖値

は 500mg/dL 程度に上昇し安定化する。前年

度のβ細胞の自己複製を促進する薬物のス

クリーンング結果をもとに薬剤を経口また

は尾静脈より投与する。投与後は継時的に血

糖値の変動を追跡する。β細胞量の変化およ

び機能評価法としてはグルコース負荷試験

と血中 C ペプチドの ELISA法による定量、抗

インスリン抗体を用いた免疫組織学的解析

を行う。 

３－４．膵原基組織培養系を用いたモノアミ

ンを介するシグナル伝達機構の解明 

VMAT2 が全身で欠損した場合 E12.5 付近に胎

生致死となり発生期における詳細な VMAT2作

用機構について解析できない。これを補い解

析するためには組織培養が適している。 

申請者らは胎生 12.5 日目の膵原基を取り出

し、膵β細胞まで分化させる培養系を構築し

ている（（Sakano et al., Nat.Chem.Biol.  in 

press）。前年度の KO マウス実験により推定

される標的分子の機能が膵β細胞分化・成熟

化に関与する分子機構が本培養系において

も機能するか検証する。手法としては促進剤

または阻害剤のほか shRNAを生産するレンチ

ウイルスベクターまたは RNAi を用いたノッ

クダウン実験を行う。 

 

３－５．ヒト細胞への応用 

上記の研究によりマウス ES 細胞から効率的

にβ細胞へ誘導できた場合、おなじ分化機構

の調節によりヒト ES 細胞さらにはヒト iPS

細胞からの膵β細胞誘導に応用できるか否

かについて検討する。すでに申請者らのグル

ープではヒト iPS細胞からインスリン産生細

胞誘導手法の確立を行い、さらなる効率化を

目指している。また、移植実験に関しては糖

尿病モデルマウスの腎皮膜下へ移植し評価

する。 

 

 

 



４．研究成果 

 

まず、マウスから膵臓の膵島を取り出し、

約１２００の低分子化合物をひとつずつ培

地に添加してβ細胞数の細胞分裂を促進す

るものを探索した（図４）。 

そして、ドーパミン D2 受容体の阻害剤

であるドンペリドン（DPD）という化合物

によってβ細胞特異的に細胞数が増える

こと発見した。このβ胞が増える要因とし

ては、細胞自身の自己複製能を高めること

や細胞死を抑制すること、脱分化を抑制す

る働きがあることがわかった。脱分化とは

一旦インスリンを産生・分泌できるように

成熟化したβ細胞がインスリンの発現が

低下したり、分泌能を失ったり“β細胞ら

しさ”をなくしてしまう状態である。通常、

膵島の細胞を試験管内で培養を続けるこ

とにより、経時的に脱分化が進むことがし

られているが、DPD の作用によりβ細胞ら

しさをより長い期間保てることがわかっ

た（図５）。 

これまでにも生体から取り出したβ細

胞を試験管内で増やす目的でさまざまな

研究が進んできました。たとえば、ゼブラ

フィッシュの稚魚の膵β細胞を薬剤によ

り壊した後にアデノシン A2a 受容体

(ADORA2A)を活性化させると膵β細胞数の

回復が促進することが報告されている。さ

らにヒトやマウスの膵島の細胞を培養す

る過程でもアデノシンシグナルを活性化

させると膵β細胞数の分裂が活性化する

ことが報告されている。興味深いことに

我々が発見した DRD2 の阻害によるβ細胞

数の増加はこれらの先行研究の結果と関

連することがわかってきた。具体的には

DRD2 が ADORA2A との相互作用によりアデ

ノシンシグナルの阻害をしていることが

予想された。DPD は DRD2 の ADORA2A に対

する阻害を抑制することでアデノシンシ

グナルの機能を促進している(図６)。 

 

 

 

 

 

 

図６ DPD 結合による Drd2 を介するシグナルへの影響 
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