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〈要 約〉

　膵β細胞は出生ののちの機能的な成熟化の過程をへてグルコースに応答性を示す機能的な膵β細胞になることが知られているが，その機構については不明な点が多い．筆者らは，マウスの新生仔および成体の膵島における遺伝子の発現を解析し，核内受容体ERRγおよびその下流のミトコンドリア代謝経路の発現が機能的な成熟化とともに亢進することを見い出した．膵β細胞に特異的なERRγノックアウトマウスの解析により，ERRγは膵β細胞においてグルコースによる酸化的リン酸化の上昇およびインスリンの分泌応答に関与する新規の転写因子であることが明らかにされた．また，ヒトのiPS細胞より分化させた膵β“様”細胞は，ヒトの新生児の膵β細胞と同様に，グルコースによるインスリンの分泌に不全を示すことが知られていたことから，ERRγの強制発現による影響について調べた．ERRγの強制発現はiPS細胞に由来する膵β“様”細胞において膵β細胞に特異的な遺伝子の発現には影響をあたえなかったが，乳酸の産生を担う乳酸デヒドロゲナーゼの発現の低下およびミトコンドリア代謝経路に関与する遺伝子の発現の上昇をともない，ミトコンドリアにおける呼吸鎖を劇的に増強させた．また，このとき，グルコースに対するインスリンの分泌応答もみられた．さらに，ERRγを強制発現させたヒトのiPS細胞に由来する膵β“様”細胞の移植は1型糖尿病モデルマウスの血糖値を改善したことから，ERRγによる機能的な代謝の成熟化は膵β細胞の機能に寄与することが示唆された．
はじめに

　ヒトのiPS細胞からの，あるいは，ダイレクトリプログラミングによる機能的な分化細胞の作製は，不足する移植用の臓器の代用としてのみならず，ヒトの細胞機能や病態の解明および創薬のための材料となることが期待されている．しかし，生体外で分化させた細胞は，機能の面で初期の細胞より大きく劣ることが多い1,2)．そこで，これまでのように細胞種に特異的な転写因子に着目した，どのようにして特異的な細胞種へと分化させるかという研究にくわえ，どのようにして機能的に成熟させるかという研究が注目されている．生体においては，細胞の機能的な成熟化は出生とともに増加する酸素や離乳の際の栄養代謝の変化による影響をうけた複雑な機構により制御されることが想像されるが，そのくわしい分子機構は明らかではない．とくに，膵β細胞においては，出生から成体への成長の過程において起こる機能的な成熟化にともないグルコースによるインスリンの分泌応答がいちじるしく強化されることが知られている3)．筆者らは，この研究において，マウスの新生仔および成体より膵島を単離し遺伝子発現の制御機構を解析することにより膵β細胞における機能的な成熟化の過程の一端を解き明かすこと，さらに，得られた知見をもとに，ヒトのiPS細胞から生体外において分化させた膵β“様”細胞の機能の強化を目的とした．
1．マウスの膵島の機能的な成熟化はミトコンドリアにおける酸化的リン酸化の増強をともなう
　出生ののちの膵β細胞の機能的な成熟化の機構について調べるため，2週齢の新生仔，および，6週齢および12週齢の成体のマウスの膵島における遺伝子の発現をRNA-seq法を用いて検討した．成体の膵島では，新生仔の膵島と比較して，細胞周期に関与する遺伝子の発現の顕著な低下が認められた一方，膵β細胞への分化に関与する遺伝子，および，ERRγ（estrogen receptor-related receptor γ，エストロゲン関連受容体γ）といった代謝を制御する転写因子をコードする遺伝子の発現の上昇が認められた．核内受容体であるERRγは，心筋や脳，また，褐色脂肪細胞といった代謝活性の高い臓器や，リプログラミングの際の一時的な代謝の活性化において，ミトコンドリアにおける代謝を制御することが知られている4,5)．成体の膵島においては，糖代謝およびミトコンドリア代謝経路に関与する遺伝子の発現の上昇がみられた．モチーフ解析により，ミトコンドリア代謝経路に関与する遺伝子には，とくにERRγにより制御されるエストロゲン関連受容体応答配列を含むものが多くみられた．グルコースによるインスリンの分泌の促進は解糖系により産生されたピルビン酸が乳酸に変換されるのを最小限に抑え，ミトコンドリアにおいてATPの産生に利用されることにより最大のインスリンの分泌が達成されることが知られている6)．これらの結果から，マウスの膵島の機能的な成熟化の過程において，膵β細胞への分化の成熟化にくわえ，解糖系およびミトコンドリアにおける酸化的リン酸化において機能的な代謝の成熟化が重要であることが推測された．
2．核内受容体ERRγはマウスの膵島の機能的な代謝の成熟化を制御する

　定量PCR法による発現解析により，ERRγは肝臓，白色脂肪細胞，膵外分泌細胞に比べ，心臓や膵島において発現が高く，新生仔と比べ成体の膵β細胞により多く発現していることが明らかにされた．膵β細胞の機能的な成熟化におけるERRγの役割を検討するため，膵β細胞に特異的なERRγノックアウトマウス，および，膵臓に特異的なERRγノックアウトマウスを作製した．それらのノックアウトマウスは，通常食のもとインスリンの分泌の不全をともなう耐糖能の軽度の異常を示した．マウスでは離乳により膵β細胞の機能的な成熟化が促進され，離乳の直後における高脂肪食の負荷は膵β細胞のグルコースに対する増殖能およびインスリンの分泌応答を低下させることが報告されている．膵β細胞に特異的なERRγノックアウトマウスおよび膵臓に特異的なERRγノックアウトマウスは，離乳ののちの高脂肪食の負荷により，耐糖能のより強い異常を示した．単離された膵島において，ERRγの欠損により，グルコースに対する酸素の消費の増加およびそれに付随するインスリンの分泌は顕著に低下した．さらに，電子顕微鏡による観察により，膵β細胞に特異的なERRγノックアウトマウスの膵β細胞においては，ミトコンドリアの数に変化はなかったが，クリステ構造の消失などミトコンドリアの機能の不全を示唆する変化がみられた．そこで，RNA-Seq法により遺伝子の発現を調べたところ，膵β細胞に特異的なERRγノックアウトマウスの膵島においては，野生型のマウスと比較して，ATPの合成，酸化的リン酸化，分泌小胞による輸送といった膵β細胞の機能に重要な経路に異常のあることがGOオントロジー解析により明らかにされた．また，それらの経路は新生仔から成体への成長の過程において変化のみられる経路であった．これらの結果から，核内受容体ERRγが遺伝子発現制御を介して膵β細胞の機能的な代謝の成熟化に寄与することが示唆された（図1）．
3．ヒトのiPS細胞に由来する膵β“様”細胞はERRγを介した機能的な代謝の成熟化により機能が増強される

　ヒトの多能性幹細胞から分化されたインスリン産生細胞（膵β“様”細胞）は，その機能および遺伝子の発現において，成体の成熟した膵β細胞よりむしろ胎児あるいは新生児の膵β細胞と似ていることが報告されている7)．そこで，ヒトのiPS細胞から分化させた膵β“様”細胞を用いてERRγによる機能的な代謝の成熟化について検討した．ヒトのiPS細胞から約21日の期間で約20％から70％の効率で膵β細胞に特異的な遺伝子を発現する膵β“様”細胞が分化したが，グルコースに対するインスリンの分泌応答はみられなかった．KClを用いて強制的に脱分極させるとインスリン分泌反答がみられたことから，細胞質およびミトコンドリアにおけるグルコース代謝の経路に異常があることが予想されたので，ERRγの強制発現による影響について調べた．アデノウイルスベクターを用いたERRγの強制発現は膵β細胞に特異的な遺伝子の発現には影響をあたえなかったが，酸素の消費，電子伝達系，アセチルCoA代謝経路といったミトコンドリアにおけるグルコースの代謝に特異的な遺伝子の発現を増強させた．ERRγを強制発現させた膵β“様”細胞においては，ミトコンドリアにおいて呼吸鎖が劇的に増強され，グルコース応答性のインスリンの分泌が認められた．また，ヒトのiPS細胞に由来する膵β“様”細胞においては，ヒトの初期の膵島と比較して，ミトコンドリア代謝経路に関与する遺伝子の発現が低く，乳酸の産生を担う乳酸デヒドロゲナーゼの発現が高かったが，ERRγを強制発現させた膵β“様”細胞においてはこれらの遺伝子の発現が初期の膵島と同等のレベルにまで改善された．これらの結果から，ヒトの未成熟な膵β“様”細胞において，ERRγはミトコンドリアにおける代謝の増強を介してグルコース応答性のインスリン分泌能の獲得および増強に寄与することを示唆された．
4．代謝の成熟化したヒトの膵β“様”細胞は免疫不全を示す1型糖尿病モデルマウスの血糖値を改善する

　ERRγを強制発現させたヒトの膵β“様”細胞による1型糖尿病モデルマウスにおける血糖降下の作用について検討するため，ストレプトゾシンを用いて内在性の膵β細胞を除去した免疫不全マウスの腎臓被膜下に，ERRγを強制発現させた膵β“様”細胞を移植したところ，数週間以内に血糖値の降下が観察された．また，移植ののち2カ月の時点で約50％のマウスにおいて血糖値が非糖尿病レベルにまで低下し，それらのマウスにおいては生体へのグルコースの投与により，インスリンの分泌の程度を示す血中におけるヒトCペプチド値の有意な上昇がみられた．さらに，ERRγを強制発現させた膵β“様”細胞の移植により血糖値が非糖尿病レベルにまで改善した免疫不全を示す1型糖尿病モデルマウスにおいては，移植していない免疫不全を示す1型糖尿病モデルマウスに比べ，夜間のグルコース代謝の亢進をともなう糖代謝および脂質代謝の概日リズムが改善した．これらの結果から，代謝の成熟化したヒトの膵β“様”細胞は，1型糖尿病において血糖値を改善する作用のあることが示唆された．
おわりに

　この研究において，膵β細胞における機能的な代謝の成熟化の機構の一端が明らかにされた．膵β細胞はインスリンを産生して分泌し，生体のおおよそすべての臓器おける糖代謝および脂質代謝を包括的に制御する細胞であり，膵β細胞の機能の低下や数の減少は糖尿病の病態の発症の直接的な原因であることが知られている．そのため，多能性幹細胞からの機能的なヒトの膵β“様”細胞の大規模な作製は，インスリンに依存した状態の糖尿病における血糖値の安定化といった臨床への応用にくわえ，患者に特異的かつ効果的な創薬のスクリーニングや糖尿病の発症の機構の根本的な解明に有用であると考えられる．近年，多能性幹細胞からの機能的なヒトの膵β“様”細胞の大規模な作製は大きな成功をおさめつつあるが8,9)，多能性幹細胞から作製された膵β“様”細胞はグルコースに対するインスリンの分泌応答が膵β細胞と比べゆるやかであることから，グルコースが代謝される過程の未成熟化が予想されており8)，どのようにして膵β細胞と同じレベルにまで機能を成熟化させるかについては課題が多い．とりわけ，近年，従来の特異的な細胞分化にくわえ，出生ののちの機能的な成熟化が膵β細胞の機能に大きく寄与することが示唆されはじめている10-13)．この研究により，ERRγを介した機能的な代謝の成熟化は多能性幹細胞から作製したヒトの膵β“様”細胞の機能に寄与することが示唆された．この結果から，従来の低分子化合物による膵β細胞への系統発生の特化および純化にくわえ，栄養，酸素，ホルモンによる機能的な代謝の成熟化がヒトの膵β細胞に近い膵β“様”細胞の作製のため考慮すべき課題となることが示唆された．また，今後，ERRγおよびその下流のシグナルの活性化されたヒトの膵β“様”細胞を精製することにより，ハイスループットな創薬スクリーニングにたえうる代謝活性をもつヒトの膵β“様”細胞の純化が可能になるかもしれない．
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〈図説明〉
図1　膵β細胞における機能的な代謝の成熟化

マウスの新生仔の膵島においては，グルコースによるインスリンの分泌応答が低く，解糖系およびミトコンドリア代謝経路に関与する遺伝子の発現が低いが，乳酸の産生および細胞の増殖能は高い．膵β細胞の機能的な成熟化の過程において，解糖系およびミトコンドリア代謝経路に関与する遺伝子の発現の上昇とともに，グルコースに対するインスリンの分泌能が増強される．また，そのとき，細胞の増殖能は低下している．核内受容体ERRγはとくにミトコンドリア代謝の増強および乳酸の産生の低下に関与し，膵β細胞の機能に寄与すると考えられる．
