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研究成果の概要：

トリプシノーゲンの異所性（膵内）活性化（トリプシン生成）にひきつづいて生じる連鎖的

な諸プロテアーゼの活性化によって、膵の構成細胞が自己消化されるに至るという機構が，膵

炎の主要な発症機構と考えられている。我々が樹立した膵分泌性トリプシンインヒビター欠損

マウスの膵腺房細胞で誘導されるオートファジー（自食作用）の役割を解析する目的で、膵臓

腺房細胞で特異的にオートファジーが欠失するマウスを作製した。このマウスは生理的条件下

では異常は示さないが、セルレインで膵炎刺激を誘導すると、抵抗性を示した。さらに単離し

た膵腺房細胞に細胞内トリプシン活性化刺激を加えると、トリプシンの活性化がほとんど検出

されないことが判明した。このことは腺房細胞内トリプシン活性化、つまり、膵炎発症機構に

オートファジーが重要な役割を担っていることを示している。
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１．研究開始当初の背景

1996 年に Whitcomb らは、遺伝性膵炎患者

のゲノム DNA よりカチオニックトリプシノー

ゲンの点突然変異を発見し、この変異により

トリプシンが自己分解に抵抗性を獲得し、持

続的なトリプシン活性化を生じるとの膵炎

の発生機序に分子レベルでの仮説を提唱し

た。

一方で、ヒト膵内にはトリプシンインヒビ

ターである膵分泌性トリプシンインヒビタ
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ー （ Pancreatic Secretory Trypsin

Inhibitor：PSTI） が存在している。PSTI

は膵臓内で活性化したトリプシンを阻害す

ることにより、トリプシンによって引き起こ

されるさまざまな酵素前駆体の連鎖的活性

化を抑え、膵臓を自己消化から守る役割を負

っていると考えられている。つまりトリプシ

ンの異常のみではなく、PSTI に異常があって

活性型トリプシンに PSTI が結合できず、膵

炎を発症するという仮説が考えられる。

そこで当大学消化器外科において家族性膵

炎のPSTI 遺伝子の変異検索を行った。その結

果、2つのアミノ酸置換を伴う変異を認め、報

告した。

さらに個体レベルで、PSTI と遺伝性膵炎と

の関連を調べる目的で、われわれは Psti 欠

損マウスを樹立した。このマウスでは膵腺房

細胞（外分泌細胞）の空胞変性が胎生 16.5

日より始まり、出生後その空胞変性がさらに

著しくなった。空胞の正体はオートファゴゾ

ームおよび、オートファゴゾームとリソソー

ムが融合したオートリソソームであり、オー

トファジー（自食作用）が亢進していること

が明らかとなった。出生後 3 日には成熟した

腺房細胞が消失したが、その細胞死の形態は

アポトーシスでもネクローシスでもない、オ

ートファジー細胞死であることが判明した。

このマウスには著しい成長障害がみられ、出

生後 3～10 日で致死となった。死因は膵外分

泌不全による消化吸収障害によるものと考

えられた。膵腺房細胞内におけるトリプシン

活性を調べた結果、当初の予想通り、著しい

トリプシンの活性化が確認された。以上の結

果より①本来膵臓内では安定型と考えられ

ていたトリプシノーゲンが、腺房細胞内で比

較的容易に活性化されている（しかも胎生期

から）②腺房細胞内でトリプシンの活性を制

御する唯一のインヒビターが PSTI である、

ことが証明され、PSTI 遺伝子の点突然変異

と遺伝性膵炎の関連が示唆された。

２．研究の目的

(1)Psti 欠損腺房細胞及び急性膵炎における

オートファジーの役割

(2)Psti欠損膵腺胞細胞におけるオートファ

ジーの誘導機構

(3)PSTI の遺伝子変異が遺伝性膵炎の原因遺

伝子となりえるのか、

を、様々な遺伝子改変マウスを作製し、in

vivoでにおける解析を目的とした。

３．研究の方法

(1)Psti 欠損腺房細胞及び急性膵炎における

オートファジーの役割・・・Psti 欠損マウス

や急性膵炎マウスの膵腺房細胞においてオ

ートファジーが誘導されるが、その役割は全

く不明である。オートファジー欠損マウスは

生後1日以内に死亡してしまうため、膵炎の

実験が不可能である。

そのため、まず膵腺房細胞で特異的に働く

Rat elastaseI promoter遺伝子の下流にCre

遺伝子結合したプラスミドを作製し、マイク

ロインジェクション法で受精卵に導入した。

次に腺房細胞特異的にCre蛋白を発現する

マウスの作製を行った(Rat elastaseI

promoter-Cre gene transgenic mouse)。 こ

のマウスとconditional Atg5 欠損マウス

(東京医科歯科大学・水島昇博士より提供）と

交配し、膵腺房細胞特異的オートファジー欠

損マウスを樹立した。膵腺房細胞におけるオ

ートファジーの生理的意義、またこのマウス

に膵炎誘発刺激をかけた際の膵の変化により、

オートファジーの役割を調べた。

(2)Psti欠損膵腺胞細胞におけるオートファ

ジーの誘導機構・・・実験性膵炎マウスとPsti

欠損マウスにおけるオートファジー誘導の

程度は明らかに異なっており、Pstiがオート



ファジーを負に制御している可能性を示唆

している。オートファジーの制御機構につい

てはまだよく知られていないのが現状であ

るが、mTORの関与が大きいことは知られてい

ることから、Psti欠損膵を用いて、主にmTOR

の活性の有無を中心に解析を行った。

(3)PSTI の遺伝子変異が遺伝性膵炎の原因遺

伝子となりえるのか・・・Psti欠損マウスが

出生後早期に死亡してしまったため、PSTIの

変異が遺伝性膵炎の原因遺伝子か否かの決着

が着いていない。この問題を解決するために、

ヒトPSTI遺伝子の野生型cDNA、2つの変異PSTI

cDNAを

(1)膵臓腺胞細胞で特異的に働くRat

elastase 1 promoterの下流に連結して、

transgenic miceを作製した(計3系統)。

(2)Cre-loxシステムを用いて、内在性のPsti

プロモーターの下流に置換した（計3系統）。

４．研究成果

(1)Psti 欠損腺房細胞及び急性膵炎における

オートファジーの役割・・・まずオートファ

ジーが急性膵炎でも見られる現象であるの

か否かの検討を行った。マウス膵炎モデルを

作製し、電顕で観察を行うと腺房細胞の細胞

質内に多数のオートファゴソームが確認さ

れ、さらに膵炎の重症度に比例して、オート

ファジーが亢進することがオートファジー

特異的プローブを用いて初めて証明された。

上述のように全身でオートファジー必須遺

伝子であるAtg5を欠失したマウスは出生直後

に死亡してしまうため、膵腺房細胞特異的

Atg5欠損マウスを樹立した（文献１，２）。

このマウスは生理的条件下では現在2年まで

観察を行っているが、肝臓や神経細胞で見ら

れた異常蛋白の凝集は見られず、ほぼ正常で

あった。

それではこのマウスにセルレイン（コレシ

ストキニンのアナログ）膵炎刺激を加えたら

重症度はどのように変わるだろうか？オート

ファジーは異常（危険）な蛋白を除去する働

きがある。異常に活性化されたトリプシンを

除去しているとすると、オートファジーが欠

損することで、その安全装置がなくなってし

まうため、より重症化することが予想される。

しかしオートファジーは細胞内容物をリソソ

ーム酵素を介して分解している。腺房細胞内

では、オートファジーがカテプシンBなどのリ

ソソーム酵素とトリプシノーゲンの出会いの

場を仲介している可能性もある。この仮説の

場合、オートファジーが欠損するとトリプシ

ノーゲンとリソソーム酵素の出会いが、阻止

されるため、膵炎が発症しない可能性がある。

実際には急性膵炎はかなり抑制され、こ

のマウスでは膵炎で通常見られる空胞変性

が観察されなかった。

さらに単離したAtg5欠損腺房細胞をセル

レインを加えた培地中で培養し、トリプシン

活性を測定したところ、細胞内トリプシン活

性が著しく抑制されていることも判明し、後

者の仮説、つまりオートファジーはトリプシ

ノーゲンとリソソーム酵素の出会いを仲介

することで、膵炎発症に関わっていることが

証明された。

膵炎発症とオートファジーの模式図



(2)Psti欠損膵腺胞細胞におけるオートファ

ジーの誘導機構

Psti欠損マウスの胎生18.5日より膵臓を

用いてウエスタンブロッティングでmTORお

よびリン酸化mTORの実験を行ったところ、図

に示すようにmTORおよびリン酸化mTORとも

に欠失していた。

mTORの上流のシグナルはPI3K-AKT経路を

介する、Spink3欠損膵ではAKT蛋白も欠損して

おり、これまで膵臓ではトリプシンインヒビ

ターとして認識されてきたSpink3には、mTOR

を介したオートファジー制御の役割も担って

いる可能性が示された。

(3)PSTI の遺伝子変異が遺伝性膵炎の原因遺

伝子となりえるのか

Rat elastase 1 promoter を 用 い た

transgenic mice および、内在性 Psti プロモ

ーターの下流に cDNA を置換したマウスをす

べて作製した。しかし mRNA の発現は確認さ

れるものの、蛋白レベルでの発現は見られな

かった。この原因として、PSTI の遺伝子が非

常に小さいため、転写は行われるものの、翻

訳がなされないのではないかと考えた。そこ

で、Duke 大学の Riddle らがラットの SPINK1

ゲノムですでに成功しているmini gene (図

SPINK1 の全ゲノムは 7.5kb であるが、エクソ

ンと 200-300bpのイントロンの両端を含むよ

うにそれぞれをクローニングする。それを連

結して約 2kb の mini-gene を作製する)を作

製した。

今後この遺伝子に変異を加え、同様の方法

で PSTI の変異が遺伝性膵炎に関連するか、

否かの検討を行う予定である。
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