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研究成果の概要（和文）：膵臓の幹細胞から膵外分泌細胞を再生させることではなく、残存して

いるわずかな膵外分泌細胞の機能をよみがえらせて、膵外分泌機能の回復と改善を望むための

基礎的手段を探索した。手がかりとして、マウスおよびヒトに共通して存在するラス蛋白関連

蛋白（KRAP）を選択し、マウスでは、KRAP の発現低下は膵外分泌細胞を肥大させることを明ら

かにした。一方、ヒト膵胆道系悪性腫瘍における KRAP の発現は変動がなく、悪性腫瘍発現と

KRAP 発現量は関係がないことがわかった。 

 

研究成果の概要（英文）：This study was designed to expect the recovery of pancreatic exocrine 

function from the damaged pancreas, not the regeneration from the pancreatic stem cells.  

Ki-ras-induced actin-interacting protein (KRAP) was originally identified in a human colon 

cancer cell, is conserved from fish to mammalian species. We found that the decrease and/or 

defect in KRAP expression resulted in pancreatic hypertrophy in mice.  The level of KRAP 

mRNA in human cancer cell lines, in the tissues of pancreatic cancer and gallbladder cancer, 

and in normal pancreatic tissue did not differ to one another. 
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１．研究開始当初の背景 
膵臓は生体内で機能的に最も大きい消化酵素分

泌器官であり同時に血糖調節に不可欠な内分泌

器官である。内外分泌機能は相互に影響し、膵

臓のランゲルハンス島周囲の外分泌細胞はインス

リンの影響を受けて肥大し（ハロー効果）、アルコー



ル多飲による障害では外分泌機能不全が最初に

生じ、内分泌機能不全（膵性糖尿病）にいたる。I

型糖尿病の治療として、膵島移植や臓器移植が

試みられるようになってきた。しかしながら、膵性糖

尿病は、インスリンのみでなくグルカゴンも欠乏してい

ること、消化酵素の不足により消化吸収不全:炭水

化物分解能の低下—糖吸収障害などにより血糖

調節が困難で、日常生活の中で低血糖をおこしや

すいという問題がある。また慢性膵炎の原因として

アルコール多飲がもっとも多い（男性では 70％近

い）が、断酒の難しさも影響して慢性膵炎の死亡

率は、癌などの悪性疾患ではないにもかかわらず

30％前後と高い。そこで膵外分泌腺の増殖や数

の増加（再生）はなくても、膵外分泌機能が日常の

生活を維持できるレベルまで回復させることが可能

となれば、慢性的な医療費の消費を減少させるこ

とができると考えた。 

 k-ras 遺伝子のコドン 13 変異のある Cell line で、

分子量 180000 のタンパク(KRAP)が同時に増加して

いることが報告され（Shirasawa et al. Science 1993, 

Inokuchi et al. J Hum Genet 2004）、このタンパクをノック

アウトした（KRAP-KO）マウスが作成された。GTP が結

合した活性型 Ras は、Raf と結合し MAP kinase にいた

る serine-threonine kinase cascade を制御する。Ras のア

ミノ酸変異のためその内在する GTPase 活性が低下

することにより細胞増殖のシグナルが出続けるため

癌を生じると解釈されることから、KRAP の人為的削

除は細胞増殖を低下させると予測された。しかし思

いがけず、KO マウスでは、膵臓の外分泌腺細胞に

チモーゲン顆粒が充満していた。この現象が分泌

障害による消化酵素貯留であるかどうかを確認す

るため、CCK による分泌刺激を行ったところ、分泌

障害は全くなく、野生型では、くり返し刺激に対して

分泌減少（分泌できる酵素のストアが枯渇するた

め）がみられるのに比し、KO マウスでは分泌反応が

持続して認められた。この結果から、KO マウスでは

消化酵素の合成亢進、貯留亢進が生じていると

解釈した。この分子を標的として発現を減少させる

ことで、ヒト膵外分泌機能の再生を期待できると考

えた。 

２．研究の目的 
 膵外分泌腺の増殖や数の増加（再生）は期待

できなくても、膵外分泌機能が日常の生活を維持

できるレベルまで回復させることが可能となれば、慢

性的な医療費の消費を減少させることができると考

えた。その手がかりになる分子として Ki ラス関連蛋

白(KRAP)の発現調節をとりあげた。すなわち、ラット

にはきわめて効果的な CCK による膵栄養効果は、

ヒトでは（その受容体がないため）栄養効果を期待

できないが、KRAP は、80％以上の相同性をもってヒ

トにも認められる。この分子を標的として発現を減少

させることで、ヒト膵外分泌機能の再生を可能とす

るための基礎検討を行った。 
３．研究の方法 
(1)KRAP-KO マウスと野生型を用いて、表現型を比

較することにより、このタンパクの生理機能をしらべ

た。 

①膵内外分泌機能：一晩絶食ののち、2g/kg のブ

ドウ糖を経口投与し、血糖変化を記録した。麻酔

下に膵液胆汁を採取し、CCK に対する反応を調べ

た。年齢別に組織像を調べた。 

②24 時間に消費した飼料と糞便をあつめ、カロリ

ーポンベメーターで含有カロリーを測定し、消化吸

収率を測定した。 

③マウスを個別代謝ケージにいれ、呼気中酸素と

炭酸ガスを測定することで、呼吸商、エネルギー消

費の日内変動と１日当たりの消費量を測定する。

摂食量を測定することで、エネルギーバランスを算

出した。 

(2) CCK-A-receptor(AR)KO 、  CCK-ARBR-KO, 

CCK-BRKO マウスの膵臓、白色脂肪、肝臓におけ

る KRAP 遺伝子発現の測定 

 以下のプライマーを用いてリアルタイム PCR 法で測

定した。 

No.1 Primer (514bp) 384,  5’

-TCAAGTTGAAAACTGCAACAATATC-3’and 897,  

5’-TGATAGTGTTTTCATCAGACGGTTT-3’ 



 膵臓の基礎分泌は wild-type と同じであったが、

CCK の連続刺激に対して、有意に高いアミラーゼ

分泌反応を示し、膵臓内蛋白、アミラーゼ含有量

も有意に高かった（A:液量、B:アミラーゼ分泌、C:胆

汁酸分泌）。 

No.2 Primer (418bp) 1066, 5’

-GCTACGGTTACAGAAGAAGTCTCAG –3’and 1483, 

5’-CTCTTTTTGACTTGGCAAGACTTAG-3’ 

No.3 Primer (557bp) 2823, 5’

-TCAGAACTCGTCTGTTCTACCTCTT-3’and 3379, 

5’-GTAGCCCTCTAGATCTTCTGTTGGT-3’   A 

 

(3)インスリン抵抗性を示すモデル (SHIP2 遺伝子導

入マウス)での KRAP 発現 

 KRAP-KO マウスはインスリン投与による低血糖が、

野生型マウスよりも強度に生じた。そこで、逆の病

態＝インスリン抵抗性を示すモデルマウスにおいて

KRAP 発現がどうなっているのかをしらべた。 B 

(4)KRAP タンパクのヒトにおける役割と調

節 

 

①ヒトにおいて、KRAP 過発現が癌化と関わり

がないことを確認するため、ヒト由来 cell 

line での KRAP 発現の有無をしらべるため、

コドン 13の変異の有無と KRAP 遺伝子発現を

しらべた。Cell line は 14 種類（KP-1N, KP-2, 

KP-3, AsPC-1, MIA Paca-2, Suit-2 等）で行

った。 

C 

 

②手術によって得られた組織（膵臓癌、胆嚢

癌、正常組織）のコドン 13 変異の有無の検索

および KRAP 遺伝子発現を real-time PCR で測定

した。 

 〜膵臓の組織像は胎生期 離乳期までは wild-type

とほとんど変わらなかったが、離乳期前後より、分

泌顆粒が有意に増加した。 ４．研究成果 

（I）KRAP-KO マウスと野生型マウスの表現型の比

較。 
②消化吸収率は野性型と変わらなかった。 

③酸素消費量は増加しており高脂肪食を投与した

場合には有意に上昇していた。 
①膵内外分泌機能： 2g/kg のブドウ糖を経口投

与後の血糖変化は野性型より低下した。 

 

(2) CCK-ARKO、 CCK-ARBRKO, CCK-BRKO マウスの

肝臓,白色脂肪、膵臓における KRAP 遺伝子発現

の測定 

・肝臓、有意差なし（p=0.055） 

・白色脂肪（p = 0.005, いずれも野性型より有意に

高値。しかしCCK-ARKO, CCK-BRKO,CCK-ARBRKOの

間には差がない。 

・膵臓（p ＜0.0001。ARKO は最も低下。

BRKO,ARBRKO は,野性型より有意に高値。しかし



ARKO,BRKO,ARBRKO の間には差がない。

CCK-ARKO<wild-type<CCK-BRKO,ARBRKO 

(3)インスリン抵抗性を示すモデル (SHIP2 遺伝子導

入マウス)での KRAP 発現 

 肝臓、白色脂肪、膵臓のいずれにおいても、

KRAP の遺伝子発現は野性型と有意差がみられな

かった。 

(4) KRAPタンパクのヒトにおける役割と調節 

・膵癌 Cell lines：6 例；KP-1N, KP-2, KP-3, 

AsPC-1, MIA Paca-2, Suit-2 および、ヒト膵

がん組織では、KRAP 遺伝子発現は正常組織と

有意の差は認められなかった。また、コドン

13 の変異も認められなかった。 

 確認のため、さらに１４種類の cell 

line(KP-1NL,KP-3L,KP-4,KP-5N,KP-10N,BxPc-

3,H-48-N,Tcc-PAN 2,Panc-1)、膵がん組織 18

例、胆嚢がん組織２例を追加したが、やはり、

有意差は得られなかった。 
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