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研究成果の概要（和文）：膵液は消化酵素を含むアルカリ性の消化液である。高濃度（～140 mM）

の重炭酸イオン（HCO3
-）とともに、わずかに存在する炭酸イオン（CO3

2-）は、Ca2+と結合し

て CaCO3 として析出する。膵石の形成を防ぐために、膵導管上皮は膵液中の Ca2+を吸収するメ

カニズムを持っていると推定される。本研究では、ラット膵導管細胞における Ca2+輸送体の局

在と生理活性を解析し、Ca2+吸収機構を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Pancreatic juice is an alkaline fluid that contains digestive enzymes and high 
concentrations of HCO3

-. A little amount of CO3
2- in the juice binds to acinar cell-derived Ca2+, which 

leads to the precipitation of CaCO3. Pancreatic ductal epithelium is supposed to absorb luminal Ca2+ to 
prevent the formation of pancreatic stone. In the present study, we identified the membrane localization 
of Ca2+ transporters, measured the Ca2+-transport activities, and demonstrated the mechanisms to absorb 
luminal Ca2+ by pancreatic ductal epithelium. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 
2010 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 
2011 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
 
 
研究分野：消化器生理学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学 
キーワード：膵石症、膵導管上皮、カルシウム輸送体、単離小葉間膵管、microperfusion、多発

性嚢胞腎症、PCK ラット、線毛 
 
１．研究開始当初の背景 
膵液中の消化酵素は、腺房細胞で合成されて
開口放出によって分泌され、高濃度の HCO3

-

を含む等張の液体成分は膵管の上皮細胞（導
管細胞）から分泌される。腺房細胞から消化
酵素が分泌される際には、同時に、チモーゲ
ン顆粒に含まれる高濃度（mM レベル）の Ca2+

が膵液中に分泌される。膵液は、高濃度（100
～150 mM）の重炭酸イオン（HCO3

-）を含む
ため、炭酸イオン（CO3

2-）も 0.03～1 mM の
濃度で存在すると推定される。Ca2+と CO3

2-

が共存すると不溶性の CaCO3 が析出し、タン
パク栓に沈着すると膵石の形成が始まると
推定されている。慢性膵炎の経過中に膵石が
出現すると、膵液の流れが滞り、膵液中の
trypsin が膵管内腔で活性化され、膵臓実質の
炎症がさらに悪化する。慢性膵炎の進展を防
ぐためには、膵石の形成を予防することが重
要である。導管細胞からの水分泌量が多けれ
ば Ca2+濃度は薄まるが、導管上皮を介した
Ca2+の吸収が必要になる場合が想定される。
現在までの生理学的検討により、導管細胞に、
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Ca2+チャネル、Ca2+ポンプ、Na+-Ca2+交換体の
存在が推定されているが、その責任分子およ
び局在は明らかにされていない。 
生体の Ca2+の恒常性は、腸管からの吸収、

腎臓からの排泄、骨からの出入りによって厳
密に保たれている。尿細管および小腸上皮で
は、TRP cation channel subfamily V の TRPV5
と TRPV6、plasma membrane Ca2+-ATPase
（PMCA1b）、Na+-Ca2+ exchanger（NCX）が、
Ca2+輸送を担っていることがわかっている。 

本研究は、膵導管上皮に発現する Ca2+輸送
体を同定し、その局在と生理学的特性を解析
することを目的とした。現在まで、Ca2+輸送
体の機能異常と膵石形成との関連に着目し
た研究は、行われていない。 
 
２．研究の目的 
（1）膵導管上皮による膵石形成の抑制メカ
ニズムとして、管腔膜上の Ca2+受容体および
線毛（primary cilia）が膵液中の Ca2+濃度を感
知し、Ca2+濃度が高い場合は、管腔膜および
基底側膜上の Ca2+輸送体を介して Ca2+を吸収
するという仮説を立てた。 
（2）膵導管細胞上皮を介する膵液中からの
Ca2+の吸収機構を明らかにするために、ラッ
ト膵から単離した小葉間膵管およびヒト膵
導管細胞由来の培養細胞（Panc-1）を用いて、
膵導管細胞における Ca2+輸送体の発現、膜局
在（基底膜側か管腔膜側か？）および生理学
的特性を明らかにする。 
（3）線毛（管腔内 Ca2+濃度のセンサー及び
Ca2+チャネル）機能が障害されている多発性
嚢胞腎症ラット（PCK ラット）の膵組織と膵
外分泌機能を膵管系を中心に解析する。また、
単離した小膵管の膵導管細胞機能（Ca2+輸送、
HCO3

-輸送）を解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）正常ラット及び PCK ラットの膵臓から
直径~100 µm の小葉間膵管を単離した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）ヒト膵 cDNA および Panc-1 細胞から抽
出した mRNA を用いて、RT-PCR により、Ca2+

輸送体の発現を検討した 

（3）単離膵管の管腔を microperfusion（下図）
して表層とは別個に灌流し、Fura-2 を用いて
細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）膵をコラゲナーゼで処理し、胆膵管を
含む膵管樹を単離した。 
（5）麻酔下で胆膵管にカニュレーションし、
純粋膵液及び胆汁を採取した。 
（6）単離した膵管を一昼夜培養すると両端
が自然に閉じて、内腔が導管細胞上皮に囲ま
れた閉鎖腔となる（下図）。管腔容積の変化
から fluid secretion を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（1）ヒト膵 cDNA（h.panc.）と Panc-1 細胞
（Panc1）には、Ca2+チャネルである TRPV5、
TRPV6、TRPP2、plasma membrane Ca2+-ATPase
（PMCA1b）、Na+-Ca2+交換体である NCX1、
Ca2+結合タンパクである CBD9ｋの mRNA 発
現が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

  

  

 

 



 

 

（2）単離膵管の管腔灌流液から Ca2+を除き
再投与した時の膵導管細胞[Ca2+]i の変化は、
表層灌流液のCa2+を除いた時の変化に比べて、
大きかった。管腔内に ATP（10 µM）を加え
た時の[Ca2+]i の増加は、細胞内 Ca2+ストアか
らの放出に加えて、管腔膜と基底側膜の両方
を介する Ca2+の流入を伴っていた。（下図）
基底側膜の Ca2+輸送活性よりも管腔膜の Ca2+

輸送活性の方が大きかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
管腔膜を介する Ca2+輸送に対する La3+の効果
を検討した（下図）。La3+の投与により、[Ca2+]i
の変化速度が有意に抑制されたため、Ca2+チ
ャネルを介する輸送と推定される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果は、膵導管細胞では、管腔膜上の
Ca2+チャネルが、膵液からの Ca2+吸収を担っ
ていることを示唆している。下図にモデル図
を示す。基底側膜では、Ca2+ポンプが Ca2+輸
送を担っていると推定している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）PCK ラットの膵では、膵管が拡張し、
膵管周囲の線維化が見られたが、嚢胞は見ら
れなかった。PCK ラットでは正常ラットに比
べて、胆膵管、主膵管、一次分枝の内径が約
2.8、1.8、1.5 倍に拡張していた（下図）。PCK
ラットの膵は、ヒト慢性膵炎の組織像と類似
する点が多く認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）麻酔下の純粋膵液の採取では、PCK ラ
ットでは、carbamylcholine 刺激によるアミラ
ーゼ分泌は正常ラットと差は無かったが、生
理的投与量（0.03 µmol kg-1 h-1）の secretin 刺
激下の膵液分泌量が約 40%減っていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

PCK ラットの膵外分泌腺では、腺房細胞機能
（消化酵素分泌）は保たれていたが、導管細
胞機能（溶液分泌）が障害されていた。 
（5）PCK ラットの単離膵管では secretin（10 
nM）刺激下の溶液分泌が約 40%増えていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（6）管腔内 ATP による[Ca2+]i 反応は、管腔
の灌流方向（十二指腸側／腺房側から）に依
存していた。正常ラットの膵管では、腺房側
から灌流した場合の[Ca2+]i反応が大きかった
が、PCK ラットでは逆であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

膵管内の膵石の形成機序に関しては、従来か
ら多くの研究が行われてきたが、そのほとん
どはタンパクの不溶化＝タンパク栓の形成
に着目したものであった。以前からヒト膵液
のCa2+濃度は血清中よりもかなり低いことが
知られていたが、その意義については研究対
象にされてこなかった。HCO3

-（および CO3
2-）

濃度が高い膵液中では、Ca2+濃度を低く保つ
ことが CaCO3 の析出を防ぐのに重要である
と想定される。本研究は、膵管上皮が膵石の
形成を防いでいる生理的機構を初めて明ら
かにした。我々の研究は、小動物の膵臓から
単離した小膵管を、管腔構造を保ったまま標
本として用いて、極性のある Ca2+輸送を解析
しており、国内外から高い評価を得ている。
従来の膵導管細胞[Ca2+]i の測定は、もっぱら
細胞内情報伝達としての解析であった。本研
究は、Ca2+の経上皮膜輸送を解析している。 

国内外における位置づけとインパクト 

膵導管細胞に存在するCa2+輸送体の発現と輸
送活性は、小腸上皮や腎尿細管と同様に副甲
状腺ホルモン（PTH）、ビタミン D3、[Ca2+]i
による調節を受けている可能性がある。ビタ
ミン D3 の投与などにより、膵導管における
Ca2+吸収が促進されれば膵石の形成を予防で
きる可能性がある。また、慢性膵炎の食事療
法についても、従来の高糖質・低脂肪食だけ
でなく、Ca2+出納を考慮した新たな食事療法
が慢性膵炎の症状悪化を防ぐ可能性がある。 

今後の展望 
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