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研究成果の概要（和文）：膵液分泌に重要な役割を果たす重炭酸イオン輸送を担うイオンチャネルの生理機能と分子基
盤を明らかにするため、膵臓導管細胞に存在するイオンチャネルの電気生理学的同定を試みた。アデノシンは膵臓導管
細胞の上皮膜イオン輸送およびClイオン電流を濃度依存性に増加させた。アデノシンA2B受容体は導管細胞の管腔側膜
に局在していた。以上の結果は、アデノシンは管腔側膜に存在するアデノシンA2B受容体を介してcAMP活性型Clチャネ
ルを活性化し、膵臓導管細胞の重炭酸イオン輸送を制御することを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Adenosine modulates a wide variety of biological processes via adenosine 
receptors. In the exocrine pancreas, adenosine regulates transepithelial anion secretion in duct cells 
and is considered to play a role in acini-to-duct signaling. To identify the functional adenosine 
receptors and Cl channels important for anion secretion, we herein performed experiments on pancreatic 
duct cells using electrophysiological techniques. The addition of adenosine increased the transepitheial 
ion transport and whole-cell Cl currents in duct cells. Immunohistochemical analysis showed that the A2B 
receptors localized in the luminal membranes of the pancreatic ducts. These results indicate that luminal 
adenosine regulates anion secretion by activating cAMP-activated Cl channels via adenosine A2B receptors 
on the luminal membranes of the pancreatic duct cells.

研究分野：生理学

キーワード： イオンチャネル　膵臓
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１．研究開始当初の背景 
 膵臓は、重炭酸イオンに富む膵液を分泌し、
十二指腸に流入する胃酸を中和する。重炭酸
イオン分泌に最も寄与している膵臓導管細
胞 に は 、 セ ク レ チ ン や VIP に よ る
cAMP/cAMP 依存性タンパクキナーゼ介在
性、およびアセチルコリンや細胞外 ATP に
よる Ca/カルモジュリン介在性の刺激性分泌
機構が備わっている。分泌上皮細胞では、イ
オン輸送蛋白が血管側膜と管腔側膜に極性
をもって分布することで、一方向性のイオン
輸送が可能となっている。管腔側膜の陰イオ
ンチャネルは陰イオン交換輸送体と共役し、
膵液分泌の律速段階となっている。血管側膜
の K チャネルは管腔側膜からの陰イオン輸
送の駆動力維持に必須である。 
 膵臓や唾液腺などの分泌上皮細胞には Ca
依存性 Kチャネルが機能発現し、刺激性分泌
に役割を果たす[1]。申請者は、膵臓導管細胞
および唾液腺細胞に機能発現する K チャネ
ルの分子基盤を解明していた[2–4]。その一方
で、重炭酸イオン輸送を担う膜蛋白として、
cAMP 活性型 Cl チャネル[5]、Ca 活性型 Cl
チャネル [6]、陰イオン交換輸送体 [7]、
bestrophin-2[8]などが提唱されているが、重
炭酸イオン輸送体の分子機構は解明されて
いなかった。 
 膵液中の重炭酸イオン濃度は 80−150 mM
にまで達する[9]。細胞内液中の濃度は約 20 
mMであることから、重炭酸イオン選択性の
高い輸送体の存在が予想されている。 
 膵液分泌は消化管ホルモン、神経伝達物質
および腺房細胞から放出される ATP により
制御されている。膵管管腔に放出された ATP
はエクトヌクレオチダーゼ（CD39 および
CD73）によりアデノシンにまで加水分解さ
れる[10]。そして、アデノシン受容体介在性
の細胞内情報伝達系が導管細胞における膵
液分泌を制御している可能性が示唆されて
いる[11]。 
 
２．研究の目的 
 膵液分泌に重要な役割を果たす重炭酸イ
オン輸送を担うイオンチャネルの生理機能
と分子基盤を明らかにするため、膵臓導管細
胞に存在するイオンチャネルの電気生理学
的同定を試みた。さらに、イオンチャネル活
性を担うアデノシン受容体の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト膵臓導管細胞（Capan-1 細胞）は
20%ウシ胎仔血清およびグルタマックスを含
む Iscove 改変 Dulbecco 培地中で培養した。
Snapwell（Costar 3801, Corning）を用いて、
Capan-1 単層標本を作製した。Ussing チェ
ン バ ー (P2300; Easymount Chamber 
System, Physiologic Instruments)を用いて、
Capan-1 単層標本の経上皮膜電位測定を行
った。管腔側および基底外側には以下の組成
（mM）からなる細胞外液を満たした。細胞

外液は NaCl (115), KCl (5), CaCl2 (1), 
MgCl2 (1), NaHCO3 (25), HEPES (10), 
D-glucose (10)を含み、5% CO2/95% O2混合
ガスを通気して pHを 7.4に調整した。細胞
外液は 37°Cに保った。経上皮膜電位差（Vte）
は 3 M KCl 含有アガロースを接続した
Ag/AgCl 電極と増幅器（CEZ-9100，日本光
電）を用いて測定した。電流パルス（18 
µA/cm2）を 5秒毎に与え、電位の変化分から
経上皮膜抵抗（Rte）および短絡電流（Isc）
を算出した。 
(2) グラミシジン‐パッチクランプ法を用
いて、Capan-1細胞における全細胞電流を測
定した。グラミシジンは 0.1 mg/mlになるよ
うに電極内液に溶解した。電極内液は KCl 
(150)および HEPES (10)を含み、pH を 7.4
に調整した。細胞外液は NaCl (150), CaCl2 
(1), HEPES (10)を含み、pHを 7.4に調整し
た。全細胞電流は増幅器（EPC 800, HEKA）
を用いて測定した。 
(3) モルモットの膵臓から導管を単離した。
動物実験は関西医科大学動物実験委員会の
承認を得た方法で実施した。導管は外径 30‒
60 µmの部位を使用した。顕微鏡下で導管を
切り開き、管腔側膜を露出した。グラミシジ
ン‐パッチクランプ法を用いて、導管細胞に
おける全細胞電流を測定した。 
(4) Maxwell 16 System（Promega）を用い
て Capan-1細胞から RNAを抽出した。逆転
写酵素（SuperScript III RT; Invitrogen）を
用いて cDNAを合成した。A2B受容体特異的
オリゴヌクレオチドプライマー（ 5'- 
CTGCAGACGCCCACCAACTAC-3', 5'- 
GAGCTGGCTGGAAAAGAGTGAC-3' ） と
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
（Finnzymes）を用いて PCR 反応をした。
増幅された PCR フラグメントはサブクロー
ニングし、塩基配列を確認した（ABI 3100 
Genetic Analyzer; Applied Biosystems）。 
(5) 免疫組織化学法を用いて、Capan-1単層
上皮およびラット膵臓導管細胞におけるイ
オンチャネルおよび受容体の分布を観察し
た。標本は 4% パラホルムアルデヒドを用い
て固定し、0.2% Triton X-100を用いて膜の
浸透性を高める処理をした。自家蛍光は 0.1 
M Tris-glycineを用いて減弱させた。パラフ
ィン包埋切片の抗原は HistoVT-ONE（ナカ
ライテスク）を用いて賦活化した。二次抗体
を作製した動物種の血清（2%）を用いてブロ
ッキング処理をした。一次抗体（100倍～800
倍希釈）は 4°Cで一晩反応させた。Alexa488
および Alexa568 標識二次抗体（Molecular 
Probes）を用いて蛍光標識した。核は
4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI，同仁
化学研究所）を用いて染色した。抗 A2B受容
体抗体はAlomone社から抗ezrin抗体はLab 
Vision社から購入した。標本は共焦点顕微鏡
（LSM510 META, Carl Zeiss）を用いて、観
察した。 
 



４．研究成果 
(1) アデノシン受容体が膵液分泌を制御す
る可能性を検証するために、Capan-1単層標
本の経上皮膜電位を測定した。静止状態にお
ける経上皮膜電位（Vte）は−1.14 ± 0.05 mV
（60 例）であった。これは陰イオンの分泌、
あるいは陽イオンの吸収を意味する。経上皮
膜抵抗は 400 ± 14 Ω cm2、短絡電流（Isc）
は 2.42 ± 0.08 µA/cm2であった。管腔側にア
デノシンを投与すると、経上皮膜電位は濃度
依存性に増加し、その EC50値は 11.6 ± 6.5 
µMであった（図 1；4例）。 
 

 
図 1 Capan-1単層標本の経上皮膜電位にお
けるアデノシンの影響 
 
 アデノシンによる経上皮膜電位および短
絡電流の増加は、管腔側に cAMP 活性型 Cl
チャネルの遮断薬（20 µM CFTRinh-172）
を投与すると抑制された。（図 2；5例）。 
 

 
図 2 アデノシンによる短絡電流における
CFTRinh-172の抑制効果 
 
 管腔側の選択的アデノシンA2B受容体作動
薬の BAY60-6583（10 µM）は経上皮膜電流
を増加させた（6例）。またアデノシン作動性
電流は、選択的アデノシン A2B受容体拮抗薬
のPSB603（1 µM）により抑制された（9例）。 
 
(2) グラミシジン‐パッチクランプ法を用
いて、Capan-1細胞におけるアデノシンの影
響を検討した。細胞外のアデノシンは
Capan-1 細胞の陰イオン電流を濃度依存性
に増加させ、その EC50値は 9.2 ± 5.3 µMだ
った（図 3a,b；5例）。また、アデノシン A2B

受容体作動薬の BAY60-6583（10 µM）は陰
イオン電流を増加させた。その電流は cAMP

活性型 Clチャネル抑制薬（CFTRinh-172）
により抑制された図 3c,d；13 例）。BAY 
60-6583による活性化は68%の細胞で観察さ
れた。電流の逆転電位から細胞内の Cl イオ
ン濃度を算出すると、51 mMだった（9例）。 
 

 
図 3 Capan-1全細胞電流におけるアデノシ
ンの影響 
 
(3) モルモットの新鮮分離膵臓導管細胞に
おけるアデノシンの影響を検討した。細胞外
のアデノシンは陰イオン電流を濃度依存性
に増加させ、その EC50値は 21.2 ± 11.7 µM
だった（図 4；5例）。 
 

 
図 4 モルモット膵臓導管全細胞電流におけ
るアデノシンの影響 
 
(4) Capan-1から抽出したmRNAに A2B受
容体の発現を認めた（図 5）。増幅された 676 
bpの PCRフラグメントはヒト A2B受容体の
塩基配列（NM_000676）と完全に一致した。 
 

 
図 5 Capan-1における A2B受容体の発現 



 
(5) アデノシン A2B 受容体は細胞膜裏打ち
タンパク質の ezrinとラット膵臓導管細胞お
よび Capan-1 細胞の管腔側膜において共局
在することを免疫組織学的に認めた（図 6）。 
 

 
図 6 ラット膵臓導管における A2B受容体の
分布 
 
 以上の結果は、アデノシンは管腔側膜に存
在するアデノシンA2B受容体を介して cAMP
活性型 Cl チャネルを活性化し、膵臓導管細
胞の重炭酸イオン輸送を制御することを示
唆する[12]。また、アデノシンは炎症性疾患、
糖尿病、アテローム性動脈硬化症、神経変性
疾患などに広く関与することから、アデノシ
ンが膵炎や膵癌などの膵臓病の進行に中心
的な役割を果たす可能性がある。 
 今後は、新鮮分離膵臓導管細胞の管腔側膜
に機能発現する陰イオンチャネルおよび K
イオンチャネルの電気生理学的同定および
分子基盤が解明され、膵液分泌機構の理解が
深まることが期待される[13, 14]。 
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