
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

膵線維化における線維産生細胞の起源探求

The Origin of Collagen-producing Myofibroblasts in Pancreatic Fibrosis

８０３７８６２９研究者番号：

田浦　康二朗（Taura, Kojiro）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２５６７０５７５

平成 年 月 日現在２７   ６   ５

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：膵線維化における線維産生細胞の起源を探求することを目的とした。コラーゲン産生細胞が
GFPを発現するマウスに膵線維化を誘導すると、線維隔壁に沿ってGFP陽性細胞が出現するが、膵星細胞のマーカーであ
るGFAPが共陽性となる細胞は一部であった。膵より分離した細胞のFACS解析でも、線維化の誘導に伴い増加したGFP陽
性細胞中のGFAP陽性細胞の割合は約20%であった。また、肝星細胞と比し、膵星細胞のLrat発現は低く、そのためretin
yl palmitate含有量も極僅かであることが判った。
膵星細胞以外のコラーゲン産生細胞の存在が示唆され、膵星細胞の、肝星細胞とは異なる特徴が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We aimed to pursue the origin of collagen-producing cells in pancreatic fibrosis 
by using transgenic mice expressing GFP under collagen α1(I) promoter. Pancreatic fibrosis was induced 
by cerulein. GFP-positive cells were seen along fibrotic septa but only a small minority of the cells 
were positive for glial fibrillary acidic protein (GFAP), a specific marker of PSCs.
The flowcytometry of isolated pancreatic cells from cerulein-treated mice showed GFAP-positive cells 
accounted for only 20% of GFP-positive cells. PSCs had lipid droplets, however, unlike HSCs, they lacked 
vitamin A autofluorescence. Liquid chromatography mass spectrometry analysis of the cell extract revealed 
PSCs contained only trace amounts of retinyl palmitate. The mRNA expression of Lrat, an enzyme necessary 
to esterify retinol, was much lower than that of HSCs. In conclusion, our study suggested the presence of 
collagen-producing cells other than PSCs and showed different characteristics between PSCs and HSCs.

研究分野： 肝胆膵外科　移植外科
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１．研究開始当初の背景 
慢性膵炎は、炎症細胞の浸潤、膵実質細胞

の脱落及び線維化が生じることにより膵内
外分泌機能が破綻し糖尿病や消化吸収障害
を引き起こす疾患である。持続する炎症、線
維化は膵臓癌発症とも関わっており、本邦で
の有病者数は年々増加傾向にある。 
慢性膵炎の成因は様々であるが、その進展

の病態生理は実質の脱落、間質の線維化とい
う点で共通している。膵線維化において線維
を産生する細胞が何であるかは未だ議論が
ある。 
肝星細胞（HSC）の膵カウンターパートで

ある膵星細胞（PSC）が、膵線維化における
筋線維芽細胞の起源とされることが多い。し
かし近年、膵線維化より知見が先行する肝線
維化領域においてHSC以外の筋線維芽細胞の
起源となる細胞の報告が相次いでおり、膵臓
においても同様にPSC以外のコラーゲン産生
細胞が存在する可能性がある。 
２．研究の目的 
膵臓における線維産生細胞の起源を探求

し、膵線維化に対する治療戦略を構築するこ
とを目的とした。 
３．研究の方法 
 Collagen typeⅠalpha1 プロモーター下に
GFP を発現するトランスジェニックマウス
（Coll GFP マウス）を用い実験を行った。 
コレシストキニンアナログであるセルレ

インの腹腔内注射により膵線維化を誘導し
た。 
Coll GFP マウスの膵臓にコラゲナーゼ、プ

ロテアーゼ処理を行い、密度勾配遠心法によ
り PSC を含む非実質細胞（NPC）の分離を行
った。 
４．研究成果 
（1）Coll GFPマウスに膵線維化を誘導した。 
Sirius Red染色にて著明な線維化が観察さ

れ、蛍光顕微鏡にて、この線維隔壁に沿った
多数の GFP 陽性細胞が認められた。これらの
GFP 陽性細胞は alpha-smooth muscle actin
（αSMA）及び Desmin にも陽性となることか
ら、筋線維芽細胞であると考えられた（図 1a）。 
一 方 PSC の マ ー カ ー で あ る Glial 

fibrillary acidic protein（GFAP）陽性細
胞は、線維化の誘導に伴い著明に増加するこ
とが判ったが、GFP 陽性細胞の一部のみでし
か GFAP は陽性とはならなかった（図 1b）。 
（2）PSC を分離した。 
分離した PSC は Oil Red O 陽性となる脂肪

滴を細胞質内に持ち、数日間の培養でその脂
肪滴を失い、形態を筋線維芽細胞様に変える。
さらに GFP 及びαSMA が陽性となる。しかし
これらの分離したPSCにおいては一部のみで
しか GFAP は陽性とはならなかった（図 2a）。 
こ の 分 離 し た PSC を Fluorescence 

activated cell sorting（FACS）で解析する
と、線維化の誘導に伴い GFP 陽性細胞は増加
するが、その GFP 陽性細胞中に占める GFAP
陽性細胞の割合は約 20%であった（図 2b）。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（3）ビタミン A の自家蛍光を観察できなか
った。 
星細胞は細胞質中にビタミンAの脂肪滴を

持つとされる。蛍光顕微鏡で観察を行うと、
分離したNPC及び組織切片にて肝臓でははっ
きりとビタミンAの自家蛍光を観察できるの
に対し、膵臓では自家蛍光を観察することが
できなかった（図 3a）。 
そこで UVレーザーを用いた FACS にてビタ

ミンAの自家蛍光を持つ細胞の分離を試みた
が、HSC においては GFP 陽性陰性に関わらず
ほぼすべての細胞が自家蛍光陽性となるの
に対し、PSC においては自家蛍光はすべて陰
性であるとの結果を得た（図 3b）。 
（4）retinyl palmitate の定量を行った。 
質 量 分 析 に よ り 、 分 離 し た 直 後 の

quiescent PSC/HSC（qPSC/qHSC）、5日間プラ
ス テ ィ ッ ク デ ィ ッ シ ュ 上 で 培 養 し た
activated PSC/HSC（aPSC/aHSC）における、



細胞質内でのビタミンA貯蔵の主たる形態で
あるretinyl palmitate の定量を行うと、PSC
における含有量はHSCに比べ非常に少ないこ
とが判った（図 4a）。 
また retinolのエステル化に必須の酵素で

あ る Lecithin retinol acyltransferase
（Lrat）の mRNA 発現が PSC において非常に
低いことも明らかとなった（図 4b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（5）PSC と HSC の構造を比較した。 

FACS での解析では、HSC は内部構造の複雑
さを表す側方散乱光（SSC）が高いのに対し、
PSC では SSC が低い（図 5a）。 
透過型電子顕微鏡を用い観察すると、PSC

における脂肪滴は、HSC のそれに比し、非常
に小さく、少ないということが判った。金コ
ロイド法により、GFP 陽性かつ脂肪滴を持つ
細胞を同定したが、同様に脂肪滴は少なく小
さいものであった（図 5b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（6）まとめ 
 これまでにPSCと膵線維化の関係について
論じた報告はあるが、PSC 以外の線維産生細
胞について言及した報告はほとんどない。
我々は、線維化研究において非常に有用な
Coll GFP マウス（線維産生細胞が GFP でラベ
ルされる）を用い実験を行った。 
我々の研究において、線維化を誘導した膵

臓では GFAP 陽性細胞、即ち PSC は著明に増
加する。さらにGFAP陰性の線維産生細胞（GFP
陽性細胞）が多数出現することより、PSC 以
外のコラーゲン産生細胞の存在が示唆され
た。さらに、in vitro の実験でも線維化の誘
導により増加した GFP 陽性細胞中の GFAP 陽
性細胞の占める割合は約 20%であり、PSC 以
外の線維産生細胞の存在が確かめられた。 
 我々の実験では蛍光顕微鏡、FACS 共に PSC
においてビタミンAの自家蛍光を観察できず、
PSC 中の retinyl palmitate 含有量も HSC に
比べ非常に少ないことが明らかとなった。
PSC は細胞質内に脂肪滴を形成することはで
きるが、Lrat の発現が低いため retinol をエ
ステル化できず、そのため脂肪滴内のビタミ



ン A 貯蔵量は極少量であると考えられた。
Lrat ノックアウトマウスを用いた報告では、
肝組織中の retinyl palmitate 含有量はノッ
クアウト動物において著明に減少するのに
対し、膵組織中の retinyl palmitate の含有
量は野生型、ノックアウト動物共にほとんど
認められない。これらの結果から、膵臓には
Lrat がほとんど発現しておらず、そのためビ
タミンAはほとんど貯蔵することができない
と考えられる。 
これまで膵線維化の研究では、肝線維化及

び HSC の研究を追随する形で、PSC を中心に
研究が進められてきた。本研究では、PSC 以
外のコラーゲン産生細胞の存在を示したの
みならず、HSC の膵カウンターパートとされ
る PSC の、HSC とは大きく異なる特徴、即ち
ビタミンAをほとんど持たないということを
明らかにした点で、非常に意義深い結果が得
られたものと考える。 
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