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研究成果の概要（和文）：本研究では若年発症および特発性慢性膵炎患者において、新たな膵炎関連遺伝子の新
規変異を多数同定した。アミノ酸変異を伴う変異に加えてナンセンス変異やフレームシフトを伴う変異が複数認
められ、遺伝子機能の喪失が膵炎発症に寄与していると推測された。データベースによる予測でも遺伝子機能の
低下・喪失が起こると判定されるものが含まれていた。変異体の中には野生型に比べ蛋白発現が低下するもの、
遺伝子機能の低下がみられるものが確認され、膵炎発症と本遺伝子の機能低下との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research project identified various novel mutations in the newly 
identified pancreatitis-associated gene in patients with early onset chronic pancreatitis. These 
mutations include missense mutations, nonsense mutations and frameshift mutations, suggesting 
possible contribution of loss-of-function to pancreatitis development. Database analysis also 
indicated loss-of-function due to these mutations. Part of these mutants revealed decreased protein 
expression level or attenuated function of gene product, suggesting relationship between these 
mutations and pancreatitis. 

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では新たな膵炎関連遺伝子において多数の新規変異が同定された。同遺伝子の機能喪失が膵炎発症につな
がるメカニズムは未解明であり、新たな発症機序解明の糸口となる一連の結果は意義深いものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）既知の膵炎関連遺伝子 
 慢性膵炎は発症機序や成因が明らかとなっていない部分が多く、いまだ有効な治療法は確立
されていない難治性の疾患である。膵炎発症の機序として、膵腺房細胞内で起こるトリプシノ
ーゲンの異所性活性化が想定され、生体内におけるトリプシン活性と防御機構のバランスが破
綻した場合に膵炎を発症すると考えられている。1996 年に遺伝性膵炎の疾患原因遺伝子として
カチオニックトリプシノーゲン（PRSS1）遺伝子変異が同定されて以降（Whitcomb, Nat Genet 
1996）、トリプシン活性調整に関連する様々な遺伝子が膵炎関連遺伝子として報告されてきた。
代表的な遺伝子として、トリプシン活性を阻害する膵分泌性トリプシンインヒビター（SPINK1）
遺伝子異常や（Witt, Nat Genet 2000）、トリプシン分解に寄与するキモトリプシン C（CTRC）
遺伝子異常などがある。 
 
（２）全エクソーム解析による新規膵炎関連遺伝子の同定 
 2013 年、カルボキシペプチダーゼ A1（CPA1）遺伝子異常が若年性膵炎と関連することを、研
究代表者を含めた国際共同研究グループが明らかにした（Witt, Nat Genet 2013）。CPA1 遺伝
子変異は生成される変性蛋白質の misfolding が膵腺房細胞に小胞体ストレスを与えて膵炎を
発症する可能性が示されている。このように、トリプシンの活性調整に関連しない新たな膵炎
発症機序が解明されてきている。しかし、本邦での遺伝性・家族性膵炎家系を対象とした調査
では、約 3割の家系において PRSS1 遺伝子や SPINK1 遺伝子など原因遺伝子異常を認めていない
（Masamune A, Tohoku J Exp Med  2014）。 
 近年、新規の疾患原因遺伝子同定の手法として、次世代シークエンサーによる解析が用いら
れつつある。これまで遺伝子変異解析に主に用いられてきたサンガー法と比較し、次世代シー
クエンサーによる解析は、遺伝子配列を大量に低コストで短時間に解析することが可能であり、
様々な分野で次世代シークエンサーを用いた新規疾患関連遺伝子の検索が行われている。研究
代表者は次世代シークエンサーを用いた全エクソーム解析による新規膵炎関連遺伝子の同定を
試み、これまでに若年発症の特発性慢性膵炎患者で健常者の両親とのトリオ解析を行い、新た
な膵炎関連遺伝子に新規多型を同定している（図１）。このように、全エクソーム解析を用いた
これまでにない大量かつ網羅的な解析により、新たな遺伝子プロファイルが明らかになること
が期待される。 
 

２．研究の目的 
 本研究の目的は、①全エクソーム解析を用いた慢性膵炎患者の遺伝子プロファイルの網羅的
解析をすることにより、既知の膵炎発症機序に依存しない新規膵炎関連遺伝子を抽出すること
及び、②抽出された膵炎関連遺伝子について遺伝子機能機能解析プラットフォームを構築する
ことである。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA 検体の採取 
 既知の膵炎関連遺伝子変異を認めない遺伝性膵炎、家族性膵炎、若年発症の特発性慢性膵炎
患者ならびにその家族を対象として末梢血より DNA を抽出した（Promega 社の Wizard Genomic 
DNA Purification Kit を使用）。遺伝性膵炎の診断は、2世代以上にわたり 1親等内に 2人以上
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あるいは 2親等内 3人以上の、明らかな成因をもたない慢性膵炎・反復性膵炎患者とした。家
族性膵炎の診断は、遺伝性膵炎の診断基準は満たさないものの、同一家系内に 2人以上の膵炎
患者を認める場合とした。特発性慢性膵炎の診断は、家族歴を有さずアルコール多飲や外傷、
薬物及び解剖学的異常など明らかな成因をもたない患者とした。 
 
（２）膵炎関連遺伝子解析 
 アジレント社の Sure-Select Human All Exon Kit V5 を用いてシークエンスを行い、イルミ
ナ社 Hiseq 2000（既に東北大学で運用中）を用いて全エクソーム解析した。本解析により膵炎
関連遺伝子のゲノム情報が網羅的に明らかになった。Hiseq にて得られた全ての遺伝子多型は、
非同義多型やスプライシング多型の抽出、遺伝形式、アレル頻度から候補遺伝子の絞り込みを
行った。従来は膵発現蛋白や膵消化酵素関連の遺伝子に重点を置いた解析を行っていたが、既
知の膵炎発症機序に関与しないと思われる遺伝子においても、抽出し検討対象とした。 
 
４．研究成果 
（１）新規膵炎関連遺伝子変異の同定 
 若年発症および特発性慢性膵炎患者において、同膵炎関連遺伝子の新たな変異を多数同定し
た。アミノ酸変異を伴う変異に加えてナンセンス変異やフレームシフトを伴う変異が複数認め
られ、遺伝子機能の喪失が膵炎発症に寄与していると推測された。データベースによる予測で
も遺伝子機能の低下・喪失が起こると判定されるものが含まれていた。 
 
（２）変異遺伝子発現ベクター作成による機能解析 
 本膵炎関連遺伝子の発現ベクターを用いて、膵炎患者にみられた変異遺伝子を
site-directed mutagenesis にて再構築した。HEK293 細胞へのトランスフェクションにより、
野生型遺伝子および変異体遺伝子を強制発現させ蛋白レベルでの発現を比較したところ、ナン
センス変異やフレームシフトを伴う変異体では特異バンドの消失を、アミノ酸変異を伴う変異
体では蛋白発現が低下するものが認められた。遺伝子機能に依存した細胞内蛍光を可視化した
実験では、野生型で認められた蛍光強度の増強に比べ、変異体で蛍光が減弱するものが認めら
れた（図２）。 

 以上の結果から、同遺伝子の変異は遺伝子機能の喪失・減弱につながることが明らかとなっ
た。現時点でも新たな変異が膵炎患者で同定されており、変異体作成による機能解析を継続し
ている。当遺伝子を安定発現する細胞株の作成も進めており、細胞モデルを用いた病態解明の
基盤として応用予定である。 
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