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研究成果の概要（和文）：本研究から以下の成果を得た。
1) 耳下腺や膵外分泌腺におけるアミラーゼ分泌刺激によるカルシウムを主体とする細胞内シグナルは、共通し
てMARCKSタンパク質のリン酸化を引き起こすことが考えられた。2)MARCKSタンパク質の脂質ラフトからの離脱
は、脂質ラフト自体の機能を変えることはなく、何らかの機能分子を調節していることが示唆された。3)耳下腺
では脂肪酸輸送体の一つのCD36が発現し、細胞内に脂肪酸を取り込んで、脂質ラフトの形成等の役割を担ってい
る可能性が考えられた。4)耳下腺において、MARCKSタンパク質の発現と調節を担う脂質ラフトは、腺房部と導管
部で異なる構成成分であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The following results were obtained from this study.
1) Intracellular Ca2+ signaling induced by secretory stimulation in parotid and pancreatic exocrine 
glands commonly induce MARCKS phosphorylation. 2) The release of MARCKS from lipid rafts does not 
alter the function of the lipid rafts themselves but regulates some functional molecules present in 
the same rafts. 3) In the parotid gland, the fatty acid transporter CD36 is expressed and may play a
 role in the cellular uptake of fatty acids and the formation of lipid rafts. 4) In the parotid 
gland, the lipid rafts responsible for the expression and regulation of the MARCKS protein have 
different components in between the acini and the duct.

研究分野： 生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MARCKSタンパク質については、これまで主に気道上皮の培養細胞を用いたムチン分泌研究で成果が挙がってい
る。一方、実験動物などを用いた生体に近いレベルの研究はあまり進んでいない。一方、代表者らは耳下腺およ
び膵臓のMARCKSタンパク質のリン酸化がアミラーゼ分泌に関与することを示した。本研究では、これら二つの外
分泌腺の解析を並行して進め、両臓器のアミラーゼ分泌メカニズムの共通性を検出することができた。外分泌と
いう生命現象を二つの臓器間で俯瞰する多面的な本研究の成果は、外分泌障害を呈する難病（例えばIgG4関連疾
患）の克服の可能性を高めるものになると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 唾液および膵液分泌障害は著しい QOL の低下を招く。例えば、指定難病の IgG4 関連疾患は膵
臓や唾液腺などに顕著な炎症や腫脹を認める。このような臓器を跨いだ多発性の疾患に対する
新規治療法の開発には、各臓器間における開口分泌などの細胞機能制御機構に関して共通する
分子基盤の知見が不可欠である。  
 これまでに代表者らは、ラットの耳下腺および膵臓を用いてアミラーゼ開口分泌における細
胞内シグナル伝達の研究を行ってきた。実際に耳下腺腺房細胞において、cAMP 系細胞内シグナ
ルの下流で myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) タンパク質のリン酸化
がアミラーゼ分泌に関与することを明らかにした（Satoh et al., Am J Physiol Gastrointest 
Liver Physiol, 2009）。一方、膵外分泌腺腺房細胞においては、MARCKS リン酸化がアミラーゼ
分泌に関与することを Ca2+系細胞内シグナル（Satoh et al., Am J Physiol Gastrointest Liver 
Physiol, 2016）と cAMP 系細胞内シグナル（Satoh et al., J Physiol Sci, 2019）の両方で明
らかにした。 
 以上より、耳下腺と膵外分泌腺において cAMP 系と Ca2+系に細胞内シグナルが異なるにも関わ
らず共通して MARCKS のリン酸化が起こることから、『唾液分泌と膵液分泌との間に MARCKS リン
酸化を共通とした開口分泌制御機構がある』ことを予想した。 
  
２．研究の目的 
 MARCKS はプロテインキナーゼ C（PKC）の基質であり、非リン酸化の状態では細胞膜に局在し、
リン酸化すると細胞膜から離れる性質を持つ。こうした細胞膜周辺で起こる現象に脂質ラフト
による調節が示唆されている。そこで代表者らは、『脂質ラフトを介する MARCKS の役割が耳下腺
と膵外分泌腺のアミラーゼ開口分泌に共通する』という仮説を立てた。本研究は、この仮説を解
き明かすための基盤となる知見を見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 耳下腺および膵外分泌腺の腺房細胞の分離 
 実験動物（ラットおよびマウス）より耳下腺および膵臓を摘出し、トリプシンおよびコラゲナ
ーゼによる酵素処理により腺房細胞を分離・調整した。分離した耳下腺腺房細胞にβアゴニスト
のイソプロテレノール（IPR）、ムスカリンアゴニストのカルバコール（CCh）および PKC 活性化
剤の Phorbol12-myristate13-acetate（PMA）を、膵外分泌腺腺房細胞に消化管ホルモンのコレ
シストキニン（CCK）およびインクレチンホルモンのグルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）をそれぞ
れ作用させた。なお、分離した腺房細胞のバイアビリティは、アミラーゼ分泌能が維持されてい
るか否かを Bernfeld のアミラーゼ測定法（Bernfeld. Methods Enzymol, 1955）で随時チェック
した。 
 
(2) MARCKS、リン酸化 MARCKS の発現と局在 
 MARCKS およびリン酸化 MARCKS は、IPR、CCh、PMA、CCK および GLP-1 を作用させた外分泌腺の
腺房細胞のライセート画分を用いて、ウェスタンブロッティング法で検討した。また、これらタ
ンパク細胞内局在を各外分泌腺の免疫染色にて検討した。 
 
(3) 脂肪酸輸送体の発現と局在 
 脂肪酸輸送体の発現は、耳下腺のライセート画分を用いて、抗 CD36 抗体、抗 SLC27A2 抗体お
よび抗 L-FABP 抗体を用いて、ウェスタンブロッティング法で検討した。また、CD36 タンパク質
の組織内局在を耳下腺の免疫染色にて検討した。 
 
(4) MARCKS と相互作用する可能性のある分泌関連タンパク質の検索 
 界面活性剤不溶画分のショ糖密度勾配法により分離したフラクションを摘出した外分泌腺の
腺房細胞から得て、脂質ラフトのマーカーである GM1a と MARCKS が同じ画分に回収されるか、リ
ン酸化の影響があるか、ウェスタンブロッティング法にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 耳下腺の Ca2+系細胞内シグナルにおける MARCKS リン酸化  
 耳下腺腺房細胞において、Ca2+系細胞内シグナルにより主に水やイオン分泌を誘発する CCh 刺
激下で MARCKS のリン酸化を検討した。その結果、cAMP 系細胞内シグナル（Satoh et al., Am J 
Physiol Gastrointest Liver Physiol, 2009）と似た傾向のリン酸化を認めた。また、PMA 刺激
でも同様の結果を得た。さらに、これらのリン酸化は novel PKC 阻害剤の存在下で抑えられた。 
以上より、耳下腺や膵外分泌腺における分泌刺激による Ca2+系細胞内シグナルは、共通して
MARCKS リン酸化を引き起こすことが考えられた。さらに、開口分泌に関与する機能タンパク質
（例えば SNARE（Soluble NSF Attachment protein [SNAP] Receptors; 可溶性 NSF 結合タンパ



ク質受容体））の局在する脂質ラフトが、MARCKS リン酸化により制御を受けている可能性が考え
られた。 
  
(2) 耳下腺および膵外分泌腺腺房細胞の脂質ラフトと MARCKS の挙動 
 MARCKS が局在する脂質ラフトは分泌刺激によりどのような挙動を示すのか、検討した。ラッ
ト耳下腺腺房細胞にアミラーゼ分泌刺激である IPR を作用させたところ、MARCKS の一部が脂質
ラフトから離脱する様子を検出した。一方、脂質ラフトマーカーである GM1a 自体に大きな変動
は観察されなかった。膵外分泌腺腺房細胞にアミラーゼ分泌刺激である CCK を作用させたとこ
ろ、耳下腺と同様に MARCKS の一部が脂質ラフトから離脱する様子を検出した。一方、脂質ラフ
トマーカーである GM1a 自体はやはり大きな変動は観察されなかった。耳下腺における cAMP 系、
膵外分泌腺における Ca2+系、両細胞内シグナルにおいて同傾向の結果が得られた。さらに膵外分
泌腺において cAMP 系の細胞内シグナルからアミラーゼを分泌する GLP-1 刺激を行ったところ、
同様の結果を得た。 以上より、MARCKS の脂質ラフトからの離脱は脂質ラフト自体の機能を変え
ることなく、同じ脂質ラフトに存在する何らかの機能分子を調節していることが示唆された。 
 
(3) 脂質ラフト構成成分である脂肪酸供給機構（脂肪酸輸送体）の検索 
 脂質ラフトの構成成分の一つに脂肪酸がある。脂肪酸は血中から脂肪酸輸送体を介して細胞
に取り込まれる。そこで、脂質ラフトの構成成分から耳下腺と膵外分泌腺の共通性を見出すべく、
まず耳下腺の脂肪酸輸送体の発現を検討した。その結果、マウス耳下腺ライセートにおいて
75kDa 相当と 52kDa 相当に抗 CD36 抗体に反応を示すバンドを検出した（図 1）。ヒト CD36 は糖
鎖修飾により 88kDa に分子量が変化している報告がある（Collot-Teixeira et al., Cardiovasc 
Res, 2007）。一方、UniProtのデータベース（https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08857/entry）
から、マウス CD36 は糖鎖修飾により分子量が約 52kDa から約 72kDa に変化することが想定され
た。そこで、ヒト CD36 のリコンビナントタンパク質を用いて脱グリコシル化実験を行ったとこ
ろ、脱グリコシル化によりヒト CD36 は約 80kDa 相当から約 52kDa 相当へ分子量が変化すること
を確認した（図 1）。これらのことから、マウス耳下腺ライセートで検出した 75kDa 相当のバン
ドが生理機能を有しているグリコシル化した CD36 と考えられた。一方、L-FABP および SLC27A2
の発現は検出しなかった。このことから、耳下腺では脂肪酸輸送体 CD36 が発現し、細胞内に脂
肪酸を取り込み、脂質ラフトの形成等の役割を担っている可能性が考えられた。 

(4) 耳下腺における脂肪酸輸送体 CD36 と MARCKS の発現 
 耳下腺における CD36 の組織内局在を免疫組織染色で検討した。その結果、抗 CD36 抗体に対す
る免疫反応は腺房部ではなく導管部に検出した。さらに細胞内局在を免疫蛍光染色で検討する
と、導管細胞の細胞膜から細胞質にかけて免疫反応を検出した（図 2）。一方、MARCKS タンパク
質は酵素処理により分離した腺房細胞にも導管細胞にも発現することを確認している。このこ
とから、耳下腺において MARCKS タンパク質の発現と調節を担う脂質ラフトは、腺房部と導管部
で異なる構成成分であることが示唆された。 
 
５．今後の展開 
 耳下腺において脂肪酸輸送体の CD36 は導管に多く腺房に少ない結果を得た。アミラーゼ分泌
は耳下腺でも膵外分泌腺でも腺房部で生じる。したがって、少なくとも耳下腺の CD36 により取
り込まれた脂肪酸、そしてその脂肪酸によって構成される脂質ラフトはアミラーゼ開口分泌に
関与する可能性が低い。一方、膵外分泌腺においては CD36 がアミラーゼ分泌に関与する可能性



を残している。今後、外分泌機能と脂質ラフト、および脂肪酸輸送体へ視野を広げ、耳下腺と膵
外分泌腺の分泌機構の共通性に関する研究をさらに展開する。 
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