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研究成果の概要（和文）：Irf2-/-マウスに見られる膵臓の異常は、調節性外分泌の障害が原因で

あった。その結果、酵素顆粒が細胞内に充満し、軽度の膵炎が進行していた。しかし、IRF2 は

酵素顆粒と細胞膜の結合・癒合に関わる SNARE 蛋白質を直接的には制御しておらず、急性膵炎

発症のメカニズムの解明のために、IRF2 の標的分子の同定、分子メカニズムの解明が重要であ

る。 

 
研究成果の概要（英文）：The alteration in the pancreas of IRF2 knock-out mice resulted 
from the defect of regulated exocytosis.  Zymogen granules accumulated throughout the 
cytoplasm and mild acute pancreatitis was proceeding in the acinar cells of Irf2-/- 
pancreas. However, IRF2 did not regulate the SNARE proteins directly, which plays a 
pivotal role in the dock and fusion between zymogen granules and apical plasma membrane. 
So, it is urgently needed to clarify the target gene of IRF2 and molecular mechanisms 
regulating the pancreatic exocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

インターフェロン（IFN）は抗ウイルス作

用の他に、細胞増殖抑制作用や免疫調節作用

など極めて多様な生物活性をもち、Ｉ型

(IFN-α/β)と II 型(IFN-γ)の二つに大別され

る。Ｉ型 IFN はウイルス感染時にほとんど全

ての細胞種から産生されて抗ウイルス状態

を誘導するほか、自然免疫及び獲得免疫に関

与するサイトカインである。II 型 IFN は主に

免疫細胞、特にＴ細胞やＮＫ細胞より産生さ

れ、免疫調節性サイトカインとして働く。こ

れらの IFN系の遺伝子の転写を制御する遺伝



子 と し て IFN 制 御 因 子 (Interferon 

Regulatory Factor (IRF))が発見され、現在

９種の遺伝子からなるファミリーを形成し

ている(IRF-1～9)。遺伝子欠損マウスの解析

から IRF は IFN 系に限らず種々の免疫関連遺

伝子の転写調節、細胞増殖・アポトーシスの

制御、癌化等に密接に関与することが明らか

になってきた。 

IRF-1 及び 2 は同じ DNA 配列を認識して結

合し、主に IRF-1 は転写活性化因子、IRF-2

は転写抑制因子として作用するが、対象遺伝

子によっては逆の作用を示し、単純ではない。

Ｉ型 IFN の機能を解析するために、1993 年

Irf1-/- 、 Irf2-/- マ ウ ス が 作 成 さ れ た

（Matsuyama T et al. Cell, 75, 83-97, 1993）。

Irf2-/-マウスでは白血球、血小板が減少し、

骨髄でのさまざまな血球前駆体細胞の減少

がみられ、造血系細胞の分化・増殖に IRF-2

が関与していることが示された。その他に、

生後数週齢からの脱毛、表皮の肥厚をともな

う皮膚炎症が認められ、IFN 応答性の異常と

CD8+T 細胞に依存した病態であることが明ら

かにされた。また、クリーム色でやや光沢が

あるIrf2+/+、Irf2+/-マウスの膵臓と比較して、

Irf2-/-マウスの膵臓は白色で光沢がなく、一

見して異常な色調を呈していたが、その異常

が何に由来するのかはまだ解明されていな

かった。 

 

２．研究の目的 

そこで、我々はまず手始めとして、Irf2-/-

マウスの膵組織を HE 染色と電子顕微鏡を用

いて観察した。膵臓は内胚葉性上皮由来の臓

器であり、消化酵素を分泌する外分泌細胞、

膵ホルモンを分泌する内分泌細胞、導管系上

皮細胞からなる膵管組織から構成されてい

るが、外分泌細胞がその大部分を占め、腺房

という特徴的な形態をとっている。その腺房

細胞に HE 染色において異常が認められた。

通常、腺房細胞の頂端側には多数の酵素顆粒

が赤色に、基底側には小胞体が紫色に染色さ

れるが、Irf2-/-マウスでは、核を除いた細胞

質全体が赤色に染色された（図１)。電子顕

微鏡で観察すると通常よりも小型の酵素顆

粒が細胞質全体に密に広がっている像が観

察された（図２)。また、通常では、頂端側

の管腔から酵素顆粒が分泌される像が見ら

れるが、その像が全く見られず、Irf2-/-マウ

スでは酵素顆粒の分泌が障害されており、そ

のため細胞質全体に酵素顆粒が蓄積してい 

るものと考えられた。そこで、この分泌障害

の原因が何かを解明することを本研究のテ

ーマとした。細胞内小胞が分泌される時、小

胞が①分泌されるべき細胞膜に正しく輸送

される、②細胞膜に接着・癒合する、③内容

物の分泌、④分泌後小胞としてリサイクルさ

れる、ことが重要である。②は SNARE 蛋白質

およびその関連分子によって調節されてお

り 、 小 胞 上 に 存 在 す る

v-SNARE(vesicle-associated membrane 

protein (VAMP))と目標となる膜上に存在す

る t-SNARE(syntaxin (STX), SNAP)が結合す

ることによって、反応が進行する。今回の

Irf2-/-マウスの外分泌異常は HE 染色、電子顕

微鏡観察の結果から考えると②のステップ

の障害の可能性が高い。実際、SNARE 蛋白の

一つである VAMP8 ノックアウトマウスでも、

Irf2-/-マウスマウスの膵臓と類似した膵外分

泌の異常が報告されている（Wang CC et al. 

Developmental Cell, 7, 359-371, 2004）。 

膵炎は膵外分泌の異常により蛋白分解酵

素が過剰にそして異所性に活性化され、急性

または慢性的に自己消化が起こることによ

り惹起される。原因として、アルコールや胆

石の陥頓、高脂血症等が挙げられ、遺伝性も

認められるが、原因不明な場合も多く、また

内視鏡的な検査（内視鏡的逆行性膵胆管造影



(ERCP)）や治療の偶発症としても生ずる。治

療として蛋白分解酵素阻害薬が使用される

が、その他に有効な薬剤が少ないのが現状で

ある。Irf2-/-マウスに見られる膵外分泌異常

の原因を解明し、膵外分泌の抑制を可逆的に

行うことができれば、急性・慢性膵炎の治療

及び予防の新たな手段となりうる。我々のも

つ膵臓・外分泌・SNARE 蛋白質に関する解析

手段を駆使し、Irf2-/-マウスの膵の異常を解

明し、新たな膵炎治療のターゲットを同定す

ることを本研究の目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) Irf2+/+、Irf2+/-、Irf2-/-マウスの膵組織

の詳細な比較検討（HE染色、電子顕微鏡）。 

(2) SNARE 関連分子の発現量、局在の検討（ウ

エスタンブロット、免疫組織化学）。 

(3)  血清中の膵酵素量の比較（エラスター

ゼ 1、アミラーゼ）。 

(4) 単離膵腺房細胞を用いた CCK-8によるア

ミラーゼ分泌刺激実験。 

(5) Irf2+/-マウスと Irf2-/-マウスの膵におけ

るオートファジー、トリプシン活性の比較。 

(6) 膵外分泌 in vitro モデル細胞を用いた

IRF2 の外分泌に及ぼす影響の検討。 

(7) Irf2-/-Ifnar1-/-マウスを用いた I 型 IFN

シグナルの関与の検討。 

(8) 野生型マウス膵における急性膵炎発症

時の IRF2 の発現の変化（ウエスタンブロッ

ト）。 

(9) cDNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現

の変化の検討。 

(10) real-time PCR を用いた遺伝子発現の比

較による候補遺伝子の絞り込み。 

これらの動物実験はすべて、秋田大学バイ

オサイエンス安全委員会の承認を受け、秋田

大学動物実験規程に基づき施行した。 

 

４．研究成果 

(1)（研究目的の項に記載）消化酵素である

アミラーゼは唾液腺からも分泌されるが、

Irf2-/-マウスの唾液腺には形態学的異常はみ

られなかった。 

(2) 膵腺房細胞における酵素顆粒の分泌は、

神経細胞などと同じく SNARE関連分子によっ

て制御されている。腺房細胞の頂端側には

STX2、Munc18b、側方基底側には STX4、Munc18c、

酵素顆粒上には VAMP2、VAMP8、STX3、Munc18b

が存在する。静止状態においては Munc18 が

STX に結合して SNARE 複合体の形成を阻害し

ている。分泌刺激により Munc18 が解離する

ことによって STX が自由となり、二分子の

SNAP23 及び VAMP と結合することによって、

SNARE 複合体が形成され、酵素顆粒と細胞膜

の結合・癒合が進行すると考えられている。

Irf2-/-マウスでは、頂端側の SNARE 蛋白が減

少し、酵素顆粒上の SNARE 蛋白が増加してい

た。頂端側の SNARE 蛋白の染色性は、量的な

減少と一致して低下していたが、局在に変化

はなく、また腺房細胞の極性にも異常はみら

れなかった。 

(3)Irf2-/-マウスの血清中のアミラーゼ、エラ

スターゼ１は Irf2+/+、Irf2+/-マウスと比較し

て低下していた。 

(4)Irf2+/+、Irf2+/-、Irf2-/-マウス膵より腺房

細胞を単離した後、コレシストキニン(10pM, 

100pM CCK8)で刺激し、分泌されるアミラー

ゼ量を検討した。Irf2-/-マウスの膵腺房細胞

からはアミラーゼ分泌が全くみられなかっ

(5)Irf2-/-膵

た（図 3) 

腺房細胞を電子顕微鏡で観察す

ると細胞内に多数の空胞が見られ、その中に

は電子密度の高い物質や渦巻き状の膜成分

も認められた(図 4A)。ウエスタンブロットで

は微小管結合蛋白質 LC3の膜結合型(LC3-II)

が Irf2-/-膵で増加しており、オートファジー

が腺房内で進行していることが明らかとな

った(図 4B)。また、膵ホモジェネートを用い

たトリプシン活性の比較でも、Irf2-/-膵では



トリプシン活性が亢進していた。HE 染色標本

からでは膵炎所見（浮腫、出血、好中球浸潤、

壊死）は明らかではないが、Irf2-/-膵腺房内

で軽度の膵炎が進行していることをこれら

は示している。 

(6) 膵外分泌モデルとしてラット膵外分泌

 

) IRF2 は IFN 系の遺伝子の転写を負に制御

膵炎を惹起

(9) Irf2+/-、Irf2-/-膵の遺伝子発現レベルの

の中に、急性

細胞株 AR42J 細胞を使用し、Irf2-/-マウスで

認められる分泌異常が in vitro モデルでも

再現されるかどうかを検討した。AR42J 細胞

にレトロウイルスを用いて、IRF2 を過剰発現

させた細胞(GFPirf2)、DNA 結合部位のみを過

剰発現させたドミナントネガティブ細胞

(GFPirf2dn)、コントロール細胞(GFPcont)を

作成した。コレシストキニン（CCK8）,カル

シウムイオノフォア（A23187）, cAMP アゴニ

スト(8Br-cAMP)で刺激して、そのアミラーゼ

分泌を比較検討した(図 5)。GFPirf2dn 細胞

ではアミラーゼ分泌は抑制され、GFPirf2 細

胞では亢進した。AR42J 細胞でも IRF2 の発現

レベルに応じて Irf2-/-マウスにみられる分

泌異常が再現され、IRF2 が調節性外分泌に重

要な役割を果たしていることが示された。 

(7

する遺伝子であり、Irf2-/-マウスでは I 型イ

ンターフェロンシグナルが常に亢進状態と

なっている。この過剰なインターフェロンシ

グナルの関与を調べるために、受容体を欠損

し た ダ ブ ル ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

Irf2-/-Ifnar1-/-マウスを作成し、その膵臓を

検討した。このマウスの膵臓には Irf2-/-マウ

スと同じ異常が見られたことから、過剰な I

型インターフェロンシグナルはその原因で

はないことが明らかとなった。 

(8) 野生型マウスにセルレイン

し、IRF2 の発現の変化を検討した。膵炎発症

時 IRF2 の発現低下が認められ(図 6)、この発

現低下はセルレイン初回注射後１時間でも

認めたことから膵炎発症のごく初期の段階

で IRF2が関与している可能性が示唆された。 

変化をマイクロアレイを用いて検討した。全

膵および単離腺房における比較より、Irf2-/-

膵で発現が高度に変化する遺伝子群（亢進 39

個、低下 7個）を同定した。 

(10) (9)で抽出された遺伝子群

膵炎の発症に関与する因子があるならば、急

性膵炎時にも同様な発現変化を起こすと考

えられる。野生型マウスにセルレイン急性膵

炎を発症させ、その mRNAの変化を検討した。

また、遺伝子操作を行った膵外分泌細胞株

AR42J 細 胞 （ IRF2 過 剰 発 現 、 IRF2 

dominant-negative 発現）での発現変化も検

討した。以上から絞り込みを行い、Irf2-/-マ

ウスに生じている調節性外分泌障害の原因

遺伝子として、2個の候補遺伝子を同定した。

両者ともカルシウム結合蛋白であり、カルシ

ウムシグナルに錯乱を起こさせ、分泌障害を

生じているものと推察された。 

 



本研究を通じて、我々は以下のことを明ら

か

これは、SNARE 蛋白が IRF2 の転写制御を直接
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