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研究成果の概要（和文）：慢性膵炎は膵内の持続性炎症により、膵外・内分泌機能が低下していく原因不明の疾患であ
る。我々は遺伝性膵炎の原因遺伝子としてSPINK1を特定し、そのマウスホモログSpink3遺伝子のノックアウトマウスを
樹立した。今回、2系統のSPINK1ノックインマウスを樹立し、慢性膵炎モデルマウスを樹立した。膵腺房細胞の脱落、
広範な線維化、炎症細胞の浸潤を認め、ヒト慢性膵炎と一致していた。膵臓では、オートファジーに由来する巨大な異
常空胞とLC3-IIの亢進を確認し、残存した腺房細胞にp62蛋白の異常蓄積が確認された。また、このマウスにビタミンA
を表出したリポソームを投与し、活性型膵星細胞への効果も検討した。

研究成果の概要（英文）：Mutations in SPINK1 are associated with chronic pancreatitis (CP). Genetic 
deletion of Spink3, mouse homolog of SPINK1, causes postnatal lethality precluding mechanistic 
investigations into the effects of SPINK deficiency. Here we have developed SPINK1 knockin in mice by 
cre-loxP technology (termed “SPINK1-X-in” and “SPINK1- in”). This partial restoration of SPINK 
function rescues mice from lethality, but, in contrast to control mice, SPINK1-X-in and SPINK1- in mice 
within 4 weeks developed pancreas damage the earliest manifestations of which were impaired autophagy and 
increased trypsin activity, and these mice progressively develop spontaneous chronic pancreatitis. 
SPINK1-in mice represent a novel, clinically relevant, genetic model of human CP, revealing the 
mechanisms whereby SPINK insufficiency causes CP. The results identify new targets of SPINK regulating 
autophagic and lysosomal pathways in pancreas.

研究分野： 膵臓病学、発生工学

キーワード： 慢性膵炎　膵星細胞　SPINK1/Spink3　オートファジー　ネクロプトーシス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）膵星細胞を標的とした慢性膵炎の治療

法の開発 

Pancreatic stellate cell: PSC は慢性膵炎や

膵癌における線維化の中心的役割を果たす

細胞である。PSC は障害組織を修復する反応

の一つとして、コラーゲンをはじめとする細

胞外マトリックス（extra cellular matrix: ECM）

を産生、分泌する。しかし過剰な ECM の沈

着はかえって膵の血流や膵液の流れを妨げ、

膵機能を悪化させる。したがって、慢性膵炎

（膵線維症）の治療は、膵機能の維持および

発癌阻止の観点から、PSC が一つの治療標的

となることは明かである。 

（２）慢性膵炎モデル動物の開発 

これまでの研究から PSC の増殖、機能を

抑制する、または PSC の消滅を目的とした

研究が、in vitro の系を用いて行われてきた。

新規の治療開発には、その効果判定として、

in vivo つまり動物モデルが不可欠である。 

２．研究の目的 

（１）治療効果判定のための遺伝子改変慢性

膵炎モデルマウスの確立 

（２）PSC に特異的なドラッグデリバリーシ

ステムの開発、を行う。 

３．研究の方法 

申請者らは過去に遺伝性膵炎の原因遺伝

子 SPINK1 (serine protease inhibitor Kazal 

type 1)のマウスホモログ Spink3 のノックア

ウトマウス（Spink3-/-）を樹立している

（Gastroenterology 2005）。 

Spink3-/-マウスは出生直後に膵腺房細胞

に特異的に異常なオートファジーを伴う細

胞死が一斉に誘導され、膵外分泌機能不全の

結果、生後 2 週間以内に死亡する。そこで、

ヒト SPINK1 遺伝子を 2 つの異なる方法でマ

ウス染色体内に置換して、2 種類の遺伝子改

変慢性膵炎モデルマウスの作出を行った。 

（ １ ） 慢 性 膵 炎 マ ウ ス ① ； CAG 

promoter-SPINK遺伝子 pA（トランスジーン）

を X 染色体に置換する方法（SPINK1-X-in 

mice）。X 染色体の不活性化とは哺乳類の性

染色体である X 染色体が、1 本を除いて、残

りのX染色体で遺伝子発現が抑制される構造

に変化することをいう。この原理を応用して、

トランスジーンを Cre-loxP システムを用い

て、あらかじめ X 染色体に lox-P 配列が挿入

されている ES 細胞に置換する。結果、雄で

は SPINK1遺伝子がすべての細胞で発現する

のに対し、メスではランダムに SPINK1 が発

現する細胞と発現しない細胞に存在するこ

とになる。 

（２）慢性膵炎マウス②；（プロモーター

の無い）SPINK1 遺伝子を Cre-loxP システム

を用いて、Spink3 遺伝子のプロモーター直下

に置換した。マウス Spink3 プロモーターに

よって、ヒト SPINK1 遺伝子の発現が制御さ

れるマウスが得られた（SPINK1-in mice）。 

（３）活性型膵星細胞に特異的に薬剤を取

り込ませる方法；ビタミン A を表出したリポ

ソームが活性化した肝星細胞に特異的に取

り込まれることが知られている。膵星細胞に

も肝星細胞と同様に、活性化されるとビタミ

ン A を取り込む性質があるため、同様の手法

を用いて、リポソームを作製し、その中に、

①ローダミン、②PSC に細胞死を誘導するこ

とが期待される薬剤、を含ませて、慢性膵炎

マウスに投与する。（現在 PSC に焦点をあて

た治療として効果が期待される薬剤は Rho 

kinase 阻害剤、MAPK 阻害剤、アンギオテン

シン変換酵素阻害剤、抗酸化剤などがある） 

４．研究成果 

（１）SPINK1-X-in mice の解析 

Cre-loxP システムを用いて、X 染色体に高

率にトランスジーンを ES 細胞に置換するこ

とが出来た。 

マウス膵臓におけるヒト SPINK1遺伝子の

発現を確認するため、SPINK1 mRNA に特異

的なプローブを用いて ISH 法で確認したが、

オスではすべての細胞で発現が確認された



が、メスではモザイク状の発現が見られ、X

染色体不活性化が起きていることが確認さ

れた。尚、この新たな遺伝子改変マウスの作

出法に関して、特許申請（モデル等物の作出

方法及びモデル動物）を行った。 

このマウスと、Spink3 ヘテロ欠損マウスと

を交配し、Spink3 欠損 SPINK1-X-in マウス

を樹立した。このマウスの p0.5 の膵臓では、

オスは正常であった。つまり、ヒト SPINK1

遺伝子がマウス Spink3 を代償することが明

らかとなった。メスでは正常細胞と、オート

ファジーを伴う細胞がモザイク状に混在し

ていることが明らかとなった。 

このマウスは約 80%が成獣まで成長する

が、腺房細胞の脱落と広範な線維化を来し、

ヒト慢性膵炎と酷似していたことから、慢性

膵炎のモデルマウスと考えられた。 

（２）SPINK1-in mice の解析 

Cre-loxP システムを用いて、Spink3 プロモ

ーター下に SPINK1 遺伝子を置換した。発現

量を内在性の Spink3 遺伝子と比較したが、

ほぼ同程度に SPINK1が発現していることを

確認した。このマウスを交配して、SPINK1

を両アリルにもつマウスはほぼ正常である

ことを確認した。ヒト患者において、SPINK1

遺伝子のプロモーター領域、またはスプライ

スドナー領域の変異によって、遺伝性膵炎を

発症する家系が知られている。SPINK1 遺伝

子の発現を抑制することで、慢性膵炎を発症

するのかを明らかにするため、片方のアリル

に SPINK1、もう片方を発現しないようにし

て、SPINK1 遺伝子の発現を約 30%に落とし

たマ

ウス

を作

製し

た

（ S

PIN

K1-in 

mice）。このマウスは、致死性は回避される

ものの、生後 4 週齢において、（１）と同様

に慢性膵炎を発症した。このマウスにおいて

は、Spink3 欠損マウスと同様、オートファジ

ー

に

由

来

す

る

巨大

な空胞の形成が見られ、オートファジーの選

択的な基質であるp62タンパクの蓄積が見ら

れたことから、オートファジー不全が引き起

こされていると考えられた。 

本研究結果から、SPINK1 不全による遺伝

性膵炎患は、オートファジー不全、p62 の蓄

積、トリプシンの活性化によって引き起こさ

れている可能性が示唆された。 

 

（３）ビタミン A 表出リポソームの作製 

 研究協力者の佐藤株式会社バイオメッド

コア・代表取締役）がビタミン A 表出リポソ

ームを作製し、上記の（２）の SPINK1-in マ

ウスの 3 週齢に、まずローダミンを含ませた

リポソームを腹腔内投与し、活性型膵星細胞

に取り込まれるか、検討を行った。 

 ローダミンの蛍光を検出した結果、膵臓に

ローダミンの蛍光が検出されたものの、活性

型 PSC に特異的に取り込まれているのか判

定がつかなかったため、今後のさらなる検討

が必要であると考えられた。 

 Spink3-in マウス（3 週齢） 

慢性膵炎とオートファジー 
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出願年月日：2012 年 6 月 9 日 

国内外の別： 国内 

（ 米 国  公 開 番 号 ／ 公 開 日 ：

US2014-0289878／9/25/2014） 

 

〔その他〕 

http://irda-transgenic.kuma-u.jp/ 
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