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研究成果の概要（和文）：膵腺房細胞及び膵ラ氏島細胞は、膵90%部分切除後に著明な細胞増殖を示した。また、膵腺
房細胞と膵星細胞を共培養することで、膵腺房細胞の細胞増殖は促進された。活性型膵星細胞で強く発現されるHeat S
hock Protein47(HSP47)が、膵腺房細胞増殖に重要な役割を果たしており、同事象はvivoならびにvitroにおいて膵星細
胞のHSP47をsiRNAにてノックダウンすることにて確認された。活性型膵星細胞におけるHSP47発現及びコラーゲン産生
が膵腺房細胞、膵ラ氏島細胞の分化増殖を制御している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic acinar cells(Pacs) and Islet cells(Ics) vigorously proliferated after 
90% pancreatectomy. In addition, Pacs proliferation was facilitated by co-culture with pancreatic 
stellate cells(Pscs). HSP 47 activation in Pscs plays an important role in the proliferation of Pacs, 
which was totally blocked by HSP47-specific siRNA delivery in vivo and in vitro. Therefore, HSP47 
expression in Pscs would be necessary to promote pancreatic regeneration.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
膵臓はこれまで組織再生の起こりにくい

臓器として考えられていたが、膵臓部分切除
を施すと膵臓組織の再生が起こることが確
認されている。組織の再生にはわずかに存在
する組織幹細胞の分化・増殖が関与しており、
組織幹細胞の分化・増殖にはニッシェといわ
れる周囲の細胞の存在が必要であると考え
られている。しかしながら、膵組織再生にお
けるメカニズムは十分に明らかとされてい
ない。そこで本研究では、膵幹細胞のニッシ
ェを形成すると考えている膵星細胞が、膵臓
部分切除後の膵臓再生においてどのように
関与しているかを調べることを目的とする。 
本研究で得られた成果は、組織再生のメカニ
ズムの解明、およびそのメカニズムを利用し
た臨床応用における新規治療法の開発にお
いて十分に意義のあるものであるといえる。 
 
２．研究の目的 
膵星細胞は正常膵において、主に膵腺房細

胞周囲、血管周囲や導管周囲に分布している。
通常、膵星細胞は静止状態であり、細胞質に
ビタミン A を含む多数の脂肪滴を有する。  
しかし、膵に傷害や炎症が起こると、炎症細
胞などからの刺激を受けて膵星細胞は脂肪
滴を失い、SMA 陽性の活性型星細胞となり、
コラーゲンを活発に産生しながら増殖し、細
胞外マトリックス形成に深く関与する事が
知られている。これまで膵星細胞と膵腺房細
胞の関係については、障害を受けた膵腺房細
胞が膵星細胞を刺激する、膵星細胞が膵腺房
細胞の外分泌機能に関与している等の報告
があるが、これまで膵再生に膵星細胞の関与
が示唆されてはいるものの、詳細な膵腺房細
胞の分化増殖に関する膵星細胞の役割は明
らかになっていない。 
膵臓再生の研究においては、膵内分泌細胞

の再生に首座が置かれることが多いが、消化
吸収における膵外分泌能の役割は決して小
さいものではない。特に膵外分泌機能が著し
く低下する膵亜全摘や、非代償期の慢性膵炎
などの病態においては、消化吸収不良により
生じる下痢や慢性低栄養状態は糖尿病と共
に患者の QOL を著しく損なうものである。 
我々は、膵星細胞が vitamin A(VA)を取り込
むという事実に着目し、VAを表出しているリ
ポゾームを作成した上で、コラーゲンの特異
的シャペロン蛋白に対するsiRNAをその中に
含有させた薬剤（VA-liposome siRNA gp46）
が星細胞に対するコラーゲン産生の抑制効
果を示し、ラットの慢性膵炎モデルにおいて
極めて高い有効性を示したことをこれまで
に報告してきた。さらに、肝再生においては
Collagenを中心としたECMが重要であること
がこれまでに報告されていることから、今回
我々はラット膵部分切除モデルを用いて、膵
星細胞が多数存在する Regeneration Foci 領
域とその他の領域に区分し、VA-liposome 
siRNA gp46 投与により膵星細胞からの ECM産

生を抑制することで、場所毎における膵腺房
細胞の増殖の変化を検証し、膵星細胞が膵腺
房細胞の増殖・分化にどのように影響を及ぼ
しているかを、液性因子を含めて解析した。
膵腺房細胞からランゲルハンス島への分化
を示したという報告もあることから、最終的
にはランゲルハンス島を含む膵臓全体の再
生を誘導する事で臨床応用を目指している。 
 
３．研究の方法 
膵部分切除後における膵再生事象の検証 
 これまで、膵切除後後の膵再生においては、
膵切除量が多いほど再生後の膵重量もまた
増加するということが知られている。切除後
早期(Day3)における膵組織再生の誘導事象
を確認すべく、細胞増殖の指標である BrdU
を用いて、膵実質の大部分を占める膵腺房細
胞ならびにランゲルハンス島に関して検証
した。群分けは 70％膵切除群(70%Px)、90%
膵切除群(90%Px)と非切除群を比較した（各
群 n=5）。さらに最終的な再生後の膵重量評価
は Day56 における Parabiliary segment にお
ける膵重量測定にて行った。 
膵星細胞に対する VA-Lip siRNA gp46 投与効
果の検証 
肝星細胞同様に、膵星細胞における

collagen産生は Heat shock protein47(gp46)
により補助を受けて行われると考えられて
おり、同薬の膵星細胞に対する collagen 産
生抑制効果は Ishiwatari らにより報告され
ている。VA-liposome siRNA gp46 の膵星細胞
に対する gp46KD 効果並びに静止期における
膵星細胞増殖に対する効果を検証すべく、以
下の方法にて分離した膵星細胞を1日培養し、
翌日に VA-liposome siRNA gp46(gp46 群)、
VA-liposome siRNA scramble(Sc 群 ) を
transfection し、投薬しない群と比較した。 
ラット 90%PPx モデルにおける膵組織への
VA-Lip siRNA gp46-Cy5 の導入検討 
in vivo において実際に薬剤が膵星細胞に導
入されていることを確認すべく、90%Px ラッ
トの尾静脈へ Cy5 標識した VA-liposome 
siRNA gp46 Cy5 を投与し(Cy5 群)、ex-vivo 
imaging を用いて Cy5 filter における ROIを
測定した。 
また、膵内において膵星細胞に VA-liposome 
siRNA gp46が導入されている事を検討するた
め、Cy5 標識された薬剤投与を行った 90%Px 
ラットより膵星細胞を分離し、活性型星細胞
のマーカーであるαSMA による蛍光免疫染色
(二次抗体に Alexa 488 を使用)を施行した後
に FACS CantoⅡサイトフローメーター
(Becton Dickinson,CA,USA )にて解析した。 
90%Px Day3,5 における VA-Lip siRNA gp46
投与による膵再生の変化検証 
肝切除後の肝再生には ECMおよび ECMを産

生する肝星細胞が関与している事が報告さ
れている。肝同様に再生が誘導されるラット
膵切除モデルにおいても、膵切除後に膵星細
胞が再生に関与している可能性が高く、再生



がより誘導されるラット 90%膵切除モデルを
用いて VA-liposome siRNAgp46 投与群(gp46
群)と、非投薬群(NT 群)を比較検証した。 
90%Px Day3,5 における VA-Lip siRNA gp46
投与による十二指腸領域の線維量、gp46 陽性
細胞の変化検証 

ラット 90%Px モデルにて Day3 では
VA-liposome siRNA gp46 投与にて十二指腸領
域における膵腺房細胞の増殖率低下が示さ
れた。これまで in vitro においては
VA-liposome siRNA gp46 投与において、膵星
細胞の Collagen 産生抑制効果ならびに膵星
細胞増殖抑制効果が示されている。そこで、
90%膵切除のみを行う群(NT群)および 90％膵
切除し、VA-liposome siRNA gp46 投与を行う
群(gp46 群)が十二指腸側領域における gp46
陽性細胞すなわち膵星細胞数や、ECM 量と相
関するかについて免疫組織染色を用いて検
討した。 
フローサイトメトリーによる膵腺房細胞の
増殖率解析 
膵腺房細胞の単独培養および膵星細胞と

膵腺房細胞の共培養における細胞増殖率を
フローサイトメトリーにおいて解析した。 
正常膵組織および 90%膵切除を施した膵臓か
ら膵腺房細胞を採取し、GFP ラットから採取
した PSC との co-culture する群と、腺房細
胞単独培養する群に分け、BrdU 添加培地にて
6時間培養後にBrdU抗体による蛍光免疫細胞
染色を施したのち、フローサイトメトリーに
て BrdU 陽性率を検証した。 
 
４．研究成果 
PPx Day3 における膵細胞増殖 
膵 90%部分切除モデルにおいては膵腺房細胞
のみならずランゲルハンス島内細胞におい
ても再生の誘導が認められた(図 1-a)。 

(図 1-a) 
最終膵重量：全身麻酔下に 6週齢ラットに膵
部分切除術を施行し、Day56(14 週齢)に残膵
を摘出して膵重量を測定した。Parabiliary 
segment の膵重量は Sham に対し、70%,90%Px
群では膵重量が有意に増加し(P<0.0５，
P<0.01)、膵切除量に応じて膵再生量が増加
する結果となった(図 1-b)。 

（図 1-b） 

膵星細胞に対する VA-Lip siRNA gp46 投与効
果 
gp46 の mRNA 量に関する検討では、Day3 ま

でほぼ完全に gp46 の Knock Down が確認され
ていることが確認された。また、膵星細胞数
に関しては、Day2,Day3 において sham に比較
して、gp46 群、Sc 群でそれぞれ有意に膵星
細 胞 の 増 殖 抑 制 効 果 が 確 認 さ れ た    
(図 2:P<0.05,P<0.05)。 

（図 2） 
 
90%PPx 膵組織への VA-Lip siRNA gp46-Cy5 導
入 
目的とする膵星細胞を分離し、同細胞におけ
る Cy5 蛍光の MFI を測定したが、非投与で
MFI=1.3×10^2、薬剤投与群で MFI=6.3×10^2
であり、73.4%の細胞で Cy5 が陽性であるこ
とが確認された（図 3）。 

(図 3) 
 
90%PPx Day3,5 における膵細胞増殖率変化 
【Day3】腺房細胞： NT 群と薬剤投与の影響
を比較検討した結果、十二指腸領域において、
gp46 群の BrdU 陽性率が有意に低下した 
(P<0.01)。また、Regeneration Foci におい
ては両群間に有意差を認めなかった。 
 ランゲルハンス島：NT,gp46 両群間で細胞
総数には差を認めないものの、NT 群と薬剤投
与の影響を比較検討した結果、十二指腸領域
において、gp46 群の BrdU 陽性率が有意に低
下した (P<0.05)。 
以上より、Day3 においては、薬剤投与により
十二指腸領域において腺房細胞ならびにラ
ンゲルハンス島内細胞増殖率が低下すると
いう結果となった。 
【Day5】腺房細胞：NT、gp46 両群間の比較検
討を行なったが、十二指腸領域における BrdU
陽性率は gp46 群で低下傾向に留まった。し
かし一方で、組織像で示されるように
collagen rich な Foci においては NT 群に比
して gp46 群で BrdU 陽性率の上昇傾向を認め
た（P=0.09）。  
ランゲルハンス島：NT 群と gp46 群間の BrdU



陽性率共に有意差を認めなかった。Day3 NT
群と比較すると、Day5 NT 群において細胞増
殖率は有意に低い(P<0.01)ことが、治療によ
る効果に影響したとも考えられた(図 4)。 

(図 4) 
 
90%PPx Day3,5 における線維量、gp46 陽性
膵細胞数変化 
Day3,Day5 においては、90％膵切除により増
加 し た 線 維 量 お よ び 膵 星 細 胞 数 が
VA-liposome siRNA gp46 投与により有意に減
少する事が証明された(図 5)。 

(図 5) 
 
膵星細胞と膵腺房細胞共培養時の細胞増殖
変化 

膵星細胞と膵腺房細胞の共培養系を確立
し、細胞増殖率をフローサイトメトリーにて
検証した。膵腺房細胞の単独培養(Ac)群に比
較して膵星細胞と膵腺房細胞の共培養(Co)
群では細胞増殖率が有為に上昇し、ならびに
siRNA HSP47 を事前に transfection した膵星
細胞との共培養(T-Co)群における膵腺房細
胞の増殖率は単独培養と同程度にまで低下
し、膵腺房細胞増殖に膵星細胞およびコラー
ゲンの関与が示された(図 6)。 

(図 6) 
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