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研究実績の概要 

【研究目的】 

アルコールは膵炎の大きな成因の一つである(Masamune, Pancreatology 2020)。しか

しながら大酒家のうち膵炎を発症するものは一部であり、同じくアルコールを原因とす

る肝障害・肝硬変と慢性膵炎の併発はまれである。このようなアルコール関連消化器疾患

の表現型を規定する因子として、栄養状態や嗜好など様々な要因が考えられるがその全

容は未解明である。近年の技術の進歩は網羅的な遺伝子変異解析を可能としてきており、

これまで知られていなかった新たな疾患の原因遺伝子が同定されている。カルシウムチ

ャネルをコードする TRPV6 チャネルの変異はその好例である (Masamune, 

Gastroenterology 2020)。本研究ではアルコールが膵炎発症過程において果たす役割を明

らかにし、膵管上皮機能がどのように障害されるか、TRPV6 の機能障害がどのように病

態に寄与するかの解明を目的とする。 

 

【研究方法】 

 研究期間を通して、ヒト膵手術検体及び膵液検体からのオルガノイド作成を実施した。

検体採取および利用は本学倫理委員会の承認のもと、インフォームドコンセントを得て

実施した。オルガノイド培養は既報に従い、ヒト膵組織コラゲナーゼ処理検体をマトリゲ

ル中に包埋し、R-spondin、Wnt3a、Gastrin、EGF、Noggin、FGF10 を添加した培地

中で実施した。通常培養・エタノール 100mM（血中濃度 0.46％（w/v）換算、泥酔期血

中エタノール濃度に類似）処理 24 時間後の発現遺伝子の評価をリアルタイム RT-PCR に

て実施した。測定対象は導管細胞マーカーとして CFTR, SLC26A6, SLC4A4, SLC9A1, 

腺房細胞マーカーとして PRSS1, CPA1, 細胞増殖・生存関連分子として CDKN1A, 

BIRC5, SLC7A11, TFRC, GPX4 を選定した。発現変動遺伝子の網羅的解析のため、通常

培養・エタノール 100mM 及び TRPV6 阻害剤である 2-APB 50μM 処理 24 時間後のオ

ルガノイドから RNA を抽出し、RNA sequence を実施した。発現変動遺伝子のデータを

もとに Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)を実施し、細胞機能変化を解析した。蛋

白レベルでの発現変動は正常ヒト膵導管細胞株である HPDE を用いて、各種薬剤刺激 24

時間後の標的分子発現レベルをウエスタンブロットで評価した。細胞増殖への影響は

HPDE およびヒト膵癌細胞株 AsPC-1 を用いて、BrdU アッセイにて評価した。iPS 細胞

からの膵 progenitor 細胞の分化誘導についても試行した。 

 

【研究結果】 

 膵切除検体から得られたオルガノイドについて通常培養・エタノール 100mM 存在下

で 24 時間培養後に RNA を抽出し、発現遺伝子につき比較した。この条件のエタノール

処理では細胞死やオルガノイドの崩壊などの明らかな形態変化は観察されなかった。リ

アルタイム RT-PCR による発現遺伝子評価では、膵オルガノイドにおいてはクロライド



3 

 

チャネルである CFTR、膵管上皮に高発現するイオン交換輸送体をコードする

SLC26A6、SLC4A4、SLC9A1 発現がみられたが、これらの発現に比べ腺房細胞で発現

する消化酵素であるカルボキシペプチダーゼをコードする CPA1 発現は低値であった。

エタノール処理を行ったオルガノイドでは、細胞周期の抑制因子である CDKN1A の発

現増加が確認された。フェロトーシス関連分子の発現についても評価したが、細胞死抑制

的に働く GPX4 発現はむしろ増加していた。 

 正常ヒト膵管上皮細胞株である HPDE について、通常培養及びエタノール 50、100、

200mM 存在下で 24 時間培養後の CDKN1A 発現をウエスタンブロットで評価したとこ

ろ、容量依存性に発現増加を認めた。Adherent junction を形成する因子である E-

cadherin、tight junction を形成する ZO-1 発現について評価したところ、E-cadherin 発

現レベルには変化を認めなかったが、エタノール濃度の増加とともに ZO-1 発現の低下が

みられた。TRPV6 阻害剤である 2-APB 処理により、HPDE の細胞増殖は用量依存的に

抑制された。ヒト膵癌細胞株である AsPC-1 に比べ、より低濃度の処理でも増殖抑制がみ

られるとの結果であった。細胞周期の抑制因子である CDKN1A の発現増加も確認され、

TRPV6 の阻害はエタノールと同様に膵管上皮細胞の増殖を抑制すると考えられた。 

 エタノール 100mM 処理 24 時間後の膵オルガノイドにおいては、GSEA 解析の結果細

胞周期に関するもの、細胞間接着に関するもの、DNA ダメージレスポンスに関わるもの、

ストレス応答に関するものが抽出された。エタノール処理により膵管上皮の増殖抑制に

加えて上皮機能への影響がみられるとの結果であった。2-APB 処理後のオルガノイドは

コントロール処理に比べて径の縮小・構造の変化がみられ、上皮機能の低下が示唆される

結果であった。 

 

【研究結果の学術的意義・社会的重要性】 

 本研究の実施により、泥酔期血中濃度に匹敵するエタノールへの暴露により、膵管上皮

細胞の増殖能の低下や導管機能への影響が起こることがオルガノイドモデルで実証され

た。以上の結果については第 45 回アルコール医学生物学研究会学術集会にて発表を行

い、優秀演題賞を受賞した。さらに、膵炎関連遺伝子として新たに同定された TRPV6 に

ついて、機能阻害が正常ヒト膵管上皮細胞株・ヒト膵オルガノイドに対して増殖抑制およ

び形態の維持を困難にすることを見出した。エタノールおよび TRPV6 阻害による増殖抑

制には CDKN1A 発現増加を介したシグナル伝達機構が寄与することが示唆され、上流

の制御分子である p53 の関与や細胞老化誘導機構との関連が考えられる。 

 エタノールによる膵炎発症は個人差が大きく、予測は困難である。オルガノイドを用い

て増殖能や上皮機能の評価が可能となれば、エタノールによる膵疾患の予防薬探索など

への道が開ける。本研究を契機として、ヒト検体からのオルガノイド樹立のさらなる効率

化に加え、大量作成が可能で遺伝子改変も容易な iPS 細胞を用いた膵オルガノイド作成

も進めることとした。膵疾患細胞モデルの臨床応用に向けて今後も解析を継続する。 
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本文 

１．研究開始当初の背景 

アルコールは膵炎の大きな成因の一つである(Masamune, Pancreatology 2020)。しか

しながら大酒家のうち膵炎を発症するものは一部であり、同じくアルコールを原因とす

る肝障害・肝硬変と慢性膵炎の併発はまれである。アルコール関連消化器疾患の表現型を

規定する因子として、栄養状態や嗜好など様々な要因が考えられるがその全容は未解明

である。近年の技術の進歩は網羅的な遺伝子変異解析を可能とし、新たな疾患原因遺伝子

が明らかになっている。我々の教室では世界で初めてカルシウムチャネルをコードする

遺 伝 子 、 TRPV6 の 変 異 を 若 年 発 症 慢 性 膵 炎 患 者 で 同 定 し た (Masamune, 

Gastroenterology 2020)。 

 TRPV6 変異の一部はアルコール関連膵炎患者でも高頻度である。また、最近の報告

ではアルコールによる腸管のバリア機能低下は上皮細胞の TRPV6 依存的であることが

判明しており(Meena, Cell Rep. 2022)、 肝障害の病態をむしろ増悪させる可能性が示

唆されている。TRPV6 変異は膵炎には促進的に、肝障害には抑制的に働く可能性が高

い。本研究計画の核心をなす学術的「問い」は、「TRPV6 変異はアルコール関連消化器

疾患の発症リスクをどう変えるか」である。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではアルコールが膵炎発症過程において果たす役割を明らかにし、膵管上皮機

能がどのように障害されるか、TRPV6 の機能障害がどのように病態に寄与するかの解明

を目的とする。 

 

３．研究の方法 

膵管オルガノイド作成 

 検体採取および利用は本学倫理委員会の承認のもと、インフォームドコンセントを得

て実施した。オルガノイド培養は既報 1)に従い、膵切除検体正常部からの摘出膵組織コラ

ゲナーゼ処理検体及び膵液中浮遊上皮細胞をマトリゲル中に包埋し、R-spondin、Wnt3a、

Gastrin、EGF、Noggin、FGF10 を添加した培地中で実施した。 

 

定量的 RT-PCR による発現遺伝子解析 

 通常培養・エタノール 100mM（血中濃度 0.46％（w/v）換算、泥酔期血中エタノール

濃度に類似）処理 24 時間後の発現遺伝子の評価をリアルタイム RT-PCR にて実施した。

測定対象は導管細胞マーカーとして CFTR, SLC26A6, SLC4A4, SLC9A1, 腺房細胞マー

カーとして PRSS1, CPA1, 細胞増殖・生存関連分子として CDKN1A, BIRC5, SLC7A11, 

TFRC, GPX4 を選定した。 
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RNA sequence による網羅的解析 

 発現変動遺伝子の網羅的解析のため、通常培養・エタノール 100mM 及び TRPV6 阻害

剤である2-APB 50μM処理24時間後のオルガノイドからRNAを抽出し、RNA sequence

を実施した。DNBSEQ-G400RS FAST シーケンサーを用いて paired end (150bp)で解析

を行い、発現変動遺伝子を同定した。遺伝子リスト、log (fold change)リストをもとにGene 

Set Enrichment Analysis (GSEA)を実施し、細胞機能変化を解析した。 

 

正常ヒト膵導管細胞株による検証 

 エタノール及び TRPV6 阻害剤処理後の蛋白レベルでの発現分子の変化について、正常

ヒト膵導管細胞株である HPDE を用いて、各種薬剤刺激 24 時間後の発現レベルをウエ

スタンブロットで評価した。 

 

細胞増殖能の検討 

 細胞増殖への 2-APB の影響は HPDE およびヒト膵癌細胞株 AsPC-1 を用いて、BrdU

アッセイにて評価した。 

 

iPS 細胞からの膵 progenitor 細胞分化誘導 

 iPS 細胞は理研 BRC より入手し、laminin511 および StemFit AK02N 培地を用いて

維持培養を行った。PDX-1 陽性膵 progenitor 細胞への分化誘導は Activin A 100 

ng/ml+Wnt3a 25 ng/ml 含有 RPMI; 1day, Activin A 100 ng/ml+0.2% FBS 含有 RPMI; 2 

days, 12.5% serum replacement 含有 knockout DMEM; 7 days にて行い、PDX-1 発現

は定量的 RT-PCR にて確認した。 

 

４．研究成果 

 ヒト膵オルガノイド樹立は、ヒト膵手術検体及び膵液検体を用いて実施した。ヒト膵手

術検体は、正常部位を細切後、コラゲナーゼ処理しマトリゲルへ包埋した。既報に従い、

ヒト膵組織コラゲナーゼ

処理検体をマトリゲル中

に包埋し、R-spondin、

Wnt3a、Gastrin、EGF、

Noggin、FGF10 を添加し

た培地での培養により中

空構造を有するオルガノ

イドが形成される（図 1）。

本法では摘出膵の状態に
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より樹立効率が左右されるた

め、膵液検体からの樹立も併

施した（図 2）。内視鏡的膵管

胆管造影検査（ERCP）初回施

行時の膵液採取は蛋白栓など

の 夾 雑 物 が 多 い た め

contamination の頻度が高い

ことが判明していたため 2)、

膵炎再発予防のためのステン

ト再留置時に膵管擦過細胞

診を施行直後、膵液サンプル

を取得しオルガノイドを樹

立することとした。本法で樹

立した膵オルガノイドも、膵

組織から樹立したオルガノ

イドと同様の構造を示すこ

とを確認した（図 3）。 

 ヒト膵オルガノイドを通

常培養またはエタノール

100mM（血中濃度 0.46％

（w/v）換算、泥酔期血中エタ

ノール濃度に類似）存在下で

培養したところ、球状構造の

破綻や変形など明らかな形

態変化や細胞死は観察され

なかった（図 4）。 

 定量的 RT-PCR による解

析では、エタノール刺激はオ

ルガノイドにおける導管系

マーカー遺伝子（嚢胞線維症

の原因遺伝子である CFTR、

膵管上皮に発現するイオン

交換輸送体をコードする

SLC4A4、SLC9A1 および

SLC26A6）の発現には有意な

影響を与えなかった（図 5）。
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腺房細胞マーカーである

CPA1発現は低値のままでで

あった。細胞周期の抑制因子

である p21 をコードする

CDKN1A、アポトーシス抑

制因子であるサバイビンを

コードする BIRC5 について

発現を比較したところ、

CDKN1A の発現増加がみと

められた（図 6）。マウス膵炎

モデルにおいて活性化する

細胞死メカニズム、フェロト

ーシス 3)関連遺伝子について

も検討したが、フェロトーシ

ス抑制に働く GPX4 はむし

ろ増加していたものの、その

他の関連遺伝子の有意な発

現変動は見られなかった。 

 エタノール刺激を行った

ヒト膵オルガノイドを p21

蛍光免疫染色に供したとこ

ろ、コントロール処理に比べ

p21 陽性を示す細胞の増加

がみとめられた（図 7）。 

 正常ヒト膵管上皮細胞株

である HPDE について、通

常培養及びエタノール 50、

100、200mM 存在下で 24 時

間培養後の p21 発現をウエ

スタンブロットで評価した

ところ、容量依存性に発現増

加 を 認 め た 。 Adherent 

junction を形成する因子で

あ る E-cadherin 、 tight 

junction を形成する ZO-1 発

現について評価したところ、
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E-cadherin 発現レベルには変

化を認めなかったが、エタノー

ル濃度の増加とともにZO-1発

現の低下がみられた（図 8）。 

 膵液検体から樹立したヒト

膵オルガノイドについてもエ

タノール 100mM、24時間刺激

を実施した。膵組織由来オルガ

ノイドと同様に、球状構造の破

綻や変形など明らかな形態変

化や細胞死は観察されなかっ

た（図 9）。エタノール処理を行

ったオルガノイドから RNA を

抽出し、網羅的な発現遺伝子解

析 を 行 っ た 。 DNBSEQ-

G400RS FAST シーケンサー

を用いてpaired end (150bp)で

解析を行い、468 個の発現変動

遺伝子を同定した（図 10）。遺

伝子リスト、log (fold change)

リストから実施した GSEA 解

析では細胞周期に関するもの、

細胞間接着に関するもの、DNA

ダメージレスポンスに関わる

もの、ストレス応答に関するも

のが抽出された。エタノールに

よる膵オルガノイドにおける

細胞増殖、上皮機能への影響を

推測させる結果であった（図

11, 12）。 

 オルガノイドの発現遺伝子

のうち導管細胞マーカーと腺

房細胞マーカーについて確認

したところ、CFTR、SLC26A6、 

SLC4A4、SLC9A1 およびカルシウムチャネルをコードする膵炎原因遺伝子、TRPV6 の

発現が認められた。トリプシンをコードする PRSS1 発現はこれら導管発現遺伝子に比べ
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低値であった（図 13）。膵に

高発現する炭酸脱水酵素、

CA2 発現はエタノール処理

により低下した（図 14）。ま

た、ナトリウム・プロトン交

換輸送体をコードする

SLC9A2、SLC9A4 について

はエタノール処理により発

現が低下した（図 15）。 

 既報では膵癌において

TRPV6 が高発現しており、

予後との相関がみられるこ

とが明らかになっている 4)。

当院における膵癌切除検体

でも、免疫染色にて癌腺管

に一致した TRPV6 の発現

を確認した（図 16）。ヒト膵

オルガノイドも TRPV6 を

発現しており、その機能阻

害がオルガノイド機能に影

響するかを検討することと

した。2-APB は TRPV6 の

膜貫通ドメインに結合し、

TRPV6蛋白と膜脂質の相互

作用を変化させることでチ

ャネルを閉鎖する TRPV6

阻害剤である 5)。ヒト膵癌細

胞株 AsPC-1 を 2-APB で処

理したところ、100μMの高

濃度でのみ有意な増殖能の

抑制をみとめた（図 17）。一

方、正常ヒト膵管上皮細胞

株 HPDE では 12.5μMから

増殖能の低下がみとめられ

た。 
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 正 常 膵 導 管 細 胞 は

TRPV6阻害に対する感受

性が高いと考え、HPDE

細胞株を 2-APB 50μMで

24 時間刺激したのちに

p21 発現を確認したとこ

ろ、増加がみられた（図

18）。ヒト膵オルガノイド

を 2-APB 50μM で 24 時

間刺激し、形態変化を確

認した。エタノール刺激

とは異なり、2-APB 処理

後のオルガノイドはサイ

ズの縮小や球状構造の崩

壊が一部にみられるとの

結果であった（図 19）。本

処理後のオルガノイドか

ら RNA 抽出を行い、RNA 

sequence による網羅的発

現遺伝子の解析を実施中

である（報告書作成時結果

未着）。 

 ヒト膵手術検体及び膵

液検体からのオルガノイ

ド樹立は検体の状態によ

って樹立効率に差があり、

必ずしも樹立可能とは限

らない。検体からの樹立で

は contamination の確立

も高く、遺伝子改変も困難であるため iPS 細胞からの膵外分泌系譜細胞誘導を試行する

こととした。Embryonic stem cell を用いた誘導に関しては既報があるため 6)、iPS 細胞

を用いて膵 progenitor 細胞である PDX-1 陽性細胞の分化誘導を行った。未分化な状態を

維持する培養条件下では iPS細胞におけるPDX-1発現は未分化マーカーNANOG、SOX2

に比べ低いことを確認した（図 20）。 

 所定の分化誘導過程に従って 10 日間培養を行った細胞は、iPS 細胞に比べて細胞が大

型化し、上皮様の発育形態を示した。PDX-1 発現をリアルタイム PCR で確認したとこ
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ろ、分化誘導処理によ

って発現が増加して

おり、iPS 細胞からも

膵前駆細胞の分化誘

導が可能であること

を確認した（図 21）。

誘導後の細胞をマト

リゲルに包埋し培養

継続が可能か、また検

体由来オルガノイド

と同様の組織構築を

示すか検証中である。 

 

５．結果に対する考察・結論 

  本研究の実施により、泥酔期血中濃度に匹敵するエタノールへの暴露により、膵管上

皮細胞の増殖能の低下や導管機能への影響が起こることがオルガノイドモデルで実証さ

れた。以上の結果については第 45 回アルコール医学生物学研究会学術集会にて発表を行

い、優秀演題賞を受賞した。さらに、膵炎関連遺伝子として新たに同定された TRPV6 に

ついて、機能阻害が正常ヒト膵管上皮細胞株・ヒト膵オルガノイドに対して増殖抑制およ

び形態の維持を困難にすることを見出した。エタノールおよび TRPV6 阻害による増殖抑

制には CDKN1A 発現増加を介したシグナル伝達機構が寄与することが示唆され、上流の

制御分子である p53 の関与や細胞老化誘導機構との関連が考えられる。 

 エタノールによる膵炎発症は個人差が大きく、予測は困難である。オルガノイドを用い

て増殖能や上皮機能の評価が可能となれば、エタノールによる膵疾患の予防薬探索など

への道が開ける。本研究を契機として、ヒト検体からのオルガノイド樹立のさらなる効率

化に加え、大量作成が可能で遺伝子改変も容易な iPS 細胞を用いた膵オルガノイド作成

も進めることとした。膵疾患細胞モデルの臨床応用に向けて今後も解析を継続する。 

 

６．今後の展望 

 エタノールは膵導管上皮細胞に対し、直接的な増殖抑制効果を示す。同定された発現変

動分子は細胞老化と密接に関連しており、エタノールによる膵炎発症と細胞老化の関連

につきさらに解析が必要である。細胞老化は膵癌進展との関連も知られており、膵炎によ

る膵癌促進作用には本研究で同定した細胞機能の変化が寄与することも推測される。ヒ

ト膵炎・膵癌検体、膵炎および膵癌モデルマウスを用いた検討、iPS 技術を取り入れた疾

患細胞モデルの構築により、エタノールによる膵疾患の病態解明がなされることが期待

される。 
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