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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業)

分担研究報告書

第回膵嚢胞線維症全国疫学調査(共同研究)

研究報告者 成瀬 達 三好町民病院・院長

共同研究者

石黒 洋 (名古屋大学大学院健康栄養医学)，吉村邦彦 (国家共済虎の門病院呼吸器センター内科)

 一郎 (東北大学大学院公衆衛生学)，栗山進一 (東 北 大 学 大 学 院 公 衆 衛 生 学)

菊田和宏 (東北大学大学院消化器病態学)，下瀬川徹 (東北大学大学院消化器病態学)

【研究要旨】

わが国における膵嚢胞線維症の症例数を把握し，臨床経過を明らかにするために，第 4 回全国疫学

調査を立案した．2010年 1 月に，全国基幹病院(400床以上)の小児科に，2009年 1 年間および過去

10年間の患者の有無と症例数を問い合わせる．「症例有り」と回答した施設，過去10年間の症例報告

がある施設に，症例調査票と患者への説明書・同意書を配布し，調査票の記入を主治医に依頼する．

また，第 3 回全国疫学調査(2004年)で把握された症例の追跡調査を併せて行う．本調査計画は，

2008年11月に，東北大学医学部・医学系研究科倫理委員会にて承認された．今後は，名古屋大学医

学部生命倫理委員会における審査など本調査の準備を進める予定である．

A. 研究目的

膵嚢胞線維症(CF)は，cystic ˆbrosis trans-

membrane conductance regulator (CFTR)の遺

伝子変異/多型を原因とする常染色体劣性遺伝

性疾患である．CFTR Cl－ チャネルは全身の

上皮膜細胞に発現し，機能不全の程度により，

膵，消化管，気道粘膜，輸精管，汗管など全身

の上皮膜組織に様々な障害が生じるため，多彩

な病態を示す．CF は欧米人に多いが，本邦で

は極めて稀である．わが国における膵嚢胞線維

症の症例数を把握し，臨床経過を明らかにする

ために，過去 3 回(1994年，1999年，2004年)

の調査に引き続いて，第 4 回全国疫学調査を

立案した．

B. 研究方法

1. 調査期間を2009年 1 年間および過去10年間

とする．

2. 一次調査として，2010年 1 月に，全国の病

床数400以上の総合病院の小児科および小児専

門病院に，過去 1 年間および10年間の CF 患者

の有無と症例数(死亡例も含む)を問い合わせる．

3. 二次調査としては，◯一次調査で「症例有

り」と回答された施設，◯症例報告(論文発表

および学会発表)がされている施設，◯過去 3
回の全国調査で症例の回答のあった施設へ，調

査個人票(資料)を配布する．

(倫理面への配慮)

1. 本研究は，東北大学医学部・医学系研究科

倫理委員会(2008年11月17日承認済2008

312)および名古屋大学医学部生命倫理委員会

(申請準備中)の承認を得て行う．

2. CF は稀少であり，調査に当たっては重複と

調査漏れをできるかぎり避ける必要がある．個

人調査票には，患者名のイニシャル，生年月

日，カルテ番号を用いる．事務局に届いた調査

個人票は，個人情報管理者が，症例の重複をチ

ェックした上で，症例の匿名化(連結可能)を行

い，症例の対応表を保管する．

3. 調査個人票内の遺伝子診断の項目について

は，患者(あるいは代諾者)がこの情報を調査票

に記入して良いと判断した場合に，主治医が結

果を調査票に記入する．

C. 研究結果

本調査研究は，2008年11月17日に，東北大

学医学部・医学系研究科倫理委員会の承認を受

けた(2008312)．現在，名古屋大学医学部生
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命倫理委員会への申請準備中である．今回の調

査では，事務局を名古屋大学総合保健体育科学

センター内に置き，個人情報管理者を小池晃彦

氏(准教授，医師)に依頼する．2004年調査で

個人調査票が得られた症例の追跡調査を行うた

め，名古屋大学倫理委員会の承認を得て，症例

の対応表を移管する予定である．

D. 考察

当研究班では，1994年(松野班)1)，1999年(小

川班)2)，2004年(大槻班)3)と，5 年毎に過去 3
回の膵嚢胞線維症全国疫学調査を行ってきた．

1999年と2004年の調査は全国の400床以上の病

院の小児科を対象に行われ，回収率はいずれも

80以上であった．1999年の調査では，1 年

間の受療患者数は15人程度と推定され，この

年の人口動態統計による 019歳の人口から発

症頻度の推計値は 1 人/1,740,000人(95信頼

区間1/218万1/145万)であった．2004年の

調査では，2004年中の患者は13名，過去10年

間の患者数は38名程度と推定され，男女比は

ほぼ 11 であった．発症頻度の推計値は 1
人/1,870,000人(95信頼区間1/202万1/

152万)であった．このように患者数に大きな

変化は見られなかったが，生存期間は延長して

きている．1994年の調査では20以上の症例

が 5 歳未満で死亡していたが，1999年と2004
年の調査では患者の多くは10代であった．

2004年の調査で臨床経過などを調査すること

ができた17症例では，生存期間の中央値は18
歳(2 歳36歳)であった．繰り返す呼吸器感染

により呼吸不全が進行し，同時に栄養状態が悪

化し，入院治療を必要とする期間が長くなり，

15～20歳で死亡する症例が多かった．呼吸管

理，栄養管理はめざましく進歩し続けており，

数年毎に調査を続ける必要がある．

CF の診療においては，早期診断，呼吸器感

染の予防と治療，および栄養状態の維持が重要
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である．わが国では CF の病態の長期経過に関

する報告は全くなく，欧米の教科書を参考に診

療が進められてきた．2004年の調査では，個

人調査票をもとに CF 患者の病状の経過に加え

て，診断と治療の実態をまとめて欧米と比較

し，「膵嚢胞線維症の診療の手引き」として出

版した4)．今回の第 4 回全国疫学調査において

も，同様の調査を行い「膵嚢胞線維症の診療の

手引き」を改訂する予定である．

E. 結論

わが国における膵嚢胞線維症の症例数を把握

し，臨床経過を明らかにするために，第 4 回

全国疫学調査を立案した．全国基幹病院(400
床以上)の小児科を対象として，2009年 1 年間

および過去10年間の患者を調査する．また，

前回調査で個人調査票が得られた患者の追跡調

査を併せて行う予定である．
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分担研究報告書

日本人 CF 症例の CFTR 遺伝子変異に関する検討

研究報告者 吉村邦彦 国家公務員共済組合連合会 虎の門病院呼吸器センター内科 部長

共同研究者

安斎千恵子 (虎の門病院呼吸器センター内科)

【研究要旨】

嚢胞性線維症(cystic ˆbrosis, CF)は，従来わが国では稀な疾患と考えられていたが，その臨床的

実態と原因遺伝子 CFTR の変異様相は，次第に明らかにされつつある．古典的な CF は約80の症

例で膵外分機能障害(pancreatic insu‹ciency, PI)を伴うが，大多数は呼吸機能不全で死亡する．

PCR 増幅および直接塩基配列解析を用いた遺伝子変異の検出により，われわれはすでにこれまでわ

が国における23例の CF 患者においてその遺伝子変異を確認した．一部の症例では同一の遺伝子変異

が共通に検出されてきている．また，近年 CFTR 関連疾患なる疾患概念が提唱され，1 ないし 2 ア

リルの CFTR 遺伝子の異常に基づく単一臓器の複数病態が報告されている．今年度は，臨床的に厚

生労働省びまん性肺疾患研究班のびまん性汎細気管支炎(DPB)の診断基準をみたす20代の男性兄弟

症例において，一方の CFTR アリルにミスセンス変異 T1220I を確認し得たので，典型的 CF との鑑

別上の問題点と，DPB の CFTR 関連疾患としての考察を含めて報告した．今後も引き続き日本人

CF および CFTR 関連疾患の症例を出来る限り多く集積・解析し，起因する CFTR 遺伝子の病的変

異の種類や頻度を明らかにしたうえで，わが国独自のこれら疾患の遺伝子変異スクリーニングシステ

ムを確立する必要がある．

A. 研究目的

嚢胞性線維症(cystic ˆbrosis, CF)は肺，膵

臓，消化管などの全身の外分泌管腔臓器を冒す

常染色体劣性遺伝性疾患であり，多機能蛋白で

ある cAMP 依存性 Cl－ イオンチャネル CFTR
をコードする遺伝子の突然変異に起因する1～5)．

CF は欧米白人種にきわめて高率に発症する疾

患であるが，一方，日本人をはじめとする東洋

人種における CF の発症頻度はきわめて低いと

考えられている3)．わが国の CF 症例に関して

は昭和57年からの厚生省特定疾患難治性膵疾

患研究班による全国調査から29例の確診例が

報告されているが6)，Yamashiro ら7)の報告に

よるとわが国ではこれまでに文献的に約120例

の CF 臨床診断例が記載され，発症頻度も出生

35万人あたり 1 人程度と推定された．これは

ハワイ在住の東洋人での CF 発症頻度(出生 9
万人以上あたり 1 人)と概ね矛盾しないた

め8)，わが国では，およそ出生10万人あたり 1
人程度の発症率と考えられる．

わが国の患者における CFTR 遺伝子変異解

析に関して，過去には DNA 検体の得られた患

者での DF508 など欧米で頻度の高い数種の変

異検索，あるいは限られた数のエクソンでの

PCR 増幅解析などが検討されたが，これらの

方法では有意な CFTR 遺伝子異常は確認され

ず，変異状況は長らく不明であった3,6)．この

主要な理由は，わが国の CF 患者における

CFTR 変異が欧米患者と比較して，変異の頻

度もさることながら，そのスペクトラムが全く

異なっていることに起因する．しかしながら，

このような経緯の中，約10余年前から，漸く

わが国での CFTR 変異の状況が明らかにされ

てきている3,6)．著者らは PCRSSCP 法，直接

シークエンス法などによる27エクソン全ての

変異検出体制を確立し，当研究班によるわが国

での全国調査で集積された症例などを中心に

CF 確診例ないし疑診例の CFTR 遺伝子変異検

索を進めてきた3,6)．この結果，これまでに合

計23例の CF 症例において遺伝子変異を確認し

得た6)(表 1)．これらの中には，欧米でもきわ

めて稀な変異や，これまで国際的な CF Muta-
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表 1 わが国でこれまでに確認された CF 症例の臨床的特徴とその CFTR 遺伝子変異

Case Age Sex PI/PS Cl－ Mutation Exon Mutation Exon Outcome

1 15 y F PI 201 H1085R 17b H1085R 17b alive
2 1 y 5 m F PI 126 M152R 4 1540del10 10 alive
3 1 y 1 m F PI ND DF508 10 L571S 12 deceased
4 15 y M PI 74 125C 1 Q98R 4 alive
5 42 y F PS ND E217G 4 Q1352H 22 deceased
6 21 y M PI 166 125C 1 L441P 9 alive
7 16 y F PI 100 125C 1 L441P 9 deceased
8 9 y F PI 166 1540del10 10 1540del10 10 alive
9 30 y M PS 403 125C＋T1086I 1, 17b 125C＋T1086I 1, 17b alive/ABPA

10 28 y F PS ND 125C＋T1086I 1, 17b 125C＋T1086I 1, 17b alive
11 17 y F PS ND R75X 3 R347H 7 alive
12 26 y F PI 121 E267V 6b T663P 13 alive/TP
13 28 y M PI 117 125C 1 460insAT 4 deceased
14 11 y M PI 154 125C＋dele1617b 1, 1617b 125C＋dele1617 1, 1617b deceased
15 24 y F PI 91 L548Q 11 2848delA 15 alive
16 2 y F PI ND L441P 9 ND ? deceased
17 18 y M PS 93 125C＋del1617b 1, 1617b 125C＋del1617b＋V1318I 1, 1617b, 21 alive/ABPA
18 9 y F PI 40 5T intron 8 D924N 15 alive
19 13 y F PI 55 Q98R 4 Q98R 4 alive
20 29 y F PI 60 125C 1 R347H 7 alive
21 11 y F PS 22 R1453W 24 ND ? alive
22 18 y M PI ND I556V 11 ND ? alive
23 4 m F PI ND 125C 1 G85R 3 alive

PI/PS: pancreatic insu‹ciency/su‹ciency, CP: consanguineous parents, siblings, TP: live lung transplantation, ABPA: al-
lergic bronchopulmonary aspergillosis, ND: not detected
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tion Database (CFMD)に登録記載のない

CFTR 変異が大半を占めている9,10)．

一方，呼吸器病変，とくに難治性気道疾患の

なかで CF との鑑別が必要な疾患として，10代

以降から成人にみられるびまん性汎細気管支炎

(DPB)，びまん性気管支拡張症，副鼻腔気管

支症候群などが挙げられる．とりわけ，DPB
あるいは DPB の一部は CF ないし呼吸器病態

のみを呈する CF (CFTR)関連疾患ではない

か，という疑問に対して，われわれはわが国の

DPB 患者においても CF の原因遺伝子 CFTR
の変異が高率に見いだされることをこれまで報

告してきた(11)．さらに，典型的な CF 症例で

の診断基準の一つである汗の Cl－濃度に関して

も，上記対象とした DPB 患者のうち 3 例で正

常上限の 60 mmol/L より高値を示した(11)．こ

のように少なくとも DPB の一部の症例では

CFTR 異常との関連が強く示唆される．

今年度は，臨床的に厚生労働省研究班の

DPB 診断基準をみたす20代の男性兄弟症例に

おいて，一方の CFTR アリルにアミノ酸コド

ンの置換をもたらすミスセンス変異 T1220I を

確認し得たので，典型的 CF との鑑別上の問題

点と CFTR 関連疾患についての考察を含めて

報告する．

B. 研究方法(倫理面への配慮)

今年度は 2 例の兄弟例の CF 類似症例におけ

る CFTR 遺伝子変異の解析を行った．症例は

解析時29歳，25歳の男性兄弟で，ともに幼少

時から咳嗽・喀痰あり，10代半ばでの慢性副

鼻腔炎の手術歴を有していた．両症例で画像上

では上葉優位の小粒状陰影と気管支拡張を呈

し，とくに兄は嚢状拡張した気腔が顕著であっ

た(図 1)．喀痰から持続的に P. aeruginosa が

検出され，すでにクラリスロマイシンによる長

期的な少量マクロライド療法を施行されてい

る．呼吸不全には至っておらず，また膵臓，消

化管などの合併病変はなく，精液量，精子の運

動能力も正常範囲であった．一方，汗中の Cl－

濃度はそれぞれ47, 40(mmol/L)と境界値(40
～60 mmol/L)であった．CFTR 遺伝子検索で
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図 1 CFTR 関連疾患兄弟例の胸部 X 線写真と CT 画像

(a兄の胸部 X 線写真，b兄の胸部単純 CT，c弟の胸部 X 線写真，d弟の同胸部単純 CT)
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は，全27エクソンの塩基配列を直接シークエ

ンス法で解析した．

倫理面への配慮｢虎の門病院 ヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究に関する倫理委員会」にお

いて「日本人嚢胞性線維症患者における

CFTR 遺伝子変異の検索」研究の審査を受け，

承認を得た研究計画(受付番号第20055 号)に

準じて，当該症例の CFTR 遺伝子変異検索の

臨床的，遺伝学的意義を患者本人に説明した

上，同意を取得した．

C. 研究結果

両症例ともに一方のアリルのエクソン19に

T1220I ( 3791C ＞ T )変異が検出された．

T1220I は1220番目のアミノ酸がスレオニンか

らイソロイシンに置換される CFTR のミスセ

ンス変異であり，これまで 1 例の CF 患者，次

いでびまん性気管支拡張症(diŠuse bronchiec-

tasis)の患者においても報告されている変異で

ある12,13)．T1220I の機能的異常に関しては，

まだ十分な基礎データが得られていないが，こ

れらの臨床報告からは Cl－ イオンチャネルの

機能低下を招来する変異と考えられる．本症例

は臨床的には DPB の診断基準を満たすため，

DPB との異同に関して示唆に富む CF 関連疾

患である．

また，その他の多型に関しては，エクソン

10において M470V が一方のアリルに認めら

れ，イントロン 8 の(TG)mTn 多型は(TG)

11T7/(TG)12T7 であった．

D. 考察

今回報告した 2 症例では，汗の Cl－ 濃度は

境界領域にあり，膵病変も明らかではないこと

から，診断基準からは典型的 CF とはいえない

ものの，臨床的には幼少期に始まる呼吸器病変

を主体とする CF，あるいは CF 関連疾患と考

え て 矛 盾 し な い 症 例 で あ る と 考 え ら れ

る1,3,14)．また，視点を変えれば，実際に DPB
と診断可能な病態であり，呼吸器領域ではしば

しば鑑別に難渋する症例であった．実際，遺伝

子解析では一方の CFTR アリルのみのアミノ

酸の置換を伴う異常が確認された．

これまでに，典型的な古典的 CF の全ての臓

器病態は示さず，副鼻腔，膵臓，男性生殖器な

どの単一臓器のみを冒す疾患群が注目され，こ

れらの症例では多くが一方の CFTR アリルに

何らかの異常を伴うことが報告され，CFあ
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るいは CFTR 関連疾患として総称されてい

る14～18)．このなかで，今回呈示した症例と基

本的に同様の病態を呈する DPB において，わ

れわれはその約 40で少なくとも一方の

CFTR に(TG)mT5 (5T)を含む CFTR 遺伝子

の変異を確認した11)．

近年わが国においても CFTR 変異検出体制

が確立され，着実に変異の様相が明らかにされ

つつある3,6,9,10)．CF に限っても，すでに全世

界では1,600種以上の変異が報告されてい

る5)．しかしながら，わが国の CF 患者，ある

いは慢性膵炎，先天性両側性精管欠損症

(CBAVD )などの CFTR 関連疾患における

CFTR 遺伝子変異は未だ十分に解明されてい

るとは言い難い19,20)．これは，いずれの疾患群

においても，きわめて稀な CFTR 変異や，あ

るいはこれまで報告のない変異が大半を占め，

欧米人の変異スペクトラムと全く様相を異にし

ているからである3,6,20)．したがって，全ての

対象疾患において，欧米人を対象としたスク

リーニング体系では変異は検出され得ない．

E. 結論

今年度は，CFTR 遺伝子変異を一方のアリ

ルに有し，肺を病変の首座とする CFTR 関連

疾患(臨床的には DPB あるいは副鼻腔気管支

症候群)の兄弟例を報告し，その問題点を再度

検討した．今後もわが国の日本人 CF 症例と，

さらに単一臓器病変のみを呈する CFTR 関連

疾患にもその対象を広げて出来る限り多く解析

し，原因となる CFTR 遺伝子の病的変異の種

類，頻度を明らかにしたうえで，その変異検出

システムを確立していきたい．

謝辞症例の呈示を頂いた日本医科大学内科

学講座(呼吸器・感染・腫瘍部門)の臼杵二郎，

吾妻安良太両博士に深謝する．
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業)

分担研究報告書

CFTR 遺伝子のプロモーター領域の解析

研究報告者 成瀬 達 三好町民病院 院長

共同研究者

藤木理代 (名古屋学芸大学管理栄養学部)

石黒 洋，中莖みゆき，山本明子，近藤孝晴 (名古屋大学健康栄養医学)

【研究要旨】

慢性膵炎患者88人(アルコール性慢性膵炎患者65人，特発性慢性膵炎患者23人)，健常人118人を対

象に，CFTR 遺伝子のプロモーター領域(翻訳領域の上流約 2 kb)の遺伝子解析を行った．その結

果，患者に特有な変異－1523 G/A(1 例)，－790 DT(3 例)が見つかった．TFSEARCH を用いた解

析により，－790付近は転写調節因子 HFH2(FOXD3)の結合配列モチーフを持つことがわかった．

A. 研究目的

CFTR は上皮細胞に発現する cAMP 依存性

のイオンチャネルで，Cl－ および HCO3－ 輸送

を担っている．膵嚢胞線維症(cystic ˆbrosis;

CF)は CFTR 遺伝子の変異によって発症する

常染色体劣性疾患で，気道，腸管，膵管，胆

管，汗管，輸精管などのイオンおよび水輸送が

障害される1)．重篤な機能異常を伴う変異が両

アレルに見られる場合，膵外分泌機能不全と気

道感染を伴う典型的な CF を呈する．軽度の機

能異常を伴う変異や多型のヘテロ接合体を持つ

場合，単一臓器に障害を起こす非定型的病態

(nonclassic CF)を発症しやすい10)．これは

CFTR 関連疾患とも呼ばれ，特発性慢性膵

炎2,3,13)，先天性両側完全精管欠損症11)，気管

支拡張症12)，鼻ポリープなどが含まれる2,3,10)．

慢性膵炎は反復する炎症，線維化，外分泌不

全を呈する疾患で，膵石を伴うことが多い．主

な成因は，アルコール性および特発性であ

る4) ．膵液の pH は膵導管の CFTR による

HCO3－ 分泌によって調節されており，CFTR
機能の低下により膵液が粘稠になると炎症や膵

石形成が起こりやすくなることが発症機序の一

つと考えられている5)．

CFTR 遺伝子は 27exon よりなり1480アミノ

酸残基をコードする．これまでに1000以上の

変異・多型が報告されているが，その種類と頻

度は民族により異なる．我々はこれまでに，日

本人の慢性膵炎患者および健常人の CFTR 遺

伝子型を解析し，Exon9 のスプライシング調

節部位における遺伝子多型と疾患との関連や，

疾患群に多く見られる遺伝子多型を同定してき

た6)．

CFTR は汗腺では Cl－ の再吸収に必要なた

め，CFTR 機能が低下すると汗の Cl－ 濃度が

高くなる．慢性膵炎患者の汗の Cl－ 濃度を測

定した結果，約半数が基準値(60 mM)を超え

る高濃度を示した7)．即ち，わが国の慢性膵炎

の一部にも CFTR 遺伝子の関連が示唆され

た．しかし，表現型と遺伝子型が一致しない症

例もあった．

これまでは主に遺伝子の翻訳領域の変異およ

び多型を解析してきたが，タンパクの発現量も

考慮に入れる必要がある．遺伝子の翻訳領域の

上流にはプロモーター領域があり，様々な転写

調節因子が結合することによって発現量が調節

されている．ヒトにおける CFTR 遺伝子の発

現調節機構には不明な点が多いが，Exon1 の

上流1.6 kb 付近までに，各種転写因子が作用す

ると推定されるシス作用性配列が存在する14)．

本研究はヒトの CFTR 遺伝子のプロモー

ター領域の変異および多型が，本遺伝子の発現

調節および CFTR 機能への作用を介して慢性

膵炎発症リスクに及ぼす影響を明らかにするこ

とを目的とする．
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図 1 CFTR 遺伝子プロモーター領域の変異・多型

表 1 CTFR 遺伝子プロモーター領域における変異・多型の頻度

変異・多型
－1523 G/A

G/A
－895 T/G

T/G
－790 delT

delT
125 C
G/C

アルコール性

慢性膵炎

n＝65

GG 64( 98.5)
GA 1( 1.5)
AA 0( 0.0)

TT 18(27.7)
TG 28(43.1)
GG 19(29.2)

9T/9T 62( 95.4)
9T/8T 3( 4.6)
8T/8T 0( 0.0)

GG 54(83.1)
GC 10(15.4)
CC 1( 1.5)

特発性

慢性膵炎

n＝23

GG 118(100.0)
GA 0( 0.0)
AA 0( 0.0)

TT 8(34.8)
TG 9(39.1)
GG 6(26.1)

9T/9T 23(100.0)
9T/8T 0( 0.0)
8T/8T 0( 0.0)

GG 22(95.7)
GC 1( 4.3)
CC 0( 0.0)

健常人

n＝118

GG 118(100.0)
GA 0( 0.0)
AA 0( 0.0)

TT 30(25.4)
TG 67(56.8)
GG 21(17.8)

9T/9T 118(100.0)
9T/8T 0( 0.0)
8T/8T 0( 0.0)

GG 105(89.0)
GC 13(11.0)
CC 0( 0.0)

（）

図 2 －790 Dt を持つ症例の Haplotype

図 3 －790付近の転写調節因子結合配列モチーフ
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B. 研究方法

インフォームドコンセント(名古屋大学医学

研究科倫理委員会にて承認を得た「慢性膵炎に

おける膵炎関連遺伝子の検討」，承認番号114

2)を得た慢性膵炎患者88人(アルコール性慢性

膵炎患者65人，特発性慢性膵炎患者23人)およ

び健常人118人を対象に，抹消血から白血球由

来の DNA を抽出した．CFTR 遺伝子翻訳領域

の上流約 2 kb を PCR 法により増幅し，直接

シーケンス法で遺伝子配列を決定した．転写調

節 因 子 の 結 合 配 列 モ チ ー フ 検 索 に は

TFSEARCH を用いた．

C. 研究結果

CFTR 遺伝子のプロモーター領域における遺

伝子変異・多型

図 1 に CFTR 遺伝子のプロモーター領域

(Exon1 の上流約 2 kbp)に同定された遺伝子変

異・多型を示す．－1523 G/A はアルコール性

慢性膵炎患者群にのみ 1 例見つかった．－790

DT はアルコール性慢性膵炎患者群にのみ 3 例

見つかった．変異・多型の頻度を表 1 に示す．

Haplotype 解析

既に解析済みの翻訳領域の遺伝子多型の結果

から，－790 Dt を持つ症例の Haplotype を解

析した．－790 Dt は Intron8 の繰り返し配列

(TG)12，Exon10の多型 M470V と同一アレル

上にあり，Exon22の多型 Q1352H は同一アレ

ル上にないことがわかった(図 2)．

転写調節因子結合配列モチーフ検索

CFTR 遺伝子の－790付近の配列に存在する

転写調節因子結合モチーフを TFSEARCH に

より解析した結果，転写調節因子 HFH2
(FOXD3)の結合モチーフがあることがわかっ

た(図 3)．
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D. 考察

日本における CF の発症率は極めて低く8)，

これまで報告のある CFTR 遺伝子の変異も世

界的に極めて稀なタイプのものである9)．しか

し，我々はこれまでに日本人の慢性膵炎患者の

CFTR 機 能 解 析 ( 汗 中 Cl－ 濃 度 測 定 )7) や

CFTR 遺伝子多型を解析し6)，日本の慢性膵炎

と CFTR 遺伝子との関連を示唆する結果を得

てきた．しかし，表現型と遺伝子型は必ずしも

一致しないことから，本研究では，遺伝子発現

量の減少や，発現量の上昇による機能低下の補

填などの可能性を考え，遺伝子発現の調節領域

の変異・多型解析を行った．

今回行った CFTR 遺伝子のプロモーター領

域(翻訳領域の上流約 2 kb)の解析で，アル

コール性慢性膵炎患者に特有の変異－1523 G/

A および－790 DT を同定した．特に，－790

DT はアルコール性慢性膵炎患者にのみ 3 例

(4.6，アレル頻度2.3)見つかり，疾患との

関連が示唆された．この変異に関してはトルコ

人の CF 家系での報告16)はあるが，その他の人

種での報告はなく，疾患との関連も不明である．

－ 790付近には，転写調節因子 HFH2
( FOXD3 ) の 結 合 配 列 モ チ ー フ

GATTTTTTTTTC がある．この転写因子は

膵臓で発現が認められているが17)，CFTR 遺

伝子発現機構との関連は不明である．

今後これら変異・多型が遺伝子発現量に及ぼ

す影響をルシフェラーゼアッセイ法で測定する

予定である．

E. 結論

慢性膵炎患者および健常人の CFTR 遺伝子

プロモーター領域の解析を行った結果，患者に

特有な変異－1523 G/A および－790 DT が見

つかった．790付近は転写調節因子 HFH2
(FOXD3)の結合配列モチーフを持つことがわ

かった．
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【研究要旨】

強制発現系を用いた研究により，SLC26A6 Cl－HCO －
3 exchanger の活性は CFTR に依存し，両

者は協調してHCO －
3 輸送を担うとされている．本研究では，モルモットの膵臓から単離した小葉間

膵管を用いて in vivo における機能連関を検討した．BCECF を用いて細胞内 pH を測定し，アルカリ

負荷後の管腔内 Cl－ に依存する HCO －
3 分泌(Cl－HCO －

3 exchange)を測定した．cAMP 刺激下の

Cl－HCO －
3 exchange 活性は，CFTRinh172(CFTR の阻害剤)を加えると増強された．SLC26A6

Cl－HCO －
3 exchanger は CFTR を代償する．

A. 研究目的

cystic ˆbrosis transmembrane conductance

regulator (CFTR)は，膵導管や気道上皮など

に発現する陰イオンチャネルであり，膵嚢胞線

維症(cystic ˆbrosis; CF)の原因分子である．

強制発現系を用いた研究により，CFTR は，

SLC26 陰イオン輸送体ファミリー蛋白と分子

複合体を形成することにより，HCO －
3 輸送を

担うと考えられている1)．また，従来から，膵

導管細胞の管腔膜に Cl－HCO －
3 exchange 活

性が存在し，その活性は機能的な CFTR の存

在下でのみ cAMP によって刺激されることが

報告されていた2)が，責任分子は不明であっ

た．最近，SLC26 のいくつかは，上皮膜組織

の管腔膜に発現し，Cl－HCO －
3 exchanger と

して機能することがわかってきた3)．膵導管細

胞には，SLC26A3 と SLC26A6 が存在する4)

が，生理学的なデータから SLC26A6 が主要な

Cl－HCO －
3 exchanger であろうと考えられて

いる(図 1)5,6)．slc26a6 ノックアウトマウスで

は，単離膵管の管腔膜における(HCO －
3 分泌方

向の)Cl－HCO －
3 exchange 活性が小さい7)．

本研究計画は，膵液の HCO －
3 濃度がヒトと

同様に高いモルモットの膵臓から単離した小葉

間膵管を用いて，管腔膜の Cl－HCO －
3 ex-

changer の分子実体，HCO －
3 分泌における生

理学的役割，CFTR との機能連関，膵嚢胞線

維症と慢性膵炎の発症/進展への関与を明らか

にすることを目的とする．昨年度は，単離膵管

に SLC26A6 と SLC26A3 の mRNA が発現し

ていることを確認し，管腔内の Cl－ 濃度が高

い条件(腺房に近い末梢の膵管に対応する．図

1 ) では， SLC26A6 による Cl－ HCO －
3 ex-

change が HCO －
3 分泌の多くを担っているこ

とを明らかにした8)．今年度は，SLC26A6 に

よる Cl－HCO －
3 exchange と CFTR の機能連

関を解析した．

B. 研究方法

◯モルモットから膵臓を摘出し，コラゲナーゼ

で処理した後，実体顕微鏡下で直径約100 mm
の小葉間膵管を単離した．pH 感受性蛍光色素

である BCECF を用いた micro‰uorometry に

より細胞内 pH を測定した．単離膵管を

microperfusion し，表層を HCO －
3 CO2 緩衝液

で，管腔内を HCO －
3 を含まない Hepes 緩衝

液(140 mM Cl－)で灌流し，acetate pulse(20

mM)により膵導管細胞にアルカリ(HCO －
3 )負

荷した(図 2 )．表層灌流液に H2DIDS ( 0.5

mM)を加えて基底側膜を介する HCO －
3 eŒux

を阻害しておけば，細胞内 pH の変化(低下)を

測定することにより管腔膜を介する Cl－ 依存
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図 1 膵導管細胞の HCO －
3 分泌における SLC26A6 の役割(仮説)

図 2 CFTR 阻害剤が Cl－ 依存性 HCO －
3 分泌に及ぼす影響

図 3 CFTR 阻害剤が Cl－HCO －
3 交換輸送に及ぼす影響
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性の HCO －
3 eŒux(HCO －

3 分泌)を経時的に観

察することができる．

◯単離膵管の表層と管腔内を HCO －
3 CO2 緩衝

液で灌流し，管腔灌流液の Cl－ 除去および負

荷による細胞内 pH の変化から管腔膜上の

Cl－HCO －
3 exchange 活性を解析した(図 3)．

管腔灌流液の Cl－ 除去による細胞内 pH の上昇

は細胞内 Cl－⇔管腔内 HCO －
3 交換輸送，管腔

内 Cl－ 負荷による細胞内 pH の低下は管腔内

Cl－⇔細胞内 HCO －
3 交換輸送を示す．

(倫理面への配慮)

動物実験は名古屋大学医学部動物実験委員会

の承認(承認番号20020)を受けて行った．

C. 研究結果

◯実験は， forskolin (1 mM )を用いて cyclic

AMP によって最大刺激された条件で行った．

CFTR 阻害剤としては，CFTRinh172を10

mM の 濃 度 で 用 い た ． 管 腔 内 灌 流 液 に

CFTRinh172を加えると，アルカリ(HCO －
3 )

負荷後の管腔膜を介する Cl－ 依存性の HCO －
3

分泌が促進された(図 2)．

◯ 管腔内灌流液に CFTRinh172 を加える

と，管腔膜上の Cl－HCO －
3 exchange が促進

された．

D. 考察

膵管上皮の管腔膜を介する HCO －
3 分泌では，

CFTR の anion conductance と SLC26 フ ァ ミ

リー輸送体による Cl－HCO －
3 exchange 機能

が協調して効率のよい分泌が達成されていると

考えられている(図 1)5,6)．昨年度の研究におい

て，モルモットの単離膵管には SLC26A6 と

SLC26A3 の mRNA が発現しているが，Cl－

依存性の HCO －
3 分泌が管腔内の H2DIDS(0.2

mM)により強く抑制されることから，管腔膜

の主要な Cl－HCO －
3 exchanger は SLC26A6

と推定された8)．また，slc26a6 ノックアウト

マウスでは，単離膵管の管腔膜における

(HCO －
3 eŒux 方向の)Cl－HCO －

3 exchange
活性が小さい7)．モルモット，マウスともに，

管腔内の Cl－ 濃度が高い条件(腺房に近い末梢

の膵管に対応する．図 1)では，SLC26A6 によ

る Cl－HCO －
3 exchange が HCO －

3 分泌の多

くを担っていると推定される6)．

膵液中の HCO －
3 は，腺房に近い細い膵管

(介在部～小葉内～小葉間膵管の細い部分)から

主に分泌されると考えられており，免疫組織学

的検討により，この部位の膵管の管腔膜に

CFTR と SLC26A6 が共存すると報告されてい

る9)．CFTR 機能の消失した DF マウスから単

離した膵管では Cl－HCO －
3 exchange 活性が

小さく2)，また，強制発現系を用いた研究によ

り，SLC26A6 Cl－HCO －
3 exchanger の活性

は CFTR に依存すると報告されている1)．し

かし，活性化された CFTR と活性化された

SLC26A6 の間の相互作用についての研究は行

われていない．本年度は，モルモットの膵臓か

ら単離した小葉間膵管を用いて in vivo におけ

る CFTR と SLC26A6 の機能連関を検討し

た．その結果，cAMP 刺激下において，管腔

膜を介する Cl－ 依存性の HCO －
3 分泌(図 2)と

管腔膜上の Cl－HCO －
3 exchange 活性(図 3)

はともに，CFTR を阻害すると増強された．

末梢の膵管では，腺房からの Cl－ 分泌によっ

て管腔内の Cl－ 濃度が高いと推定され，この

状態では導管細胞内の Cl－ 濃度は比較的高

い10)．CFTR の HCO －
3 透過性は Cl－ に比べて

小さい(0.2～0.5)ため11)，この条件では，管腔

膜上の CFTR は HCO －
3 よりも Cl－ を多く分

泌 し て し ま う が ， SLC26A6 に よ る Cl－ 

HCO －
3 exchanger が代償していると考えられ

る．

E. 結論

モルモットの膵臓から単離した小葉間膵管を

用いて細胞内 pH を測定することにより，

SLC26A6 と CFTR の HCO －
3 分泌における機

能連関を検討した．cAMP 刺激下の管腔膜上

の Cl－HCO －
3 exchange 活性は，CFTR を阻

害すると増強された．SLC26A6 Cl－HCO －
3

exchanger は CFTR を代償する．
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【研究要旨】

【目的】膵液中の重炭酸イオン(HCO －
3 )は導管細胞の管腔膜に存在する CFTR チャネルの働きによ

り分泌される．慢性膵炎などでは導管細胞からの HCO －
3 分泌機能障害を特徴とするが，その分子機

序は不明である．そこで，HCO －
3 分泌機能障害の分子機構を明らかにするために，自己免疫性膵炎

患者(AIP)の膵外分泌機能および CFTR クロライドチャネルの関与について検討した．【成績】AIP
では，セクレチン試験で膵液中最高重炭酸塩濃度が低下していた．抗 CFTR 抗体を用いた免疫組織

化学染色法で，CFTR は膵導管細胞の管腔膜上への発現が減少していた．【結論】AIP では，導管細

胞管腔膜上への CFTR の発現が障害されることが HCO －
3 分泌機能不全の本態である可能性が疑わ

れた．

A. 研究目的

CFTR はヒトの膵導管細胞の管腔膜に発現

するクロライドチャネルであり，遺伝子変異に

より機能が障害されると嚢胞線維症を発症す

る．ヒトの膵導管細胞は体液の中でも最もアル

カリの消化液を分泌するが，このアルカリの分

泌には嚢胞線維症の原因遺伝子である CFTR
クロライドチャネルが重要な働きをしている．

膵液中の重炭酸イオン(HCO －
3 )は導管細胞の

管腔膜に存在する CFTR チャネルと同じく膵

導管細胞管腔膜上に存在する SLC26 陰イオン

交換輸送体の働きにより管腔内に分泌される．

慢性膵炎や自己免疫性膵炎の膵障害では，導管

細胞からの HCO －
3 分泌機能障害を特徴とする

が，その障害の詳細な分子機構は不明であり，

膵導管細胞からの HCO －
3 分泌に関わるチャネ

ルや輸送体の関わりについてはほとんど明らか

ではない．

本研究では，膵疾患の膵導管細胞機能障害に

おける CFTR チャネルの役割について検討す

ることを目的とする．膵外分泌機能はセクレチ

ン試験を用いて導管細胞機能を評価する．膵導

管細胞機能障害における CFTR チャネルの役

割については，自己免疫性膵炎患者からの膵生

検組織を材料に，抗 CFTR 抗体を用いた免疫

組織化学染色法で CFTR チャネルの細胞内局

在を検討することで解析した．

B. 研究方法

1. 膵外分泌機能検査

自己免疫性膵炎患者の膵外分泌機能は，

Secre‰o (合成ブタセクレチン Repligen,

USA)又は ChiRhoStim 80 U(合成ヒトセクレ

チンChiRhoClin, Inc. USA)を用いたセクレ

チン試験で評価した．膵導管細胞機能として液

量及び最高重炭酸塩濃度を測定した．各測定項

目の正常値は各々，液量≧183 ml/h，最高重

炭酸塩濃度≧80 mEq/Lである．

2. 膵生検

愛知県がんセンター中央病院消化器内科にお

いて，膵癌の除外診断のため膵生検が行われた

自己免疫性膵炎を対象とした．通常の超音波内

視鏡を用いた膵画像検査に引き続き，超音波内

視鏡ガイド下に19ゲージ生検針を用いて膵生

検を行った．得られた膵組織は，抗 CFTR 抗

体を用いた免疫化学染色法で CFTR クロライ
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ドチャネルの細胞内局在について検討した．

(倫理面への配慮)

それぞれの患者に対しては，膵生検の目的，

危険性などについて文書及び口頭で説明し，文

書で同意を得た．得られた生検組織の研究目的

使用に関しては，愛知県がんセンター中央病院

の倫理委員会の承認を得ている．また各患者よ

り文書で同意を得た．

C. 研究結果

自己免疫性膵炎では，セクレチン試験を用い

た膵外分泌機能検査で，液量(144±32 ml/h; n
＝5)及び最高重炭酸塩濃度(51.2±14.9 mEq/

L; n＝5)は有意に低下していた．健常人の膵で

は，抗 CFTR 抗体を用いた免疫組織化学染色

法で，CFTR は細い膵導管細胞の管腔膜にの

み局在していた(図 1A)．一方，自己免疫性膵

炎患者の膵組織では，CFTR の管腔膜への発

現は減少していた(図 1B)．

D. 考察

膵液はヒトの体液の中で最も高濃度の重炭酸

イオン(～140 mM)を含んでいるが，この膵導

管細胞からの HCO －
3 分泌に，膵嚢胞線維症の

原因遺伝子である CFTR クロライドチャネル

がもっとも重要な働きをしていることが明らか

となってきた．膵では細い導管細胞が HCO －
3

分泌の場であるが，CFTR はこの細い導管細

胞の管腔膜にのみ発現している．これまでの研

究の結果，ヒトやモルモットなどの高い濃度の

HCO －
3 を含む膵液を分泌する導管細胞上皮で

は，CFTR クロライドチャネルが SLC26 Cl－/

HCO －
3 交換輸送体の活性を直接調節すること

で HCO －
3 分泌を制御するメカニズムと，

HCO －
3 が直接導管細胞管腔膜の CFTR チャネ

ルを通過し管腔内に分泌される二つのメカニズ

ムが考えられている．いずれの場合でも，膵導

管細胞上皮においては CFTR チャネルの活性

が管腔に分泌される HCO －
3 濃度を決定する．

慢性膵炎や自己免疫性膵炎の膵では，膵外分

泌機能障害特に導管細胞機能障害を認めること

が報告されているが，これまでの研究では導管

細胞からの HCO －
3 輸送不全における CFTR

の役割について検討した報告はない．

今回我々は，特殊な膵炎である自己免疫性膵

炎患者の膵外分泌機能をセクレチン試験で評価

したところ，著名な水分泌不全，HCO －
3 分泌

機能不全を認めた．これらの導管細胞機能不全

では，導管細胞管腔膜に存在し Cl－ や HCO －
3

輸送に関わる膜蛋白特に CFTR チャネルが関

わっている可能性があると考えられたため，抗

CFTR 抗体を用いた免疫組織化学染色法で

CFTR クロライドチャネルの細胞内局在につ

いて検討した．

本研究の結果，導管細胞管腔膜上に存在する

CFTR クロライドチャネルの発現量が自己免

疫性膵炎患者の膵では，健常人に比べ有意に減

少していることが明らかとなった．即ち，膵疾

患の導管細胞機能不全特に HCO －
3 輸送不全に

関しては CFTR チャネルの細胞内局在異常が

関わっていることが明らかとなった．

E. 結論

自己免疫性膵炎の膵導管細胞機能障害では，

導管細胞管腔膜上への CFTR の発現が障害さ

れることが，HCO －
3 分泌機能不全の本態であ
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る可能性が疑われた．
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