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研究成果の概要：胃酸（塩酸：HCl）のプロトン（H+）を輸送する蛋白質が、胃プロトンポンプ

（H+,K+-ATPase）であることはよく知られているが、塩化物（塩素）イオン（Cl-）を輸送する

蛋白質については、これまで確定していなかった。本研究で、Cl-輸送蛋白質の KCC4 と CLC-5

が胃酸分泌機構に関与することを見出した。KCC4 は胃酸分泌細胞のアピカル膜で、胃プロトン

ポンプと共に、空腹時（胃酸分泌休止時）の胃酸分泌に主として関与し、CLC-5 は細管小胞膜

上で、プロトンポンプと共に、摂食時（胃酸分泌刺激時）の胃酸分泌に関与することがわかり、

空腹時と摂食時で異なる胃酸分泌機構が機能していることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

胃酸（HCl）の H+は胃プロトンポンプ 
(H+,K+-ATPase) により分泌されるが、塩化物
（塩素）イオン (Cl-)を輸送する分子実体は
何なのか？ 研究開始当初は、塩酸分泌の全
容が未解明であった。それまでに米国のグル
ープが、胃酸分泌に関わる Cl-輸送蛋白質の
実体が CLC-2塩化物イオンチャネルであると
報告してきたが、我々のグループが CLC-2 で
はないことを当時に論文発表した。実際、胃
酸分泌細胞内の Cl-濃度が分泌側液中よりか

なり低く、分泌側細胞膜内外の電位差が約 10 
mV であるので、Cl-チャネルによって塩化物
イオンを分泌することは困難であると考え
られた。 
我々は、それまでに行った実験結果に基づ

き、Cl-分泌を担う分子実体として２種のトラ
ンスポーター、CLC-5（Cl-/H+交換輸送体）お
よび KCC4（K+-Cl-共輸送体）が可能性のある
候補蛋白質ではないかと考えた。CLC-5 であ
れば、胃プロトンポンプによる H+と共役して
Cl-を分泌することが可能であり、KCC4 であ



れば、プロトンポンプによるK+と共役してCl-

を分泌することが可能である。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、CLC-5 および KCC4 による胃プ
ロトンポンプ共役型塩化物イオン分泌の分
子生理基盤について研究を進め、胃プロトン
ポンプ、CLC-5、KCC4 の三者連関による新し
い生理機能を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ブタ胃粘膜標本の分別遠心により、胃細
管小胞に富む膜画分（tubulovesicles = TV）
お よ び ア ピ カ ル 膜 に 富 む 膜 画 分
（stimulation-associated vesicles = SAV）
をそれぞれ調製した。 
 
(2) 免疫組織染色には、ラット胃を使用した。
摘出した胃組織は Tissue-Tek OTC Compound
に包埋し、-80˚C で凍結させ、クリオスタッ
トを用いて 8 μm の厚さの切片を作製した。
切片はメタノール固定した。 
 
(3) H+,K+-ATPase 特異的阻害薬の SCH28080 
(10 μM) 感受性 K+-ATPase 活性を測定し
H+,K+-ATPase 活性とした。またウアバイン 
(10 μM) 感受性 K+-ATPase 活性を測定し
Na+,K+-ATPase 活性とした。 
 
(4) TV または SAV への H+取り込みは、アクリ
ジンオレンジの蛍光の消光反応を測定する
ことで評価した。 反応は、ATP（350 μM）
を、反応溶液に加えることで開始した。 
 
(5) KCC4およびH+,K+-ATPase発現細胞におけ
る細胞内 pH は、pH 感受性色素 BCECF の蛍光
を測定することで評価した。細胞を、NH3/NH4

+

を含む溶液と Na+フリーの溶液とで連続して
処理することで、細胞内を酸性化し、細胞内
酸性化からの回復をモニターした。 
 
４．研究成果 
(1) H+,K+-ATPase は、ブタ胃粘膜由来の胃細
管小胞に富むベシクル（TV）およびアピカル
膜に富むベシクル（SAV）の両方に高発現す
る一方、CLC-5 は TV のみに、KCC4 は SAV の
みに高発現していた。免疫沈降実験で、KCC4
と CLC-5 は 、 そ れ ぞ れ SAV と TV の
H+,K+-ATPase と共沈した。したがって CLC-5
と KCC4 はそれぞれ異なる膜で、H+,K+-ATPase
の機能に関与していることが示唆された。 
 
(2) TV および SAVの膜マイクロドメインにつ
いて検討した。H+,K+-ATPase は SAV において、
界面活性剤の CHAPS（0.5-1%）に不溶性およ

び可溶性の両方の画分に局在していたが、TV
においては、CHAPS に不溶性の画分にほとん
どの H+,K+-ATPase が分布していた。したがっ
てH+,K+-ATPaseの存在する場はSAVの場合は
少なくとも２種類あり、TVの場合は１種類で
あることが示唆された。 
 
(3) ラット胃腺において CLC-5 と KCC4 は共
に、酸分泌能の高い頸部の胃酸分泌細胞に高
発現し、酸分泌能の低い深部の胃酸分泌細胞
にはほとんど発現していなかった。一方
H+,K+-ATPase は頸部および深部の両方に高発
現していた。このことから CLC-5 と KCC4 は
胃酸分泌機能に深く関与しているものと考
えた。 
 
(4) H+,K+-ATPase を安定発現させた HEK293
細胞に、CLC-5 Tet-on system を導入し、免
疫沈降実験を行ったところ、H+,K+-ATPase と
CLC-5 は分子会合していたが、内因性
Na+,K+-ATPase と CLC-5 とは分子会合してい
ないことがわかった。また CLC-5 の発現によ
り、H+,K+-ATPase の酵素活性は有意に上昇し
たが、Na+,K+-ATPase の酵素活性は全く影響を
受けなかった。 
 
(5) CLC-5が高発現しているTVにおいて 36Cl-

取り込み実験を行ったところ、ATP の存在下
のみに観察される Cl-の輸送が、H+,K+-ATPase
特異的阻害薬の SCH28080 によって阻害され
ることを見出した。また H+,K+-ATPase を安定
発現させた HEK293 細胞に予め 36Cl-を取り込
ませ、SCH28080 感受性の Cl-輸送活性を測定
したところ、この細胞に CLC-5 を安定発現さ
せた場合に有意に活性が上昇した。これらの
結果からCLC-5は H+,K+-ATPaseにカップリン
グした Cl-/H+交換輸送体として機能している
ものと考えた。 
 
(6) KCC4 阻害薬の DIOA は、SAV のプロトン
輸送活性およびH+,K+-ATPase活性を阻害した
が、TV における両活性に影響を与えなかった。
このことから KCC4 と H+,K+-ATPase の機能は
カップリングしており、興味深いことに二次
性能動輸送体（KCC4）が、一次性能動輸送体
（H+,K+-ATPase）の機能を制御していること
が示唆された。 
 
(7) H+,K+-ATPase を安定発現させた HEK293
細胞に、KCC4 Tet-on system を導入し、免疫
沈 降 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、 KCC4 と
H+,K+-ATPase は共沈した。KCC4 の発現により
H+,K+-ATPase の発現量は変わらなかった。
KCC4 発現細胞から調製した膜標品において、
H+,K+-ATPase 活性は変化しなかった。しかし、
アンモニウムパルスによる細胞内酸性化か
らの回復速度を、細胞内 pH 変化を指標に測



定すると、KCC4 発現細胞では、未発現細胞に
比べて有意に回復速度が上昇した。上昇した
回復速度は KCC 阻害薬の DIOA によって未発
現細胞と同レベルにまで抑制された。この結
果は、KCC4 の発現により H+,K+-ATPase の H+

輸送活性が有意に上昇したことを示してお
り、KCC4 と H+,K+-ATPase のイオン輸送機能が
連関していることが明らかになった。 
 

本研究開始以前には、摂食時（酸分泌刺激
時）には、胃酸分泌細胞内に存在する細管小
胞がアピカル膜に融合し管腔側につながり、
細管小胞の胃プロトンポンプによって胃酸
が分泌されると考えられており、アピカル膜
の諸性質については未解明であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. CLC-5 と KCC4 が関与する胃酸分泌機構

のモデル図 
 
本研究により、アピカル膜にも胃プロトン

ポンプが存在していることが明らかとなり、
アピカル膜に胃プロトンポンプと KCC4 の複
合体が存在することがわかった（図 1）。一方、
細管小胞膜の胃プロトンポンプは CLC-5と複
合体を形成していることがわかった（図 1）。 
 空腹時（酸分泌休止時）には、細管小胞は
細胞内に存在していることから、空腹時の胃
酸分泌は、アピカル膜の胃プロトンポンプと
KCC4 の複合体により行われていることが示
唆される。 
 現在、消化性潰瘍治療薬としてプロトンポ
ンプ阻害薬（PPI）が使用されているが、PPI
は摂食時、空腹時に関係なく胃酸分泌を抑制
する。今後、胃の KCC4 を選択的に抑制する
薬の開発に向けた研究が進めば、空腹時の胃
酸分泌の選択的抑制が可能となることが期
待できる。 
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