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研究成果の概要（和文）：NBC1（NBCe1）は細胞内の重炭酸濃度を調整することで細胞内外の pH

を調整している重要な輸送体の一つである。この機能異常は生命の危険にさらされるほど重い、

近位尿細管性アシドーシスを引き起こすだけでなく、重度の眼症状の帯状角膜症、白内障、緑

内障に罹患して失明に至る患者も多い。また当該患者の中に高率に片頭痛を引き起こしていた。

今回 NBC1 は脳内のグリア細胞に発現し、NBC1 はシナプス間隙の pH を一定にすることで

neurotransmitterの正常な伝達を助けており、膜発現を欠如するNBC1変異を持つ患者群はNBC1

の機能消失から間隙の pH 低下が継続するため、異常シグナル発生し、片頭痛が起こると報告し

た。この報告以外にも NBC1 の SNP の中に機能低下するものを認めることを報告した。この意義

について NBC1 は二量体として膜発現をするが、我々が示した片頭痛の発症機序は二量体の正常

な NBC1 の膜移動を阻害する Dominant Negative 効果を来す変異体も存在する。NBC1 の SNP に

より、同時にNBC1の機能低下とDominant Negativeを起こせばhetero変異でもCommon Disease

の一つである片頭痛を発症させる可能性を示した。 

 

研究成果の概要（英文）：NBC1(NBCe1)  belongs to bicarbonate transporter family(SLC4). 
This transporter plays an important role of adjusting the intracellular and/or 
extracellular pH to maintain the concentration of bicarbonate. The dysfunction of NBC1 
brings on several and severe symptoms enough to threaten the life. This disease causes 
not only severe proximal renal tubular acidosis, but also symptoms of severe 
ocular-abnormalities (band-keratopathy, cataract, and glaucoma). Some patients 
suffering from these abnormalities develop blindness. They also have a high rate of 
migraine occurrence. Because NBC1 presents in the glia cells of the brain, NBC1 must work 
and maintain pH of the synaptic cleft.  As NBC1 controls activities of neurotransmitters 
by pH in the cleft, the NBC1 mutants, which dose not express in the membrane, can not 
control right stable pH of the synaptic cleft. Because low pH of the cleft induces the 
abnormal signal of neurotransmitters, patients must have such a migraine.  In addition, 
we reported that among several NBC1 SNPs, K558R had less activity of NBC1. NBC1 works 
on the membrane as a dimeric form. We also showed some of NBC1 mutants exert dominant 
negative effects on the wild-type NBC1. This fact raises a possibility that SNPs of NBC1 
may cause migraine. The investigation of NBC1 may help further clarify the pathogenesis 
of migraine. 
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１．研究開始当初の背景 
NBC1 にはSLC4A4 遺伝子に由来する腎型輸送
体kNBC1 および膵型輸送体pNBC1 という２つ
のN末スプライスヴァリアントがあり、それ
ぞれ異なる生理的役割を担っている。すなわ
ちkNBC1 は主に腎近位尿細管基底側膜に存在
しこの部位からの重炭酸再吸収を司ってい
る。一方、pNBC1 は膵臓、眼および脳内に広
く分布し、膵液への重炭酸分泌ならびに細胞
内pH調節などを担っている。申請者らはNBC1
変異により眼症状を伴う近位尿細管性アシ
ドーシスが生じることを世界に先駆けて報
告し（Nature Genet 23:264,1999）、NBC1 の
生理的および病態生理的意義を確立してき
た（JCI 108:107,2001, AJP 284:C729,2003）。
NBC1 の構造と機能に関する知見が蓄積され
るにつれ、NBC1 の多彩な生理的・病態生理的
役割にはNBC1 単独分子の機能変化だけでな
く、蛋白質間相互作用による機能修飾機構が
深く関与することが明らかになってきた。一
例をあげるとkNBC1 とpNBC1 はN末の 40-80 個
程度のアミノ酸が異なる配列を持つ以外は
完全に同一であるが、従来このように相同性
が高いNBC1 ヴァリアントが何故大きく異な
る生理機能を持つのか不明であった。このこ
とに関連して申請者らはIP3受容体結合蛋白
と し て 同 定 さ れ て い た IRBIT 蛋 白 (JBC 
278:10602,2003)が、pNBC1 の特異的サブユニ
ットとして働くという画期的な知見を報告
している（PNAS 103:9542, 2006）。 
 
２．研究の目的 
Na-HCO3共輸送体NBC1 は酸塩基平衡、体液量
および細胞内pH調節など多岐にわたる生体
の恒常性維持機構の中で特に重要な役割を
担っている輸送体である。NBC1 分子同士の相
互作用に加えてIRBITアイソフォームの蛋白
とNBC1 との相互作用がNBC1 機能を修飾し、
NBC1 の多彩な生理的および病態生理的作用
に大きな影響を与えることが示唆された。こ
の蛋白質間相互作用を介したNBC1 機能調節
機構の持つ意義を酸塩基平衡の維持や血圧
調節機構、さらには片頭痛発症機序などと関
連づけながら明らかにする目的であった。 
またヒトにおいても脳内特異的な NBC1 であ
る bNBC1 をクローニングし、ラットとの差異
を確認するとともにその機能、組織的特徴を
検討した。 
更に NBC1 の SNP の中でアミノ酸変異を生む
ものが 2006 年当時４カ所報告されていた。
この変異体の機能解析を行い、NBC1 の機能低

下等異常の有無を確認した。 
 
３．研究の方法 

NBC1野生型のC末にMyc-Hisタグを挿入した

コンストラクトを作成し、各種変異体につい

ては GFP 融合コンストラクトを作成し、MDCK

細胞およびラット C6 グリオーマ細胞などに

発現させる。既に報告した方法に従い（JASN 

2005, PNAS 2006, Pflugers Arch 2007）、細

胞膜マーカーや細胞内微小器官に対する特

異的抗体染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡

を用いた観察により各変異体の細胞内発現

部位を同定する。次に同様の手法で野生型と

変異体の共発現実験を行い、 Dominant 

Negative 作用の有無について検討した。また

これらの細胞抽出液を回収して免疫沈降法

を用いて解析を行い、NBC1 分子同士の結合を

確認した。一方、Dominant Negative 作用が

確認された変異体と野生型 NBC1 については

単独および両方を安定発現する細胞株を樹

立し、この細胞株を用いて細胞内 pH 測定実

験を行い、細胞膜 NBC1活性を測定した。pNBC1

同士、kNBC1 同士の組み合わせに加えて、

pNBC1-kNBC1 の組み合わせにおいても実験を

行い NBC1 ヴァリアントの間で Dominant 

Negative 作用に差は認めないことを確認し

た。 

またヒトグリオーマ細胞から NBC1 ヴァリア
ントである脳型 NBC、bNBC1 のクローニング
を行った。この bNBC1 の C 端部は kNBC1 や
pNBC1 と異なっていたが N 端部は pNBC1 と共
通であった。よって IRBIT による活性を
Xenopus Oocyteによる発現実験をおこなった。
その他、組織染色により脳内における bNBC1
の発現部位を検討、特異的抗体を用いた免疫
組織学的解析や Western blot 法などを用い
て比較検討した。グリア細胞の Bergmann 細
胞のシナプス接合部で IRBITの共発現の有無
を確認した。 
更に SNPとして報告されている E122G, S356Y, 
K558R, N610I の変異体を作成して Xenopus 
Oocyte による発現と電気生理的機能解析や
MDCK 細胞による局在の変化の有無を検討と
した。 
 
４．研究成果 
NBC1 の機能異常が片頭痛を引き起こす：申請
者らが報告している遺伝性近位尿細管性ア
シドーシス症例で、膜発現を欠くタイプの



NBC1 ホモ接合体変異全例が片頭痛を合併し
ていた。NBC1 は脳内のシナプス結合部の星状
細胞に発現している。NBC1 の細胞膜発現に異
常があると星状細胞内への重炭酸流入が欠

損するため神経細胞の異常興奮が引き起こ
されると考えた。C６グリア細胞を用いた実
験で NBC1 は二量体を形成しており、膜発現
を欠く変異体と野生型を共発現させると
NBC1 の機能低下を確認した。また共焦点レー
ザー顕微鏡を用いた細胞内 NBC1 発現分布の
実験でも膜発現を欠く変異型との共発現で
細胞内に野生型 NBC1 が留まっているのが確
認できた。以上のことから変異体 NBC1 では
野生型の膜発現の低下を起こす Dominant 
Negative 効果により片頭痛が起こりうる可
能性を証明し、新たな片頭痛発症機序を報告
した(PNAS,107,15963-15968, 2010)。今後は
家族性の片頭痛の家系の遺伝子解析を行う
予定である。 

 
 
 
 
更に SNPとして報告している変異体の機能解
析を行った。K558R は Xenopus Oocyte の蛋白
発現を検討したところ機能が 40〜47％の低
下を認めた。この機序は MDCK 細胞による局
在の検討から特に膜移送の問題は認めず、次
図に示すように輸送機能そのもの低下であ
ることを示した。 
 
 
 

図 片頭痛発症のメカニズム（仮説図） ５．主な発表論文等 
 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） またヒト bNBC1をクローニングして輸送活性
を Xenopus Oocyte を用いて測定した。kNBC1、
および pNBC1とのコンストラクトを比較の上、
電気生理学的な検討を行った。bNBC1は pNBC1
と同様に IRBITにより輸送活性が増強される
ことを確認した（下右上図）。免疫沈降で
bNBC1 と IRBIT の結合を確認している（下右
下図）。また bNBC1 の脳内発現を免疫染色等

で確認したところ Bergmann 細胞に発現してい
た。現在以上のデータをまとめ、論文投稿準備
中である 
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