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研究成果の概要（和文）：胃酸分泌細胞は強酸を分泌するが自己は消化しない。このため胃酸分

泌細胞には巧妙な細胞防御機構が備わっているものと考えられ、これまでに我々は細胞防御 Cl-

チャネルが必須の役割を担っていることを見出している。本研究で、SLC26A7 と SLC26A9
の 2 種の Cl-チャネルの分子生理機能についての解析を行い、SLC26A7 は、細胞防御 Cl-チャ

ネルの機能発現に必須の分子であり、SLC26A9 は、酸によって活性化され高浸透圧により抑

制される Cl-チャネルであることを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）：The gastric parietal cell secretes strong acid, but the cell is not 
digested by acid. Therefore, it is thought that the parietal cell possesses the sophisticated 
cytoprotective mechanism. So far, we found that function of a cytoprotective Cl- channel is 
essential for the mechanism. In this study, we tried to clarify physiological function of two 
kinds of Cl- channels, SLC26A7 and SLC26A9, in the parietal cell. We found that SLC26A7 
is an essential molecule for maintaining the function of cytoprotective Cl- channel, and that 
SLC26A9 is activated by acidic pH and inhibited by hyperosmolality. 
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１．研究開始当初の背景 
胃酸分泌細胞は、強酸を分泌し食物を消化

するが自己は消化しない。胃酸分泌細胞の寿
命は約５カ月であり、表面上皮細胞の寿命
（約１週間）よりはるかに長い。このため自
身が障害を引き起こしても、すぐに他の細胞
に置き換わることができない。したがって胃
酸分泌細胞には巧妙な細胞防御機構が備わ
っているものと考えられる。 

我々は以前に、胃酸分泌細胞の基底側膜に
非常にコンダクタンスの小さい Cl-チャネル
（0.3 pS）が多数存在することを見出し（1
個の細胞あたり約 3 万個）、このチャネルが
細胞防御機能を有するプロスタグランジン E2

（PGE2）によって活性化され、炎症誘発性の
インターロイキン-1β（IL-1β）によって抑
制されることを見出した。また、この Cl-チ
ャネルの活性化により胃酸分泌細胞がエタ

機関番号：１３２０１ 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：２１３９００５６ 

研究課題名（和文） 塩素イオンチャネルのＳＬＣ２６Ａ７と２６Ａ９による新規細胞防御 

機構の解明 

研究課題名（英文） Clarification of properties of chloride channels, SLC26A7 and 26A9, 

involved in novel cytoprotective mechanism 

研究代表者 

酒井 秀紀 （SAKAI HIDEKI） 

富山大学・大学院医学薬学研究部（薬学）・教授 

 研究者番号： 60242509 

 
 



 

 

ノール傷害から保護され、チャネルの阻害に
より細胞傷害が増大することを見出した
（Sakai ら, J. Biol. Chem., 1995; Sakai
ら, Eur. J. Pharmacol., 1998; Sakai ら, J. 
Physiol., 2003）。このような「細胞防御チ
ャネル」はこれまで報告されていなかった。
その後の細胞防御 Cl-チャネルの分子実体解
明に向けた多角的研究にもかかわらず、未だ
確定には至っていない。 
Solute Carrier 26 (SLC26) ファミリーは、

生理機能の観点から 3つのグループに分類さ
れている：(1) SO4

2-トランスポーター、(2) 
Cl-/HCO3

- 交換輸送体、 (3) Cl- チャネル
（Dorwartら, Physiology, 2008）。このうち
Cl-チャネルとして機能する分子は、SLC26A7
と SLC26A9 の 2 種である。興味深いことに
SLC26A7 と SLC26A9 はともに胃酸分泌細胞に
発現していることが報告されている。
SLC26A7 は、我々が見出した「細胞防御 Cl-

チャネル」と局在（基底側膜に存在する）や
電気生理学的特徴など類似点が多い。
SLC26A9 は、SLC26A7 と局在が異なり、胃プ
ロトンポンプの存在する分泌膜に存在する。
したがって胃酸分泌機構への直接的関与が
考えられる他、pHや浸透圧変化など過酷な周
囲の環境変化から細胞を守るホメオスタシ
ス維持機構に関与している可能性が考えら
れる。 
このような研究背景から、胃酸分泌細胞の

細胞防御およびホメオスタシス維持機構に、
基底側膜の SLC26A7と分泌膜の SLC26A9が関
与している可能性が高く、本研究を着想する
に至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、胃酸分泌細胞に発現が見出さ

れた Cl-チャネルの SLC26 ファミリーの
SLC26A7 と SLC26A9 に着目し、これらのチャ
ネルが関与する新規の細胞防御機能や、胃酸
分泌機構におけるチャネルの役割を分子生
理学的に解明することを目的とした。特に、
SLC26A7が「細胞防御 Cl-チャネル」である可
能性について検証し、細胞防御機能に関与す
るメカニズムについて明らかにすることを
目的とした。また、SLC26 ファミリーの多く
が Cl-/HCO3

-交換輸送体として機能する一方
で、SLC26A7と SLC26A9がなぜ HCO3

-を輸送せ
ず、Cl-選択的チャネルとして機能するのかに
ついて、その分子メカニズムの解明を目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) SLC26A7および SLC26A9のクローニング 

SLC26A7についてはマウス腎臓組織標本よ
り、SLC26A9 についてはマウス胃粘膜組織標

本より cDNA を調製し、pcDNA3.1、pcDNA4/His
または pcDNA6/V5-Hisベクターに組み込んだ。
SLC26A7 cDNAを pcDNA6/V5-Hisに組み込む際
には、終止コドン TGA のうち GA を欠失させ
た。パッチクランプ実験用として、GFP と共
発現可能な pClNeo/IRES-GFPに SLC26A7およ
び SLC26A9を組み込んだ。 
 
(2) SLC26A7および SLC26A9の培養細胞への

強制発現 
SLC26A7、SLC26A9を組み込んだベクターを

各細胞にトランスフェクションする際には、
Lipofectamin 2000 を用いたリポフェクショ
ン法で行い、24時間後の細胞を実験に用いた。
プロテアソーム阻害のため、リポフェクショ
ンより 21時間後の細胞に 10 μM ラクタシス
チンを加え、37℃で 3 時間処理した。 
 
(3) Western blot 
pcDNA4/Hisに組み込んだ SLC26A7、SLC26A9

の検出には抗 Xpress抗体を 5,000 倍希釈で
使用した。pcDNA6/V5-Hisに組み込んだ
SLC26A7の検出には抗 V5抗体を 3,500倍希釈
で使用した。抗 SLC26A7マウスモノクローナ
ル抗体は、1,000倍希釈で、二次抗体はいず
れも 5,000倍希釈で用いた。 
 
(4) 免疫蛍光細胞染色 
SLC26A7または SLC26A9を発現させた培養

細胞は氷冷メタノールで 7分間処理により固
定し、0.3% Triton-X 100, 0.1% BSAを含む
PBSを用い、室温で 15 分透過処理を行った。
1.5% BSA溶液によりブロッキングした後、100
倍に希釈した 1 次抗体と 4℃で反応させた。
二次抗体には Alexa 488結合抗マウス IgG 抗
体を 100倍希釈で用いた。免疫蛍光染色像は、
Zeiss LSM 510レーザー共焦点顕微鏡を用い
観察した。 
 
(5) ホールセルパッチクランプ実験 
SLC26A7、SLC26A9発現細胞のホールセル記

録は、AxoPatch 200B amplifier を用いて行
った。パッチ電極には抵抗が 2-5 MΩのガラ
ス電極を用いた。データ取得、解析のソフト
ウェアとして pClamp software (Version 
9.0.2; Axon Instruments)を用いた。 
 
(6) マウス胃傷害モデルの作製 
SLC26A7ノックアウトマウス（SLC26A7-KO）

および C57BL/6Jワイルドタイプマウス（WT）
を１日絶食させ、体重測定後エタノール
（99.5%）5 ml/kg を経口投与した。30 分後
に安楽死させ、噴門部結紮した胃を摘出し、
幽門部より 2%ホルマリン溶液を 700 μl注入
し結紮した。90分後、大弯部を切断し、傷害
スコアを測定した。 
 



 

 

４． 研究成果 

(1)  SLC26A7発現細胞の構築のため、マウス

腎臓よりクローニングしたSLC26A7 cDNAを組

み込んだ3種類のベクターをHEK293および

LLC-PK1細胞に導入したが、いずれの場合も

SLC26A7タンパク質の発現は確認されなかっ

た。しかし導入細胞をプロテアソーム阻害薬

（ラクタシスチン）で処理すると、SLC26A7

タンパク質の発現が観察された。一方、Cos-7

細胞に導入した場合、SLC26A7タンパク質の発

現が観察されたが、原形質膜には存在せず、

細胞内オルガネラに分布していた。これらの

結果から、SLC26A7の原形質膜発現のために必

須なサブユニットまたは細胞内因子の存在が

示唆された。これまでの必須分子の探索では、

未だ発見に至っておらず、現在も探索を継続

中である。 

 

(2)  マウス胃粘膜を超高速振動装置に取り

付け、非酵素的に胃腺を単離した。単離胃腺

中の胃酸分泌細胞にホールセルパッチクラン

プ法を適用し、基底側膜に発現するCl-チャネ

ル電流の性質を検討した。その結果、マウス

胃酸分泌細胞において膜電位と時間に依存し

ないCl-チャネル電流が存在し、Cl-チャネル阻

害薬のNPPBにより抑制されることがわかっ

た。また、Cl-電流は細胞内cGMP濃度上昇によ

り増大した。さらに胃酸分泌細胞内外のCl-の

濃度勾配を消去することにより、静止膜電位

は脱分極側にシフトした。これらの薬理学的

および電気生理学的性質は、これまで我々が

報告しているウサギ、ラット胃酸分泌細胞基

底側膜の細胞防御Cl-チャネルの性質と酷似

していた。SLC26A7はcGMP依存性Cl-チャネル

であり、静止膜電位形成に関与している可能

性が考えられた。 

 

(3)  SLC26A7が胃酸分泌細胞基底側膜の細胞

防御Cl-チャネルの分子実体である可能性を

検証するため、SLC26A7ノックアウトマウス

（SLC26A7-KO）と野生型マウス（WT）より、

胃腺を単離し、胃酸分泌細胞のホールセルCl-

電流ならびに静止膜電位をパッチクランプ法

により測定した。Cl-電流は、KOの方がWTより

有意に小さく、膜電位はKOがWTに比べて有意

に浅かったが、KOの細胞において、Cl-由来成

分の完全な消失は認められなかった（図１）。

したがってSLC26A7は、細胞防御Cl-チャネル

と連関して機能する調節分子であり、胃酸分

泌細胞の細胞防御機構に重要な役割を果たし

ていることが示唆された。 

 
図１．SLC26A7ノックアウトマウス(KO)と野生型マウス

(WT)の胃酸分泌細胞のホールセルCl-電流の

比較 

 

(4)  KOおよびWTマウスにエタノールを経口

投与し、胃粘膜傷害に対する効果を調べたと

ころ、KOの傷害スコアがWTよりも有意に高か

った。組織標本を詳細に顕微観察したところ、

KOの細胞傷害の程度はWTに比べ、粘膜深部に

まで達しており、多数の胃酸分泌細胞が傷害

を受けていた（図２）。               

図２．エタノール経口投与によるSLC26A7ノックアウト

マウス(KO)と野生型マウス(WT)の胃粘膜傷害

の比較 

 

我々はこれまでに、胃酸分泌細胞の細胞防御

Cl-チャネルの機能を阻害すると、細胞傷害の



 

 

程度が有意に増大することを見出しているこ

とから、SLC26A7が細胞防御機能に重要な役割

を果たしていることが示唆された。 

 

(5)  SLC26A9発現細胞構築のため、マウス胃

よりクローニングしたSLC26A9 cDNAを

LLC-PK1およびCos-7細胞に導入したところ、

原形質膜にSLC26A9タンパク質の発現が観察

された。ホールセルパッチクランプ法により

発現細胞のチャネル電流を測定すると、電流-

電圧関係が直線的な膜電流が記録できた。同

様な電流は、SLC26A9未発現細胞では見られか

った。低Cl-の細胞外溶液を用いると、逆転電

位は脱分極側にシフトし、外向き電流も顕著

に抑制された。この電流はCl-チャネル阻害薬

のフルフェナミン酸により有意に抑制され

た。以上のことから、SLC26A9は電位非依存的

なCl-チャネルとして機能することがわかっ

た。 

 

(6)  SLC26A9発現Cos-7細胞において、細胞外

溶液の浸透圧を高張（400-500 mOsm）にする

と、SLC26A9由来Cl-電流は有意に減少したが、

低張（270 mOsm）にしてもCl-電流は変化しな

かった。このような性質を有するチャネルの

報告例はこれまでになく、SLC26A9は胃酸分泌

細胞管腔側が高張になった際に、イオン流出

を制御し、細胞容積を調節しているものと考

えられた。また、細胞外を酸性（pH5-6）にす

ると、Cl-電流の増大が観察されたことから、

SLC26A9が胃酸分泌細胞管腔側のpH変化によ

り活性調節を受けている可能性が考えられ

た。 

図３．細胞外高浸透圧によるSLC26A9発現細胞のホ

ールセルCl-電流の抑制 

(7)  H+,K+-ATPase安定発現細胞株にSLC26A9

のT-RExシステムを導入した細胞において、

SLC26A9と胃プロトンポンプ（H+,K+- ATPase）

が免疫共沈降することを見出した。このこと

から両者は分子会合しているか近接して存在

しているものと考えられた。この細胞で、

SLC26A9の発現が胃プロトンポンプ活性に及

ぼす効果を検討したが、有意な活性変化は観

察されなかった。またH+,K+-ATPaseおよび

SLC26A7が安定共発現した細胞にホールセル

パッチクランプ法を適用し、胃プロトンポン

プ特異的阻害薬（SCH28080）の効果を検討し

たが、SLC26A9電流の有意な変化は観察されな

かった。 

 

(8)  SLC26A9の各種点変異体を作製し、Cl-チ

ャネル機能発現に必須の部位を検討したとこ

ろ、V397K変異体（SO4
2-トランスポーター機能

を有するSLC26Aファミリーのアミノ酸残基に

置換）において、Cl-電流が消失した。したが

って397番目のバリン残基が、SLC26Aのチャネ

ルとトランスポーター機能の差異決定に関わ

る可能性が示唆された。現在、詳細な検討を

進めている。 

 

以上のように本研究により、我々は、SLC26A7

は、細胞防御 Cl-チャネルの機能発現に必須

の分子であり、SLC26A9 は、酸によって活性

化され、高浸透圧により抑制される Cl-チャ

ネルであることを見出し、胃酸分泌細胞にお

ける細胞防御およびホメオスタシス維持機

構における Cl-チャネルの新規機能を解明し

た。 
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