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研究成果の概要（和文）：ほ乳類小腸において、グルコースはじめ多くの栄養素の吸収がナトリ

ウムイオン依存性能動輸送により起こることが知られている。本研究で得られた結果から、こ

れらの能動輸送過程に必要なナトリウムイオンの大部分が、小腸上皮細胞間をシールしている

タイト結合部を介して血液側から管腔内側に供給されていること、さらに、この供給ルートを

担う主要なタンパク質はクロージン−１５であること、が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Glucose and many other nutrients absorption in the mammalian small 
intestine are mediated by Na-dependent active transport mechanism. The present results 
have suggested that Na required for these processes is rapidly supplied from the blood 
side to the lumen through the tight junction, and claudin-15 play a major role in this 
pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

 多くの栄養素は Na に依存した二次性能動
輸送で小腸上皮から吸収される。グルコース
の場合、頂側膜にグルコースと Na を１：２
の比で輸送する共輸送体があり、これを介し
て栄養素は Na の電気化学的ポテンシャル勾
配を利用して細胞内に効率よく取り込まれ
蓄積する。次いで栄養素は側底膜上のトラン
スポーターを介して血液側に放出される。一
方 、 側 底膜 上 には Na/K 交 換ポ ンプ

（Na,K-ATPase）が存在し、取り込まれた Na
を血液側に汲み出すとともに、頂側膜の取り
込みに必要な Na の電気化学的ポテンシャル
勾配を維持している。このグルコースととも
にその 2 倍量の Na も吸収されることが、経
口補液療法の根拠となっている。しかし本当
にグルコースの 2 倍量の Na の吸収が起こっ
ているのであろうか？やや意外ではあるが、
自然状態の小腸において実際にグルコース
吸収に伴いどれだけの Na が吸収されている
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かについて検討した報告は見当たらない。ま
た、２倍量の Na 吸収が起こっているとする
と矛盾する事実もある。すなわち、摂取され
たグルコースの 2 倍量の Na が管腔内に供給
されなければならないが、食事中に含まれる、
あるいは消化液として分泌される Na はおお
よそ 1 モル/日にすぎない。この量は糖質の
摂取量（=吸収量、グルコース 1.5 モル）と
Na/グルコース輸送比（= 2）から予想される
必要量の 1/3にすぎない。さらに糖以外にも
Na に依存して吸収される栄養素が多くある
ことを考えれば、食事や消化液以外にも別の
何らかの Na 供給メカニズムがなければなら
ないと考えられる。 
上皮細胞の管腔側近くにはタイト結合部が
ある。タイト結合部は基本的には上皮細胞同
士をつなぎとめると同時にバリアーとして
も機能を果たしているが、さらに上皮を横切
ってのイオン選択性を持つ透過路（傍細胞経
路：受動輸送と特性を持つ）としても機能し
ている。近年月田らによりタイト結合部のタ
ンパク質クロージンファミリーが同定され、
さらにそれらを培養上皮細胞系に発現させ
るとメンバーにより異なったイオン選択的
性を持つ透過路が形成されること、またその
変異によりイオン選択性が変化することが
示され、クロージンがタイト結合部のイオン
透過性を制御していることが明らかになっ
た。タイト結合部の選択的イオン透過性は、
尿細管でのミネラル再吸収や上皮細胞分化
にも重要な役割を果たしていることも知ら
れている。 
小腸の上皮のタイト結合部はイオン透過性
が高い（電気的な抵抗が低い）こと、陽イオ
ン選択的であることが知られている。電気的
な抵抗が低いことは、Na/ K 交換ポンプを中
心として発生する側底膜の起電力が、そこを
介して頂側膜の膜電位を過分極方向にシフ
トさせ Na との共輸送体の輸送効率を高める
効果がある。しかしこの効果はタイト結合部
の電気抵抗が低い（イオン透過性が高い）必
要はあるが、必ずしも陽イオン選択性でなく
てもよく、特に陽イオン選択性である生理的
意義は不明のままであった。腸管上皮にはク
ロージン２，３，４，７，１２，１５などが
発現している。このうちクロージン－１５は
小腸絨毛部に多く、発現させると Na イオン
選択性の透過路を形成することが報告され
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、クロージン－１５－欠損マウ

スを利用し、Na依存性グルコース吸収におい
て、タイト結合部を介して血液側からの Na
の供給がおこり、それがグルコース吸収を支
えていることを明らかにする。タイト結合の
選択的イオン透過性が持つ新たな生理的役

割が明らかになるとともに、より有効な経口
補液法への手掛かりも得られるものと期待
される。 

 

３．研究の方法 

（１）選択的イオン透過性の変化（ユッシン
グ法による電気的パラメータの測定） 
 摘出した下部空腸を、筋層を剥離後、ユッ
シングチャンバーに装着した。コンダクタン
スは外電圧負荷による電流の変化量より求
めた。また拡散電位はチャンバーの一側の代
用液の NaCl濃度を半減(等浸透圧のマンニト
ールで置換)させた際に発生する電位差を測
定した。 
（２）腸管運動の変化、腸管内の糖質の消化
吸収と水・電解質代謝の変化（代謝ケージを
用いた実験） 
 飼料の組成は、水分 7.9％(重量)、蛋白質
23.1％、脂質 5.1％、灰分 5.8％、繊維 2.8％、
可溶性無窒素物 55.3％、ナトリウム 0.19％
(重量)、カリウム 0.9％(重量)、クロライド
0.31％(重量)である。粉末状にして摂取させ
た。 
 動物は、訓化させるため 5日間代謝ケージ
で飼育した。摂食時間は 10:00～15:00とし、
水は自由摂取させた。実験当日(6日目)は飼
料に非吸収性のマーカーとして 14C でラベ
ルしたポリエチレングリコール（PEG）を 2％
(重量)加えた。 
 実験当日に、餌を与え始めた時間から 3〜5
時間後に屠殺した。胃噴門から大腸までを摘
出し、腸管各部位を胃(S)、小腸 6等分(S1～
S6)に分け、内容物を回収した。各内容物は、
重量測定後、80℃で 1日間乾燥させ、乾燥重
量を求めた。重量低下から内容物の水分重量
を求めた。ついで一定量の蒸留水を加え攪拌
後、遠心して上清を採取した。また実験当日
の屠殺時間までの摂食量を測定した。 
 腸管内容物の 14C-PEG は液体シンチレー
ション法で、腸管内容物の K、Na濃度はイオ
ンメーターを用いて、Cl濃度はイオンアナラ
イザーを用いて夫々測定した。また、グルコ
ース濃度はグルコースオキシダーゼ法によ
り測定した。 
（３）小腸グルコース吸収と Na吸収の量的
関係の変化（小腸灌流実験） 
 マウスをウレタンで麻酔し、動物用恒温装
置の上に仰臥位に固定した。開腹後、空腸の
一部(約 5cm)を露出させ上端と下端にカニュ
ーレを接続し、ペリスタポンプ約 185μl/min
の速度で灌流した。流出液は一定時間ごとに
回収した。流入液と流出液のそれぞれの流速、
グルコース濃度、Na濃度を測定し、流入量と
流出量の差より吸収速度を求め、実験終了後
に測定した灌流部位の長さで割って、腸管の
長さ当りの吸収速度として表した。グルコー
ス濃度は酵素法（ グルコース C II -テスト



 

 

ワコー 和光純薬）により、Na濃度はイオン
メーター（コンパクトイオンメーター 堀場
製作所）により求めた。 
灌流液は下記組成を用いた。 
灌流用管腔液組成(mM) 
K2HPO4     7 
KH2PO4         7 
NMDG-Cl        110 
NaCl            15 
CaCl2            1.2 
MgCl2            1.2 
Glucose      5      
100%O2、pH=6.8 
 
４．研究成果 
（１）空腸のコンダクタンスを測定するとク
ロージン 15 欠損マウスでは野生型マウスに
比較し、コンダクタンスが低下していた。ま
た拡散電位は野生型マウスでは管腔側 NaCl
濃度を半減させると、粘膜側正電位の増加が
観察されたが、クロージン 15 欠損マウスで
は、正電位の増加は観察されなかった。この
結果は、ナトリウムイオンとクロライドイオ
ンの透過性の比(PNa/PCl)を算出すると、ク
ロージン 15 欠損マウスでは PNa/PCl が低下
していることを示唆している。これらのこと
は小腸上皮の陽イオン透過性にはクロージ
ン 15が重要であること示唆して 
（２）腸管運動の変化、腸管内の糖質の消化
吸収と水・電解質代謝の変化 
①餌の摂食量 
野生型に比べクロージン 15 欠損マウスで

は、摂食量がやや少なかった。初めの 2時間
で野生型マウスでは一日量の 69.9±9.1%を
摂取し、クロージン 15 欠損マウスでは 51.9
±4.4%を摂取していた。それ以降５時間後ま
での摂食量は、両群で差がなかった。 
②胃排泄速度 
食餌から摂取した PEG量と胃内の PEG量の

差から、その時間までに胃を通って小腸に入
った PEGの累積胃排泄量が求まる。胃排出速
度が一定である仮定して PEG の流量、MPEG、
を計算したところ、野生型マウスで 0.043±
0.008μmol/min、クロージン 15 ノックアウ
トマウスで 0.033±0.009μmol/minであった。
この値を以下の解析に用いた。 
③小腸各部位での内容物の滞留時間および
通過時間 
 腸管各部位内の PEG量と上述の PEGの胃排
出速度 MPEG を用いて小腸滞留時間および小
腸通過時間を求めた。野生型マウスでは、S1
で短く、S2 以降は滞留時間の増加が見られ、
S4で最も長く、それ以降は滞留時間の短縮が
観察された。一方クロージン 15 欠損型マウ
スでは野生型マウスと異なり、S1 から S3 で
長くそれより遠位側の部位では滞留時間の
短縮が観察された。クロージン 15 欠損型で

は野生型に比べ小腸の肥大化しており、（野
生型 33cm、クロージン 15欠損型 45cm）単位
cm当たりで補正した値を比較すると、S3〜S4
でほぼ同じで、それより近位部ではクロージ
ン 15 欠損型が、遠位部では野生型が長い滞
留時間を示した。また、小腸通過時間は小腸
内の内容物の移動の平衡化が示唆された摂
食後 3 時間以降、野生型マウスでは 55.2±
6.5min、クロージン 15 ノックアウトマウス
では 74.5±6.5minかかることが観察された。 
④内容物の水分量と電解質濃度 
 小腸各部位ごとに小腸の長さ当たりの水
分量を比較したところ、近位部では野生型群
に比べ Claudin-15 欠損群で水分量が多かっ
た。ただし、遠位部では低下しその差がほと
んどなくなった。 
 小腸各部位ごとの Na イオン濃度を比較す
ると、野生型群では小腸全体にわたって 80 mM
前後であるのに対し、クロージン-15 欠損群
では徐々に低下し S2 以下では 20 mM 以下に
まで低下した。ただし、S6 では再び〜40mM
まで上昇した。小腸各部位ごとの Kイオン濃
度を比較すると、Naイオン濃度分布の場合と
逆に、野生型群では 50 mM以下と低く、クロ
ージン-15欠損群で 100〜150mMと高い値を示
した。さらに、小腸各部位ごとの Clイオン 濃
度を比較すると、野生群とクロージン-15 欠
損群ともに、上部でやや高く（約 50 mM）中
位になると少し低下し（約 30 mM）、その値は
ほぼ等しかった。しかし後半部では、野生型
で再び増加（約 50 mM）する傾向を示したの
に対して、クロージン欠損群ではそのような
増加する傾向は見られなかった。 
⑤腸管内容物のグルコース濃度の比較 
 腸管各部位におけるグルコース濃度を測
定したところ、胃(S)には約 50mMの遊離グル
コースが存在していたが、使用した餌にはわ
ずかながら遊離のグルコースが含まれてお
り、それを反映したものと考えられる。小腸
では、野生型マウスのグルコース濃度は S2
で約 145mMと最も高い値を示したが、S4以降
は約 7mM と低下した。クロージン 15 欠損型
では野生型に比べ小腸の遠位側である S4、S5
でも約 33mM、14mM と高いグルコース濃度が
観察された。腸管管腔内に存在するグルコー
スは、炭水化物の分解による産生と腸管のグ
ルコース吸収能力の差を反映すると考えら
れる。欠損型では近位部の小腸に滞留する時
間が長いにも関わらずより遠位にまでグル
コースが存在することから、グルコース吸収
能力の低下が起こっている可能性が高いと
考えられる。 
（３）小腸グルコース吸収と Na 吸収の量的
関係 
 野生型マウスで灌流実験を行ったところ、
グルコースを含まないマンにトール液で空
腸を灌流した時、血液側（5-10mMグルコース



 

 

濃度）から管腔内へのグルコース流入はほと
んど見られなかったが、Naの管腔内への流入
が観察された。この実験では管腔内を灌流す
る液の Na濃度は 15mMのため、血液中の 140mM
との間の濃度勾配による管腔内への流入が、
能動輸送による Na 吸収量を上回ったと考え
られる。実際灌流液の Na 濃度を生理的な小
腸内濃度の 80mMまで上げると、正味の Na吸
収が見られた。空腸を灌流する液(Na=15mM)
をマンにトール液からグルコースを含む液
に変えたところ、一定のグルコース吸収が観
察された。しかし Na 吸収に関してはグルコ
ース吸収に伴い増加（分泌が低下）すること
なく、むしろ分泌がやや増大する傾向を示し
た。すなわち Na 吸収がグルコース吸収に伴
い増大するということは観察されなかった。 
 次に同様の実験をクロージン 15 欠損マウ
スで行った。コントロールのマンにトール液
を灌流した場合、野生型マウスと異なり、Na
吸収が観察された。グルコース吸収速度は野
生型マウスに比べ大きな差はなかった。クロ
ージン 15 欠損マウスでは、空腸の絨毛が巨
大化していることからグルコース吸収活性
は増大していることが予想されたが、この結
果は、吸収細胞あたりの吸収活性はむしろ低
下していることを示唆している。クロージン
15 欠損マウスにおいては野生型マウスでは
見られなかったグルコース吸収に伴う Na 吸
収活性の増加がみられた。この増大した Na
吸収速度はグルコース吸収速度とほぼ見合
う値であった。この結果は、野生型マウスで
は、グルコース吸収に伴い吸収される Na の
大部分はクロージン 15 が関与する陽イオン
選択性のタイト結合部を介して管腔内へリ
サイクルしているとの考えを支持するもの
と考えられる。 
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