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研究成果の概要（和文）：酸感受性イオンチャネル5（ASIC5）は、近年新規胆汁酸センサーとして報告された
が、上部消化管での発現については不明である。我々は、食道における新規酸感受性機械受容チャネル候補とし
てASIC5の発現について検討した。RT-PCR法ではASIC5遺伝子断片はマウス食道中、下部に発現が多く、全長クロ
ーニングにより新規のスプライシングバリアントを認めた。他の候補としてTGR5についてもHET-1Aヒト正常食道
上皮細胞株を用いて精査したが、その発現は認められなかった。特異的な抗体がないためタンパクレベルでの発
現が未解析であるが、ASIC5が食道で重要な役割を担っている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Although acid-sensing ion channel 5 (ASIC5) is a novel bile acid-sensitive 
ion channel, which is expressed in the bile duct epithelial cells, the expression in the esophagus 
in unknown. The aim of this study was to investigate the expression of ASIC5 in the mouse esophagus.
 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis found that the short fragments of
 ASIC5 transcripts were abundantly detected in the middle and lower regions. Full length PCR cloning
 analysis identified a novel splicing variant from the mouse esophagus along with the registered 
ASIC5 transcripts. We also examine the expression of acid-sensitive G protein-coupled receptor TGR5 
known as another candidate in a human normal esophageal epithelial cell line HET-1A, but apparent 
expression was not detected. ASIC5 may participate in physiological and pathophysiological functions
 of the esophagus, although the expression of ASIC5 protein was not confirmed because of lack of 
antibodies specific to ASIC5. 

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
胃食道逆流症（Gastroesophageal Reflux 

Disease: GERD）の患者数は本邦でも増加し
ており、その病態への関心が高まっている。
GERD の病態の一つとして食道知覚過敏が指
摘されているが、酸に曝される食道上皮細胞
と食道知覚との関連などその詳細には不明
な点が多い。我々は、これまで食道上皮細胞
に酸感受性イオンチャネルの一つである
Transient receptor potential of vaniloid 
4 (TRPV4)が発現していることを報告した。
そしてこの細胞にはさらに多くの機械受容
チャネルの存在が示唆されている。酸感受性
イオンチャネル（acid-sensing ion channel: 
ASIC）はストレスで生じる局所水素イオンの
上昇に応答するセンサーの一つである。ASIC
６つのサブタイプから構成されているが、こ
れらの食道での発現や機能については全く
分かっていない。我々は、食道上皮に存在す
る酸感受性機械受容チャネルを網羅的に解
析し、その中で近年胆汁酸受容体と報告され
ている ASIC5 と TGR5 という G タンパク質共
役型受容体に着目し、解析する実験を計画し
た。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、新規酸感受性機械受容体

ASIC5とTGR5の食道上皮における発現と機能
を解析し、GERD との関連を検討し GERD の病
態解明につなげることである。 
そこで我々は、他の組織で報告された

ASIC5 及び TGR5 が食道の酸、胆汁酸に対する
即時応答に重要や役割を果たしているので
はないかという仮説を立て、これらの遺伝子
について、食道における発現、局在、生理機
能について調べることにした。 
 

３．研究の方法 
（1）マウスを用いた解析：遺伝子発現と形
態学的解析 
 マウス食道におけるASIC5の発現をRT-PCR、
免疫組織化学染色、in situ hybridization
（ISH）、ウェスタンブロットにより精査した。
具体的には、C57BL6J マウスから上部消化管
を摘出後、total RNA を抽出して RT-PCR 法に
て遺伝子産物の発現を検索した。まずは遺伝
子断片の有無を確認した後、遺伝子の全長に
ついても PCR で確認した。次に、タンパクレ
ベルでの局在を決定するため、摘出した臓器
を OCT コンパウンドに包埋、クリオスタット
にて新鮮凍結切片を作製し、風乾固定後市販
の特異抗体を用いて間接蛍光免疫染色を行
った。抗体の特異性はペプチド抗原による吸
収試験で確認した。mRNA レベでの発現と局在
については、クローニングした ASIC5 サンプ
ルから独自のリボプローブを作製し、35S で標
識した後、in situ hybridization 法を実施
した。タンパクレベルでの解析や抗体の評価
についてはウェスタンブロットでもチェッ
クを行なった。 

  
 （2）HET-1A 細胞を用いた解析 
 ヒト食道上皮細胞における TGR5 遺伝子の
発現の有無について、ヒト正常食道上皮細胞
の性質を保持する細胞株HET-1A細胞を用い、
RT-PCR 法により解析した。使用した HET-1A
細胞については、この細胞で発現が確認され
て い る 一 過 性 受 容 体 電 位 バ ニ ロ イ ド
1(TRPV1)及び TRPV4 の PCR の結果により評価
した。 
 
４．研究成果 
（1）ASIC5 mRNA の発現解析 
マウス上部消化管（食道）における ASIC5 

mRNA の発現を RT-PCR 法によりにより解析し
た。まず食道を上部、中部、下部に３等分し
て、部位ごとで ASIC5 の遺伝子断片を調べる
と、食道の中部と下部で特に発現が強いこと
が明らかとなった（図１）。 

 
さらに食道組織において ASIC5 mRNA の全

長も PCR してその分子同定を行ったところ、
図 2に見られるように登録型の ASIC5-001 と
ともに ASIC5-002 もクローニングされ、マウ
ス食道には 001 タイプに加え、002 タイプも
mRNA として発現していることが示唆された
（図２）。 
図２ 

 
次に ASIC5タンパクの局在を確かめるため

に間接蛍光免疫染色を行った。市販の特異抗
体 (AVIVA SYSTEM BOIOGY, APR37696)を用い



て行った免疫染色では、食道及び陽性コント
ロールとして用いた胆嚢において、いずれも
その粘膜上皮が染色され、添付のペプチドに
よる吸収試験でその上皮の染色性は低下し
ていた（図３）。 

 
一方、ASIC5 mRNA の局在を検索するため 35S

標識プローブによる in situ hybridization
も実施したが、食道に明確なシグナルを認め
なかった。 
そこで、ASIC5-蛍光色素融合タンパク、タ

グ付き ASIC5 など、様々な ASIC5 コンストラ
クトを作製し、これを培養細胞に発現させた
後、その細胞から total RNA 及びタンパクを
回収、RT-PCR と Western blot を行なった。
RT-PCRではASIC5が検出されないベクターコ
ントロールでも Western blot では予想され
る分子量付近にバンドが認められ（図４レー 
ン１）、さらに ASIC5-tagRFP-T 融合タンパク
でもバンドのシフトがないことから (図４
レーン６)、この抗体の非特異性が明らかと
なった。 
 

並行して別の市販抗体 [Accn5(Y-16), 
Santa Cruz Biotechnology,sc-101880]（図
４下段）、さらに外注にてオリジナル抗体を
作製してこの問題の解決にあたったが、現在
までのところ、食道組織における ASIC5 タン
パクの発現は確認できていない。ASIC5 と遺
伝子配列が類似した別のセンサー分子が発
現している可能性がありさらに解析を進め
る予定である。 
 
(2) TGR5 G タンパク質共役型胆汁酸受容体

の解析 

TGR5 胆汁酸受容体は、ヒトの胃や小腸での
発現については報告があるものの、食道粘膜
では調べられていない。そこでヒトの正常食
道上皮細胞の性質を保持していることが知
られている細胞株であるHET-1A細胞を用い、
健常時におけるTGR5の発現について調べた。
HET-1A細胞にはTRPV1やTRPV4遺伝子が発現
していることが報告されているが、これらが
十分に増幅されている条件においても TGR5
遺伝子断片(690 bp)はほとんど増幅されてこ
なかった（図５）。 

 
(3)その他の候補分子の解析 

 近年、同じ酸感受性イオンチャネルに属す
る ASIC1a が胆汁酸により応答増強すること
が報告された（IIyaskin et al., 2017）。ASIC5
や ASIC1a 以外の ASIC サブタイプも胆汁酸感
受性を有する可能性があることから、これま
での研究で不明な点が多いASIC4にも着目し
て ASIC5 と並行して解析を進めている。米国
カリフォルニア大学デイヴィス校が主催す
る KnockOut Mouse Project (KOMP)から購入
した ES細胞から ASIC4-lacZ レポーターマウ
スを作製し、これを用いてその発現を解析し
たところ、上部消化管では胃の筋間神経叢の
一部のニューロンに発現していた。現在、野
生型とASIC4ノックアウトマウスを用いで消
化管輸送能試験や代謝ケージを使い糞便検
査をして消化管運動能に有意差がないか解
析している。 
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