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研究成果の概要（和文）：ASIC5 (BLINaC または BASIC) は近年胆道上皮での発現が報告された新規胆汁酸セン
サーだが、上部消化管での発現については報告されていない。そこで、我々は、ASIC5 の食道における発現を精
査した。RT-PCR 法によれば、ASIC5 遺伝子断片はマウス食道の中部と下部で発現が多く、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 についてもヒト正常食道上皮細胞株
（HET-1A）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ある。

研究成果の概要（英文）：Acid-sensing ion channel 5 (ASIC5；also called BLINaC or BASIC) is a novel 
bile acid-sensitive ion channel, which is expressed in the epithelial cells that line bile ducts 
(Wiemuth et al, 2012), but the expression in the upper digestive tract is unknown. We thus examined 
the expression of ASIC5 in the mouse esophagus. 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 examined 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）の患者数は近年増加傾向に
あり、今後はバレット食道、さらにはバレッ
ト腺癌も増加することが懸念されているこ
とから、GERD の病態を解明することは喫緊の
課題である。これまでの報告では、胃酸以外
の胃内容物の逆流、特に胆汁酸が GERD の進
展、バレット食道形成に重要な役割を果たし
ていることが指摘されているが、食道粘膜に
おける胆汁酸の受容機構については不明な
点が多い。胆汁酸は、他の組織では
FXR(farnesoid X receptor)核内胆汁酸受容
体を介して作用することが知られているが、
食道での発現については、施設間で実験結果
に相違があり、十分解明されていない。一方、
近年細胞膜型の胆汁酸受容体が他の組織で
同定された（Wiemuth et al.,2012; Kawamata 
et al.,2003）。十二指腸や胆嚢の上皮細胞で
は ASIC5(別名 BASIC)と呼ばれる酸感受性イ
オンチャネルのファミリー分子が、単球や腸
内分泌細胞などでは TGR5 という G タンパク
質共役型受容体が、胆汁酸受容体として機能
しているという報告があるが、これらの食道
粘膜における発現については全く検討され
ていない。そこで我々は、これら新規の胆汁
酸受容体に着目し、解析する実験を計画した。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、上部消化管、特に食道上
皮に発現している新規胆汁酸受容体を検索
し、さらに 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が上部消化管の胆汁酸に対す
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、上部消化管における発現、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 
 マウス上部消化管（食道）における ASIC5
の発現を RT-PCR、免疫組織化学染色、in situ
ハイブリダイゼーション、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 ハイ

ブリダイゼーション法を実施した。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、
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）。 



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 ハイブリダイゼ
ーション法も実施したが、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 とウェスタンブロットを行なっ
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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