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研究成果の概要： 

 

最も重要な消化液である膵液はアルカリ性（pHが 8以上）であり、アルカリ性の本体である重

炭酸イオン（HCO3
-）は膵管の上皮細胞から分泌される。小動物の膵管を用いて、粘膜上皮の HCO3

-

輸送機構を解析した。CFTRと SLC26A6という二つの分子が、HCO3
-輸送に中心的な役割を果たし

ていることがわかった。ヒトのように特にアルカリ性の強い膵液の分泌では、CFTR が HCO3
-チ

ャネルとして働くことがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
管腔臓器の粘膜防御機構は生命維持に不可
欠である。粘膜防御機構は多くの因子からな
るが、粘膜上皮細胞を介する重炭酸イオンと
炭酸ガス（HCO3

--CO2）の輸送は、その中で最
も基本的かつ重要な因子である。HCO3

--CO2系
は細胞内および細胞外（粘液内）の pH 緩衝
のほとんどを担い、HCO3

-分泌（能動輸送）は
水チャネル（aquaporin: AQP）を介する水の
輸送を引き起こす。これにより、粘液の pH、

水分含量が正常に保たれ、粘稠になりすぎる
ことなく、繊毛運動や免疫機構が正常に働く。 
粘膜上皮膜の HCO3

-輸送が障害される代表的
な疾病が嚢胞線維症（cystic fibrosis）で
ある。CFTR（cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator）を原因遺伝子とし、
白人に多い。CFTR は、上皮膜細胞の管腔膜に
発現する cAMP 依存性陰イオンチャネルであ
る。CFTR機能が低下すると、HCO3

-分泌が障害
されるため粘稠な液が管腔を閉塞し、膵外分
泌機能低下、難治性呼吸器感染をはじめ多彩
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な病態を引き起こす。粘膜上皮の HCO3
--CO2

輸送が障害される病態は、cystic fibrosis
以外にも多い。難治性疾患である慢性膵炎と
び慢性汎細気管支炎の発症機序にはいまだ
不明な点が多いが、一部の患者では、CFTR遺
伝子変異/多型が発症に関与する。当研究室
は、慢性膵炎患者の一部に CFTR 機能の低下
（汗中 Cl-濃度の高値が高い）がみられ、CFTR
の多型が発症に関与することを明らかにし
た。気管支喘息の発作時には、気道内液の pH
が酸性に傾く。Helicobacter pyroli 感染は
十二指腸粘膜の HCO3

-分泌を抑制し、粘膜 pH
が低下するので Helicobacter pyroliの活動
はさらに活発になる。本研究は、粘膜上皮の
HCO3

--CO2 輸送の障害と疾病との関連を解析
し、新しい治療法を開発することを目的とす
る。HCO3

--CO2輸送は、細胞生理学的な手法に
よる解析が他のイオンに比べ難しいが、分子
生物学的な解析の助けによって、CFTR陰イオ
ンチャネル、SLC26 陰イオン交換輸送体、
carbonic anhydrase が key molecule であり
膜輸送複合体（トランスポートソーム）を形
成していることがわかってきた。本研究では、
各粘膜上皮の実験モデルおよび疾病モデル
を用いて、HCO3

--CO2輸送分子の機能異常と疾
病発症との関連を明らかにし、それぞれの
key moleculeの modulatorが新しい治療法と
なりうるか否かを検討する。 
 
２．研究の目的 
 
膵管、十二指腸、気道粘膜上皮に共通する障
害を引き起こす疾病モデルを用いて、
HCO3

--CO2 輸送分子の機能異常と疾病発症と
の関連を明らかにする。各臓器に共通する分
子病態と臓器特異的な分子病態を明らかに
する。HCO3

--CO2輸送分子の modulatorが管腔
内溶液（粘液）の pH をアルカリ化させ水分
量を増やすかどうかを調べる。効果が見られ
た modulatorは、難治性疾患である慢性膵炎
やび慢性汎細気管支炎、common diseaseであ
る気管支喘息や消化性潰瘍の新しい治療法
の有力な候補となる。 
 
ヒトの膵液は 140 mM 以上もの高濃度の HCO3

-

を含む。膵導管細胞の管腔膜には、SLC26 フ
ァミリーに属する SLC26A6 Cl--HCO3

-交換輸送
体と CFTRが存在することがわかっているが、
これらの分子がどのように協調して高濃度
の HCO3

-輸送を実現しているかは明らかでは
ない。HCO3

-分泌は CFTRの活性に依存するが、
CFTR の HCO3

-透過性は Cl-に比べて低いため、
膵 HCO3

-分泌における CFTR の役割は不明であ
った。本研究では、まず、slc26a6 のノック
アウトマウスを用いて、膵導管細胞の HCO3

-

輸送における SLC26A6 Cl--HCO3
-交換輸送体の

役割を検討した。マウスの膵液の HCO3
-濃度は

最高でも 40～50 mM であり、ヒトの膵臓の良
い実験モデルとは言えない。そこで、膵液の
HCO3

-濃度がヒトと同程度に高いモルモット
の単離膵管を実験モデルとして用いて、管腔
膜を介する HCO3

-輸送の分子メカニズムを解
析した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウスの純粋膵液を麻酔下に採取した。 
(2) 膵臓を collagenaseで処理した後、直径
100～150 µm の小葉間膵管を単離した。 
(3) 単離膵管を、倒立顕微鏡のステージ上で
HCO3

--CO2緩衝液で 37℃で表層灌流し、管腔容
積の変化率から溶液分泌（fluid secretion）
速度を求めた。 
(4) 単 離 膵 管 の 管 腔 を 下 図 の よ う に
microperfusion し、pH 感受性蛍光色素 BCECF
を負荷して細胞内 pH を測定した。膵管は一
層の上皮膜組織である。管腔灌流液、表層灌
流液とも右→左に流しているので、それぞれ
の灌流液のコンタミネーションはほとんど
無い。下図のように関心領域を設定すると、
10 個ほどの細胞の平均値を測定しているこ
とになる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 単 離 膵 管 の 管 腔 を 下 図 の よ う に
micropunctureし、細胞膜透過性の無い pH感
受性蛍光色素 BCECF-detran を注入して管腔
内 pH を測定した。管腔内容積の経時的変化
を同時にモニターすることによって、net の
HCO3

-分泌および（溶液分泌が等張と仮定す
る）Cl-分泌速度を求めることができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

４．研究成果 
 
(1) slc26a6 のノックアウトマウスの純粋膵
液を麻酔下に採取したところ、セクレチン刺
激下の分泌量と HCO3

-濃度（約 40 mM）はコン
トロールと差は無かった。単離した小葉間膵
管の管腔内への膵液分泌量にも差は見られ
なかった。しかし、単離膵管の管腔を
microperfusion して細胞内 pH を測定し、管
腔膜の Cl--HCO3

-交換活性を測定したところ、
細胞外 Cl-⇔細胞内 HCO3

-交換方向（HCO3
-分泌

方向）の活性が優位に低下していた。細胞内
Cl-⇔細胞外 HCO3

-交換方向（HCO3
-吸収方向）

の活性は逆に増加していた。この結果は、
SLC26A6が膵導管細胞管腔膜の主要な
Cl--HCO3

-交換輸送体であることを示している。
SLC26A6がノックダウンされた場合には、
CFTRあるいは SLC26A3（DRA、CLD）が HCO3

-

輸送機能を代償したと考えられる。強制発現
系における検討では、SLC26A6と SLC26A3は
起電性の輸送体であり、それぞれ、1 Cl-⇔2 
HCO3

-交換、2 Cl-⇔1 HCO3
-交換を担うという

報告が見られる。本研究の実験結果は、膵導
管細胞でも SLC26A6が 1 Cl-⇔2 HCO3

-交換を
担っていることを示唆している。 
 
(2) モルモットの膵臓から単離した小葉間
膵管を用いて細胞内 pHを測定し、人為的な
電位変化による引き起こされる管腔膜を介
する HCO3

-輸送速度を測定した。実験は、下図
のように、管腔を高 HCO3

-溶液（125 mM）で灌
流し、基底側膜を介する HCO3

-輸送を H2DIDS
を用いて抑制した条件で行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表層灌流液の K+濃度を 5 mM から 70 mM に上
げて脱分極させると細胞内 pH は上昇（HCO3

- 
influx）し、K+濃度を 1 mMに下げて過分極さ
せると細胞内 pHは低下（HCO3

- efflux）した。
（下のグラフを参照） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この電位変化による HCO3

- fluxは、Cl-と Na+

に依存せず、管腔灌流液に CFTR阻害剤
CFTRinh-172 を加えると抑制された。管腔膜
の CFTRが HCO3

-チャネルとして機能すること
を示している。さらに、細胞内 pHとその変
化速度、膜電位、細胞内 buffering capacity
から、管腔膜の HCO3

-透過性を算出したところ、
約 0.1 µm sec-1であった。native な上皮膜の
HCO3

-透過性の絶対値を測定した初めての報
告であろうと思われる。この算出された HCO3

-

透過性は、モルモット膵導管細胞の HCO3
-分泌

に必要な理論値（0.25 µm sec-1）に近かった。
ヒトやモルモットの膵液は 140 mMに達する
高濃度の HCO3

-を含む。このような条件下の膵
導管細胞では、管腔膜の CFTRが HCO3

-チャネ
ルとして機能することがわかった。 
 
(3) モルモットの単離膵管を用いて、
SLC26A6による Cl--HCO3

-交換輸送と CFTRの機
能連関を解析した。表層を HCO3

--CO2緩衝液で、
管腔内を HCO3

-を含まない Hepes緩衝液（140 
mM Cl-）で灌流し、acetate pulse（20 mM）
により膵導管細胞にアルカリ（HCO3

-）負荷し
た。表層灌流液に H2DIDSを加えて基底側膜を
介する HCO3

- efflux を阻害しておけば、細胞
内 pH の変化（低下）を測定することにより
管腔膜を介する Cl-依存性の HCO3

- efflux
（HCO3-分泌）を経時的に観察することがで
きる。実験は、forskolin（1 µM）を用いて
cyclic AMPによって最大刺激された条件で行
った。CFTR阻害剤としては、CFTRinh-172を
10 µM の濃度で用いた。管腔内灌流液に
CFTRinh-172 を加えると、アルカリ（HCO3

-）
負荷後の管腔膜を介する Cl-依存性の HCO3

-分

 

 



 

 

泌が促進された（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、単離膵管の管腔内を BCECF-dextranを
含む Hepes緩衝液（140 mM Cl-、HCO3

-を含ま
ない）で満たし、表層を forskolinを含む
HCO3

--CO2緩衝液で灌流して、HCO3
-分泌および

Cl-分泌速度に対する CFTRinh-172の効果を
解析した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CFTRinh-172 を管腔内に投与すると、溶液分
泌は有意に減少したが、HCO3

-分泌が増加した。
溶液分泌が常に等張と仮定して net の Cl- 
fluxを算出すると、コントロールでは Cl- 
fluxはほぼゼロであったが、CFTRinh-172を

投与した場合は Cl-の吸収が起こっているこ
とがわかった。 
 
膵液中の HCO3

-は、腺房に近い細い膵管（介在
部～小葉内～小葉間膵管の細い部分）から主
に分泌されると考えられており、免疫組織学
的検討により、この部位の膵管の管腔膜に
CFTRと SLC26A6が共存すると報告されている。
本研究は、生理学的に SLC26A6が膵導管細胞
管腔膜における主要な Cl--HCO3

-交換輸送体
であることを示した。さらに、高濃度の HCO3

-

を分泌するモルモット単離小葉間膵管を用
いて、CFTRと SLC26A6の機能連関を検討した。
cAMP刺激下に CFTR を阻害すると、管腔膜を
介する Cl-依存性の HCO3

-分泌と Cl--HCO3
-交換

輸送活性はともに増強された。末梢の膵管で
は、腺房からの Cl-分泌によって管腔内の Cl-

濃度が高いと推定され、この状態では導管細
胞内の Cl-濃度は比較的高い。CFTRの HCO3

-

透過性は Cl-に比べて小さい（0.2～0.5）た
め、この条件では、管腔膜上の CFTRは HCO3

-

よりも Cl-を多く分泌してしまうが、SLC26A6
による Cl--HCO3

-交換輸送が代償していると
考えられる。HCO3

-分泌によって管腔内（膵液
中）の HCO3

-濃度が高くなる（Cl-濃度は低く
なる）と、管腔膜の CFTRが HCO3

-チャネルと
して機能し、HCO3

-分泌の主要なルートになる
ことがわかった。 
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