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研究成果の概要（和文）：胃酸分泌細胞の頂端膜は、過酷なpH条件下（pH 0.8）にさらされているにも関わらず、通常
は傷害を受けないが、そのメカニズムについては不明である。これまでに我々は、胃酸分泌細胞基底側膜に存在する分
子実体未知のCl-チャネルが細胞防御機構に関与することを見出している。本研究で、１）胃酸分泌細胞の細管小胞に
多様性があり、発現するイオン輸送タンパク質のパターンが異なること、２）基底側膜に発現するSLC26A7のCl-チャネ
ル機能が、細胞防御機構に必須であること、３）胃プロトンポンプβサブユニットの糖鎖末端のシアル酸がポンプの活
性調節および細胞防御機構に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Though the apical membrane of the gastric parietal cell is exposed to the severe 
pH fluid (pH 0.8), the cell is not usually damaged by acid, but its mechanism has not been elucidated. We 
previously found that the unidentified Cl- channel in the basolateral membrane of gastric parietal cells 
participates in the cytoprotective mechanism. In this study, we clarified the following points: 1) 
Gastric tubulovesicles have variety in their characteristics, and the expression pattern of ion 
transporting proteins is different among the vesicles. 2) A Cl- channel function of SLC26A7 in the 
basolateral membrane is essential to the cytoprotective mechanism of gastric parietal cells. 3) The 
sialic acid at the end of the carbohydrate chain in gastric proton pump beta-subunit may be important for 
regulation of the pump activity and the cytoprotective mechanism.

研究分野： 細胞生理学、分子生理学

キーワード： 生理学　細胞・組織　胃酸分泌　細胞防御　イオン輸送　プロトンポンプ　イオンチャネル
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１．研究開始当初の背景 
胃は、強酸（塩酸：HCl）を分泌するが、

通常は自己消化を引き起こさない。これは、
胃粘膜表面に精巧な粘液バリアが構築され
ているためである。 
一方、胃粘膜内の胃酸分泌細胞には、H+分

泌の分子実体である胃プロトンポンプ
（H+,K+-ATPase）が多量に発現しており、頂
端膜（分泌側膜）から大量の胃酸を分泌して
いる。しかし、胃酸分泌細胞は、健常時には、
傷害を受けない。なぜ、頂端膜が、生体内で
最も過酷な pH 条件下（pH 0.8）に暴露され
ているにも関わらず、傷害を受けないのかに
ついてのメカニズムは不明である。 
これまでに我々は、胃酸分泌細胞の基底側

膜（血流側膜）に「細胞防御 Cl-チャネル」
が存在しており、このチャネルがプロスタグ
ランジン E2により活性化され、エタノール傷
害に対する細胞保護機構に関与することを
見出している。しかし現在まで、細胞防御 Cl-

チャネルの分子実体は解明されていない。最
近、我々は、胃酸分泌細胞の基底側膜に発現
している「SLC26A7」についての研究を行い、
SLC26A7 が、胃酸分泌細胞固有の細胞防御機
構に関与している可能性を示唆する結果を
得た。 
他方、副細胞から分泌される糖鎖が、粘膜

のピロリ菌の増殖および炎症を抑えること
により胃がんの発症を抑制するという興味
深い知見が報告された（Karasawa ら；JCI, 
2012 年）。糖タンパク質の糖鎖はこれまで、
熱や酸に対する耐性を付与することが知ら
れているが、胃酸分泌細胞に存在する糖鎖に
ついては殆ど研究されていない。 
以上の諸観点から、胃酸分泌細胞の未知な

る塩酸防御バリアの解明に挑むという着想
に至った。 
 
２．研究の目的 
胃粘膜表面には、重炭酸イオン（HCO3

-）を
含む粘液バリアが存在し、強酸（HCl）によ
る攻撃を防御している。粘膜表面バリアの研
究が進んでいる一方で、粘膜内に存在し強酸
を分泌する胃酸分泌細胞の防御バリアにつ
いては不明である。 
胃酸分泌細胞の頂端膜は、絶えず強酸に曝

露されているにも関わらず、通常は傷害を受
けない。胃酸分泌細胞が、粘膜表面のような
粘液を分泌するという報告はない。したがっ
て従来の概念とは異なる新規の防御バリア
が装備されている可能性が高い。 
本研究では、胃酸分泌細胞のイオン輸送タ

ンパク質、糖タンパク質・糖鎖に着目し、新
規塩酸防御バリアの分子生理機構の解明を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウス、ラットを使用するすべての実験は、
学長から承認を受けた実験計画書のもと、大
学の動物実験指針と動物の愛護及び管理に

関する法律を遵守して行った。ブタ胃は富山
食肉総合センターより入手した。免疫沈降実
験は、Dynabeads M-280 に抗体を結合させた
ビーズを胃サンプルに反応させることによ
り行った。胃細管小胞の免疫染色では、ポリ
リジンをコートしたカバーグラス上に小胞
を固定し、TritonX-100 で膜透過性にした後、
各種抗体を反応させた。電子顕微鏡観察用の
サンプルは、胃粘膜組織を高圧凍結技法で処
理することにより作製した。SLC26A7 由来の
チャネル電流は、AxoPatch 200B amplifier
を用いたホールセルパッチクランプ法によ
り電位固定することにより測定した。細胞内
pH は浜松ホトニクス Aquacosmos を用いて蛍
光測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 胃細管小胞におけるイオン輸送タンパ
ク質の発現パターン解析による小胞の多様
性の解明 
ブタ胃細管小胞（TV）の多様性とその機能

について解析するため、まずカベオリン-1
（23 kDa）とクラスリン（190 kDa）に着目
した小胞の分別を行った。抗カベオリン-1 抗
体とビーズを用いた胃細管小胞の沈降実験
を行い、沈降（ビーズ結合）および上清（ビ
ーズ非結合）サンプルの胃プロトンポンプ
（H+,K+-ATPase; 95 kDa）量を比較した（図
１）。H+,K+-ATPase は、ビーズ非結合サンプル
に主として検出されたことから、胃酸分泌に
関わる小胞と塩酸防御に関わる小胞が独立
して存在する可能性が示唆された。 

図１．抗カベオリン-1 抗体で免疫単離したビ
ーズ結合サンプル（B）と非結合サンプル（NB）
のウェスタンブロット 
 
次に、カバーガラス上に TV を固定し、免

疫染色を行った（図２）。H+,K+-ATPase のシグ
ナルは、ほぼ全ての TV で観察された。カベ
オリン-1 とクラスリンのシグナルの一致率
は 3%と非常に低く、H+,K+-ATPase のシグナル
との一致率は、クラスリンで 50%、カベオリ
ン-1 で 25%であった。H+,K+-ATPase と各種イ
オン輸送タンパク質とのシグナルの一致率
は、Cl-/H+交換輸送体の ClC-5 で 85%、Cl-チ
ャネルの CFTR で 50%と高い一方、K+チャネル
の KCNQ1 では 25%と低かった。また、胃酸分
泌細胞の電子顕微鏡解析において、カベオリ
ン-1 で被覆されている小胞構造は少なかっ
た。したがって、胃細管小胞には、クラスリ



ンもしくはカベオリン-1 でコートされた小
胞およびどちらにもコートされていない小
胞が存在し、Cl-輸送と K+輸送を担う小胞が異
なっていることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２． 
胃細管小胞の
免疫染色 
バー長：500 nm 

 
 
 (2) 胃酸分泌細胞における SLC26A7 の機能
解析 
① SLC26A7 発現細胞における機能解析 
ヒト SLC26A7 をサブクローニングし、

HEK293T 細胞に発現させたところ、免疫細胞
染色により、原形質膜における発現が確認さ
れた。これらの細胞にホールセルパッチクラ
ンプ法を適用すると、SLC26A7 の発現に起因
す る NPPB （ 500 μM ） 感 受 性 お よ び
diphenylamine-2-carboxylate （ DPC; 500 
μM）感受性の Cl-電流が観察された。Mock 細
胞の電流は DPC により影響を受けなかった。
また、SLC26A7 チャネル発現細胞において、
胃酸分泌細胞防御機構のメッセンジャーで
ある cGMP（30 μM）が、SLC26A7 電流を増大
させることを見出した。 
SLC26A7 発現細胞と mock 細胞にそれぞれ

pH 感受性色素の BCECF をロードし、細胞外
Cl-濃度変化（0〜115 mM）による細胞内 pH 変
化を、重炭酸バッファ中で測定したところ、
両者の pH 変化に有意な差は観察されなかっ
た。pH 変化は DIDS（500 μM）に感受性であ
り、内因的な Cl-/HCO3

-交換輸送体が関与して
いることが示唆された。これらの結果から
SLC26A7 は Cl-チャネルとして機能し、
Cl-/HCO3

-交換輸送体としての機能は有してい
ないものと考えられた。 
② マウス胃および胃酸分泌細胞における機
能解析 
SLC26A7ノックアウトマウス（SLC26A7- KO）

とワイルドタイプマウス（WT）の胃にジブチ
リル cGMP（1 mM 溶液; 5 ml/kg）を前投与し
た後、エタノールを経口投与し、胃粘膜を摘
出し組織標本を作製した。ジブチリル cGMP
は、WT のエタノール傷害を有意に軽減したが、
SLC26A7-KO のエタノール傷害を回復しなか
った。他方、生理食塩水投与による粘膜傷害
は観察されなかった。 

また、SLC26A7-KO と WT の胃に、発現系に
おいて SLC26A7 由来の Cl-チャネル電流を阻
害した DPC（1 mM 溶液；5 ml/kg）を前投与
した後、エタノールを経口投与した。WTのエ
タノールによる胃粘膜傷害の程度は、DPC 前
投与により有意に増悪した。免疫染色した組
織標本の顕微観察により、DPC 前投与で傷害
を受ける胃酸分泌細胞数が有意に増大して
いることがわかった。一方、SLC26A7-KO のエ
タノールによる胃粘膜傷害および傷害を受
ける胃酸分泌細胞数は、DPC 前投与によって
変化がなかった。したがって胃酸分泌細胞の
SLC26A7 チャネルの機能が DPC により抑制さ
れると、エタノールによる傷害が増大するこ
とが示唆された（図３）。 
 

図３．エタノール（EtOH）および DPC 処理後 
のマウス胃粘膜における抗胃プロト 
ンポンプ抗体による免疫組織染色 

 
 SLC26A7-KO と WT の胃より単離した胃腺中
の胃酸分泌細胞に BCECF をロードし、細胞外
Cl-濃度変化による細胞内 pH 変化を測定した
ところ、両者の pH 変化に有意な差は観察さ
れなかった。この結果は、発現細胞で得られ
た前述の結果と一致しており、胃酸分泌細胞
では、SLC26A7 のチャネル機能が、細胞防御
機構に重要であることがわかった。 
 
(3) 胃プロトンポンプ β サブユニット
（HKβ）の糖鎖末端の機能解析 
胃プロトンポンプ（H+,K+-ATPase）β サブ

ユニット（HKβ）の糖鎖末端のシアル酸をノ
イラミニダーゼ（シアリダーゼ）または pH 5
溶液により切断すると、胃酸分泌機能が有意
に低下することを発現細胞系において見出
した。 
またラット胃において、酸分泌休止時（フ

ァモチジン処理；5 mg/kg 腹腔内投与）には、
HKβにシアル酸が付加しているが、酸分泌刺
激時（ヒスタミン処理；2 mg/kg 腹腔内投与）
には HKβ のシアル酸が切断されることを見
出した（図４）。同様な結果はブタ胃粘膜に
おいても観察できた。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．ラット胃粘膜の免疫組織染色 
（A）ファモチジン処理、（Ｂ）ヒスタミン処理、 

Neu.: ノイラミニダーゼ、 バー長：10 μm 

 
ファモチジン処理したラット胃から調製

したサンプルにおける H+,K+-ATPase 活性は、
ヒスタミン処理ラット由来の胃サンプルの
活性よりも有意に高かった。ファモチジン投
与サンプルにおけるH+,K+-ATPase活性の上昇
は、ノイラミニダーゼ処理により減弱した。 
以上の結果から、H+,K+-ATPase βサブユニ

ットの糖鎖には、酸分泌休止状態では末端に
シアル酸が付加されている一方、酸分泌刺激
状態では切断されていることがわかった。シ
アル酸付加が、胃酸分泌機構および細胞防御
機構と関連している可能性が考えられた。
（図５） 

 
図５．胃プロトンポンプにおけるシアル酸の
機能 
 
 
(4）初代胃酸分泌細胞の作製法の構築 
ラット胃より効率的に高純度で初代培養

胃酸分泌細胞を作製する方法を構築した。細
胞は1週間以上培養可能であり、H+,K+-ATPase
と機能共役する Cl-/H+交換輸送体の ClC-5 を
強制発現させることができた。 
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