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研究成果の概要（和文）：近位尿細管管腔側のナトリウム依存性酸塩基輸送はNHE3が主に担っているとされてい
たが疑問も呈されていた。本研究では単離近位尿細管で酸塩基輸送を解析した。NHE阻害剤EIPAにより酸塩基輸
送は10-50%抑制しか抑制されなかったが、DIDSにより30-50%、EIPA､DIDSの同時添加で80%以上が抑制された｡近
年DIDS感受性のNBCn2の近位尿細管への発現が報告されていた。NBCn2に対するsiRNAにより近位尿細管管腔側の
酸塩基輸送は約50%抑制され、免疫組織染色によりNBCn2の発現を確認した｡これらから近位尿細管管腔側にNBCn2
が発現し､酸塩基輸送に関与している可能性が示された｡

研究成果の概要（英文）：Sodium-dependent acid-base transport in the lumenal side of the proximal 
tubule has been questioned, although NHE3 is thought to be mainly responsible for sodium-dependent 
acid-base transport. In the present study, we analyzed acid-base transport in isolated proximal 
tubules and found that the NHE inhibitor EIPA suppressed acid-base transport by 10-50%, whereas DIDS
 suppressed it by 30-50% and simultaneous addition of EIPA and DIDS by more than 80%. siRNA against 
NBCn2 suppressed acid-base transport in the proximal tubular lumen by about 50%, and 
immunohistochemistry confirmed the expression of NBCn2. NBCn2 expression on the proximal tubular 
lumen may be involved in acid-base transport.

研究分野： 腎臓内科

キーワード： NBCn2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では主にNa/H交換輸送体(NHE)3が司るとされてきた近位尿細管管腔側のナトリウム依存性酸塩基輸送が
NHE3だけでなくNa-HCO3共輸送体NBCn2により行われていることを示すことができた。ナトリウムは血液中の主要
な電解質であり、血圧のコントロールに重要な役割を果たしている。一方、近位尿細管は糸球体で濾過されたナ
トリウムの約80%を再吸収しており、今後血圧調節のメカニズム解明や新たな降圧剤開発に貢献できる可能性が
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近位尿細管管腔側の酸塩基輸送は主にＮａ／Ｈ交換輸送体（ＮＨＥ）３が担っていると長年考え
られていたが、ヒト機能廃絶型変異症例で酸血症を来さない事などから疑問が呈されている。ま
た、ＮＨＥ３特異的阻害剤はラット単離近位尿細管でＮａ輸送を３０％程度しか阻害せず、近位
尿細管特異的ＮＨＥ３ノックアウトマウスでも酸血症は軽度で、単離近位尿細管の酸塩基輸送
能は３６％のみの減少であった。これらは申請者らが報告してきた近位尿細管基底側ではＮＢ
Ｃｅ１の５０％以下の機能低下で重症の酸血症をきたす事とは対照的で、他の輸送機構の存在
が考えられていたが、その内容は全く不明であった。我々は単離近位尿細管による予備実験によ
りＮＨＥ阻害剤ＥＩＰＡにより抑制されず、ＤＩＤＳで抑制される酸塩基輸送を確認した。ＮＢ
Ｃｎ２は脳神経系に多く発現し、神経細胞における機能、役割が研究されてきたが、腎臓での役
割は不明であった。最近、ＰＴ管腔側にＮＢＣｎ２が発現している事が報告され、数学的モデル
により酸塩基輸送に関わっている可能性が示されたが、近位尿細管での酸塩基輸送における役
割は明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は近位尿細管管腔側のナトリウム依存
性酸塩基輸送におけるＮＢＣｎ２の意義を明らかに
するために、単離近位尿細管におけるＮＢＣｎ２の
生理的役割の度合いを明らかにする事である。 
申請者らはこれまでの近位尿細管イオン輸送研究の
中で、ＮＢＣｅ１変異による眼症状、片頭痛を合併す
る酸血症の発症やインスリン抵抗性における高血圧
発症メカニズムの一端を明らかにしてきた。最近で
はｓｉ－ＲＮＡ導入による単離近位尿細管遺伝子発
現を選択的かつ高率に抑制する実験系を確立し、遺
伝子改変動物を作成する事なく特定遺伝子発現を抑
制し、ｅｘ ｖｉｖｏの状態で尿細管の生理機能を
評価できる極めて画期的な実験系として注目を集め
ている。さらに、近位尿細管ｓｐｌｉｔ ｏｐｅｎ法
は煩雑な微少灌流を行わずに簡便な操作で近位尿細
管管腔側の輸送体の評価を可能にする手法であり、既に成果もあげている。本研究はこうした申
請者らの豊富な業績・知見に基づいて立案され成果が十分期待されるものでもある。またＮＨＥ
３の意義についての通説を覆す可能性もあり、極めて独創的なものでもある。さらに、血圧調節
におけるＳＧＬＴ２とＮＢＣｎ２との共役関係を明らかにする事により、ＳＧＬＴ２やＮＢＣ
ｎ２をターゲットとした新たな機序による降圧薬や血糖降下剤の創薬も期待でき、臨床的な意
義も高いものである。 
 
 
３．研究の方法 
ラットおよび腎癌摘出時に得られたヒトの単離近位尿細管の管腔側を露出させ（ｓｐｌｉｔ ｏ
ｐｅｎ法）、重炭酸を含まないＨＰＥＳ灌流液からナトリウムを除去した際の細胞内ｐＨの変化
を測定する事により、近位尿細管管腔側における酸塩基輸送を解析した。細胞内ｐＨの測定は倒
立蛍光顕微鏡上のＭｅｔａＦｌｕｏｒ®システムを用い、ｐＨ感受性蛍光色素（ＢＣＥＣＦ－Ａ
Ｍ）により測定を行った。単離近位尿細管に対し、ＮＨＥ阻害剤ＥＩＰＡ、重炭酸輸送体阻害剤
ＤＩＤＳを作用させ輸送能の変化を測定した。 
また、ＮＢＣｎ２に対するｓｉＲＮＡを単離近位尿細管に作用させ、酸塩基輸送への影響を調べ
た。さらに、ラット、ヒトの腎皮質組織をＮＢＣｎ２に対する抗体を使用し免疫組織染色を行い
蛍光顕微鏡で近位尿細管への発現を評価した。 
 
 
４．研究成果 
ラットおよび腎癌摘出時に得られたヒトの単離近位尿細管の管腔側を露出させ（ｓｐｌｉｔ ｏ
ｐｅｎ法）、重炭酸を含まないＨＰＥＳ灌流液からナトリウムを除去した際の細胞内ｐＨの変化
を測定する事により、近位尿細管管腔側における酸塩基輸送を解析した。近位尿細管管腔側の酸
塩基輸送はＮａ／Ｈ交換輸送体ＮＨＥ）３が主に担っていると考えられてきたが、ＮＨＥ阻害剤
ＥＩＰＡにより酸塩基輸送は１０－５０％抑制しか抑制されなかった。一方、重炭酸輸送体阻害
剤ＤＩＤＳにより近位尿細管管腔側の酸塩基輸送が３０－５０％抑制された。さらにＥＩＰＡ、
ＤＩＤＳの同時添加により近位尿細管管腔側の酸塩基輸送の８０％以上が抑制された。このこ



とからＤＩＤＳ感受性の未知の輸送機構が存在する可能性が示唆された。また、Ｎａ－ＨＣＯ３
共輸送体ＮＢＣｎ２が近位尿細管管腔側に発現していることが近年報告されていたが、その役
割は明らかにされていなかった。このため、ＮＢＣｎ２に対するｓｉＲＮＡを単離近位尿細管に
作用させ、酸塩基輸送への影響を調べる実験を行ったところ、近位尿細管管腔側の酸塩基輸送は
約５０％抑制された。さらに、ラット、ヒトの腎皮質組織をＮＢＣｎ２に対する抗体を使用し免
疫組織染色を行ったところ、近位尿細管管腔側が染色され、ＮＢＣｎ２が発現していることを確
認した。これらの結果から近位尿細管管腔側にＮＢＣｎ２が発現し、これまで酸塩基輸送の主体
と考えられてきたＮＨＥ３だけでなくＮＢＣｎ２が酸塩基輸送に大きく関与している可能性が
示された。 
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