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研究成果の概要（和文）：胃・十二指腸アルカリ分泌におけるPGE2、ガス状メディエーター（NOR3、
H2S、CO）および炭酸水による促進機序、ならびにアルカリ分泌の局所性調節におけるホスホジ
エステラーゼ(PDE)サブタイプを明らかにし、さらにムスカリン受容体各種サブタイプ(M1̃M5)
のノックアウト動物を使用し、コリン作動性アルカリ分泌調節に関与するムスカリン受容体サ
ブタイプを特定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated in the present study that 1) endogenous PGs and 
gas mediators such as NO, H2S and CO, are involved in the local regulatory mechanism of 
the acid-induced duodenal HCO3

- secretion, 2) NO and CO stimulate HCO3
- secretion at least 

partly by increasing PG production, 3) the stimulatory action of H2S is partly mediated 
by PG and NO as well as by capsaicin-sensitive afferent neurons, 4) PGE2 stimulates HCO3

- 
secretion via activation of EP3/EP4 receptors, and 5) both PDE1 and PDE3 are involved 
in the regulation of duodenal HCO3

- secretion. In addition, we also found, using muscarinic 
(M) receptor knockout mice, that 6) the cholinergic stimulation of duodenal HCO3

- 
secretion is mainly mediated by the activation of M1 and M3 receptors and modified by 
M4 receptors and that 7) the activation of M4 receptors inhibits the release of 
somatostatin from D cells and results in enhancement of the HCO3

- response by removing 
the negative effect of somatostatin. 
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１．研究開始当初の背景 
重炭酸イオン(HCO3

-:アルカリ)分泌は、胃か
ら排出される酸を中和することにより、胃・
十二指腸における粘膜防御において極めて

重要な役割を果たすものと考えられている。
アルカリ分泌の調節機序に関しては多くの
研究が既に為されており、生理学的促進因子
としてプロスタグランジン E2 (PGE2)をはじ
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め、迷走神経刺激、pituitary adenylate cyclase 
activating peptideなどのペプチド、および粘膜
酸性化が知られている(1-15)。申請者らもラ
ット in vivo実験系を中心に、十二指腸潰瘍発
生時におけるアルカリ分泌異常の病態生理
学的意義について研究し、PG 合成阻害薬で
あるインドメタシンおよびストレス等によ
りアルカリ分泌が低下した状態下において、
胃酸の過分泌により容易に十二指腸損傷が
発生することを実証してきた(16-18)。また、
粘膜酸性化によるアルカリ分泌促進におけ
る知覚神経の関与、あるいは PGE2 によるア
ルカリ分泌促進に関する EP 受容体サブタイ
プの特定化を含め(19-24)、生理学的調節因子
の同定および相互作用等については大部分
解明されてきた。 
 アルカリ分泌を担っている上皮細胞は、酸
分泌を担っている壁細胞と比較して、分泌細
管、あるいは分泌小胞などの特殊構造を有し
ておらず、また分泌機能を反映するようなア
ミノピリンなどの測定プローブも開発され
ておらず、細胞レベルでの分泌機構の解明が
甚だしく遅れている。事実、アルカリ分泌の
細胞レベルでの情報伝達系、あるいは種々の
作動薬の細胞レベルでのアルカリ分泌促進
機序については不明である。PGE2のアルカリ
分泌促進作用はアデニレートサイクラーゼ
の活性化を介して cAMPによって(19,22-24)、
NO によるアルカリ分泌促進はグアニレート
サイクラーゼ/cGMP によって(25)、またコリ
ン作動性刺激によるアルカリ分泌は Ca2+イオ
ンによって仲介されてことは報告されてい
るものの(4)、生化学反応を含めた詳細な機序
については依然不明である。一方、ホスホジ
エステラーゼ(PDE)は cAMP や cGMP の分解
酵素であり、本酵素活性の増減によりアルカ
リ分泌が大きく影響されることも知られて
いる(13,19,25)。PDE には cAMP と cGMP の
いずれかを基質とするもの、あるいは両者を
同等に基質とするもの等、多種類のアイソザ
イムがあるが、胃・十二指腸組織における
PDE のアイソザイムに関しては全く知られ
ておらず、生理学的な胃・十二指腸アルカリ
分泌に如何なる PDE が関与するかについて
は一切不明である。特に、NO によるアルカ
リ分泌促進が十二指腸のみならず胃でも生
じることが明らかとなったことより(9,25-27)、
cGMP のアルカリ分泌調節における役割を明
らかにするためにも、胃・十二指腸における
PDE アイソザイムを特定することは重要で
あると思われる。この点に関しては、十二指
腸においては前回の科研費により論文発表
にまでに至ったが(27)、胃においては今後の
検討課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 近年、生理学的事象における新たな調節因
子として、一酸化窒素（NO）を始めとして、
硫化水素(H2S)や一酸化炭素(CO)などが消化
管においても注目されているが、アルカリ分
泌の調節系における実態については、NO 以
外には、全く研究が為されておらず、アルカ
リ分泌の細胞内情報伝達系の解明と共に今

後の研究が切望されている。特に H2Sに関し
ては、最近、H2S を遊離基として非ステロイ
ド系抗炎症薬(NSAID)に導入した H2S 遊離
NSAID も開発されており、NO 遊離 NSAID
と同様に、NSAIDの有害反応を激減する胃腸
に優しい NSAID として注目されてしる。し
かし、H2S の粘膜保護作用の発現機序につい
てはほとんど解明されておらず、また他の防
御因子である PGs および NO、さらには知覚
神経などとの関連性についても今後の検討
課題となっている。一方 CO については、ヘ
ムオキシゲナーゼ(HO)による生成物であり
消化管では肝臓および小腸などで発現が認
められているが、一部の機能および粘膜保護
における関与が指摘されているのみであり、
その実態については H2S 以上に不明である。
特に消化管の機能に対するこれらガス状メ
ディエターの影響については胃粘膜血流に
対して若干の検討が為されているのみであ
り、アルカリ分泌に対する影響については全
く検討されていない。本研究では H2Sおよび
CO などのガス状メディエーターのアルカリ
分泌促進作用について、発現機序も含めて明
らかにする予定である。また、NO に関して
も、申請者は以前にカエルの単離十二指腸粘
膜を用いた in-vitroの実験系において、NO供
与体の一つであるNOR3が十二指腸アルカリ
分泌を濃度依存的に亢進させることを見い
だしている(25)。この NOR3 の作用はインド
メタシンの前処置で抑制されることから、内
因性 PG によって少なくとも一部仲介されて
いるものと考えられる(9,25-27)。NOの一般的
な作用の発現機構としてグアニレートシク
ラーゼの活性化による cGMPの産生亢進が知
られているが、胃においても NOが cGMP依
存性に PG 産生を高め、結果的にアルカリ分
泌を刺激する可能性も考えられる。本研究で
は、胃アルカリ分泌において PDEアイソザイ
ムの特定を行うが、その際、NO と PG の相
互作用についても検証する。 
 その他、アルカリ分泌における神経性調節
にコリン作動性機構が関与していることは
良く知られている。しかし、この反応におけ
るムスカリン受容体サブタイプについては
全く検討されておらず、今後の検討が待たれ
ている。ムスカリン受容体サブタイプについ
ては、酸分泌についても従来のパラダイムと
異なり、単に M3 受容体のみならず、M5 お
よび M4 の関与が認めており(29)、逆に M1
の関与が否定されつつある。アルカリ分泌に
関してもコリン作動性調節の存在は報告さ
れているものの(30)、ムスカリン受容体サブ
タイプについては特定されておらず、各種ノ
ックアウトマウスを使用した検討が必要と
なってくる。マウスの胃・十二指腸を用いた
in-vivo 実験によるアルカリ分泌測定は既に
確立しており、受容体を遺伝子的に欠損した
ノックアウトマウスにおけるアルカリ分泌
反応を検討することは容易であり、コリン作
動性調節におけるムスカリン受容体サブタ
イプを特定することは十分に可能と思われ
る。 
 以上、本実験の目的は in-vivo実験系および



神経支配あるいは液性支配のない in-vitro 実
験系において、PGE2、NOR3、および粘膜酸
性化による胃アルカリ分泌反応に関連する
PDE アイソザイムを含めた細胞内情報伝達
系を明らかにし、またアルカリ分泌調節にお
ける他のガス状メディエーターであるH2Sや
CO の関与についてアルカリ分泌の組織レベ
ルでの調節因子としての可能性を調べ、さら
にアルカリ分泌におけるコリン作動性調節
に関与するムスカリン受容体サブタイプを
特定することにより、胃・十二指腸上皮細胞
によるアルカリ分泌機構の解明に寄与する
ことである。 
 
３．研究の方法 
実験概要 
ラットおよびマウスの胃・十二指腸を使用し
た in-vivo実験系、あるいはマウス摘出胃・十
二指腸粘膜を使用した in-vitro 実験系で以下
の検討を行なう。In-vivo 実験系においては、
胃アルカリ分泌は水平型チャンバーに装着
し、また十二指腸アルカリ分泌は起始部にル
ープを作製し、生理食塩水の灌流下に HCO3

-

を自動滴定装置を使用し 5mM 塩酸により連
続的に測定する。また、in-vitro実験系におい
ては、摘出胃・十二指腸をそれぞれ円形ある
いは長方形型のウッシングチャンバーに装
着し、管腔側あるいは漿膜側にそれぞれ 37ºC
に暖めた溶液を添加し、管腔側を 100%酸素
ガス、漿膜側を 95%酸素ガス 5%炭酸ガスで
灌流する。管腔側に分泌する重炭酸イオンを
pH-stat法により塩酸で連続滴定する。また必
要に応じて、ウッシングチェンバー内に装着
した電圧計により十二指腸粘膜電位差を測
定する。初年度は PGE2および NOR3 を使用
し、胃アルカリ分泌における cGMPの関与を
検証し、これら作用における PDEアイソザイ
ムの関係および cGMPとサイクロオキジゲナ
ーゼ(COX)/PGE2 との関連性について摘出マ
ウス胃粘膜を用いた in-vitro 実験系で明らか
にする。また、アルカリ分泌に対する H2Sお
よび CO の影響についても、粘膜酸性化によ
る生理学的アルカリ分泌反応における関与
を含めてラットを用いた in-vivo 実験におい
て検討する。次年度には、胃・十二指腸アル
カリ分泌に対するガス状メディエターの作
用を中心に、in-vivo および in-vitro 両実験を
使用して、細胞内シグナルトランスダクショ
ンについて検討する。また、コリン作動性調
節におけるムスカリン受容体サブタイプの
特定についても予備検討的にはじめ、この点
については 3年目に集中して検討する。 
 
平成 20年度 
1. PGE2および NO の胃アルカリ分泌に対す
る作用をラットおよびマウスで確認した後、
NO 供与体である NOR3 を使用し、NOR3 の
作用に対するメチレンブルー、インドメタシ
ン、非選択的 PDE 阻害薬である IBMX ある
いは Ca2+拮抗薬(ベラパミル)の影響を調べる。
その後、摘出マウスの胃を用いて、NOR3 の
アルカリ分泌刺激に対する種々の PDE 阻害
薬の影響を検討する。また実際に細胞膜透過

性の cGMPの誘導体である 8-ブロモ cGMPの
作用も調べ、この作用に対する PDE阻害薬の
影響も検討する。その他、マウス PDEアイソ
ザイムのセンサーおよびアンチセンサーを
設計し、胃粘膜における主要な PDEアイソザ
イム(I~V)の遺伝子発現を RT-PCR で調べる。
（H字管ウッシングチェンバー、自動滴定装
置およびデータ解析用コンピュター、各種試
薬） 
2. NOR3 の胃アルカリ分泌に対する作用が
COX を介するか否かをラット in-vivo 実験系
において調べる。NOR3 の管腔内適用による
アルカリ分泌促進作用に対して非選択的
COX 阻害薬であるインドメタシン、COX-1
選択的阻害薬である SC-560 あるいは COX-2
選択的阻害薬ロフェコキシブの前処置の影
響を検討すると共に、NOR3 適用前後におけ
る管腔内 PGE2含量もEIAによって測定する。
一部の実験は摘出マウスを用いた in-vitro 実
験系でも検討し、特に cGMPのアルカリ分泌
促進作用と COX/PGE2の関連性について検証
する。(自動滴定装置およびデータ解析用コン
ピュター、PGE2 EIAキット、各種試薬) 
3. H2Sの胃・十二指腸アルカリ分泌に対する
影響をラット in-vivo 実験系において調べる。
予備実験でH2Sがアルカリ分泌を促進するこ
とは確認しているので、その分泌促進機序に
ついて、ATP感受性 K+チャンネル、カプサイ
シン感受性知覚神経、内因性 PG および NO
の関与について、インドメタシン、L-NAME、
ATP 感受性 K+チャンネル阻害剤であるグリ
ベンクラミド、あるいはカプサイシン処置(知
覚神経麻痺)などの影響を調べることにより
検討する。また、H2S 投与後における胃粘膜
内ＮＯおよび PGE2含量も測定する。(自動滴
定装置およびデータ解析用コンピュター、
PGE2 EIAキット、各種試薬) 
 
平成 21年度 
1. 粘膜酸性化によるアルカリ分泌は粘膜保
護において最も重要であり、この反応におけ
る内因性 PGE2、NOおよび知覚神経の関与は
既に胃・十二指腸粘膜で共に証明されている
(Takeuchi et al. Gastroenterology 101: 954-961, 
1991; Dig Dis Sci 37: 737-743, 1992)。この反応
における内因性 H2S の関与を調べるために、
ATP 感受性 K+チャンネル阻害剤であるグリ
ベンクラミドや H2Sの合成阻害であるプロパ
ジルグリシンの効果を検討する。また、H2S
合成酵素である cystationine-ß-synthase (CBS) 
や cystathionine-g-lyase (CSE)のマウスにおけ
るセンサーおよびアンチセンサーを設計し、
胃・十二指腸粘膜におけるこれら H2S合成酵
素の遺伝子発現を RT-PCR で調べる。 (自動
滴定装置およびデータ解析用コンピュター、
各種試薬) 
 
2. CO の胃・十二指腸アルカリ分泌に対する
影響をラット in-vivo 実験系において調べる。
CO が H2S と同様にアルカリ分泌を促進する
ことも予備実験で確認しているので、その分
泌促進機序について、種々の薬物を使用して
調 べ る 。 CO 供 与 体 で あ る



tricarbonyldichlororuthenium、インドメタシン
およびL-NAMEなどのCOによるアルカリ反
応に対する影響や、HO によるヘム蛋白から
の他の生成物であるビリベルジンなどのア
ルカリ分泌反応も検討する。また、粘膜酸性
化によるアルカリ分泌に対する HOの阻害剤
である tin protoporphyrin-IX の影響について
も調べる。L-NAMEで抑制されるようであれ
ば、PGE2および NO産生に対する COの影響
も検討する。また、COの産生酵素である HO
に関しては誘導型(HO-1)と構成型(HO-2 およ
び HO-3)があるので、これら HO のアイソザ
イムの胃・十二指腸粘膜における発現を
RT-PCR法によって検討する。(自動滴定装置
およびデータ解析用コンピュター、各種試薬) 
 
平成 22年度 
1. H2Sおよび COのアルカリ分泌促進作用に
関し、それまでの 2年間で十分に吟味出来な
かった点について、引き続き検討する。（自
動滴定装置およびデータ解析用コンピュタ
ー、各種試薬） 
2. カルバコールが十二指腸アルカリ分泌を
刺激することは以前にラットを用いた
in-vivo 実験系において報告している
(Takeuchi et al. J Pharmacol Exp Ther 254: 
465-470, 1990)。本薬物がマウス摘出胃・十二
指腸を使用した in-vitro 実験系でアルカリ分
泌を刺激することを確認した後、M1~M5 受
容体を遺伝子的に欠損したマウスの胃・十二
指腸においてカルバコールの作用を検討す
る。（H 字管ウッシングチェンバー、自動滴
定装置およびデータ解析用コンピュター、各
種試薬） 
3. 2)において、複数の受容体サブタイプの関
連性が明らかとなった場合(胃酸分泌では M3
以外に M5 および M4 の関与が明らかとなっ
ており、特に M4 の関与については D 細胞/
ソマトスタチンとの関連性が証明されつつ
ある)、酸分泌調節における成績を参考に、ソ
マトスタチンおよぶソマトスタチン拮抗薬
のアルカリ分泌に対する作用、あるいは M4
ノックアウトマウスにおけるアルカリ分泌
反応に対するソマトスタチン拮抗薬の影響
等を調べることにより、ムスカリン受容体サ
ブタイプ間の相互作用の実態についても検
討する。（H 字管ウッシングチェンバー、自
動滴定装置およびデータ解析用コンピュタ
ー、各種試薬） 
 
４．研究成果 
1) PGE2 のアルカリ分泌促進作用に関与する
EP 受容体サブタイプについて、最近開発され
たサブタイプ選択的な EP1、EP3、EP4 拮抗薬
を用いて検討し、胃では EP1 受容体および
Ca2+、十二指腸では EP3/EP4 受容体および
Ca2+/cAMP を介することを確認することがで
きた。(Aihara et al., Life Science, 80, 
2446-2453, 2007) 
2) 炭酸水の管腔内適用はラット胃・十二指
腸のアルカリ分泌を増大させた。胃における
反応は炭酸脱水酵素(CA)阻害薬であるアセ
タゾールアミド(AZ)によって完全に抑制さ

れるが、十二指腸での反応は AZ により部分
的かつ有意に抑制され、インドメタシンおよ
び知覚神経麻痺によっても有意に抑制され
た。炭酸水は十二指腸粘膜において PGE2産生
を増大した。すなわち、炭酸水によるアルカ
リ分泌促進は胃と十二指腸で異なり、胃では
主として CA 依存的に細胞内で変換された
HCO3

- を起源とするのに対し、十二指腸では
CA 依存性の HCO3

- 分泌に加え、CA により変換
され血中側に排出されたH+がPGE2産生や知覚
神経を介して HCO3

- 分泌を生じるものと推察
された。この過程は NHE1 阻害薬や NBC 阻害
薬によっても抑制されることから、H+の細胞
外への排出は H+/HCO3

-交換および Na+/H+交換
体を介して生じるものと推察された。
（Sasaki et al., Inflammopharmacology, 15, 
223-228, 2007） 
3) 摘出マウスの胃・十二指腸を用い、PGE2
および NOR3 によるアルカリ分泌反応に対す
るサブタイプ選択的PDE 阻害薬の影響を検討
した。十二指腸における PGE2の作用は PDEⅠ
およびⅢ阻害薬によって増大したが、NOR3 作
用は PDEⅠによってのみ有意に増大した。一
方、胃における PGE2の作用は如何なる PDE 阻
害薬によっても影響を受けなかったが、NOR3
の作用は PDEⅠおよびⅤの阻害薬によって有
意に増大した。すなわち、十二指腸では PDE
ⅠおよびⅢが、また胃では PDEⅠおよびⅤが
アルカリ分泌の局所性調節に関与している
こ と が 判 明 し た 。 (Hayashi et al., 
Biochemical Pharmacology, 74, 1507-1513, 
2007; Kita et al., J Pharmacol Exp Ther 
326: 889-896, 2008) 
4) NOR3(NO の供与体)も cGMP を介して胃・十
二指腸アルカリ分泌を促進するが、この作用
はメチレンブルー、インドメタシンおよび
SC-560 の前処置によって抑制される。一方、
NOR3 は胃・十二指腸において PGE2産生を増大
させた、胃アルカリ分泌はEP1拮抗薬により、
また十二指腸アルカリ分泌はEP3/EP4 拮抗薬
により抑制された。即ち、NO のアルカリ分泌
促進作用は cGMP 依存性に COX-1 を活性化し、
PGE2 を介して発現するものと推察された。
(Kita et al., J Pharmacol Exp Ther 326: 
889-896, 2008) 
5) H2S 供与体である NaHS は十二指腸アルカ
リ分泌を増大させ、またこの反応は内因性 PG、
NO および知覚神経によって仲介されている
ことが判明した。一方、粘膜酸性化によるア
ルカリ分泌反応も H2S 生成酵素である CSE の
阻害薬によって有意に抑制されたことから、
内因性 H2S は十二指腸アルカリ分泌の生理学
的な調節系に関与するものと推察された。
(Ise et al., Acta Physiologica, in press) 
6) CO ドナーである CORM-2 は十二指腸アルカ
リ分泌を増大し、この作用はインドメタシン
およびアセタゾラミドにより有意に抑制さ
れたが、NO 合成酵素阻害薬は影響を与えなか
った。CORM-2 は粘膜 PGE2産生を促進した。一
方、粘膜酸性化による十二指腸アルカリ分泌
反応は CO 生成酵素阻害薬(SnPP)により抑制
され、酸誘起粘膜損傷も SnPP の前処置によ
り増悪した。これらの結果より、十二指腸ア



ルカリ分泌は内因性 HO(ヘムオキシゲナー
ゼ)によって、少なくとも一部、調節されて
おり、HO 由来 CO はアルカリ分泌促進を介し
て十二指腸粘膜の恒常性維持に寄与するこ
とが推察された。 
7) マウス摘出十二指腸を使用した in-vitro
実験系において、カルバコール(CCh)誘起ア
ルカリ分泌に関するムスカリン(M)受容体サ
ブタイプを検討した。CCh 誘起アルカリ分泌
はアトロピン前処置でほぼ完全に抑制され、
インドメタシンおよび L-NAME では殆ど影響
を受けなかった。CCh による反応は M2 および
M5 ノックアウト動物では WT 動物と同様に観
察されたが、M1、M3 および M4 ノックアウト
動物で著明な減少が認められた。特に M4 ノ
ックアウト動物における反応は顕著であっ
たが、この反応はソマトスタチン SST2 受容
体拮抗薬の前処置により完全に拮抗された。
また、外因性ソマトスタチン誘導体は CCh 誘
起アルカリ分泌を有意に抑制した。更に、CCh
は組織内ソマトスタチン遊離を抑制し、この
反応は M4 ノックアウトにより消失した。こ
れらの結果より、CCh のアルカリ分泌反応は
M1、M3 および M4 受容体によって仲介されて
おり、特に Gi 関連受容体である M4 の活性化
はD細胞からのソマトスタチン遊離を抑制す
ることにより、間接的にアルカリ分泌を促進
させるものと推察された。 
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