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研究成果の概要（和文）：Na+/H+交換輸送体(NHE)は、ほぼすべての生物の細胞の形質膜や細胞内
小胞膜に存在する。細胞質は pH７付近に保たれている。一方細胞内小胞の内部は酸性に保たれて
いるが、その意味するところは不明である。細胞内小胞に存在する NHE はその遺伝子の異常で神経
関連の家族性疾病発症が知られている。この研究では、この疾病の発症機構解明を目指し小胞型
NHE による小胞の pH 制御について分子レベルで明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Na+/H+ exchangers (NHE. Or Nha) are found in the plasma or 
endosome membranes for the most cells of living organisms. Cytoplasmic pH is maintained 
at 7 while intracellular ensodome pH is set at weak acidic pH. NHEs are provided to 
regulate the cytoplasmic and endosome pH. However, their physiological function is still 
not clarified. In the present study, we focused on the physiological role of NHE localized at 
various endosomes and found a novel role in the intracellular protein trafficking.  
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１．研究開始当初の背景 
真核生物細胞内のイオン環境とりわけｐＨ
や Na+の濃度は一定に保たれている。こうし
た環境維持と制御により細胞増殖や分化な
どが制御されており、細胞質内イオン環境制
御は生命にとり極めて重要な点である。さら
に細胞質内には生体膜で囲まれた小胞が存

在し、その内部のイオン環境特に弱酸性 pH
の維持が重要である。しかし、その生理的意
義と調節の機構については、細胞質内に比べ
て不明な点を多く残している。これまで V型
ATPase が H+を小胞内に輸送し酸性化するこ
とが確立している。申請者らは、Ｖ型 ATPase	 
のH+輸送路を形成するｃサブユニット遺伝子
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欠失マウスを作成し、受精後 3−4 日で受精卵
は 死 滅 す る こ と を 見 い だ し
(BBA(1999)1413,130),	 小胞内の酸性 pH維持
が生理的に極めて重要であることを示すの
に大きな貢献をした。一方、V-ATPase の阻害
剤によって小胞内 pHは急速にアルカリ化し、
蛋白質の分泌、小胞輸送、ホルモンのダウン
レギュレーションなどに異常が起きる。また、
ER，ゴルジ体、エンドソーム、リソゾームの
順にそれぞれの内部の酸性度は増加し、それ
ぞれ固有な酸性 pH 値を維持している。これ
らのことから小胞内の固有な pH 制御に
V-ATPase	 以外に H+を漏洩させるシステムの
存在が関わることが指摘され、その主要な部
分を Na+/H+交換輸送体(NHE,NHA などと呼称)
が担っている可能性を申請者等は初めて示
した(JBC(2005)280,1561)。	 
しかし NHE による小胞内 pH 制御の細胞機能
と生理との関係や輸送の分子機構、制御につ
いては、ほとんど未解明であり、本申請研究
に関連する分野は、世界的にも緒についたと
ころである。一方本年になり NHE6 がヒトの
精神遅滞（Angelman	 症候群様症候）の原因
遺伝子であること(Am.J.Hum.Gen(2008)82,	 
1003)が、明らかになった。さらに本年申請
者等は NHE6 が肝細胞の輸胆管形成に必要で
ある証拠をオランダのグループとの共同で
見いだした(論文投稿中)。これらの進展から、
細胞レベルでの NHE 群とくに NHE6 の機能解
明が世界的に強く求められる状況になって
いる。	 
申請者のこれまでの研究成果を踏まえた着
想と問題提起：申請者は、細胞内イオン制御
について２０年以上前から研究テーマとし、
特に生体膜に存在する H+ 輸送性ポン
(F-ATPase)(PNAS(1979)76,1126,JBC(1997)2
72,30047 他）と Na+/H+交換輸送体	 (NHE また
は Nha と省略）の蛋白質構造に基づく作動機
構と制御機構に注目してきた。この一連の研
究では、当初細菌や酵母から哺乳類細胞の細
胞質膜のおける Nha や NHE の作動機構、制御
を中心に研究を進めた。細菌 NhaA について
は、原子構造レベルでイオン輸送路の詳細な
解析を行い、成果があげた。酵母や哺乳類細
胞 NHE では、相互作用因子の新規発見をおこ
なった。(JBC	 (2003)	 278,	 21467,JBC	 (2004)	 
279	 12438,	 JBC	 (2005)	 280	 41900,	 他)。こ
れらの成果は、2007 年６月の生化学誌に特集
を 組 み 総 説 と し て 発 表 し た ( 生 化 学
(2007)79,569)。この一連の研究の途上、細
胞内の小器官特に膜小胞に Na+/H+	 交換輸送
体 (NHE6-NHE9)が存在することを見出し
(JBC(2005)280,1561)、その機能や制御につ
いては、上記のようにほとんど解明がなされ
ていないことに気がついた。また、酵母の細
胞内小胞に存在する Nhx	 と哺乳類	 細胞の
NHE6 は有意な１次構造の保存があるのに対
して、細胞質膜型の NHE と細菌や酵母の形質
膜型 Nha にはほとんど構造上の保存性がない
ことに気がついた。このことは、細胞内膜型
NHE の細胞内での機能的重要性を物語ってい
る。	 

	 そこで本研究では、これまでの Na+/H+交換
輸送体全般に亘る知識と経験を細胞内膜型
の研究に集約させることとした。さらに、最
近の申請者等の研究成果から、本研究の出発
点となる新たな大きな発見があった。すなわ
ち、細胞内初期エンド膜型 NHE6	 は、その２
割程度が形質膜に存在し細胞内膜との間を
行き来すること、その制御に RACK1 と呼ばれ
る蛋白が関与することを見いだした
(JBC(2008)283,4417)。NHE6 は、肝細胞にお
いて毛細輸胆管形成に貢献することを発見
(投稿中)、他のグループにより精神遅滞の
Angelman 症候群様症候の原因遺伝子である
ことも分かった。さらに、別の内膜型の NHE
８にも新規相互作用因子(NHERF)を見いだし
た(投稿中)。これらの結果から、細胞内膜型
の細胞生理機能についての研究目標がこれ
まで以上に明確になりつつあり、研究分野と
して世界的な発展が今後期待される 
２．研究の目的 
研究の背景に記載した研究代表者らの独自
の成果を出発点に、本研究では、内膜型 NHE6
から NHE9 の（１）生理的役割の解明、（２）
制御の分子機構解明を達成目標とする。特に
NHE6 およびその酵母におけるオルソローグ
である Nhx に力点を置いた。具体的課題を以
下に列挙する（１）NHＥ６の遺伝子欠失細胞
株や遺伝子発現抑制細胞を樹立し、NHE6 分子
の減少にともなう細胞生理、特にタンパク質
の細胞内輸送に焦点をあてて、解析する。
（２）培養肝細胞を用いた毛細輸胆管形成に
おける細胞内タンパク質や脂質の輸送と
NHE6 による小胞内制御の関係について解析
する。（３）NHE6 の神経系細胞における生理
的役割を神経分化のモデル系である細胞を
用いて解析する。（４）NHE6 の酵母アイソフ
ォーム(オルソローグ)Nhx に注目し、液胞局
在性のタンパク質分解酵素 Cps1p の細胞内の
輸送との関連を解析する。（５）NHE は分子内
部のアミノ端側半分が疎水性の膜中構造、ま
たカルボキシ端側半分は親水性で細胞質表
面に存在する。この親水性部分はいずれの
NHE においても輸送機構や細胞内局在化に関
与するとの仮説のもの形質膜型 NHE1 に相互
作用し機能発現に必至な CHP1 を発見してい
る。この CHP の機能についてさらに詳細な分
子機構を CHP ノックアウト細胞を用いて解析
する。	 (6)NHE ファミリーの Na+/H+交換輸送
の分子機構の基盤をピロリ菌の Nha1 につい
て解析する。	 
 
３．研究の方法 
	 

（１）NHE６,遺伝子欠失細胞株をニワトリ
DT40 細胞を用いて樹立する。また、HeLa
細胞を用いて NHE6	 の発現抑制株ライン
(ノックダウン細胞)を作成する。これらの
細胞を用いて遺伝子発現量の低下にともな
う環境変化に対する細胞の応答変化を、pH
変化と細胞増殖変化、エンドサイトーシス
などの変化を指標に解析する。これと併せ、



細胞質と小胞内のpH変化をｐH感受性の蛍
光色素を用いて、細胞内での局所の値を測
定する。	 

（２）培養肝細胞 HepG2 を用いた毛細輸胆管
形成における NHE6 の役割を、NHE6 のノッ
クダウン細胞への機能欠損遺伝子の再導入
と NHE6 の細胞内局在の実時間解析とを組
み合わせて解析する。	 

（３）NHE6 の神経系細胞における役割を PC12
株や初代培養神経細胞を用い、細胞内局在
解析と遺伝子ノックダウンとを組み合わせ
て解明する。	 

（４）NHE6 の酵母アイソフォーム Nhx1p に注
目し、ほ乳類細胞のリソソームに相当する
液胞に局在するタンパク質分解酵素 Cps1p
をモデルにリボソームから液胞への輸送に
おける Nhx1p の機能的役割を解析する。	 
（５）本研究の前段階で、NHE1 の相互作用
因子 CHP1 を発見している。CHP1 ノックアウ
ト細胞をニワトリ DT40 細胞から作成し、CHP
１の欠損により NHE1 の細胞内局在にどのよ
うな影響が及ぼされるかを中心に解析する。
また、NHE6	 と NHE7 の異なる局在化に関わる
分子内のドメインをNHE6と NHE7の部分キメ
ラ体を作成し、細胞内局在かにおける分子内
ドメインの役割の解析をおこなう。	 
（６）Nha は NHE 同様に２量体を形成し機能
を発現することを既に示している。大腸菌の
Nha は結晶構造が解かれているが、２量体で
はない。この結晶構造を元に 2量体形成に預
かりそうな部分を探索し Cys 置換法で一アミ
ノ酸残基を置換した Nha では２s−s 結合で２
量体を形成する否かを指標に検討する。	 
	 
４．研究成果	 
（１）HeLa 細胞を用い NHE6 の発現を抑制した
場合クラスリンの関与をうけてエンドサイ
トーシスを受ける鉄輸送体トランスフェリ
ンの細胞内の取り込みは時間的に早い段階
で抑制された。一方クラスリンの関与なく
細胞内へ取り込まれるコレラ毒素では抑制
はみられなかった。トランスフェリンのエ
ンドサイトーシスでは、クラスリンの形質
膜へのリクルートが低下した。NHE6 が形質
膜近傍の pH	 変化に影響を与えるか否か、
NHE6の過剰発現や発現抑制条件下で、pH	 依
存に蛍光強度が変化する GFP を用いて解析
した。その結果、NHE6 は、形質膜近傍で、
特にクラスリンの近傍のｐH を制御するこ
とを見いだした。これらの結果を総合し、	 
NHE6 は、クラスリンの形質膜への呼び込み
を制御し、その結果トランスフェリンのエ
ンドサイトーシスに関わるものと結論した。
こ の 結 果 は ア メ リ カ 生 理 学 会 誌
（Am.J.Phys.Cell.	 Phys.）に発表できた。
なお当初計画した DT4０細胞における NHE6
遺伝子欠失細胞の樹立は行うことができ、
この細胞では培養時酸性条件では、細胞の
増殖速度が低下した。しかし、結果の再現
性が低く引き続き解析を続けている。	 

（２）肝細胞培養継代株 HepG2 では	 NHE6 の発
現を抑制するとこの細胞に特有なアピカル

側での毛細輸胆管の形成が抑制されること
を本研究の前段階で明らかにした。本研究
でさらに、この機構を解析し次の結果を得
た。アピカル形成には脂質と膜蛋白のアピ
カルへの輸送やリサイクルが、リサイクリ
ングエンドソームを介しておこることが共
同研究者のオランダの IJzendoorn 博士と
Hoekstra博士らによりあきらかになってい
た。彼らとの共同研究により NHE6 の発現抑
制では、脂質やタンパク質のアピカル膜へ
の供給の低下と、一方でリサイクル速度の
上昇がおこり、結果として毛細輸胆管量の
低下になることが明らかになった。また、
NHE6 は、リサイクリングエンドソームやア
ピカル膜近傍に多く存在し、それらの部位
のｐH 制御に関わることも明らかにした。
これらの部位で NHE6 が分子レベルで直接
相互作用する因子の存在を想定した実験を
行ったが明らかな分子は特定できなかった。	 

（３）アメリカのグループにより本研究の前
段階で、ヒトにおける NHE6 の遺伝子欠損が、
神経遅滞症（ Angelman	 syndrome	 like	 
syndrome）を引き起こすことが示された。
本研究で、われわれは北海道大学医学部の
高橋、斉藤らとの共同研究を行い日本人の
一家系にも NHE6 の遺伝子欠損と神経遅滞
の例を初めて発見した。この場合 441 番目
のヌクレオチドの欠失が、フレームシフト
を惹起し、結果として終止コドンの導入を
招き完全長の NHE6 タンパク質が発現しな
いことを見いだした。この結果を受けて、
NHE6の神経系細胞における役割を神経分化
モデル細胞である PC12 株を用いて解析し
た。すなわち、細胞内局在解析と遺伝子ノ
ックダウンとを組み合わせて解析したとこ
ろ、神経軸索突起の伸張は抑制された。突
起の伸長には NGF(Nerve	 Growth	 Factor)が
必要なので、NGF のシグナル伝達のどの段
階で NHE6 が作用するのか明らかにするこ
とを試みた。kinase カスケードの主要構成
員である ERK のリン酸化を解析したところ、
NHE6 発現抑制にともない NGF 存在化の ERK
のリン酸化は有意に低下した。また、形質
膜の NGF 受容体いついても量の低下が観察
された。今後、NHE6 によるｐH 制御とこれ
らの現象の相関を探ることが重要な研究の
方向との結論を得た。	 

	 
（４）NHE6 の生理的役割を解明するための示
唆を得るため、酵母アイソフォーム Nhx に
注目した。機能欠失変異からの戻り変異株
を系統的に解析したところ、細胞内小胞の
多重膜構造形成(MVB)に影響し、この仕組み
に pH 制御を通して関わることを明らかに
した。多重膜構造形成は、液胞膜への細胞
膜タンパク質の輸送や液胞膜局在性タンパ
ク質の通過経路としてきわめて重要である。
われわれは液胞膜へ局在するタンパク質分
解酵素 Cps1p モデルとして解析した。Nhx
欠損では、Cps1p は液胞前膜（クラス E 膜
小胞）に蓄積した。この現象は、多重膜形
成機構の初発因子であるVps2ｐ欠損細胞で
も認められる。そこで、Nhx1 が多重膜形成



に関わるか否か試験管内で再現する系を確
立した。この実験系により、Nhx1 は多重膜
形成に関わり、多重膜形成は、酸性側で効
率が高い、pH 依存性を示した。細胞内の pH
を人為的に変化させるため、細胞に H＋イオ
ノファアを加えて調べたところ Vps27 の小
胞への結合は酸性条件で促進されること、
また欠損細胞では、Vps27 の小胞膜画分へ
の回収が NHE 減少することを見いだした。
さらに、Vps２７と pH 感受性の GFP 誘導体
ｐHluorin を用いて小胞表面の pH	 を測定
したところ、6.67 を示し細胞質内の 7.00
と有意に差があり、酸性であった。これら
を総合し、Nhx1p はエンドサイトーシス膜
表面の pH を酸性に保つことで多重膜形成
に必須な Vps27 の呼び込みを担うものと結
論した。この結果は、きわめて重要かつ新
規なものである。これまで Nhx を含む NHE
ファミリーは小胞の内部ｐH の制御を通し
て、生理機能に関わると考えられてきたが、
われわれの発見はこれとは異なるものであ
り、発想の転換を促すものである。またほ
乳類 NHE の機能解析にも重要な新たな視点
を与えるものと確信している。さらに、膜
表層の pH が生理学的プロセスに重要とす
る考えは、プロトンの拡散性を考えたとき
に、検討すべき新たな課題を提案すること
になる。この点でもこの成果は、重要であ
る。	 
（５）本研究の前段階で、NHE1 の形質膜局在
化に関わる分子 CHP1 を特定している。CHP1
の遺伝子欠損 DT40 細胞を確立し、CHP1 欠損
による NHE1 の細胞内局在変化、また CHP1 遺
伝子の再導入による変化を系統的に解析し
た。その結果、CHP1	 なしでは NHE1 の 9 割近
くは、小胞体の部分に局在した。のこりの 1
割程度は形質膜は移行した。この形質膜移行
分も解析の結果、形質膜での滞留時間が CHP1
存在時より短く CHP1 の欠損が、NHE1 の安定
性にも寄与していることを突き止めた。	 
この研究と併行して、NHE1 分子内の CHP1 結
合部位近傍に相互作用する因子を酵母の
two-hybrid 法で探索したところ、nexin6 を
見いだした。NHE1 の細胞内輸送において
Nexin6 が重要な働きをもつことが初めて明
らかにされた。このような分子が、小胞膜型
NHE にも存在する可能性が新たに生まれた。
われわれは、NHE6 と NHE7 が細胞内の異なる
部位に局在する機構を従来から研究し、成果
を発表している。この局在化に必至な
NHE6,NHE7	 の分子内一次構造に結合する因
子の探索は、こうした観点から今後も重要と
考えられ、	 形質膜型の NHE1 の研究も本研究
で重要な貢献をしたと考えている。	 
（６）Na+/H+交換輸送の分子内機構を小胞型
NHE についても研究の展開が必要と考えて
いるが、その前段階としと細菌の Nha のイ
オン輸送機構を解析することが、一つの糸
口になると考えて研究を一部行い、成果が
得られた。すなわち、従来用いているピロ
リ菌の Nha は、2 量体構造をとっているこ
とを本研究の前段階で明らかにした。本研
究では、2 量体の接点が、膜ドメインの第

一ループ構造内にあることを明らかにした。
Cys 残基へのループ内残基の系統的置換の
実験を行い、特定残基を Cys に置換すると
S-S	 が 2 量体間で作られ、輸送機能が極度
に低下することを見いだした。還元により
S-S	 を解除すると、輸送機能は回復したこ
とから 2 量体間のダイナミックな構造変化
が、ｓ−ｓで固定されることで逆に輸送機能
が失われたと考察した。NHE や Nha のイオ
ン輸送の分子内機構解明に大きな寄与をす
る発見であると考えている。	 
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