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研究成果の概要（和文）：消化管や気道などの粘膜上皮の生体防御機構が正常に働くためには、

粘膜を覆う管腔内液の pH が中性～アルカリ性に保たれている必要がある。本研究では、CFTR
と NHE3 という二つの分子を中心とする複合体が、重炭酸イオン（HCO3

-）輸送に重要な役割

を果たしていることを明らかにした。また、HCO3
-輸送メカニズムを統合的に解析するために、

各輸送担体によるイオン輸送を数式化し、シミュレーションモデルを作成した。 
 
研究成果の概要（英文）：For the defense mechanisms of gastrointestinal and respiratory mucosa to 
work properly, pH of the luminal fluid must be kept neutral~alkaline. The present study demonstrated 
that the cell membrane transportsome containing CFTR and NHE3 plays a key role in transmucosal 
HCO3

- secretion. A mathematical model of HCO3
- secretion was constructed using MATLAB/Simulink. 

The kinetic model of each ion channel/transporter/pump was mounted in the basolateral and apical 
membranes of the model cell. 
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１．研究開始当初の背景 
管腔臓器において繊毛運動や免疫という粘
膜防御機構が維持されるためには、管腔内液
（粘液）の pH と水分含量が正常に保たれな
ければならない。これに中心的な役割を果た
しているのが CFTR（cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator）による
HCO3

-分泌である。CFTR は管腔膜に発現する
cAMP 依存性陰イオンチャネルである。重度

の遺伝子変異により機能が消失すると、粘稠
な液が管腔を閉塞し、膵機能不全、胎便性イ
レウス、難治性呼吸器感染などの多彩な病態
を示す嚢胞性線維症（cystic fibrosis）が発症
する。また、軽度の変異や多型の組み合わせ
による中等度の機能障害は慢性膵炎の危険
因子となる。しかし、嚢胞性線維症や慢性膵
炎患者の膵液は、アルカリ度が低くなるにと
どまらず酸性に傾くことがある。この現象は、



CFTR 機能不全による HCO3
-分泌の低下だけ

では説明できず、H+が管腔内へ分泌されてい
ることを示す。この H+分泌のメカニズムとし
て可能性が高いのは、管腔膜に局在する
Na+-H+ exchanger の isoform 3（NHE3）である。 

また、管腔の容積変化（fluid secretion）を同
時に測定することにより、net の HCO3

-分泌を
算出した。 

 
２．研究の目的 
消化管や気道などの粘膜上皮を覆う管腔内
液の酸性化は、十二指腸潰瘍、気管支喘息、
嚢胞性線維症などの病態生理の根本にある
現象である。上皮細胞の管腔膜では、CFTR、
NHE3 をはじめとする HCO3

-/H+輸送体、調節
分子が複合体を形成していることが分かっ
てきた。複合体として正常に機能することに
より、管腔内液の pH と粘稠度が最適な状態
に保たれると考えられているが、in vivo に近
い条件での機能的な解析はされていない。本
研究の目的は、複合体の中心分子である
CFTR の遺伝子変異/多型、あるいは外的スト
レスによって、複合体による HCO3

-/H+輸送の
調節機能が失われ、病的な H+分泌が起こる機
能連鎖の仕組みを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス、ラット、モルモットの膵臓か
ら直径~100 µm の小葉間膵管を単離した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）単離した膵管を一昼夜培養すると両端
が自然に閉じて、内腔が導管細胞上皮に囲ま
れた閉鎖腔となる。管腔を micropuncture して
細胞膜透過性の無い pH 感受性蛍光色素
BCECF-dextran を管腔内に注入し、管腔内 pH
を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（3）管腔を microperfusion して表層とは別個
に灌流し、BCECF-AM を用いて細胞内 pH を
測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
研究の主な成果 
（1）嚢胞性線維症のモデル動物であるΔF マ
ウスの膵臓から小膵管を単離して H+/HCO3

-

輸送を測定した。単離膵管を HCO3
--CO2緩衝

液（pH 7.4）で 37℃で表層灌流すると、cAMP
最大刺激下の溶液分泌は、ΔF マウスの単離
膵管では完全に消失していた。また、管腔を
micropuncture して管腔内 pH を測定したとこ
ろ、コントロールでは 8.0 前後であったのに
対し、ΔF マウスの膵管では 7.0 以下に酸性
化していた。管腔を microperfusion して細胞
内 pH を測定し、管腔膜の Na+-H+ exchange
（NHE）活性を比較した。ΔF マウスの膵管
では NHE 活性が高く、cAMP の投与によって
活性が増強された（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上皮膜組織の管腔膜では、CFTR と NHE が複
合体として機能することにより、管腔内液の
pH を最適な状態に保っていると考えられた。 
（2）表層を 25 mM HCO3

--124 mM Cl--5% CO2
溶液で、管腔内を 125 mM HCO3

--24 mM 
Cl--5% CO2溶液で灌流し、表層灌流液の K+

濃度を変えることにより、膜電位を変化させ
た。basolateral membrane を介する HCO3

-輸送
を阻害した条件では、細胞内 pH の変化は、
apical membrane を介する起電性 HCO3

-輸送を
表わす。ΔF マウスの膵臓から単離した膵管
では、apical membrane を介する起電性 HCO3

-

輸送が消失していた（下図）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果は、管腔（膵液中）の HCO3

-濃度が
高い生理的条件では、CFTR が HCO3

-チャネ
ルとして機能していること、嚢胞性線維症で
は CFTR を介する HCO3

-輸送が失われている
ことを示している。 
（3）強制発現系を用いた研究により、
SLC26A6 Cl--HCO3

- exchanger の活性は CFTR
に依存し、両者は協調して HCO3

-輸送を担う
とされている。Slc26a6 ノックアウトマウス
の膵臓から単離した小葉間膵管を用いて in 
vivo における機能連関を検討した。細胞内 pH
を測定し、アルカリ負荷後の管腔内 Cl-に依存
する HCO3

-分泌（Cl--HCO3
- exchange）を測定

した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ワイルドタイプ(+/+)膵管では、cAMP 刺激下
の Cl-依存性 HCO3

-分泌は、CFTRinh-172

（CFTR の阻害剤）を加えると増強された。
一方、Slc26a6(-/-)膵管では、CFTRinh-172 を
加えると逆に Cl-依存性 HCO3

-分泌が減少し
た（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
末梢の膵管では、腺房からの Cl-分泌によって
管腔内の Cl-濃度が高く、導管細胞内の Cl-濃
度は比較的高い。CFTR の HCO3

-透過性は Cl-

に比べて小さいため、この条件では、導管細
胞管腔膜上のCFTRはHCO3

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

- 
exchanger が代償していると考えられる。 
（4）モルモットの単離膵管腔内に CFTR 刺
激剤である MPB-91 を注入して、管腔内 pH
と溶液分泌に及ぼす影響を解析した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



管腔内に 125 mM HCO3
--24 mM Cl--5% CO2溶

液（pH: ~8.2）を注入して、測定を開始した。
コントロールでは徐々に管腔内 pH が低下し
たが、MPB-91 を注入した膵管では pH が 8
前後に保たれた。adenylate cyclase を活性化す
る forskolin を加えると、両者とも管腔内 pH
が上昇し、fluid secretion が増加した。膵液中
の HCO3

-濃度が高い生理的条件では、CFTR
が HCO3

-チャネルとして機能していることを
支持している。 
（5）膵導管細胞の HCO3

-分泌メカニズムを明
らかにするために、細胞膜上の各輸送担体
（CFTR、NHE3、SLC26A6 を含む）によるイ
オン輸送を数式化し、シミュレーションモデ
ルを作成した。ソフトウェアには
MATLAB/Simulink を用い、各輸送担体の輸送
速度式は、電気化学的勾配と回路網熱力学を
用いて導出した。解離定数、反応速度定数な
どは、モルモット単離膵管の管腔灌流実験を
シミュレーションし、実験値と比較して決定
した。この定数を用いて、イオンと水の輸送
によって管腔（膵液中）のイオン組成が変化
する分泌モデルを作成した。細胞モデルは、
下図のようにブロック線図で表わされる 
 
 
 
 
 
 
 
 
下図に apical membrane のモデルを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K+チャネル、NBC1 Na+-HCO3

- cotransporter、
CFTR、SLC26A6 の透過係数を上げ、AE2 
Cl--HCO3

- exchanger の透過係数を下げること
により、140 mM の HCO3

-を含む 2.8 nl/min 
mm2（単位上皮膜面積当たり）の膵液分泌を
再現することができた。CFTR アニオンチャ
ネルの HCO3

-/Cl-透過性比を、1.0、0.4（標準

モデル）、あるいは 0.1とすると、膵液のHCO3
-

濃度はそれぞれ 144、140、126 mM、膵液分
泌速度は 3.8、2.8、1.5 nl/min mm2 であった。 
国内外における位置づけとインパクト 
最近、CFTR、SLC26 アニオン輸送体の HCO3

-

輸送機能の生理学的特性についてかなり明
らかになってきた。しかし、そのほとんどは
強制発現系を用いた研究である。本研究は、
小動物の膵臓から単離した小膵管を、管腔構
造を保ったまま標本として用いて、極性のあ
る HCO3

-輸送を解析しており、国内外から高
い評価を得ている。 
今度の展望 
嚢胞性線維症は、繰り返す気道感染、膵外分
泌機能不全による消化栄養不良を起こす難
病である。嚢胞性線維症は、白人では最も多
い遺伝性疾患であるが、日本人には稀である。
患者の平均生存期間は約 18 年と予後不良で
ある。名古屋大学総合保健体育科学センター
（大学院医学系研究科）健康栄養医学研究室
は、全国の医療施設から依頼を受け、嚢胞性
線維症患者の CFTR 遺伝子変異の検索、およ
び汗中 Cl-濃度の測定による CFTR チャネル
機能の評価を行っている。CFTR 遺伝子は、
人種によって変異のスペクトルが大きく異
なり、白人の遺伝子変異がわが国の患者に見
つかることはほとんどない。日本人の患者で
検出される遺伝子変異は、機能障害が確認さ
れていない変異がほとんどである。また、変
異CFTRのCl-チャネル機能とHCO3

-輸送機能
は必ずしも一致しないことが知られている。
当研究室では、同定された変異 CFTR の細胞
膜発現、in vitro におけるチャネル機能および
HCO3

-輸送機能の解析を計画している。わが
国の嚢胞性線維症患者に多い CFTR 遺伝子変
異の種類と変異 CFTR の機能低下のメカニズ
ムが明らかになれば、効果的な治療薬の開発
に繋がる。 
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