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研究成果の概要（和文）：膵液は高濃度の重炭酸を含むアルカリ性の消化液である。細胞外の

Na+と交換で細胞内の H+を排出する Na+-H+ exchangers (NHE)はさまざまな上皮の基底側膜と管

腔膜の両方に存在する。本研究では、マウス膵導管細胞における Na+-H+交換輸送体の局在と生

理活性を解析し、膵導管細胞の HCO3
-分泌における管腔膜側の NHE の役割および調節機構を明

らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Pancreatic juice is an alkaline fluid that contains HCO3

- rich fluid and 
digestive enzymes.  Na+-H+ exchangers (NHE) are localized in both basolateral and apical membranes 
of various epithelia.  In the present study, to investigate the role of apical NHE in HCO3

- secretion from 
pancreatic duct cells, we identified the membrane localization of apical Na+-H+ exchangers, measured 
the activity of apical Na+-H+ exchange, and demonstrated the mechanisms to play a role of HCO3

- 
secretion by pancreatic ductal epithelium. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞外のNa+と交換で細胞内のH+を排出す

るナトリウム-プロトン交換輸送体；Na+-H+ 
exchanger（NHE）は、SLC9 ファミリーに属
し 8 つの isoform がある。NHE1 は多くの臓器
に発現しており（管腔臓器の上皮膜細胞では
基底側膜；血管側に局在）、細胞内 pH が酸性
に傾いた時に活性化され細胞内 pH を中性に
戻す”house keeping”的役割を担っている。一
方、NHE3 は、上皮膜細胞の管腔膜に局在し、
生理的条件下においても管腔膜を介して
（Na+の濃度勾配を利用して）H+を分泌して

おり、重要な生体機能を担っている。近位尿
細管では尿の酸性化（HCO3

-の再吸収）の、
小腸では H+-peptide 共輸送体（PEPT1）に H+

を供給することによりタンパク質の消化吸
収の key 分子として働く。 
 膵の導管系は、ヒトでは高濃度（> 130mM）
の HCO3

-を含む等張液を約 2.5 L/日分泌し、
膵導管細胞は高濃度の HCO3

-を分泌する特殊
な上皮膜細胞である。腺房に近い細い膵管が
主な HCO3

-と H2Oの分泌部位であろうと考え
られている。膵導管細胞の基底側膜に Na+-H+ 
exchange（NHE）活性があるのは知られてい
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たが、HCO3
-分泌に特化している性質上、管

腔膜に（H+を分泌する）NHE は存在しないだ
ろう（存在するはずがない）と考えられてい
た。ところが、最近、マウスの（十二指腸に
近い）太い膵管の管腔膜に NHE3 が発現して
いると報告された（Lee et al., J Clin Invest 105: 
1651-8, 2000）。膵導管が、ある特殊な条件下
では酸性の膵液を分泌しうることを示唆し
ている。膵液のアルカリ化が障害される代表
的な疾病が、cystic fibrosis と慢性膵炎である。
cystic fibrosis は、CFTR（cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator）を原因
遺伝子とし、白人に多い。慢性膵炎は、最近、
CFTR 関連疾患の一つとして位置づけられる
ようになった。当研究室は、白人に限らず日
本人においても、少なくとも一部の慢性膵炎
患者では、CFTR 遺伝子変異/多型が発症に関
与することを明らかにした（Fujiki, Ishiguro, 
Yamamoto, Kondo, Naruse, et al., J Med Genet 
41: e55, 2004、Naruse, Ishiguro, Yamamoto, 
Kondo, et al., Pancreas 28: e80-e85, 2004）。
CFTR は、上皮膜細胞（膵臓では導管細胞）
の管腔膜に発現する cAMP依存性陰イオンチ
ャネルである。CFTR 機能が低下すると、
HCO3

-分泌が障害されるため粘稠な液が管腔
を閉塞し、膵外分泌機能低下、難治性呼吸器
感染をはじめ多彩な病態を引き起こす。とこ
ろが、cystic fibrosis 患者の膵液は、アルカリ
性でないというだけでなく酸性に傾いてい
ることがある。これは、CFTR に依存する
HCO3

-分泌の低下だけでは説明できない。 
また、NHE3 は、cystic fibrosis および慢性

膵炎の治療における有望な標的分子である
と考えられ、輸精管や胎盤などの組織におい
て、estrogen が NHE3 の発現を誘導するとい
う報告がある（Zhou, et al., Proc Natl Acad Sci 
U S A 2001）。従来から、cystic fibrosis の女性
患者は予後が不良であることが知られてい
た（生存期間の中間値：女性 34.9 歳、男性
37.1 歳。Kulich, et al., J Pediatr 2003）が、そ
の理由は不明であった。 
 
２．研究の目的 
（1）cystic fibrosis と慢性膵炎では、CFTR が
太い膵導管の管腔膜に局在する NHE3 を抑制
できないため、NHE3 が H+を分泌し、膵液が
酸性化するという仮説を立てた。 
（2）cystic fibrosis のモデルマウスから小葉間
膵管を単離し、管腔膜の Na+-H+ exchange 活
性を測定し、管腔内溶液（膵液）の pH・水
分量との関係を解析することにより、CFTR
の障害が膵の HCO3

-分泌の低下にとどまらず
膵液の酸性化を引き起こすメカニズムを明
らかにする。上皮膜細胞の管腔膜に局在する
NHE3 と CFTR は、NHERF という scaffolding
タンパクを介して複合体（トランスポートソ
ーム）を形成し、互いに活性を調節している

ことが、いくつかの上皮細胞の培養系で報告
されている。 
（3）cystic fibrosis の女性患者は予後が不良で
あることが知られている。一方、輸精管や胎
盤などの組織において、estrogen が NHE3 の
発現を誘導するという報告がある。estrogen
が膵管の管腔膜側の NHE3 の発現を調節して
いるという仮説を立て、NHE 活性に性差があ
るかどうかを検討する。 また、正常マウス
（ワイルドタイプ、WT/WT）、∆F ホモ接合体
マウス（∆F/∆F）の♀♂の累積生存率を検討
し、antiestrogen が、NHE3 の発現を抑制する
ことによって、CF や慢性膵炎における膵液
の酸性化をおさえることができるかどうか、
cystic fibrosis や慢性膵炎の治療になりうるか
どうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）正常マウス（ワイルドタイプ、WT/WT）、
∆F ホモ接合体マウス（∆F/∆F）から膵臓を摘
出し、コラゲナーゼで処理した後、実体顕微
鏡下で直径約 100 µm の小葉間膵管を単離し
た。 

 
（2）5%CO2 存在下で 37℃にて 18～24 時間培
養すると、両端が自然に閉じて内腔に分泌液が
貯留した状態となった。 

 
（3）単離膵管を HCO3

--CO2 を含まない Hepes
緩衝液で 37℃にて表層灌流し、管腔を別個に
灌流（microperfusion）した。pH 感受性蛍光
色素である BCECF を負荷して、顕微蛍光測



 

 

光により細胞内 pH を測定した。NH4
+（20 

mM）パルスによる酸負荷後、管腔側に Na+

を加えた時の細胞内 pH の回復速度を測定し、
管腔膜の NHE 活性の指標とした。ワイルド
タイプ（ WT/WT） から単離した膵管と ∆F マ
ウス（ ∆F/∆F） から単離した膵管の管腔膜の
NHE 活性を比較検討した。 また、 ∆F マウス
においての雌雄で差があるかどう かを検討
した。  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（4）単離膵管を cAMP 刺激下に、24 時間培
養した後に、micropuncture を行った。管腔内
に pH 感受性蛍光色素の BCECF を注入し、膵
管の管腔内 pH を測った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）ワイルドタイプマウス（WT/WT）、∆F
マウス（∆F/∆F）において、（観察期間 2010
年 3 月 10 日から 2012 年 2 月 27 日）生存曲
線を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）ワイルドタイプ（WT/WT）から単離し
た膵管では、管腔側 Na+に依存する細胞内 pH
の上昇速度（dpH/dt）は 0.12±0.01 pH units/min
（mean±SE、n=8）であり、細胞内 cAMP を
増加させる forskolin (1M)により有意（p＜
0.01）に抑制された（0.05±0.01、n=9）（下 図
A、B）。∆F マウス（∆F/∆F）から単離した膵
管における管腔膜の NHE 活性は 0.20±0.01 
pH units/min（mean±SE、n=6）であり、WT/WT
に比べて有意に（p＜0.01）高かった（図 C）。
forskolin を加えるとさらに（p＜0.01）増加し
た（0.66±0.11、n=6）（図 D）。この NHE 活

性は、NHE の阻害剤である EIPA（20 µM）に
よりほぼ完全に抑制された（図 E）。図 F に
NHE 活性の比較のまとめを示した。  
 

 

 

 

 



 

 

 

マウス膵導管細胞の管腔膜に存在する NHE
は、それ自体 cAMPによって活性化されるが、
一方で CFTR により抑制されている。嚢胞線
維症では NHE 活性が抑制されないために、
HCO3

-輸送および膵液の pH 調節が障害され
ている可能性があると推定される。 

 
（2）前述したように、CFTR 機能が障害され
ている ΔF マウス (ΔF/ΔF)の膵管の管腔膜
Na+-H+ exchanger（NHE）活性は、ワイルドタ
イプよりも高く、ワイルドタイプとは逆に
cAMP 刺激により増加した。この活性化され
ている膵導管細胞の管腔膜の NHE 活性が、♂
と♀とで活性に違いがあるかどうかを検討し
た。下図に示すように、ΔF マウスの♀の管腔
膜の NHE 活性は、♂の NHE 活性に比し、有
意に高かった。 輸精管や胎盤などの組織に
おいて、estrogen が NHE3 の発現を誘導すると
いう報告がある（Zhou, et al., Proc Natl Acad Sci 
U S A 2001）。 この研究においても、estrogen が
膵管の管腔膜側のNHE3の発現を調節している
可能性が示唆された。 
 

 

 

 

 
（3）∆F マウス（∆F/∆F）およびワイルドタ
イプ（WT/WT）マウスから小膵管を単離して、
cAMP 刺激 24 時間後の管腔内 pH を測定した。
単離膵管を pH7.4 の重炭酸緩衝液で表層灌流
している時、ワイルドタイプ（WT/WT）の膵
管腔内 pH は約 8.0 であったのに対し、ΔF マ
ウス(ΔF/ΔF)の膵管腔内 pH は約 6.9 と酸性
に傾いていた。この膵液酸性化は NHE3 の阻
害剤によって抑制された。cystic fibrosis では、
CFTR による NHE3 の制御機構が破綻し、
NHE3を介する病的なH+分泌が起こると考え
られる。 
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（4）ワイルドタイプマウス（WT/WT ♂:n=48, 
♀:61）、ヘテロマウス（∆F /WT ♂:n=107, 
♀:119）、∆F マウス（∆F/∆F♂:n=28, ♀:27）
において、（観察期間 2010 年から 2012 年 2
月 27 日）生存曲線を解析した。ホモマウス
は、ワイルドマウス、ヘテロマウスに比し、
有意に生存期間が短かった。従来から、cystic 
fibrosis の女性患者は予後が不良であることが
知られていた（の生存期間の中間値 34.9 歳であ
り、男性の 37.1 歳に比し、有意に生存率が悪い
と報告されていた（生存期間の中間値：女性
34.9 歳、男性 37.1 歳。Kulich, et al., J Pediatr 
2003）。 しかし、マウスにおける今回の検討
では、WT/WT マウス、∆F/∆F マウスにおい
て♀♂において累積生存率の差はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

嚢胞性線維症（cystic fibrosis）と一部の慢性膵
炎では、CFTR（cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator）の機能障害によって膵液
のアルカリ化が障害される。我々は、小動物の
膵臓から単離した小膵管を用いた研究により、
CFTR に依存する HCO3

-分泌の低下に加えて、
Na+-H+ exchanger 3（NHE3）を介する H+分泌の
増加が、膵液アルカリ化障害の原因であることを
明らかにした。cystic fibrosis や慢性膵炎におい
て、この NHE3 の活性を抑え、膵液の酸性化を
抑えることが重要である。 ΔF マウスの♀の管
腔膜の NHE 活性は、♂の NHE 活性に比し、
有意に高かった。しかし、マウスにおける今
回の検討では、WT/WT マウス、∆F/∆F マウ
スにおいて♀♂において累積生存率の差は
なかった。現在、ヘテロについて検討中であ
る。 

結論および今後の展望 
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