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【序論】 

 

胃や腸などの消化管は、浸透圧変化や pH 変化等の激しい外的環境に曝されている。胃で

は細菌感染防御や食物消化のため、胃酸（HCl）やペプシンが分泌され、大腸では水分・塩

分の吸収が行われており、これら組織においてはイオン輸送タンパク質の機能が重要であ

る。 

胃酸は胃酸分泌細胞から胃の内腔に分泌される。胃酸の H+分泌を担っているのは胃プロ

トンポンプ（H+,K+-ATPase）で、胃酸分泌細胞の頂端膜と細管小胞膜の両方に存在してい

る。酸分泌休止時における基礎胃酸分泌は、頂端膜の H+,K+-ATPase によって行われてい

る。一方、酸分泌刺激時においては、細胞内の細管小胞が互いに融合し、頂端膜に連結し、

細管小胞と頂端膜の両方の H+,K+-ATPase により大量の胃酸が分泌される。刺激状態でも、

細管小胞と頂端膜は、混ざり合わず、互いに独立しているものと考えられている。他方、胃

酸の Cl-分泌を担う膜輸送タンパク質については、基礎胃酸分泌に関しては頂端膜における

KCC4 が、酸分泌刺激時に関しては細管小胞に存在する CFTR、SLC26A9、CLIC-6 など

の候補分子が報告されているが、胃酸分泌機構の全容は未だ明らかになっていない（図 I）。 

近年、大腸がんの死亡者数は増加の一途にあり、特に女性では、2014 年の死亡率が第一

位となっている（図 II）。K+チャネルは、がんのバイオマーカー及びがん治療のための標的

分子の一つとなり得る可能性が考えられており、大腸がんにおいても、いくつかの電位依存

性 K+チャネルの病態生理学的な機能が報告されている。 

本論文では、胃酸分泌細胞の細管小胞と頂端膜の酸分泌メカニズムの差異に着目して

H+,K+-ATPase の機能に関連するタンパク質の解明を目指し、第一部から第三部の研究を行

った。また、第四部と第五部では、新たな大腸がん治療につながる基礎研究として、それぞ

れ機能未知の非胃型プロトンポンプ ATP1AL1 と K+チャネルの Kv7.1（KCNQ1）に着目

した研究を行った。 

第一部では、胃プロトンポンプ（H+,K+-ATPase）と Cl-/ H+交換輸送体 ClC-5 が、胃酸分

泌細胞の細管小胞において共役し、ClC-5 が胃酸（HCl）分泌の Cl-輸送タンパク質として

機能するとともに、H+,K+-ATPase 活性を上昇させていることを見出した。 

第二部では、分子シャペロン ERp57 が、胃酸分泌細胞の頂端膜において、シャペロン機

能とは異なるメカニズムで、胃 H+,K+-ATPase 活性を上昇させることを見出した。 

第三部では、細胞容積調節性アニオンチャネル（VRAC）の特異的阻害剤として知られて

いる DCPIB が、胃 H+,K+-ATPase 活性を直接的に抑制することを見出した。 

第一部から第三部の結果より、細管小胞膜では ClC-5 が H+,K+-ATPase と機能連関する

ことで、酸分泌刺激時の酸分泌を担っていること、また、ERp57 が頂端膜において H+,K+-

ATPase と分子会合し、H+,K+-ATPase 活性を正に調節することで、酸分泌休止時における

基礎分泌を制御していることを見出した。これらの研究成果は、細管小胞と頂端膜における

異なる酸分泌調節メカニズムを明確に示したものである。 
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第四部では、胃 H+,K+-ATPase と相同性が約 60％の P 型 ATPase である ATP1AL1 が、

大腸がん組織並びに大腸がん細胞において高発現していることを見出した。 

第五部では、大腸がん細胞において、トロンボキサン合成酵素が高発現し、トロンボキサ

ン A2 が細胞増殖を促進することが見出されていたが、このメカニズムの下流に K+チャネ

ルである Kv7.1（KCNQ1）の過剰発現が関与していることを見出した。 

第四部および第五部より、大腸がんにおいて異常に高発現する分子として ATP1AL1 お

よび Kv7.1 を新たに見出した。ATP1AL1 や Kv7.1 は、大腸がんの新たなバイオマーカー

もしくは治療標的になる可能性が考えられる。 

 

以下、これらの点について、五部に渡って詳述する。 

 

 



頂端膜 gastric parietal cells

胃プロトンポンプ
(H+,K+-ATPase)

細管小胞

刺激状態休止状態

胃酸分泌細胞

胃酸

分泌
側膜

図I 胃酸分泌細胞の形態変化および
酸分泌関連タンパク質
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図II 日本人のがん部位別死亡割合
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第一部 

 

胃プロトンポンプと ClC-5 クロライド-プロトン交換輸送体の 

機能カップリング 
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【要約】 

 

クロライド-プロトン交換輸送体 ClC-5 と液胞型 H+-ATPase は、腎近位尿細管における

エンドソームの酸性化に重要であることが報告されている。本研究では、ClC-5 が胃腺の管

腔側において積極的に胃酸分泌を行う胃酸分泌細胞（胃壁細胞）に発現し、胃プロトンポン

プ（H+,K+-ATPase）が豊富に発現している細管小胞に部分的に局在していることを見出し

た。ClC-5 は、細管小胞のライセートにおいて、H+,K+-ATPase と免疫共沈降した。小胞へ

の ATP 依存的 36Cl-取り込みが H+,K+-ATPase 阻害剤の SCH28080 によって消失したこと

により、ClC-5 の機能的発現が示された。ClC-5 のテトラサイクリン発現誘導システムを導

入した H+,K+-ATPase 安定発現 HEK293 細胞において、ClC-5 は H+,K+-ATPase と免疫共

沈降したが、内因的 Na+,K+-ATPase とは免疫共沈降しなかった。SCH28080 感受性 36Cl-

輸送活性は、ClC-5 発現細胞には見られ、ClC-5 未発現細胞には見られなかった。H+輸送能

をなくした E211A-ClC-5 変異体は、SCH28080 感受性 36Cl-輸送活性を持たなかった。一

方、ClC-5 と E211A-ClC-5 変異体は、H+,K+-ATPase 活性を有意に上昇させた。これら結

果は、ClC-5 と H+,K+-ATPase は、機能的に関連し、胃酸分泌に関与している可能性を示し

ている。 

 

【緒言】 

 

ClC-5 は、Cl-チャネルやトランスポーター（ClC-3 や ClC-4）を含む CLC ファミリーに

属する（Jentsch et al., 2005; Jentsch, 2008）。ClC-3 や ClC-4 と同様、ClC-5 は、主に細

胞内に局在している（Devuyst et al., 1999; Günther et al., 1998）。ClC-5 の機能喪失変異

は、低分子量タンパク尿症、高リン酸塩尿症、高カルシウム尿症を特徴とする X 連鎖遺伝

病であるデント病を引き起こす（Lloyd et al., 1996; Wrong et al., 1994）。ClC-5 は、主に

腎臓に発現しており、近位尿細管において液胞型 H+-ATPase（V-ATPase）と共局在してい

る（Günther et al., 1998）。エンドソームに発現する ClC-5 は、近位尿細管でのエンドサイ

トーシスに必要であることが、デント病のモデルとしての ClC-5 ノックアウトマウスで示

されている（Piwon et al., 2000; Wang et al., 2000）。 

ClC-5 は以前、早期エンドソームにおいてシャント電流を持つ Cl-チャネルとして、管腔

内酸性化を促進することが示唆されていた（Günther et al., 2003; Piwon et al., 2000）。そ

の後、ClC-5 は、Cl-チャネルとしてではなく、電位依存的 Cl-/H+交換体として機能してい

ることが明らかとなった（Picollo and Pusch, 2005; Scheel et al., 2005; Zifarelli and Pusch, 

2009）。ClC-5 は、二次性能動輸送体として、エンドソームの V-ATPase によって作られた

小胞内 pH 勾配と Cl-勾配を共役させることで、電荷の集積を補正する（Picollo and Pusch, 

2005; Scheel et al., 2005）。他方で、ClC-5 はエンドソーム内の Cl-を H+と交換することで、

エンドソームの酸性化に関与しており（Smith and Lippiat, 2010）、エンドソームでは、
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ClC-5 の H+輸送は、V-ATPase の H+輸送とカップリングしていないことが示唆されている。 

ClC-5 は、腸組織（十二指腸、空腸、回腸及び結腸）にも発現が報告されているが、発現

レベルは腎臓に比べると低い（Vandewalle et al., 2001）。ClC-5 は腸細胞の刷子縁膜直下

の小胞に富む領域で V-ATPase と共局在しており、腸上皮細胞のエンドサイトーシス経路

において ClC-5 の機能が重要であることが示唆された（Vandewalle et al., 2001）。 

これまで、胃における ClC-5 の機能については報告されていない。胃酸分泌細胞は胃酸

（HCl）を胃の内腔に分泌する。酸分泌刺激時の胃酸分泌細胞では、胃プロトンポンプ

（H+,K+-ATPase）が豊富に存在する細管小胞が互いに融合し、頂端膜に連結する。刺激状

態でも、細管小胞と頂端膜は、混ざり合わず、互いに独立している（Fujii et al., 2009; Nishi 

et al., 2012）。胃細管小胞において Cl-チャネルとして機能する嚢胞性線維症膜コンダクタ

ンス制御因子（CFTR）Cl-チャネル（Sidani et al., 2007）及び Cl-輸送体 solute carrier 26A9

（SLC26A9）（Xu et al., 2008）、また頂端膜では K+-Cl-共輸送体-4（KCC4）（Fujii et al., 

2009）が、HCl 分泌における Cl-輸送体の候補として報告されている。 

本研究では、ClC-5 が胃細管小胞に発現し、ClC-5 と H+,K+-ATPase が機能的に関連して

いることを見出した。本研究結果は、胃酸分泌における ClC-5 の新規機能を示している。 
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【実験方法】 

 

薬品 

胃 H+,K+-ATPase 及びサブユニット安定発現 HEK293 細胞は前述のように確立され

た（Kimura et al., 2002）。Ab1024（Asano et al., 1994）及び 1H9（Medical & Biological 

Laboratories Co., Nagoya, Japan）は、抗 H+,K+-ATPase -サブユニット（HK）抗体と

して使用した。他に記載のように、抗 ClC-5 モノクローナル抗体（SS53 及び SS58）を調

製した（Sakamoto et al., 1999）。ClC-5のC末端の730から746（KHIAQMANQDPDSILFN）

のアミノ酸残基に対応する合成ペプチドは、Takara Bio Inc. （Otsu, Shiga, Japan）から

購入し、抗 ClC-5 抗体の特異性を確認するために使用した。抗 KCC4 抗体は、以前に記載

のように調製した（Fujii et al., 2009）。Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity、

Lipofectamine 2000、抗 Xpress 抗体、Alexa Fluor 488 標識抗マウス、抗ウサギ及び抗ヤ

ギ IgG 抗体及び Alexa Fluor 546 標識抗ウサギ及び抗ラット IgG 抗体は、Invitrogen

（Carlsbad, CA, USA）から購入した。抗 Na+,K+-ATPase 1-サブユニット（NK1）、抗

AQP4（H-19）及び抗 caveolin-1 抗体と protein A/G-agarose beads は、Santa Cruz 

Biotechnology（Santa Cruz, CA, USA）から入手した。Immobilized Protein A 及び sulfo-

NHS-ss-biotin は Pierce（Rockford, IL, USA）から入手した。抗-actin、抗 Rab5 及び抗

myosin 抗体、avidin 及び SCH28080 は、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から購入

した。抗 clathrin heavy chain（X22）抗体は、Affinity BioReagents（Golden, CO, USA）

から入手した。抗 Rab11 抗体は、Cell Signaling Technology Japan（Tokyo, Japan）から

入手した。他の全ての試薬は、分子生物学グレードまたは使用可能な純度の最高グレードを

用いた。 

 

ノーザンブロッティング 

組織サンプルの Poly A+ RNA は、Poly ATtract mRNA isolation system II を用いて調製

した（Promega, Madison, WI, USA）。増幅産物を配列決定し、32P 標識 cDNA プローブを

調製するために使用した。ウサギの ClC-5 プローブは、ClC-5 cDNA のヌクレオチド 499

番目から 803 番目に対応する 305 bp を用いた。ウサギ GAPDH プローブは、GAPDH cDNA

のヌクレオチド 443 番目から 935 番目に対応する 493 bp を用いた。ノーザンブロット分

析のために、各サンプル（2.5 g）の Poly A+ RNA を 1% agarose/hormardehyde gel 上で

分離し、ナイロン膜（Zeta-probe GT, Bio-Rad）に転写した。膜は、ClC-5 または GAPDH

の 32P 標識 cDNA 断片とハイブリダイズし、6 時間（GAPDH）または 48 時間（ClC-5）イ

メージングプレート（富士フィルム）に露光した。 

 

胃サンプルの調製 

動物は富山大学の動物実験委員会によって提示されたガイドラインに従って人道的に死
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亡させた。ヒトの胃の標本は、ヘルシンキ宣言の勧告に従い、インフォームドコンセントが

得られた日本人の胃がん患者（70 歳、男性）から外科的切除により入手した。がん組織か

ら 10-20 cm 離れた胃粘膜を、正常の胃粘膜として採取した。ブタとヒトの胃細管小胞由来

ベシクル（tubulovesicles; TV）（Fujii et al., 2009）、ブタの頂端膜由来ベシクル（stimulation 

associated vesicles; SAV）（Fujii et al., 2009）、及び H+,K+-ATPase の豊富なウサギ胃の P3

画分（Hori et al., 2004）は、以前の報告と同様に調製した。 

 

膜画分の調製 

HEK293 細胞の膜画分は以下の方法で調製した。ディッシュより剥離した細胞を、プロ

テアーゼ阻害剤カクテル（10 g/ml aprotinin, 10 g/ml phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 

g/ml leupeptin 及び 1 g/ml pepstatin A）を添加した低イオン塩バッファー（0.5 mM 

MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4）中で 0℃、10 分間インキュベートした。その後、ダウン

ス型ホモジナイザーで 40 ストロークホモジナイズし、そのホモジネートを等体積の 500 

mM sucrose 及び 10 mM Tris-HCl（pH 7.4）を含む溶液で希釈し、さらに 40 ストローク

ホモジナイズした。均質化された懸濁液を 10 分間、800×g で遠心分離した。上清を採取

し、90 分間、100,000×g で遠心分離し、そのペレットを 250 mM sucrose, 5 mM Tris-HCl

（pH 7.4）から成る溶液中で懸濁した。 

 

Detergent-resistance membrane（DRM）の単離 

膜タンパク質を、1% CHAPS とプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む氷冷した MBS バッ

ファー（150 mM NaCl, 25 mM MES-NaOH, pH 6.5）で、15 分間処理した。溶液を、等量

の 66% sucrose を含む MBS バッファーと混合し、その混合溶液を超遠心管の底部に配置

し、その上に 30% sucrose 及び 5% sucrose 溶液を重層することによって不連続密度勾配を

作製した。サンプルを、SW41Ti ローター（Beckman）で 261,000×g で 4℃、18 時間遠心

分離した。上から 1 ml ずつ 10 フラクションに回収したサンプルを、それぞれアセトン沈

殿させ、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動及びウェスタンブロッティングを行った。

DRM 画分には、caveolae マーカーである caveolin-1 が豊富であった（図 3B）。 

 

ウェスタンブロッティング 

以前に報告したようにウェスタンブロッティングを行った（Sakai et al., 2004）。シグナ

ルは ECL system （GE Healthcare）、または West Femto Maximum Sensitivity Substrate

（Thermo Fisher Scientific）で可視化した。膜上の化学発光シグナルを定量化するために、

FujiFilm LAS-1000 system と Multi Gauge software （Fuji Film）を用いた。抗 HK抗

体は、1：5,000 希釈（1H9）及び 1：3,000 希釈（Ab1024）で使用した。抗 ClC-5 抗体（SS53

及び SS58）はそれぞれ 1：2,000 希釈で使用した。ネガティブコントロールとして、抗 ClC-

5 抗体に対して、対応するブロッキングペプチドをその 5 倍量でプレインキュベーションし
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た。抗 KCC4、抗 Rab11、抗-actin 及び抗 Rab5 抗体は、1：1,000 希釈で使用した。抗

caveolin-1 抗体及び抗 clathrin heavy chain 抗体は、1：2,000 希釈で使用した。抗 Xpress

抗体及び抗 myosin 抗体は 1：5,000 希釈で使用した。抗 NK1 抗体は 1：10,000 希釈で使

用した。また、Peroxidase Labeling Kit-NH2（Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）

を用いて、抗 ClC-5 抗体（SS58）、抗 Xpress 抗体および抗 HK抗体の西洋ワサビペルオ

キシダーゼ（HRP）標識を行った。 

 

免疫組織化学 

ブタの胃から単離した胃粘膜を 10 mM sodium periodate, 75 mM lysine, 2% 

paraformaldehyde を含む PLP（Periodate-Lysine-Paraformaldehyde）で 4℃、12 時間固

定した。その後、粘膜を 5% sucrose（4 時間）、10% sucrose（4 時間）、15% sucrose（4 時

間）、及び 20% sucrose（12 時間）を含有する一連の PBS 溶液を用いて、4℃でインキュベ

ーションした。粘膜は、optimum cutting temperature compound（Sakura Finetechnical 

Co., Tokyo, Japan）に埋め込み、6 m に薄切した。抗体の非特異的結合を防止するために、

切片を室温で 1 時間 3% BSA（PBS 中）で前処理した。その後、切片を、抗 ClC-5（SS53; 

1:50 希釈）、抗 HK（Ab1024; 1：100 希釈）、抗 Rab5 抗体（1：100 希釈）、抗 NK1 抗

体（1：100 希釈）、または抗 AQP4 抗体（1：100 希釈）と共に 4℃で 15 時間インキュベー

ションした。Alexa Fluor 488 標識及び Alexa Fluor 546 標識抗 IgG 抗体（1：100 希釈）

を二次抗体として使用した。免疫蛍光画像は、Zeiss LSM 510 レーザー走査共焦点顕微鏡

を用いて取得した。 

 

胃細管小胞における 36Cl-輸送の測定 

ブタ TV（100 g）を 250 mM sucrose, 15 mM KCl, 3 mM MgSO4, 1 mM ATP, 20 M 

ouabain, 10 M R-(+)-[(2-n-butyl-6,7-dichloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-1-oxo-1H-inden-

5-yl)oxy] acetic acid (DIOA), 10 M furosemide を含む 100 mM PIPES-Tris（pH 7.4）バ

ッファーで 37℃、2 分間インキュベーションした。H+,K+-ATPase の特異的阻害剤である

10 M SCH28080 の有り無しで測定した。その後、5 Ci/ml H36Cl 及び 10 g/ml 

valinomycin をサンプルに添加し、それらを 37℃で 5 分間インキュベーションした。サン

プルは 0.45 m HAWP フィルター（Millipore Co., Bedford, MA, USA）を用いて急速濾過

した。TV 及びフィルターにおける H36Cl の非特異的な結合を補正するために、ATP の非

存在下でも測定を行った。フィルターは、5 mM KCl, 250 mM sucrose 及び 100 mM 

PIPES-Tris （pH 7.4）を含む溶液で洗浄した。フィルターをバイアル瓶に移し、ACS II シ

ンチラント 5 ml で溶解し、36Cl-の放射能を測定した。 

 

プラスミド構築 

ラット ClC-5 の全長 cDNA を、BamHI 及び NotI 制限部位を用いて N 末端側に Xpress
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タグ配列を含む pcDNA4/His ベクター（Invitrogen）に挿入した（ClC-5-pcDNA4/His ベ

クター）。pcDNA4/His 由来の Xpress タグ付きの ClC-5 を、AflII 及び NotI 制限部位を使

用して pcDNA5/TO に導入した（ClC-5-pcDNA5/TO ベクター）。E211A （E211A-ClC-5-

pcDNA5/TOベクター）、E741D（E741D-ClC-5-pcDNA4/Hisベクター）、及び I732M/L744M

（I732M/L744M-ClC-5-pcDNA4/His ベクター）変異体を作成するための部位特異的変異導

入は、QuikChange II site-directed mutagenesis kit （Stratagene）および各プライマー

（ E211A, sence: gagcctgggtaaagcgggccccctagtgc 及 び  anti-sence: 

gcactagggggcccgctttacccaggctc; E741D, sence: tggcaaaccaagaccccgattccattctcttcaa 及び 

anti-sence: ttgaagagaatggaatcggggtcttggtttgcca; I732M, sence: 

caaaaaggatgtgttaaagcacatggcgcagatggcaaa 及 び  anti-sence: 

tttgccatctgcgccatgtgctttaacacatcctttttg; L744M, sence: 

ccaagaccccgagtccattatgttcaactagaagcatggg 及 び  anti-sence: 

cccatgcttctagttgaacataatggactcggggtcttgg）を用いた。変異導入した cDNA 配列は、ABI 

PRISM 310 sequencer（Applied Biosystems）を用いて確認した。 

 

HEK293 細胞における ClC-5 の強制発現 

胃 H+,K+-ATPase ,-サブユニット安定発現 HEK293 細胞において tetracycline で発現

調節可能な ClC-5 発現系を確立するために、ClC-5-pcDNA5/TO または E211A-ClC-5-

pcDNA5/TO と pcDNA6/TR ベクター（Invitrogen）を Lipofectamine 2000 を使用して同

時トランスフェクションし、10% FBS を添加した D-MEM で 24 時間培養した。トランス

フェクションした細胞を 0.4 mg/ml hygromycin B （Wako Pure Chemical Industries, 

Osaka, Japan)、 7 g/ml blasticidin S (Kaken Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan)、 0.25 

mg/ml G418（Enzo Life Sciences）及び 0.1 mg/ml zeocin （Invitrogen）存在下でセレク

ションした。ClC-5 の発現を確認するために、各細胞株を、2 g/ml の tetracycline

（Invitrogen）で 12 時間処理した。ClC-5 の発現は、免疫細胞染色及びウェスタンブロッ

ティングにより確認した。 

 

免疫細胞染色 

HEK293 細胞を、室温で 7 分間、氷冷メタノールで固定した。細胞を、0.3% triton X-100

及び 0.1% BSA（PBS 中）を用いて 15 分間処理することで膜透過性を高めた。その後、サ

ンプルを GSDB バッファー［20 mM phosphate buffer (pH 7.4), 450 mM NaCl, 16.7 % 

goat serum 及び 0.3% Triton X-100］で 30 分間前処理し、抗 Xpress 抗体（1：100 希釈）、

及び抗 HK抗体（Ab1024；1：100 希釈）と 25℃で 60 分間インキュベーションした。Alexa 

Fluor 546 標識 IgG 及び Alexa Fluor 488 標識 IgG を二次抗体として使用した（1：100 希

釈）。 
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免疫沈降 

ブタ TV（100 g）と HEK293 細胞の膜画分（0.5-2 mg）を、0.5% Triton X-100（TV）ま

たは 1% Nonidet P-40 （膜画分）を含有する 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA 及び 50 mM 

Tris-HCl（pH7.4）溶液（0.5-1 ml）中で、氷上で 1 時間インキュベーションした。溶解物

を 4℃、30 分間 100,000×g で遠心分離した。上清を、A/G-agarose beads（TV）または

protein A-agarose beads（膜画分）を用いて 4℃で 5 時間プレクリアし、その後、抗 ClC-5

抗体 SS58（TV）または抗 His タグ抗体（膜画分）と 4℃で 5 時間反応させた。次いで、試

料に A/G-agarose beads（TV）または protein A-agarose beads（膜画分）を加え、4℃で 4-

6 時間インキュベーションした。ビーズを洗浄し、8% SDS, 4% glycerol 及び 10% -

mercaptoethanol を添加した 250 mM Tris-HCl（pH 6.8）中で溶出させた。遠心分離後、

上清をウェスタンブロッティングに使用した。 

 

細胞表面ビオチン化 

報告されている方法を参考に細胞表面ビオチン化実験を行った（Wang et al., 2005; Morii 

et al., 2008）。6 ウェルコラーゲンコートプレート上で HEK293 細胞を、4℃で 30 分間、

0.5 mg/ml sulfo-NHS-ss-biotin で処理した。その後、細胞を、1% Triton X-100 を含有する

150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA 及び 50 mM Tris-HCl（pH7.4）溶液 500 l で溶解した。溶

解物を 4℃で 20 分間、15,000×g で遠心分離した。上清（1 mg）を 4℃で 4 時間、40 l の

avidin-agarose beads とインキュベーションした。可溶化タンパク質の 30g は、総発現

量を検討するために使用した。ビーズを洗浄し、Laemmli sample buffer 中に溶出させた。

溶出したサンプルをウェスタンブロッティングに使用した。 

 

ClC-5 Tet-on 及び Tet-off 細胞における 36Cl-輸送の測定 

細胞をコラーゲンタイプ I コートした 6 ウェル培養プレート（1.5×106 細胞/ウェル）に

播種し、10% FBS を添加した D-MEM で 12 時間培養し、2 μg/ml tetracycline（Tet-on 細

胞）及び 2Ci/ml H36Cl を加え、さらに 12 時間培養した。Tet-off 細胞の場合、tetracycline

の代わりに溶媒を添加した。その後、36Cl-負荷した細胞を洗浄し、129 mM sodium gluconate, 

15 mM NaCl, 1 mM KCl, 0.5 mM MgSO4, 0.5 mM CaCl2, 20 M ouabain, 10 M DIOA, 

10 M furosemide 及び 5 mM HEPES-NaOH（pH 7.4）を含む反応液で、25℃、3 分間イ

ンキュベーションした。H+,K+-ATPase 依存性の Cl-輸送を評価するために、10 M 

SCH28080 の非存在下及び存在下で実験を行った。その後、細胞を洗浄し、150 mM NaCl, 

0.5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40 及び 50 mM Tris-HCl（pH7.4）を含む溶液 2 ml で可溶

化した。サンプルを ACS II シンチラント 5 ml に溶解し、36Cl-の放射能を測定した。 

 

H+,K+-ATPase 活性測定 

K+-活性化型 ATPase（K+-ATPase）活性は、50 g の膜タンパク質を 3 mM MgCl2, 1 mM 
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ATP, 5 mM NaN3, 2 mM ouabain, 15 mM KCl 及び 40 mM Tris-HCl（pH 6.8）を含む溶

液 1ml 中で、50 M SCH28080 の存在下及び非存在下で測定した。37℃で 30 分間インキ

ュベーションした後、放出された無機リン酸を比色定量した（Yoda and Hokin, 1970; Fujii 

et al., 2008）。H+,K+-ATPase 活性は、SCH28080 感受性 K+-ATPase 活性として、SCH28080

の存在下及び非存在下における K+-ATPase 活性の差分から算出した。 

 
86Rb+輸送測定 

6 ウェルコラーゲンコートプレート上の HEK293 細胞を、144 mM NaCl, 0.5 mM MgCl2,  

0.5 mM CaCl2, 1 mM RbCl（3 × 106 cpm 86Rb+）, 500 M ouabain, 10 M furosemide 及

び 5 mM HEPES-NaOH （pH 7.4）溶液で、37℃、10 分間インキュベートした。86Rb+輸

送活性は、106 細胞当たりの 1 分間の 86Rb+の輸送量（ナノモル）として算出した。H+,K+-

ATPase に特異的な 86Rb+輸送活性は、50 M SCH28080 の存在下及び非存在下での活性の

差として計算した。反応溶液と 10 分間インキュベーションした後、細胞を洗浄し、1% 

Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA 及び 50 mM Tris-HCl（pH7.4）からなる lysis 

buffer 2 ml で可溶化した。その後、サンプルの放射能を測定した。 

 

統計 

結果は平均値 ± 標準誤差として表した。グループ間の差は one-way ANOVA によって分

析し、多重比較についての補正は、Tukey’s 多重比較検定を用いた。2 群間の比較は、

Student’s t test を用いた。統計的有意差は、P < 0.05 とした。 
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【結果】 

 

胃細管小胞における ClC-5 の発現 

第一に、ウサギの脳、腎臓、胃での ClC-5 mRNA の発現レベルを調べた（図 1-1）。ClC-

5 cDNA プローブを用いたノーザンブロットでは、9.5 kb の単一バンドを得た。これは、報

告されているラット腎臓 ClC-5（9.5 kb）と同サイズであった（Steinmeyer et al., 1995）。

胃における ClC-5 mRNA の発現レベルは、腎臓（図 1-1）より低かった。2 種類の抗 ClC-

5 抗体（SS53、及び SS58）を使用し、ClC-5 タンパク質の発現を検討した。SS53（Sakamoto 

et al., 1999）および SS58（図 1-10A）は、ClC-3 又は ClC-4 に対する交差反応性を有さな

いことを確認した。SS58 と SS53 抗体を用いたウェスタンブロッティングにおいて、ブタ

胃サンプルで 85 kDa の単一バンドが得られた（図 1-2A）。他方、2 種類の抗 H+,K+-ATPase 

サブユニット（HK）抗体（1H9 及び Ab1024）を使用したウェスタンブロットにおいて、

このブタ胃サンプルにおいて H+,K+-ATPase の発現を確認した（図 1-2B）。胃において抗

ClC-5 抗体で検出されたバンドのサイズ（85 kDa）は、ラット腎臓（83 kDa）（Vandewalle 

et al., 2001）やマウス腎臓（85 kDa）（Sakamoto et al., 1999）で観察された ClC-5 タンパ

ク質のサイズに近似していた。抗 ClC-5 抗体で見られた 85-kDa のバンドの特異性は、対

応するブロッキングペプチドを用いて消失したことで確認した（図 1-2A）。 

ClC-5 タンパク質の有意な発現は、ブタ、ウサギ及びヒトの胃サンプルで観察された（図

1-3A）。胃 H+,K+-ATPase は、胃酸分泌細胞の細胞内細管小胞および頂端膜の両方に局在し

ている（Fujii et al., 2009）。本研究では、2 種類のブタ胃小胞、細胞内細管小胞（TV）お

よび頂端膜由来 SAV を用いた。HKは TV と SAV の両方に高発現していた（図 1-3B）。以

前に報告したように（Fujii et al., 2009）、-actin は SAV に高発現していた。興味深いこと

に、TV における ClC-5 の発現レベルは、SAV よりはるかに高かった（図 1-3B）。この ClC-

5 の発現パターンは、頂端膜において H+,K+-ATPase と機能的に関連している KCC4 の発

現パターンとは明らかに異なっていた（Fujii et al., 2009）（図 1-3B）。ブタ胃酸分泌細胞に

おいて、ClC-5 は、エンドソーム及び TV の両方に発現しており、エンドソームマーカー

（Rab5）陽性及び陰性の両領域（図 1-4A）に局在していることが観察された。他方、Rab5

の有意な発現は、TV では観察されなかった（図 1-4B）。 

 

胃腺上部に存在する胃酸分泌細胞における ClC-5 の局在 

ブタ胃粘膜の免疫組織染色において、ClC-5 の分布パターンは、HK（図 1-5A-F）の分

布パターンとほぼ一致したが、完全には一致しなかった（図 1-5F）。図 1-3 の結果を考慮す

ると、胃酸分泌細胞内において黄色と赤色で観察されている領域はそれぞれ、細管小胞と頂

端膜であると考えられた（図 1-5F）。抗 ClC-5 抗体の免疫染色の特異性は、ブロッキングペ

プチドを用いて確認した（図 1-5G-I）。他方、ClC-5 の分布は、細胞の基底側膜に発現する

Na+,K+-ATPase 1 サブユニット（NK1）の分布とは明らかに異なっていた（図 1-6A-F）。
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胃腺上部に存在する若い胃酸分泌細胞は、下部に存在する古い胃酸分泌細胞よりも、酸分泌

能がはるかに高いことが報告されている（Bamberg et al., 1994; Karam et al., 1997; Sachs, 

2001）。アクアポリン 4（AQP4）は、胃腺下部における胃酸分泌細胞の基底側膜に局在し

ている（Carmosino et al., 2001）。興味深いことに、胃粘膜における AQP4 と ClC-5 の免

疫二重染色を行ったところ、ClC-5 は、AQP4 が発現する胃腺下部よりも上部に存在する胃

酸分泌細胞において高発現していた（図 1-6G-I）。 

 

細管小胞における ClC-5 と H+,K+-ATPase の関連 

ブタ細管小胞において ClC-5 と HKが関連しているかを調べるために、まず抗 ClC-5 抗

体を用いた免疫沈降を行った。抗 ClC-5 及び抗 HK抗体を用いた免疫沈降サンプルのウェ

スタンブロッティングにおいて、ClC-5（85 kDa）と HK（95 kDa）の明確なバンドが得

られた（図 1-7）。対照的に（ネガティブコントロールとして）、胃酸分泌細胞において細管

小胞に存在し、小胞輸送機構に関連している Rab11（27 kDa）（Calhoun and Goldenring, 

1997）は、免疫沈降サンプルには検出されなかった（図 1-7）。これらの結果は、ClC-5 と

H+,K+-ATPase が、細管小胞において近接して存在していることを示唆している。 

   Caveolae は、低温条件下で Triton X-100 や CHAPS などの界面活性剤に不溶性で、低密

度の画分に、detergent-resistance membrane（DRM）を形成することが知られている。本

研究では、CHAPS 及びショ糖勾配を使用してブタ細管小胞から caveolae を単離した。

Caveolae のマーカーとして caveolin-1 を使用した（Rothberg et al., 1992）。図 1-8 に示す

ように、ClC-5 と HKは、主に caveolin-1 を発現している DRM 画分に分布していた。他

方、clathrin が発現している非 DRM 画分において、ClC-5 及び HKの有意な分布は観察

されなかった（図 1-8）。 

細管小胞の大部分は、inside-out 小胞である（Asano et al., 1987）。すなわち、H+,K+-

ATPase の ATP 結合部位は、小胞の外側に面しており、H+は小胞外部から内部へ輸送され

る（図 1-9）。次に、カリウムイオノフォアである valinomycin 存在下で TV への 36Cl-取り

込みを測定した。図 1-9 において、ATP を添加することにより TV における 36Cl-取り込み

が増加した。H+,K+-ATPase の特異的阻害剤である SCH28080 は、TV における ATP 依存

性 36Cl-取り込みを有意に阻害したが、ATP の非存在下では有意な効果は見られなかった（図

1-9）。これらの結果は、TV には H+,K+-ATPase にカップリングした二次性能動 Cl-輸送体

が存在することを示唆している。これまで、細管小胞で CFTR（Fujii et al., 2009）及び

SLC26A9（Xu et al., 2008）などの Cl-チャネルの発現が報告されてきたが、これらのタン

パク質は、ATPase とカップリングする二次性能動輸送体ではない。ClC-5 は、H+輸送を介

して H+,K+-ATPase に機能的に共役することができるので、細管小胞での SCH28080 感受

性 36Cl-取り込みは、少なくとも部分的には ClC-5 により媒介されている可能性が考えられ

る。一方、SCH28080 非感受性の 36Cl-取り込みも観察された（図 1-9）。この受動的な Cl-

輸送は、CFTR や SLC26A9 によって媒介されている可能性が考えられる。 
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HEK293 細胞における ClC-5 及び H+,K+-ATPase の安定共発現 

本 研 究 で 使 用 し た ClC-5 抗 体 の 抗 原 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列

（KHIAQMANQDPDSILFN）は、ブタ、ウサギ及びヒトにおいて共通して保存されている

が、ラット ClC-5（KHIAQMANQDPESILFN）の対応する領域は、一つのアミノ酸残基（ラ

ット ClC-5 E741）が異なっている。本研究では、ラットの ClC-5 cDNA をクローニングし

た。図 1-10A では、ClC-5 抗体（SS58）は、ラット WT-ClC-5 を発現させた膜サンプルで

はバンドが見られなかったが、ラットの配列をブタ、ウサギ及びヒトの配列に変異させた

E741D-ClC-5 を発現させた膜サンプルにおいてバンドが検出された。また、SS58 抗体が

ClC-3 または ClC-4 に反応しないことをチェックするため、エピトープの対応する部分を

変異させた I732M-L744M 二重変異体（I732M/L744M-ClC-5；ClC-3 および ClC-4 の配列）

を構築した。SS58 抗体を用いたウェスタンブロットにおいて、I732M/L744M-ClC-5 を発

現させた膜サンプルで有意なバンドは検出されなかった（図 1-10A）。これらの結果から、

SS58 抗体の高い特異性が再確認できた。mock トランスフェクション HEK293 細胞では、

-actin の発現は観察された（図 1-10A 右側）が、内因性のヒト ClC-5 タンパク質の有意な

発現は見られなかった（図 1-10 左側）。一方、クローニングした ClC-5 の WT および変異

体の N 末端には全て、Xpress 配列がタグ付けされているので、抗 Xpress 抗体を用いたウ

ェスタンブロットにおいて、WT-、E741D-及び I732M/L744M-ClC-5 を発現させた膜サン

プルにおいてバンドが検出された（図 1-10A 中央）。 

次に、胃 H+,K+-ATPase ,-サブユニット安定発現 HEK293 細胞において、WT-ClC-5

と、H+輸送活性を全く有さない E211A-ClC-5（Picollo and Pusch, 2005）の tetracycline

発現調節システムを構築した。外因的な WT-及び E211A-ClC-5 の発現は、tetracycline で

処理した細胞（Tet-on 細胞）において観察されたが、tetracycline 未処理細胞（Tet-off 細

胞）では観察されなかった（図 1-10B）。Tet-on 細胞における HKの発現レベルは、Tet-off

細胞のものと比べて有意な差はなかった（図 1-11）。Tet-on 細胞において、WT-及び E211A-

ClC-5 及び HKは、部分的に細胞膜に局在していた（図 1-12）。TV の場合と同様（図 1-7）

に、Tet-on 細胞において、WT -ClC-5 もしくは E211A-ClC-5 が、H+,K+-ATPase と、近接

して存在しているか検討するために、抗 His タグ抗体（ClC-5 に結合）を用いて免疫沈降を

行った。抗 HK抗体によるウェスタンブロッティングにおいて、免疫沈降サンプルに HK

のバンドが得られたことから、WT-ClC-5 および E211A ClC-5 変異体は、どちらも HKと

分子会合もしくは非常に近接して存在している可能性が示唆された（図 1-13）。他方、抗

NK1 抗体では、免疫沈降サンプルにおいて内因性の Na+,K+-ATPase のバンドは検出され

なかった（図 1-13）。 

 

HEK293 細胞での ClC-5 による H+,K+-ATPase 依存性の Cl-輸送 

HEK293 細胞における WT-及び E211A-ClC-5 の機能を評価するためには、原形質膜で
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の ClC-5 タンパク質の発現レベルを知ることが必要である。そこで、細胞表面ビオチン化

実験を、構築した ClC-5 発現細胞を用いて行った。Tet-on 細胞において、WT-ClC-5 と

E211A-ClC-5 はどちらもビオチン化サンプルにおいてバンドが検出された（図 1-14）が、

WT-ClC-5 と E211A-ClC-5 でビオチン化レベルに有意差は見られなかった（図 1-15A）。ま

た、Tet-on 細胞における HKのビオチン化レベルは、Tet-off 細胞におけるビオチン化レベ

ルと比べて有意差はなかった（図 1-14 及び 1-15B）。HEK293 細胞において、原形質膜で

の ClC-5 の発現レベルは、全 ClC-5 の約 15％であると見積もられた。他方、コントロール

実験として、細胞質内タンパク質である myosin の発現を検討したが、ビオチン化サンプル

において有意な発現は見られなかった（図 1-14）。 

次に、WT-及び E211A-ClC-5 の Tet-on と Tet-off 細胞における Cl-の輸送活性を測定し

た。WT の Tet-on 細胞における SCH28080 感受性 36Cl-輸送活性は、WT の Tet-off 細胞よ

りも有意に大きかった（図 1-16）。対照的に、E211A の Tet-on 細胞において有意な

SCH28080 感受性 36Cl-輸送活性は観察されなかった（図 1-16）。また、輸送実験を開始す

る前に細胞内に取り込まれた 36Cl-量は、Tet-on 細胞と Tet-off 細胞において有意な差は見ら

れなかった（data not shown）。これらの結果は、ClC-5 由来 36Cl-輸送は、H+,K+-ATPase

活性に依存的であり、HEK293 細胞において ClC-5 が、H+輸送を介して胃 H+,K+-ATPase

と機能連関することが可能であることを示唆している。 

 

ClC-5 の共発現による H+,K+-ATPase 活性のアップレギュレーション 

次に、ClC-5 を発現させたことによる H+,K+-ATPase 活性の変化について検討した。WT-

ClC-5-Tet-on 細胞における HKの総発現レベル（図 1-14）及びビオチン化レベル（図 1-

15B）は、Tet-off 細胞と有意差は見られなかった。しかし、WT-ClC-5-Tet-on 細胞における

SCH28080 感受性 K+-ATPase 活性（H+,K+-ATPase 活性）は、Tet-off 細胞の活性に比べて

有意に高かった（図 1-17、中央）。興味深いことに、E211A-ClC-5 の発現も、H+,K+-ATPase

活性を有意に増大させた（図 1-17、右）。他方、tetracycline 処理は、コントロール HEK293

細胞における H+,K+-ATPase 活性に有意な効果を及ぼさなかった（図 1-17、左）。また、Tet-

on 細胞における H+,K+-ATPase 活性の上昇効果は、tetracycline 処理時間依存的な ClC-5

の発現レベルと正に相関していた（図 1-18）。さらに、WT-ClC-5-Tet-on 細胞において、

SCH28080 感受性 86Rb+輸送活性も、Tet-off 細胞より有意に上昇していた（図 1-19）。 
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【考察】 

 

本研究では以下のことを見出した。1）ClC-5 タンパク質は、胃酸分泌細胞において部分

的に細胞内細管小胞に発現していた。2）ClC-5 は細管小胞において H+,K+-ATPase と関連

しており、両者は、caveolae に局在していた。3）細管小胞において、H+,K+-ATPase 阻害

剤が二次性能動体による Cl-輸送を抑制した。4）ClC-5 及び H+,K+-ATPase を安定発現さ

せた HEK293 細胞において、ClC-5 由来の Cl-輸送は H+,K+-ATPase 阻害剤によって抑制

された。5）ClC-5 及び H+,K+-ATPase の安定発現細胞の膜画分において、ClC-5 は H+,K+-

ATPase 活性を増大させた。 

これまで、ラット胃における ClC-5 mRNA 及びタンパク質の発現は報告されていない。

このことは、ClC-5 が腎臓において顕著に発現しているのに対して、胃では発現レベルが低

いことが原因であると思われる（Günther et al., 1998; Sakamoto et al., 1996）。実際、胃

酸分泌細胞におけるClC-5 mRNAの発現レベルは、腎臓に比べて非常に低かった（図 1-1）。

アフリカツメガエルの胃においては、少ないが検出可能な ClC-5 mRNA が見出されている

（Lindenthal et al., 1997）。 

ClC-5 タンパク質は、胃腺下部に比べ上部に存在する胃酸分泌細胞に高発現していた。胃

酸分泌細胞は、分化の過程において胃腺上部から下部へ移行する。上部に存在する胃酸分泌

細胞は、下部に存在する胃酸分泌細胞に比べて、より活発に胃酸を分泌することが示唆され

ている（Bamberg et al., 1994; Karam et al., 1997; Sachs, 2001）。ClC-5 は、胃酸分泌の

より盛んな上部の胃酸分泌細胞に高発現していたことから、胃酸分泌メカニズムに関与し

ている可能性が示唆される。Fujii ら（2009）は、KCC4 もまた、胃腺上部の胃酸分泌細胞

に発現していることを見出している。 

胃酸分泌細胞において、細管小胞の機能は酸分泌刺激状態と休止状態の間で劇的に変化

する。休止状態の胃酸分泌細胞では、細管小胞は頂端膜直下の細胞内分画に存在している。

酸分泌刺激を受けると、細管小胞が互いに連結し、頂端膜とつながる。その結果、大量の胃

酸分泌が引き起こされる（Fujii et al., 2009; Nishi et al., 2012）。これまでのところ、CFTR

（Sidani et al., 2007）、SLC26A9（Xu et al., 2008）、CLIC-6（Nishizawa et al., 2000; Sachs 

et al., 2007）、KCC4（Fujii et al., 2009）など、複数の Cl-チャネルやトランスポーターが、

胃酸（HCl）分泌における胃管腔への Cl-輸送に関与している候補分子として報告されてい

る。CFTR は、主に細管小胞に局在している（Fujii et al., 2009）。SLC26A9 もまた細管小

胞に発現しており、Cl-分泌の調節、もしくは胃細管小胞及び分泌細管の形成に影響を与え

ることによって胃酸分泌において重要な役割を果たしている（Xu et al., 2008）。CLIC-6 は、

細胞質全体に分散されている（Nishizawa et al., 2000）。また Fujii ら（2009）は、KCC4

が頂端膜に発現し、休止状態の胃酸分泌細胞における基礎胃酸分泌に寄与している可能性

を見出した。本研究は、ClC-5 が胃細管小胞に発現しており、酸分泌刺激時の胃酸分泌細胞

における大量の酸分泌に関与している可能性を見出した。将来的には、細管小胞をさらに分
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画し、異なるサブタイプが分離可能になった場合、CFTR、SLC26A9 及び ClC-5 が、全て

の同一の細管小胞に存在しているのか、もしくはそれぞれ異なる細管小胞に存在している

のかどうかを明確にする必要がある。また、胃酸分泌細胞における ClC-3 や ClC-4 のよう

な他の ClC メンバーの発現及び機能について明らかにすることも重要な課題である。 

これまでに、ClC-5 欠損マウス及びデント病患者における胃の形態及び機能に焦点を当て

た報告はない。これはおそらく、重篤な胃の障害が、これらのマウスや患者に発生していな

いことを意味している。また、CFTR に関して、野生型マウスと CFTR 欠損マウスとの間

で胃酸分泌に有意な差が見られなかった（McDaniel et al., 2005）。しかし、Sidaniら（2007）

は、CFTR 遺伝子の完全な除去は、非 CFTR 制御型 K+チャネルのアップレギュレーション

のような代償機構の活性化が引き起こされる可能性があることを示唆した。さらに、マウス

において、CFTR のΔF508 変異（嚢胞性線維症患者で最も多い変異）が胃酸分泌の欠損を

引き起こすことを見出した。 

ClC-5 及び V-ATPase は、腎臓のエンドソームに存在しており、両タンパク質間の機能連

関が議論されている。現在、以下の二つの機構が仮定されている。1）ClC-5 は、一つのプ

ロトンと引き換えに小胞の内腔に 2Cl-を輸送する。このことは、2Cl-と 1H の交換となり計

3 つの負電荷が流入することとなり、V-ATPase によってエンドソーム内にプロトンが輸送

されることに対するアニオンシャントとなる（Smith and Lippiat, 2010; Zifarelli and 

Pusch, 2009）。また、ClC-5 が V-ATPase によって蓄積されたプロトンと交換輸送すること

で生じるエンドソーム内の Cl-濃度上昇は、腎臓のエンドサイトーシスにおいて重要である

（Novarino et al., 2010）。2）ClC-5 は、細胞質の 1 プロトンに対してエンドソーム内腔の

2Cl-イオンを交換することで、V-ATPase と並行して直接エンドソーム内を酸性化すること

ができる。この ClC-5 のリバーサルモードは、新しく形成されたエンドサイトーシス小胞

に限定される。その小胞では、一過性の内部陰性ドナン膜電位により、小胞に取り込まれた

Cl-を ClC-5 が H+と交換輸送することで排出することができるが、その代償的なシャントコ

ンダクタンスはまだ同定されていない（Smith and Lippiat, 2010）。 

本研究では、ClC-5 と H+,K+-ATPase が機能的に関連していることを見出した。胃細管小

胞では、SCH28080 で阻害される H+,K+-ATPase 依存性の小胞内への Cl-輸送が観察された

（図 1-9）。さらに、H+,K+-ATPase 依存性の Cl-輸送は、ClC-5 発現細胞において観察され

たが、ClC-5 未発現細胞及び E211A-ClC-5 発現細胞では見られなかった（図 1-16）。ClC-

5 及び H+,K+-ATPase は、それぞれ 2Cl-/H+と 2H+/2K+を輸送する。したがって、HCl は、

両者の H+カップリングを介して分泌される可能性が考えられる。 

胃酸分泌細胞において、ClC-5 が細管小胞のエンドサイトーシスに関与しているかどうか

については現時点では不明である。細管小胞では、Cl-/HCO 3-交換体の PAT1（SLC26A6）

が、胃酸分泌細胞の刺激状態から休止状態に変化した際における、エンドサイトーシスされ

た小胞内の H+の中和および Cl-の除去に関与している可能性が示唆されている（Petrovic et 

al., 2002）。 
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最近 Fujii ら（2009）は、頂端膜において KCC4 が H+,K+-ATPase の管腔側表面に効率

的に K+を供給することにより間接的に H+,K+-ATPase 活性を増大させることを示した。し

かし、KCC4 は、膜断片サンプルにおいて H+,K+-ATPase 活性を活性化しなかった。これら

の知見は、二次能動輸送体（KCC4）によるイオン輸送により一次性能動ポンプの活性

（H+,K+-ATPase）がアップレギュレーションされるという観点から興味深いものである。

一方、ClC-5 は、KCC4 とは異なり、膜断片サンプルにおいて、H+,K+-ATPase 活性を増加

した。また、E211A-ClC-5 も、H+,K+-ATPase 活性を増加させた（図 1-17）。これらの結果

は、ClC-5 は、これらの 2 つのタンパク質間のイオン輸送を介さず直接 H+,K+-ATPase を

アップレギュレーションしていることを示唆している。今後、ClC-5 が H+,K+-ATPase と分

子会合しているかについて明確にする必要がある。 

結論として、ClC-5 は、胃酸分泌細胞の細管小胞に発現し、その Cl-輸送は H+,K+-ATPase

により調節されている可能性が示唆された。ClC-5 が、腎臓における V-ATPase と胃におけ

る H+,K+-ATPase といった 2 つのタイプのポンプと機能的に関連していることは興味深い

知見である。 



図1-1 胃におけるClC-5 mRNAの発現
ノーザンブロットは、ウサギの脳、腎臓、胃（gastric mucosa, gastric parietal 
cells）から調製したpoly A+ RNA（2.5 g/lane）を用いて行った。全てのサンプルに
おいて9.5 kbのバンドがClC-5 cDNAプローブにより検出された。Loading controlと
して、GAPDH（1.3 kb）の発現を調べた。

GAPDH

ClC-5
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図1-2 抗ClC-5抗体と抗H+,K+-ATPase サブユニット（HKa）抗体の特異性
抗ClC-5抗体（SS58とSS53）（A）と抗HK抗体（1H9及びAb1024）（B）を用いた
ブタ胃細管小胞（10 gのタンパク質）におけるウェスタンブロッティング。それぞれ
85 kDa（A）または95 kDa（B）のシングルバンドが検出された。ClC-5抗体を、対
応するブロッキングペプチドとプレインキュベーションすることで、85-kDaのバンド
が消失した（抗体：ペプチド = 1：5）（+BP; A）。

A

B
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図1-3 胃サンプルにおけるウェスタンブロッティング
（A）抗ClC-5抗体（SS58）を使用したブタ及びヒトTV、及びウサギ胃P3画分（タンパク
質はそれぞれ5、50、40 gをアプライした）におけるウェスタンブロッティング。全ての
サンプルにおいて  85 kDaのバンドが検出され（上図）、これらのバンドは、対応するブ
ロッキングペプチドの存在下で消失した（下図）。
（B）抗ClC-5（SS58）、抗HK（1H9）、抗KCC4及び抗-actin抗体を用いたTV及び
SAV（10 gのタンパク質）のウェスタンブロッティング。KCC4（165 kDa）及び-actin
（45 kDa）は主にSAVに発現していたが、ClC-5（85 kDa）は、主にTVに発現していた。
HK（95 kDa）は、TVとSAVの両方に発現していた。

A

B
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図1-4 ブタ胃粘膜におけるClC-5及びRab5の発現
（A）ブタ胃粘膜における抗ClC-5抗体（SS53）と抗Rab5抗体を用いた免疫二重染
色。aからcは顕微鏡下において同じ組織を示している。対物レンズの倍率：×63、
スケールバーは10 m。
（B）抗Rab5抗体を用いたブタ胃粘膜の膜画分、TV及びSAV（それぞれ30 gをア
プライ）のウェスタンブロッティング。Rab5（25 kDa）は、胃粘膜において顕著な
発現が見られた。

A

B
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図1-5 単離ブタ胃粘膜におけるClC-5とHKの免疫染色
A-Cは（D-F、G-Iも同様）顕微鏡下での同じ組織を示している。ブタ胃粘膜にお
ける免疫二重染色を、抗ClC-5抗体（SS53）及び抗HK抗体（1H9）（A-I）を
用いて行った。ClC-5（AとD）、HK（BとE）、ClC-5とHKの重ね合わせ画
像（CとF）を示す。
対物レンズ倍率：×20（A-C、G-I）及び×63（D-F）。スケールバーは50 m
（A-C、G-I）、10 m（D-F）。
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図1-6 ブタ胃粘膜におけるClC-5、NK1及びAQP4の免疫組織染色
A-Cは（D-FやG-Iも同様）顕微鏡下において同じ組織を示す。ブタ胃粘膜における免
疫二重染色を、抗ClC-5抗体 + 抗NK1抗体（A-F）、及び抗ClC-5抗体 + 抗AQP4抗
体（G-I）を用いて行った。ClC-5（A、D、G）、NK1（BとE）、ClC-5とNK1
の重ね合わせ画像（CとF）、AQP4（H）、ClC-5とAQP4の重ね合わせ画像（I）を
示す。 Fの挿入図は胃酸分泌細胞の拡大像を示している。対物レンズ倍率：×20
（A-CとG-I）、×40（D-F）。スケールバーは50 m（A-CとG-I）、10 m（Fの挿
入図）、20 m（D-F）。
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図1-7 ブタ胃細管小胞サンプルにおけるH+,K+-ATPaseとClC-5の免疫沈降
抗ClC-5抗体（SS58）とprotein A/G-agaroseを用いて、ブタTV（100 g）のライセートよ
り免疫沈降サンプル（IP）を調製した（IP: ClC-5, +）。コントロール実験では、抗体の代
わりに免疫前血清を使用した（IP: ClC-5, -）。ライセート及び免疫沈降サンプルを、HK
（1H9）、Rab11及びHRP標識したClC-5（SS58）を用いたウェスタンブロッティング
（WB）よって検出した。免疫沈降実験は、独立して３回行った。
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図1-8 Detergent-resistance membrane（DRM）におけるClC-5とHKの発現
DRM画分と非DRM画分をショ糖勾配（5から40％）を用いてブタ胃細管小胞から単離
した。ウェスタンブロッティングは、ClC-5（SS53）、HK（Ab1024）、caveolin-1
及びclathrin抗体を用いて行った。
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図1-9 H+,K+-ATPaseの阻害剤（SCH28080）によるTVの36Cl-取り込みの阻害
TVへの36Cl-の取り込みを測定した。36Cl-取り込みに対する1 mM ATPの効果を10 M
SCH28080の有/無において調べた。コントロールの取り込みは、ATPの非  存在下で測定し
た。n = 10。NS; 有意差なし（P > 0.05）。**; 有意差あり（P < 0.01）。
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図1-10 胃H+,K+-ATPase安定発現HEK293細胞におけるClC-5の
tetracyclineによる発現調節
（A）rat ClC-5、human ClC-5、human ClC-3及びhuman ClC-4における抗ClC-5
抗体のエピトープ周辺のアラインメントを示している（上図）。WT-ClC-5、
E741D-ClC-5及びI732M/L744M-ClC-5を、HEK293細胞に一過性にトランスフェク
ションした。下図では、抗ClC-5抗体（SS58）（左）、抗Xpress抗体（中央）及び
抗-actin抗体（右）を用いた膜フラクション（50 gのタンパク質）のウェスタンブ
ロッティングを示した。mockトランスフェクション細胞では、有意なシグナルは観
察されなかった。
（B）WT-ClC-5及びE211A-ClC-5のtetracycline調節発現系を、胃H+,K+-ATPase安
定発現HEK293細胞に導入した。2 g/ml tetracyclineの処理細胞をTet-on、未処理
細胞をTet-offと示した。WT-及びE211A-ClC-5の発現は、細胞の膜画分（30 g）を、
抗Xpress抗体を用いたウェスタンブロッティングにおいて確認した。
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図1-11 HEK293細胞におけるHKの発現
Tet-on細胞におけるHKの発現レベルを、Tet-off細胞と比較した。上図では、ウェスタン
ブロッティングの典型例を示した。下図では、Tet-off細胞のHKの発現レベルを１として
標準化したグラフを示している。n = 6。NS、P > 0.05。
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図1-12 HEK293細胞におけるClC-5とHKの免疫細胞染色
a-cは、顕微鏡下で同じ細胞を示す（d-f、g-i、j-lも同様）。WT Tet-off細胞（a-c）、
WT Tet-on細胞（d-f）、E211A Tet-off細胞（g-h）、E211A Tet-on細胞（j-l）につい
て、抗Xpress抗体（ClC-5検出用）と抗HK抗体（Ab1024）を用いて免疫二重染色を
行った。WT-ClC-5（aとd）、E211A-ClC-5（gとj）とHK（b、e、h及びk）、WT-
ClC-5 + HK（重ね合わせ画像、c及びf）、及びE211A-ClC-5 + HK（重ね合わせ画
像、i及びl）の局在を示した。スケールバーは20 m。
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図1-13 HEK293細胞におけるClC-5とHKの免疫沈降
WT-ClC-5（左）及びE211A-ClC-5（右）のTet-on細胞のライセートにおいて、抗His-
tag抗体（ClC-5のN末のHisタグを認識）及びprotein A-agaroseを用いて免疫沈降した。
トータルライセート（input）、および抗体の有り（IP: His (ClC-5),+）、無し（IP: 
His (ClC-5), -）において調製した免疫沈降サンプルを、ClC-5を検出するための抗
Xpress抗体（上）、抗HK抗体（1H9; 中央）及び抗NK1抗体（下; 100 kDa）を用
いたウェスタンブロッティング（WB）で検討した。抗Xpress抗体及び抗HK抗体は、
HRPで標識したものを用いた。n = 3。
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図1-14 HEK293細胞における細胞表面ビオチン化実験
WT-ClC-5（上図）及びE211A-ClC-5（下図）のTet-on細胞及びTet-off細胞にお
いて細胞表面ビオチン化実験を行った。WT-ClC-5またはE211A-ClC-5のトータ
ルライセート（total）（左）とビオチン化サンプル（biotinylated）（右）にお
いて、抗Xpress（ClC-5用）、抗HK（1H9）及び抗myosin（230 kDa）抗体を
それぞれ用いてウェスタンブロッティングを行った。
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図1-15 HEK293細胞の原形質膜におけるClC-5の発現
（A）WTのTet-on細胞のビオチン化サンプルにおけるClC-5の発現量を、E211A変異体の
Tet-on細胞のビオチン化サンプルにおけるE211A-ClC-5の発現量と比較した。上図は、
ウェスタンブロッティングの典型例を表示した。下図は、ビオチン化レベルを次式を用い
て評価した。WT-ClC-5（WT）またはE211A-ClC-5（E211A）のビオチン化レベル =（ビ
オチン化サンプルにおけるWT-ClC-5またはE211A-ClC-5の発現量）/（total lysateにおけ
るWT-ClC-5またはE211A-ClC-5の発現量）。WT-ClC-5細胞のスコアを1に標準化した。
n = 6。NS; P > 0.05。
（B）Tet-on細胞とTet-off細胞におけるビオチン化サンプルにおけるHKの発現量の比較
（上、WT；下、E211A）。Tet-off細胞におけるHKの定量化スコアを1に標準化した。
n = 6 。NS; P > 0.05。

A B
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図1-16 HEK293細胞におけるH+,K+-ATPase依存性36Cl-輸送活性
36Cl-を、WT-ClC-5及びE211A-ClC-5のTet-onとTet-off細胞に取り込ませた。細胞
外への36Cl-輸送活性を10 M SCH28080の存在下及び非存在下で測定し、
SCH28080感受性（H+,K+-ATPase依存性）の輸送活性を算出した。n = 4-6。NS; 
有意差なし（P > 0.05）。**; 有意差あり（P < 0.01）。
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図1-17 ClC-5発現細胞におけるH+,K+-ATPase活性のアップレギュレーション
コントロールHEK293細胞（左; control）、WT-ClC-5のTet-on及びTet-off 細胞（中
央; WT）及びE211A-ClC-5のTet-on及びTet-off 細胞（右; E211A）におけるH+,K+-
ATPase活性をtetracyclineの処理（+）/ 未処理（-）において測定した。Tet-on細胞は、
細胞を2 g/ml のtetracyclineで12時間処理した。H+,K+-ATPase活性 = [(Tet-on細胞に
おけるH+,K+-ATPase活性）/（Tet-on細胞におけるHKのタンパク質発現レベル)] / 
[( Tet-off細胞におけるH+,K+-ATPase活性）/（Tet-off細胞におけるHKのタンパク質
発現レベル)]。 WT及びE211AのTet-off細胞のH+,K+-ATPase活性は、それぞれ、0.21 
± 0.03及び0.24 ± 0.02 mol Pi/mg of protein/h（n = 6）であった。Tet-off細胞の
H+,K+-ATPase活性を1として標準化した。n = 6。**; P < 0.01。
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図1-18 WT-ClC-5タンパク質の発現レベルに依存したH+,K+-ATPase活性の上昇
2 g/ml tetracyclineで処理（Tet-on）もしくは未処理（Tet-off）の細胞において、様々
な時間（6、9、12、15時間）におけるH+,K+-ATPase活性を測定した。Aでは、Tet-on
（右）とTet-off（左）でのClC-5及びHKタンパク質の発現レベルを示している。 Bで
は、各試料のH+,K+-ATPase活性を、図1-17の計算式に従って算出した。データは平均
値 ±標準誤差として示した。（●、Tet-on；○、Tet-off）。 n = 6。**；Tet-offと有意
差有り（P < 0.01）。

A

B
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図1-19 WT-ClC-5のTet-on及びTet-off細胞における86 Rb+輸送活性
86Rb+輸送活性は、50 M SCH28080の存在下及び非存在下で測定し、
SCH28080感受性（H+,K+-ATPase依存性）輸送活性を算出した。スコアは
以下の式を用いて算出した。標準化86Rb+輸送活性 =（Tet-on細胞におけ
る活性）/（Tet-off細胞における活性）。Tet-off細胞の86Rb+輸送活性は、
0.34 ± 0.07 nmol 86Rb+/min/106 cells（n = 5）。Tet-off細胞のスコアを、1
に標準化した。n = 5。**; P < 0.01。
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第二部 

 

胃酸分泌細胞に発現する分子シャペロン ERp57 による 

H+,K+-ATPase 活性の調節 

 

  



41 
 

【要約】 

 

ERp57 は、ジスルフィドイソメラーゼ活性を有するユビキタス ER シャペロンである。

本研究で、ERp57 と H+,K+-ATPase の両者が、胃酸分泌細胞の頂端膜由来サンプルに発現

していることを見出した。H+,K+-ATPase を安定発現する HEK293 細胞における ERp57 の

過剰発現は、H+,K+-ATPase の発現レベルを変化させることなく、H+,K+-ATPase 活性を増

加させた。興味深いことに、HEK293細胞におけるERp57の触媒的に不活性な変異体（C57S 

/ C60S / C406S / C409S）の過剰発現も H+,K+-ATPase 活性を増加させた。対照的に、H+,K+-

ATPase を発現する細胞において、内因性 ERp57 のノックダウンは、H+,K+-ATPase の発

現レベルを変更することなく、有意に H+,K+-ATPase 活性を減少させた。ERp57 の過剰発

現及びノックダウンは、Na+,K+-ATPase の発現及び機能には有意な影響を及ぼさなかった。

これらの結果から、ERp57 はそのシャペロン機能とは別に胃 H+,K+-ATPase 活性を正に調

節することが考えられる。 

 

【緒言】 

 

小胞体（ER）の内腔は、特殊なタンパク質フォールディング環境を保持している。ER に

は calreticulin、calnexin 及び ERp57（GRP58、ERp60、ERp61、PDI-Q2、Pdia3、1,25D3-

MARRS とも呼ばれる）などの分子シャペロンが存在している（Bedard et al., 2005; Ni et 

al., 2007）。ERp57 は、ユビキタスに存在する ER チオール依存性タンパク質ジスルフィド

イソメラーゼであり、糖タンパク質のフォールディングにおいてジスルフィド結合の形成

を促進する（Freedman et al., 2002; Sitia and Braakman, 2003; Coe and Michalak, 2010）。

最近、ERp57 は、細胞表面、細胞質及び核などの ER 以外の細胞内コンパートメントに存

在し、様々な細胞内機構に関与していることが報告されている（Turano et al., 2011; Aureli 

et al., 2013）。例えば、細胞表面において ERp57 はシグナル伝達やタンパク質トラフィッ

キングに関与している。また、細胞質の ERp57 は、mTOR と相互作用することによってレ

ドックスセンシングタンパク質として働く。核において、ERp57 は、DNA に結合し、STAT3

シグナル伝達の調節に関与することが考えられている。 

ERp57 の mRNA は、ヒトのすべての組織において検出されている。しかし、発現レベル

は組織間で様々である。ERp57 は肝臓、肺、胎盤、膵臓及び腎臓において多く発現してい

るが、心臓、骨格筋、及び脳では低レベルで発現している（Koivunen et al., 1997）。胃粘

膜には、表面上皮細胞、胃酸分泌細胞、頸部粘液細胞、主細胞及び腸クロム親和性様細胞の

ような様々な種類の細胞が存在している。これまで、ラット胃粘膜において、ERp57 は主

細胞、頸部粘液細胞及び腸クロム親和性細胞様細胞に発現していることが報告されている

（Iida et al., 1996）。また、ヒト胃腺がんでは、ERp57 のダウンレギュレーションが観察さ

れ、ERp57 の発現レベルの維持は、術後生存率と関連している（Leys et al., 2007）。 
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胃酸分泌細胞は、胃酸（HCl）を分泌する。また、主細胞は、胃酸によって活性化される

ペプシノーゲンを分泌する。胃酸分泌細胞の形態は、酸分泌休止時と刺激時の間で劇的に異

なる。休止時の胃酸分泌細胞において、細管小胞は、頂端膜の直下に存在し、網目状構造を

形成している。酸分泌刺激を受けると、細管小胞同士が融合し、頂端膜に連結することで、

大量の胃酸分泌が引き起こされる（Fujii et al., 2011; Fujii et al., 2009）。胃の H+分泌は、

Na+,K+-ATPase や Ca2+-ATPase などの P 型 ATPase ファミリーに属するプロトンポンプ

（H+,K+-ATPase）が担っている（Bublitz et al., 2010）。H+,K+-ATPase は、胃酸分泌細胞

の頂端膜及び細管小胞の両方に発現している。本研究では、ERp57 が胃酸分泌細胞の頂端

膜において高発現し、H+,K+-ATPase 活性を調節することを見出した。 
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【実験方法】 

 

材料 

抗 ERp57 マウスモノクローナル抗体は、Stressgen（San Diego, CA, USA）から入手し

た。胃 H+,K+-ATPase の発現は、抗 H+,K+-ATPase -サブユニット（HK）ウサギポリク

ローナル抗体（Ab1024）（Fujii et al., 2009）、または 抗 H+,K+-ATPase -サブユニット 

（HK） マウスモノクローナル抗体（2B6; Medical & Biological Laboratories Co., Nagoya, 

Japan）を用いて検討した。抗 Na+,K+-ATPase 1-サブユニット（NaK1）マウスモノク

ローナル抗体（464.6）及びポリクローナル抗体（H300）は Santa Cruz Biotechnology

（Santa Cruz, CA, USA）から購入した。胃 H+,K+-ATPase の特異的阻害剤である

SCH28080、Na+,K+-ATPase 阻害剤の ouabain、抗-actin マウスモノクローナル抗体は、

Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から入手した。 

 

ヒト及びブタサンプルの単離 

ヒトの胃、肝臓及び大腸はヘルシンキ宣言の勧告及び倫理委員会の承認に従って富山大

学病院で日本人患者の外科的切除切片から得た。すべての患者から、インフォームドコンセ

ントを得た。以前に報告したように組織から膜画分を調製した（Sakai et al., 2006）。 

ブタの胃は富山食肉センター（Toyama, Japan）から入手した。第一部と同様の方法でブ

タ胃粘膜から胃細管小胞由来ベシクル（TV）および頂端膜由来ベシクル（SAV）を調製し

た（Fujii et al., 2009）。 

 

2-D PAGE とプロテインシークエンス 

ReadyPrep Rehydration/Sample buffer [8M urea, 4% CHAPS, 50 mM dithiothreitol, 

0.2% (w/v) Bio-Lyte 3/10 ampholytes, bromophenol blue, Bio-Rad] で処理したタンパク質

サンプルを 7-cm Ready Strip IPG strip（pH 3-10, Bio-Rad）に塗布し、strip を 16 時間受

動的に再水和した。strip に添加したタンパク質を、Protean IEF Cell（Bio-Rad）を用いて

等電点電気泳動（IEF）によって分離した。平衡緩衝液 I と II（Bio-Rad）を用いて平衡化

した後、タンパク質を、9%ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE によって、2 次元

目の電気泳動として分離した。電気泳動後のゲルは、CBB 染色液で染色し、25% methanol、

7% acetic acid を含有する溶液で脱色した。ゲルスポットから精製したタンパク質のアミノ

酸配列は、プロテインシーケンサー（PPSQ-21, Shimadzu Co.）により分析した。 

 

ウェスタンブロッティング 

第一部【実験方法】に記載した方法と同様にウェスタンブロッティングを行った。シグナ

ルは、ECL plus system（GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）と Pierce Western 

blotting substrate (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA）を用いて可視化した。
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ERp57（1：1,000 希釈）、HK（1：10,000 希釈）、HK（1：5,000 希釈）、pepsinogen（1：

2,000 希釈）、-actin（1：5,000 希釈）および NaK1（464.6; 1：5,000 希釈、H300; 1：

2,000 希釈）抗体をそれぞれ用いた。西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識抗 IgG 抗

体を、二次抗体（1：5,000 希釈）として用いた。 

 

免疫沈降 

第一部【実験方法】に記載したように行った。SAV（200 g のタンパク質）の膜画分を

氷上で 30 分間 lysis buffer 中（0.5% triton X-100, 0.1% BSA 及び 1 mM EDTA を含む

PBS）で可溶化し、90,000×g、4℃、30 分間遠心分離した。Lysate を、protein A/G-agarose 

beads でプレクリアし、上清を、転倒回転で 4℃、14 時間、抗 ERp57 抗体（1:50 希釈）の

存在及び非存在下でインキュベーションした。サンプルを、転倒回転で 4℃下 6時間、protein 

A/G-agarose beads と共にインキュベーションした。その後、beads を lysis buffer で 3 回

洗浄し、SDS sample buffer [62.5 mM Tris-HCl (pH6.7), 10% glycerol, 2% SDS 及び 2% 

mercaptoethanol] に懸濁した。サンプルは、ウェスタンブロッティングに使用した。ブロ

ッティングでは、抗 ERp57 抗体を、Peroxidase Labeling kit-NH2（Dojindo Laboratories, 

Kumamoto, Japan）を用い、HRP で標識した。 

 

免疫組織染色 

単離したヒト胃粘膜の小片を OCT compound（Sakura Finetechnical Co., Tokyo, Japan）

に包埋し、8 m に薄切した。凍結切片を、5 分間氷冷メタノールで固定し、20 mM phosphate 

buffer (pH 7.4), 450 mM NaCl, 16.7 % goat serum 及び 0.3% Triton X-100 を含む溶液で、

室温で 1 時間ブロッキングした。その後、HK（1：100 希釈）、pepsinogen（1：5,000 希

釈）、ERp57（1：100 希釈）に対する抗体で、4℃で 14 時間インキュベーションした。Alexa 

Fluor 488 標識及び 546 標識抗 IgG 抗体（Invitrogen, Carlsbad, CA, 1：100 希釈）を二次

抗体として使用した。免疫蛍光画像は、Zeiss LSM 510 レーザー走査共焦点顕微鏡を用い

て取得した。また、別に指示している実験において、periodate-lysine- paraformaldehyde

（PLP）固定粘膜を使用した。PLP 固定は第一部【実験方法】と同様の方法で行った。 

 

プラスミド作製 

ヒト ERp57 をコードする完全長 cDNA を、EcoRI 及び XbaI 制限部位を使用して

pcDNA3.1/zeo（+）ベクター（Invitrogen）に挿入した。不活性型変異体（ERp57-4C/S 変

異体 ; C57S/C60S/C406S/C409S）を調製するために、QuikChange II site-directed 

mutagenesis kit（Stratagene）と 4 種のプライマー（C57S と C60S 用；センス、

ttcgccccctggagtggacacagcaagagacttg、アンチセンス、caagtctcttgctgtgtccactccagggggcgaa；

C406S と C409S 用；センス、ttttatgccccttggagtggtcacagtaagaacctggagc、アンチセンス、

gctccaggttcttactgtgaccactccaaggggcataaaa）を使用した。変異導入した cDNA 配列は、ABI 
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PRISM310 シークエンサー（Applied Biosystems）を用いて確認した。 

 

細胞培養と ERp57 の過剰発現 

胃 H+,K+-ATPase ,-サブユニットを安定発現する HEK293 細胞（HEK293-細胞）

（Fujii et al., 2009; Kimura et al., 2002）は、100 units/ml penicillin, 100 g/ml 

streptomycin, 0.5 mg/ml G418, 0.2 mg/ml zeocin, 10% FBS を添加した DMEM（Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium）中で培養した。ERp57 または ERp57-4C/S 変異体の一過性発

現のために、lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いて、ベクターを細胞にトランスフェ

クションした。トランスフェクションした細胞は、12 時間培養した。 

 

siRNA の導入 

HEK293-細胞に、ERp57に対する20 nMのStealth RNAi siRNA（PDIA3-HSS179018）

及び Stealth RNAi negative control Low GC duplex（Invitrogen）を、lipofectamine 2000

を用いてトランスフェクションし、48 時間培養した。 

 

ATPase 活性の測定 

第一部【実験方法】に記載したように、HEK293-細胞の膜画分（30 g のタンパク質）

の ATP 加水分解活性を測定した。H+,K+-ATPase と Na+,K+-ATPase の特異的活性を求める

ため、それぞれ 50 M SCH28080 もしくは 100 M ouabain を用いた。 

 
86Rb+輸送活性 

第一部【実験方法】に記載した方法と同様に行った。6 ウェルコラーゲンコートプレート

上の HEK293-細胞を、144 mM NaCl, 0.5 mM MgCl2, 0.5 mM CaCl2, 1 mM RbCl（2×

106 cpm 86Rb+）, 500 M ouabain, 10 M furosemide 及び 5 mM HEPES-NaOH（pH 7.4）

からなる溶液 1 ml 中で 37℃、10 分間インキュベーションした。H+,K+-ATPase に特異的

な 86Rb+輸送活性は、50 M SCH28080 の存在下及び非存在下における活性差として算出

した。10 分間のインキュベーション後、細胞を洗浄し、1% Nonidet P-40, 144 mM NaCl, 

0.5 mM EDTA 及び 50 mM Tris-HCl（pH7.4）からなる lysis buffer 1 ml で溶解し、その

後、サンプルの放射能を測定した。 

 

細胞表面ビオチン化 

第一部【実験方法】に記載した方法と同様に細胞表面のビオチン化実験を行った。6 ウェ

ルコラーゲンコートプレート上で HEK293-細胞を、0.5 mg/ml sulfo-NHS-ss-biotin 溶

液で 37℃、30 分間処理した。その後、細胞を 1% trioton X-100, 150 mM NaCl, 0.5 mM 

EDTA 及び 50 mM Tris-HCl（pH 7.4）溶液 250 l で可溶化した。細胞ライセートを 4℃

下 20 分間、15,000×g で遠心分離した。上清（500 g のタンパク質）を 4℃下 4 時間、
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avidin-agarose beads 100 l と転倒混和した。 

 

グリコシダーゼ処理 

膜画分（25 g のタンパク質）もしくは avidin-agarose beads に捕捉されたビオチン化膜

タンパク質を、0.1% SDS, 1% NP-40, 1 M 2-mercaptoehanol, 30 mM EDTA 及び 50 mM

リン酸ナトリウム（pH 7.2）を含む溶液中で 5 units の PNGase F で 37℃下 1 時間処理し

た。 

 

統計 

結果は、第一部と同様にして、平均値 ± 標準誤差として示した。群間の差は、一元配置

分散分析によって分析し、多重比較についての補正は、Tukey’s multiple comparison test

を用いた。両群間の比較は、Student’s t test を用いた。統計的有意差は、P < 0.05 とした。 
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【結果】 

 

ERp57 は胃酸分泌細胞の頂端膜に高発現している 

2-D PAGE を用いたプロテオーム解析を、ブタ胃粘膜から調製した 2 種類の小胞、胃酸

分泌細胞の細管小胞由来ベシクル（TV）および頂端膜を含むベシクル（SAV）（Fujii et al.,  

2009）、において行った。本研究では、TV には存在せず、SAV において検出された約 57 

kDa のスポットに注目した（図 2-1）。57-kDa のスポットは、タンパク質配列決定により

ERp57 であると解析された。一連のプロテオーム解析において、SAV における ERp57 の

発現レベルは、TV においてよりも顕著に高いことが確認された（図 2-2）。この ERp57 の

発現パターンは、SAV において高発現する K+-Cl--共輸送体 4（KCC4）及び-actin（Fujii 

et al., 2009）と同様であった。H+,K+-ATPase -サブユニット（HK）は TV 及び SAV の

両方に発現していた（図 2-2）。また、ヒトの胃における ERp57 の発現レベルは、肝臓及び

結腸の発現レベルと同等であった（図 2-2B）。 

 

SAV における H+,K+-ATPase と ERp57 の関連 

SAV において ERp57 が HKと関連しているかどうかを検討するために、抗 ERp57 抗

体を用いた免疫沈降を行った。免疫沈降ペレットのウェスタンブロッティングにおいて、抗

-actin 抗体では-actin のバンド（42 kDa）は検出されなかった（ネガティブコントロー

ル）。他方、抗 HK抗体では HK（95 kDa）の明確なバンドが得られた（図 2-3）。これら

の結果から、ERp57 と H+,K+-ATPase は、胃酸分泌細胞の頂端膜において分子会合してい

るか、もしくは非常に近接して存在していることが考えられた。 

 

胃酸分泌細胞における ERp57 と HKの共局在 

ERp57 と HK抗体を用いた二重標識免疫組織染色を、メタノール固定したヒト胃粘膜の

凍結切片で行った（図 2-4）。ERp57 の強い発現は、HKの発現する胃酸分泌細胞において

観察された（図 2-4、a-c）。高倍率画像により、胃酸分泌細胞において ERp57 は、HKと

部分的に共局在（黄色）していることが示された（図 2-4、d-f）。図 2-1 の結果を踏まえる

と、胃酸分泌細胞中で黄色を示す領域（図 2-4、f）が、頂端膜であると考えられた。他方、

緑と赤色の領域（図 2-4、f）は、それぞれ細胞内細管小胞及び ER に対応していると考えら

れる。 

次に、抗 ERp57 抗体の免疫反応性が、固定条件によって影響を受けたかどうかを検討し

た。抗 ERp57 抗体を用いたウェスタンブロッティングにおいて、メタノールで固定したヒ

ト胃粘膜から調製した膜画分では〜57 kDa の単一のバンドが検出されたが、PLP 固定した

胃粘膜から調製した膜画分では明瞭なバンドは検出することができなかった（図 2-5A）。抗

ERp57 抗体と抗 HK抗体を用いた二重標識免疫組織染色において、ERp57 と HKの共局

在は、メタノール固定したヒト胃粘膜の凍結切片では観察されたが、PLP 固定した粘膜で
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は見られなかった（図 2-5B）。これらの結果から、メタノール固定したサンプルでは抗

ERp57 抗体の抗原性は保持されるが、PLP 固定したサンプルでは保持されないことが考え

られた。 

 

主細胞における ERp57 の発現レベルの検討 

主細胞のマーカーであるpepsinogenに対する抗体を用いたウェスタンブロッティングに

おいて、ヒト胃粘膜の膜画分に約 38 kDa の単一バンドが得られた（図 2-6、a）。次に、

ERp57 と pepsinogen の二重標識免疫組織染色をメタノール固定したヒト胃粘膜の凍結切

片で行った。ERp57 は、pepsinogen が存在する胃主細胞において発現レベルが低かった。

高倍率画像により、ERp57 の局在は、主細胞において pepsinogen とほとんど重複してい

ないことが示された（図 2-6、e-g）。 

 

ERp57 の過剰発現による H+,K+-ATPase 活性の亢進 

ERp57 が胃酸分泌細胞に局在していることから、ERp57 と H+,K+-ATPase との機能的な

関連性について検討した。ERp57 およびジスルフィドイソメラーゼ活性を持たない ERp57

の変異体（ERp57-4C/S）（Hirano et al., 1995; Li and Camacho, 2003）を、H+,K+-ATPase 

,-サブユニット安定発現 HEK293 細胞（HEK293-細胞）において過剰発現させた（図

2-7）。ERp57-及び ERp57-4C/S トランスフェクション細胞における HK及び HKの発現

レベルは、mock（空ベクター）トランスフェクション細胞のものと有意差はなかった（図

2-7b 及び c）。細胞表面ビオチン化アッセイにおいて、ERp57 もしくは ERp57-4C/S をトラ

ンスフェクションした細胞の原形質膜における HKのレベルは、mock トランスフェクシ

ョン細胞における HKのレベルと有意な差は見られなかった（図 2-8）。従って、HEK293-

細胞において、ERp57 のジスルフィドイソメラーゼ活性は H+,K+-ATPase の発現調節に

寄与しないことが示唆された。 

次に、これらの細胞において、SCH28080 感受性 K+-ATPase 活性（H+,K+-ATPase 活性）

を測定した（図 2-9A）。興味深いことに、ERp57 もしくは ERp57-4C/S トランスフェクシ

ョン細胞における H+,K+-ATPase 活性は、mock トランスフェクション細胞よりも有意に増

大していた（図 2-9A）。また、ERp57 もしくは ERp57-4C/S トランスフェクション細胞に

おける SCH28080 感受性の 86Rb+輸送活性（H+,K+-ATPase の K+輸送活性）も、mock トラ

ンスフェクション細胞よりも有意に増大した（図 2-9B）。これらの結果より、ERp57 は、

シャペロン機能とは異なる機構で H+,K+-ATPase 活性を調節することが示唆された。 

他方、これらの細胞における Na+,K+-ATPase の発現及び活性について検討した。ERp57

もしくは ERp57-4C/S トランスフェクション細胞において、内因性 Na+,K+-ATPase 1 サ

ブユニット（NaK1）の発現量は、mock トランスフェクション細胞と有意な差はなかった

（図 2-10A）。また、H+,K+-ATPase の場合とは異なり、ouabain 感受性 K+-ATPase 活性

（Na+,K+-ATPase 活性）は、ERp57 及び ERp57-4C/S の過剰発現の影響を受けなかった
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（図 2-10B）。 

 

HEK293-細胞における内因性 ERp57 のノックダウンによる H+,K+-ATPase 活性の阻害 

H+,K+-ATPase 発現レベルに対する、RNA 干渉（RNAi）による ERp57 のノックダウン

効果を、HEK293-細胞で調べた。ERp57 に対する siRNA をトランスフェクションした

細胞（si-ERp57 細胞）では、ネガティブコントロール siRNA（si-NC 細胞）をトランスフ

ェクションした細胞及びコントロール HEK293-細胞（非トランスフェクション）と比較

して、内因性の ERp57 タンパク質の発現レベルが顕著に減少した（図 2-11A）。si-ERp57

細胞における HKと HKの発現レベルは、si-NC 及びコントロール細胞と同程度であった

（図 2-11A と B、及び図 2-12）。図 2-11C では、H+,K+-ATPase 活性に対する ERp57 のノ

ックダウンの効果を検討した。コントロール細胞に比べて、si-ERp57 細胞では SCH28080

感受性 K+-ATPase 活性（H+,K+-ATPase 活性）の有意な減少が見られたが、si-NC 細胞で

は見られなかった（図 2-11C）。 

次に、HEK293-細胞における Na+,K+-ATPase の発現及び活性における ERp57 のノッ

クダウンの効果を検討した。si-ERp57 細胞における内因性 NaK1 の発現レベルは、si-NC

またはコントロール細胞での発現レベルと有意な差はなかった（図 2-13A 及び B）。H+,K+-

ATPase の場合とは対照的に、si-ERp57 細胞における ERp57 のノックダウンにより、

ouabain 感受性 K+-ATPase 活性（Na+,K+-ATPase 活性）に有意な変化は見られなかった

（図 2-13C）。 
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【考察】 

 

ERp57 は、ユビキタスに存在する分子シャペロンであることが広く知られている

（Freedman et al., 2002; Sitia and Braakman, 2003）。本研究では、新たに以下のことを

見出した：（i）ERp57 は、ヒト胃粘膜の胃酸分泌細胞に多く発現していた。（ii）頂端膜を

含むベシクル（SAV）における ERp57 の発現レベルは、細管小胞由来ベシクル（TV）の発

現レベルよりはるかに高かった。（iii）SAV において ERp57 は HKと免疫共沈降した。

（iv）ERp57 の過剰発現及びノックダウンは、H+,K+-ATPase の発現レベルを変化させず

に、H+,K+-ATPase 活性を有意に変化させた。他方、Na+,K+-ATPase の発現および活性には

影響しなかった。Na+,K+-ATPase は H+,K+-ATPase と約 60％の相同性を有している。これ

らの結果から、ERp57 は、胃酸分泌細胞の頂端膜において H+,K+-ATPase 活性を調節して

いる可能性が示唆された。これまでに、胃酸分泌細胞における ERp57 の発現及び機能につ

いての報告はない。 

ラット胃粘膜において、ERp57 は胃酸分泌細胞には低レベルで、主細胞でより高レベル

に発現していることが報告されている（Iida et al., 1996）。しかし、本研究では、ヒト胃粘

膜において、胃酸分泌細胞における ERp57 の発現レベルは、主細胞に比べて高いことを見

出した。したがって、胃酸分泌細胞と主細胞における ERp57 の発現レベルは、動物種間で

異なっている可能性が考えられる。他方、PLP 固定により抗 ERp57 抗体の抗原特異性が妨

害されたことは、今後の研究において注意すべき問題である。 

HKはグリコシル化されていないのに対し、HKは、9 個のシステイン残基を含み、高

度にグリコシル化されている。HKのジスルフィド結合は、HKのフォールディング、原

形質膜における HKの発現レベルと H+,K+-ATPase 活性を維持するために必須である

（Kimura et al., 2002）。本研究において、ERp57 の過剰発現及びノックダウンは、HK及

び HKの発現レベルには影響を与えなかった。また、ジスルフィドイソメラーゼ活性を持

たない ERp57 の変異体の過剰発現は、野生型と同様に H+,K+-ATPase 活性を亢進させた。

したがって、ジスルフィドイソメラーゼとしての ERp57 の機能は HKのグリコシル化に

関与していないものと考えられる。 

近年、細胞表面においてシャペロン機能以外の ERp57 の予想外の機能が注目されている

（Turano et al., 2011）。ニワトリの十二指腸では、ERp57 は、ビタミン D3の即時反応受

容体としての機能や、リン酸輸送に関与している（Nemere et al., 2004）。ヒト肝ガン細胞

Hep3B では、ERp57 が、細胞膜の脂質ラフト画分において STAT3 と共役して、STAT3 シ

グナル伝達に関与している（Sehgal et al., 2002）。Calreticulin は樹状細胞に対して「eat 

me signal」として働いているが、ERp57 は、calreticulin の細胞表面への露出を制御する

ことにより、腫瘍細胞死の免疫原性を誘導する（Obeid et al., 2008）。ラット腎皮質では、

ERp57 は原形質膜で Na+-Cl-共輸送体と会合し、トランスポーター機能を調節する（Wyse 

et al., 2002）。また、ERp57 は、精子の表面に位置し、精子－卵融合に貢献している
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（Ellerman et al., 2006）。さらに、血小板の細胞表面 ERp57 は、血小板凝集、密顆粒分泌、

フィブリノーゲン結合、カルシウム動員及び動脈条件下で血栓形成に関与している

（Holbrook et al., 2012）。本研究では、胃酸分泌細胞の頂端膜に発現する ERp57 の新規な

機能を明らかにした。ERp57 は、シャペロン機能とは異なる機構で、グリコシル化された

H+,K+-ATPase の活性を正に調節する。 

酸分泌休止時では、頂端膜における H+,K+-ATPase は、基礎胃酸分泌に関与している。刺

激を受けると、細管小胞と頂端膜の両方に存在している H+,K+-ATPase が、大量の胃酸分泌

に関与する。Fujii ら（2009, 2011）は、KCC4 が主に胃酸分泌細胞の頂端膜に発現してお

り、その K+-Cl-共輸送体が、頂端膜における H+,K+-ATPase 活性と連関していることを見

出した。ERp57 も胃酸分泌細胞頂端膜の H+,K+-ATPase と関連しているので、ERp57 と

KCC4 間の機能連関については今後の興味深い課題である。 

結論として、ERp57 は、胃酸分泌細胞の頂端膜に高発現しており、基礎胃酸分泌に寄与

している H+,K+-ATPase 活性を調節している可能性が示唆された。 



図2-1 TV及びSAVの2D-PAGE分析
（A）はTVについて、（B）はSAVについての2D-PAGE分析の結果を示した。
Bにおいて、矢印はERp57のスポットを示している。

A B
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図2-2 ERp57、HK、KCC4及び-actinについてのウェスタンブロッティング
（A）ERp57、HK、KCC4及び-actin抗体を用いたTV及びSAV（30 g）のウェスタン
ブロッティング。
（B）ERp57及び-actin抗体を用いたヒト肝臓、胃、及び大腸（60 g）の膜画分のウェス
タンブロッティング。

A B
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図2-3 SAVにおけるERp57とHKの免疫沈降
抗ERp57抗体とprotein A/G-agaroseを使用してSAVのライセート（200 gのタンパク
質）から免疫沈降サンプル（IP）を調製した。トータルライセート（input）及び抗体
を加えて（ERp57, +）もしくは加えず（ERp57, -）に調製した免疫沈降サンプル（IP）
を、抗ERp57、抗-actin及び抗HK抗体を用いたウェスタンブロッティング（WB）に
より検出した。

HK
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図2-4 ヒト胃粘膜における胃酸分泌細胞内のERp57の発現
（a-f）ヒト胃粘膜において、ERp57（赤）とHK（緑）抗体を用いた免疫二重染色を行っ
た。図は典型例を表示した。対物レンズ倍率は、×5（a-c）及び×63（d-f）。fにおいて、
断面図は、破線（I, XZ断面; II, YZ断面）に沿って取得した。スケールバーは100 m（a-
c）及び10 m（d-f）。

HK
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図2-5 メタノールまたはPLP固定したサンプルにおける抗ERp57抗体の免疫反応性
（A）抗ERp57抗体を用いてメタノールまたはPLPで固定したヒト胃粘膜（30 gのタンパク
質）の膜画分のウェスタンブロッティングを行った。メタノール（MeOH）固定したサンプ
ルで57 kDaの単一のバンドが観察されたが、PLP-固定サンプルでは見られなかった。
（B）抗ERp57（赤色）及び抗HK（緑）抗体を用いた免疫二重染色を、メタノール
（MeOH）またはPLPで固定したヒト胃粘膜で行った。典型例を示した。対物レンズ倍率
×40。スケールバーは10 m。

HK
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図2-6 主細胞におけるERp57の発現
（a）抗pepsinogen抗体を用いて、ヒト胃粘膜（30 gのタンパク質）膜画分のウェスタ
ンブロッティングを行った。38 kDaの単一バンドが観察された。（b-g）ERp57（赤）と
pepsinogen（緑）抗体を使用した免疫二重染色を、単離ヒト胃粘膜において行った。典
型例を表示した。対物レンズ倍率は、×5（b-d）及び×40（e-g）。スケールバーは100 
m（b-d）及び10 m（e-g）。
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図2-7 HEK293-細胞におけるERp57及びERp57-4C/S変異体の過剰発現
（a）pcDNA3.1/zeo（+）ベクター（mock）及びERp57 cDNA（ERp57）またはERp57-
4C/S cDNA（ERp57-4C/S）を含むベクターをトランスフェクションしたHEK293-細胞の
膜画分（20 gのタンパク質）について、ERp57、HK、HK及び-actin抗体を用いたウェ
スタンブロッティングを行った。HKはPNGase Fの処理（core）、未処理（glycosylated）
において行った。
（bとc）H+,K+-ATPaseの発現レベル。ERp57-及びERp57-4C/Sトランスフェクション細胞
におけるHK/-actin（b）及び、HK（core）、-actin（c）の発現レベルを、mockトラン
スフェクション細胞と比較した。mockトランスフェクション細胞の値を100%として標準化
した。n = 6。NS；有意差なし（P > 0.05）。
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図2-8 原形質膜におけるHKの発現レベル
（A）pcDNA3.1/zeo（+）ベクター（mock）、及びERp57 cDNA（ERp57）または
ERp57-4C/S cDNA（ERp57-4C/S）のベクターをトランスフェクションしたHEK293-細
胞からのビオチン化サンプルにおいてHKとNaK1の抗体を用いたウェスタンブロッティ
ングを行った。
（B）ビオチン化サンプルにおけるHKの発現レベル。ERp57- 及びERp57-4C/Sをトラン
スフェクションした細胞のビオチン化サンプルにおけるHK/NaK1の発現スコアを、
mockトランスフェクション細胞のビオチン化サンプルと比較した。mockトランスフェク
ション細胞の発現スコアを100%とした。n = 5。NS；有意差なし（P > 0.05）。
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図2-9 mock、ERp57-及びERp57-4C/Sトランスフェクション細胞におけるH+,K+-
ATPase活性
（A）SCH28080感受性K+-ATPase活性
（B）86Rb+の輸送活性の測定
それぞれの活性を、図2-8で示したHKの発現レベル（図2-8 B）または全細胞数（図2-8 C）
で補正した。mockトランスフェクション細胞の活性を100%とした。n = 5-6。**；有意差あ
り（P < 0.01）。NS；有意差なし（P > 0.05）。

A B
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図2-10 HEK293-細胞におけるERp57及びERp57-4C/S変異体過剰発現の
Na+,K+-ATPaseに対する影響
（A）（a）pcDNA3.1/zeo（+）ベクター（mock）及びERp57 cDNA（ERp57）または
ERp57-4C/S cDNA（ERp57-4C/S）を含むベクターをトランスフェクションしたHEK293-
細胞の膜画分（30 gのタンパク質）において NaK1及び-actinの抗体を用いたウェス
タンブロッティングを行った。（b）Na+,K+-ATPase（NaK1）の発現レベル。ERp57-と
ERp57-4C/Sトランスフェクション細胞におけるNaK1/-actinの発現スコアを、mockトラ
ンスフェクション細胞の発現スコアと比較した。mockトランスフェクション細胞の発現ス
コアを100%とした。n = 6。NS；有意差なし（P > 0.05）。
（B）Ouabain感受性K+-ATPase活性（Na+,K+-ATPase活性）を、mock、ERp57及び
ERp57-4C/S-トランスフェクション細胞において測定した。活性は、試料中のNaK1の発
現レベルによって補正した。mockトランスフェクション細胞の活性を100%とした。n = 6。
NS；有意差なし（P > 0.05）。
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図2-11 内因的ERp57のノックダウンがH+,K+-ATPase活性に及ぼす効果
（A）ERp57に対するsi-RNA（si-ERp57）またはネガティブコントロールsiRNA（si-
NC）をトランスフェクションしたHEK293-細胞の膜画分、及びsiRNA をトランスフェ
クションしていないHEK293-細胞の膜画分（control）（20 gのタンパク質）において
ERp57、HK及び-actinの抗体を用いたウェスタンブロッティングを行った。
（B）H+,K+-ATPaseの発現レベル。si-ERp57をトランスフェクションした細胞における
HK/-actinの発現スコアを、si-NCをトランスフェクションした細胞の発現スコアと比較
した。control細胞の値を100%とした。n = 6。NS；有意差なし（P > 0.05）。
（C）si-ERp57またはsi-NCをトランスフェクションした細胞とcontrol細胞における
SCH28080感受性K+-ATPase活性（H+,K+-ATPase活性）を比較した。HKの発現レベルに
で補正した。Control細胞の活性を100%とした。n = 6。 *；有意差あり（P < 0.05）。
NS；有意差なし（P > 0.05）。
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図2-12 siRNAトランスフェクション細胞におけるHK（core）の発現レベル
（A）ERp57 siRNA（si-ERp57）またはネガティブコントロールsiRNA（si-NC）をトラ
ンスフェクションしたHEK293-細胞、及びsiRNAをトランスフェクションしていない
HEK293-細胞（コントロール）より調製した膜画分（20 gのタンパク質）において
HK及び-actinの抗体を用いたウェスタンブロッティングを行った。
（B）si-ERp57トランスフェクションした細胞におけるHK/-actinの発現スコアを、si-
NCをトランスフェクションした細胞の発現スコアと比較した。Control細胞の値を100%と
した。n = 4。NS；有意差なし（P > 0.05）。
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図2-13 内因性ERp57のノックダウンがNa+,K+-ATPase活性に及ぼす効果
（A）si-ERp57またはsi-NCをトランスフェクションしたHEK293-細胞の膜画分、及び
どのsiRNA もトランスフェクションしていないHEK293-細胞の膜画分（control）にお
いてERp57及びNaK1の抗体を用いたウェスタンブロッティングを行った。
（B）Na+,K+-ATPaseの発現レベル。si-ERp57をトランスフェクションした細胞における
NaK1/-actinの発現スコアは、si-NCの発現スコアと比較した。Control細胞の値を100%
とした。n = 6。NS；有意差なし（P > 0.05）。
（C）Ouabain感受性K+-ATPase活性（Na+,K+-ATPase活性）を、si-ERp57またはsi-NCを
トランスフェクションした細胞及びcontrol細胞で測定した。活性は、NaK1の発現レベル
で補正した。control細胞の活性を100%とした。n = 6。NS；有意差なし（P > 0.05）。
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第三部 

 

細胞容積調節性アニオンチャネル阻害剤である DCPIB による 

胃 H+,K+-ATPase の阻害 
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【要約】 

 

4-(2-Butyl-6,7-dichloro-2-cyclopentylindan-1-on-5-yl)oxybutyric acid（DCPIB）は、ほ

とんど全ての細胞に発現している細胞容積調節性アニオンチャネル（VRAC）の阻害剤とし

て使用されている（IC50は約 4 M）。本研究では、単離した胃細管小胞及び H+,K+-ATPase

を発現細胞の膜サンプルにおける胃プロトンポンプ（H+,K+-ATPase）の活性を DCPIB が

有意に阻害（IC50値は約 9 M）することを見出した。細管小胞では、VRAC の重要な構成

分子の一つである leucine rich repeat containing 8 family A（LRRC8A）の有意な発現は

認められなかった。DCPIB の阻害効果は、LRRC8A をノックダウンした細胞の膜サンプル

においても見られた。他方、DCPIB は、Na+,K+-ATPase や Ca2+-ATPase の活性に有意な

効果を及ぼさなかった。H+,K+-ATPase 発現細胞において、DCPIB は H+,K+-ATPase の

86Rb+輸送活性を阻害したが、Na+,K+-ATPase の 86Rb+輸送活性は阻害しなかった。DCPIB

は、細胞内 VRAC 以外の Cl-チャネル活性に影響を及ぼさなかった。これらの結果から、

DCPIB は、H+,K+-ATPase 活性を直接的に阻害することが示唆された。DCPIB は、in vitro

において H+,K+-ATPase の機能を研究するための有益なツールになる可能性がある。 

 

【緒言】 

 

細胞容積調節性アニオンチャネル（VRAC）はユビキタスに発現し、細胞容積の調節にお

いて重要な役割を担っている。浸透圧性細胞膨張によって活性化されたアニオンチャネル

は、Cl-の流出を介して細胞を元の大きさに戻す（Nilius et al., 1996; Okada, 1997）。また、

VRAC の活性化は、アポトーシス及びネクローシスといった細胞死にも関与している。最

近、leucine rich repeat containing 8 family A（LRRC8A）（または SWELL1）は、VRAC

の重要な構成分子であることが見出された（Qiu et al., 2014; Voss et al., 2014）。4-(2-Butyl-

6,7-dichloro-2-cyclopentylindan-1-on-5-yl)oxybutyric acid（DCPIB）は、VRAC の強力な

阻害剤である（Decher et al., 2001）。DCPIB は、VRAC の生理学的及び病態生理学的機能

を評価するために広く使用されている。 

第一部および第二部で述べたように、胃の H+分泌は、Na+,K+-ATPase や Ca2+-ATPase

を含む P2 型 ATPase ファミリーに属するプロトンポンプ（H+,K+-ATPase）によって担わ

れる（Munson et al., 2005; Shin et al., 2009）。他方、これまで、CLIC-6（Nishizawaet al., 

2000; Sachs et al., 2007）、CFTR（Sidani et al., 2007）及び SLC26A9（Xu et al., 2008）

などの Cl-チャネル、Cl-/H+対向輸送体の ClC-5 （Takahashi et al., 2014）、及び K+,Cl-共

輸送体の KCC4（Fujii et al., 2009）が、胃酸（HCl）の分泌に関与する Cl-輸送タンパク質

であると考えられている。 

H+,K+-ATPase は、胃酸分泌の最終段階において重要な分子であり、胃潰瘍、十二指腸潰

瘍、逆流性食道炎、及び Zollinger‐Ellison 症候群のような様々な酸関連疾患の治療標的で
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ある（Sachs et al., 2007）。Omeprazole、rabeprazole、lansoprazole、及び pantoprazole

のようなプロトンポンプ阻害剤（PPI）は、胃 H+,K+-ATPase の強力な阻害剤であり、一般

的に酸関連疾患の治療に使用されている（Shin and Sachs, 2008）。 

これまでのところ、VRAC 以外に DCPIB の標的分子は明らかになっていない。本研究で

は、H+,K+-ATPase、Na+,K+-ATPase 及び Ca2+-ATPase に対する DCPIB の効果を検討し

た。DCPIB は Na+,K+-ATPase 活性または Ca2+-ATPase 活性には全く影響しなかったが、

胃 H+,K+-ATPase の活性を有意に阻害することを見出した。 
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【実験方法】 

 

材料 

DCPIB は Tocris Bioscience（Ellisville, MO, USA）から入手した。Niflmic acid、2-methyl-

3-cyanomethyl-8-(phenylmethoxy)imidazo[1,2-α]pyridine（SCH28080、胃 H+,K+-ATPase

の阻害剤）、ouabain（Na+,K+-ATPase 阻害剤）、thapsigargin（SERCA Ca2+-ATPase の阻

害剤）、及び抗-actin 抗体は、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から入手した。5-Nitro-

2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid（NPPB）は、Research Biochemical International

（Natick, MA, USA）から入手した。Diphenylamine-2-carboxylic acid （DPC）及び A23187

は Wako Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）から購入した。抗 H+,K+-ATPase -

サブユニットモノクローナル抗体（1H9）は、Medical and Biological Laboratories（Nagoya, 

Japan）から入手した。Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体は、Invitrogen（Carlsbad, 

CA, USA）から入手した。他の全ての試薬は、分子生物学グレードまたは入手可能な最高グ

レードの純度のものを使用した。 

 

ブタ胃からの胃粘膜サンプルと細管小胞の調製 

第一部【実験方法】参照。TV は小胞膜の透過性を増加させるために、凍結乾燥した。 

 

siRNA の細胞培養及びトランスフェクション 

胃 H+,K+-ATPase ,-サブユニットを発現しているブタ腎臓の近位尿細管 LLC-PK1 細

胞及びヒト胚性腎臓 293（HEK293）細胞（それぞれ LLC-PK1-細胞及び HEK293-細

胞）は、10% FBS（Nichirei biosciences, Tokyo, Japan）, 100unit/ml penicillin（Wako）, 

100 g/ml streptomycin（Wako）, 0.5 mg/ml G418（Enzo Life Sciences, NY, USA）及び

0.2 mg/ml zeocin（Invitrogen）を添加した Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）

（Wako）で維持した（Fujii et al., 2007; Fujii et al., 2013）。HEK293-細胞に JetPRIME

（Polyplus-transfection, NY, USA）を用いて、100 pmol の siRNA をトランスフェクショ

ンした。トランスフェクションした細胞を 48 時間成長培地で培養した。LRRC8A に対する

siRNA（GGUACAACCACAUCGCCUA）（Voss et al., 2014）及びコントロール siRNA は

Nippon Gene から購入した。 

 

培養細胞からの膜サンプルの調製 

第一部【実験方法】と同様の方法で、LLC-PK1-及び HEK293-細胞から膜サンプル

を調製した。 

 

胃 H+,K+-ATPase 活性の測定 

第一部【実験方法】と同様の方法で、凍結乾燥 TV（10 g のタンパク質）及び LLC-PK1-
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細胞及び HEK293-細胞の膜サンプル（50 g のタンパク質）における H+,K+-ATPase

活性を測定した。 

 

Na+,K+-ATPase 活性の測定 

第二部【実験方法】と同様の方法で、ブタ腎臓（10 g のタンパク質）及び LLC-PK1-

細胞（30 g のタンパク質）の膜サンプルにおける Na+,K+-ATPase 活性を測定した。 

 

Ca2+-ATPase 活性の測定 

横行小管システム（T-細管）/筋小胞体（SR）複合体に富むミクロゾーム画分は、ウサギ

の背中と脚の筋肉から報告されている方法で調製した（Morii et al., 1986）。T-細管/ SR 複

合体における Ca2+-ATPase 活性（2 g のタンパク質）は、100 mM KCl, 7 mM MgCl2, 2 

mM CaCl2, 2 mM EGTA, 1 mM ATP, 1 M A23187, 50 mM MOPS-Tris（pH 7.0）を含む

溶液 1 ml 中で、5 M thapsigargin の存在または非存在下で測定した。溶液中のフリーな

Ca2+濃度は 20 M であると算出された（Ohkusa et al., 1991）。サンプルを 37℃で 10 分間

インキュベーションした後、反応物を氷冷停止溶液の添加により停止し、放出された無機リ

ン酸の量を測定した。Ca2+-ATPase 活性は thapsigargin の存在下及び非存在下での活性差

として算出した。 

 

ウェスタンブロッティング 

第一部【実験方法】と同様の方法でウェスタンブロッティングを行った。TV（1 g のタ

ンパク質）と、ブタ胃粘膜（1 g のタンパク質）、LLC-PK1-細胞（30 g のタンパク質）

及び HEK293-細胞（30 g のタンパク質）の膜サンプルを用いて行った。H+,K+-ATPase

（1H9）及び-actin に対する抗体を 1：5,000 希釈で使用した。抗ヒト LRRC8A ウサギポ

リクローナル抗体は、ペプチド QRTKSRIEQGIVDRSE に対する KLH 結合ペプチドで作

成し（Voss et al., 2014）、1：5,000 希釈で使用した。HRP 標識抗マウスまたはウサギ IgG

を二次抗体（1：5,000 希釈）として使用した。 

 

免疫細胞染色 

LLC-PK1-細胞の免疫細胞染色は、第一部【実験方法】と同様の方法で行った。抗 H+,K+-

ATPase（1H9）または抗 NaK1 抗体（1：100 希釈）は共に 4℃で一晩インキュベーショ

ンし、その後、Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体を室温で 1 時間インキュベーション

した（1：100 希釈）。免疫蛍光画像は、Zeiss LSM 700 レーザー走査型共焦点顕微鏡を用い

て取得した。 

 
86Rb+輸送アッセイ 

LLC-PK1-細胞における胃 H+,K+-ATPase および Na+,K+-ATPase による 86Rb+取り込
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み活性は、第一部および第二部の【実験方法】と同様の方法で測定した。 

 

電気生理学実験 

ホールセル記録は、室温で EPC-10 パッチクランプアンプ（HEKA Elektronik, 

Lambrecht/Pfalz, Germany）を用いて実施した。パッチマスター（HEKA Elektronik）を、

コマンドパルスコントロール及びデータ収集のために使用した。電流を 2.9 kHz でフィル

タリングし、10 kHz でデジタル化した。ピペット溶液で満たされたときのパッチ電極は 2-

4 Mの抵抗を有していた。アクセス抵抗（<10 M）は電気的に電圧誤差を最小にするた

めに 70%まで補正した。電流プロファイルの電圧依存性を観察するために、0 mV の保持電

位から、-100 から+100 mV のテスト電位まで、ステップパルスを 20 mV 刻みで与えた。

電流振幅は、ステップパルス負荷後 400 ミリ秒測定した。ホールセル Cl-電流の選択的記録

は、NMDG-Cl 塩溶液をピペット（細胞内）及びバス（外）溶液に使用した。ピペット溶液

の組成は、110 mM NMDG, 110 mM HCl, 2 mM MgSO4, 1 mM Na2ATP, 1 mM EGTA, 10 

mM Hepes, 15 mM Na-HEPES 及び 50 mM mannitol（pH 7.3, 300 mosmol/kg H2O）、バ

ス液の組成は、110 mM NMDG, 110 mM HCl, 5 mM MgSO4, 12 mM Hepes, 7 mM Tris 及

び 100 mM mannitol（pH 7.5, 330 mosmol/kg H2O）をそれぞれ用いた。 

 

統計 

第一部と同様、結果は平均値 ± 標準誤差として提示した。群間の差は、一元配置分散分

析によって分析し、多重比較についての補正は、Turkey’s multiple comparison test を用い

た。両群間の比較は、Student’s t test を用いた。統計的有意差は、P < 0.05 と仮定した。 
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【結果】 

 

胃細管小胞における H+,K+-ATPase 活性に対する DCPIB の阻害効果 

 H+,K+-ATPase 抗体を用いたブタ胃 TV のウェスタンブロッティングにおいて、95 kDa

の位置に H+,K+-ATPase の明瞭なバンドが観察された。TV における H+,K+-ATPase の発

現レベルは、胃粘膜に比べて顕著に高かった（図 3-1）。対照的に、VRAC の構成分子であ

る LRRC8A の TV における発現レベルは、胃粘膜に比べてはるかに低かった（図 3-1）。 

図 3-2 は、TV における SCH28080 感受性 ATP 加水分解活性（H+,K+-ATPase 活性）に

対する VRAC 阻害剤 DCPIB の効果を示している。DCPIB は、濃度依存的に H+,K+-ATPase

活性を阻害し、IC50 値は 8.2 ± 1.2 M であった（図 3-2A）。対照的に、NPPB、nifulmic 

acid、及び DPC のような他のアニオンチャネルブロッカー（30 M）は、H+,K+-ATPase 活

性に有意な効果を及ぼさなかった（図 3-2B）。 

 

Na+,K+-ATPase と Ca2+-ATPase に対する DCPIB の効果 

 胃 H+,K+-ATPase は P2型 ATPase ファミリーに属している。そこで、他の P2型 ATPase

である Na+,K+-ATPase や Ca2+-ATPase に及ぼす DCPIB の効果を調べた。DCPIB（10 M）

はブタ腎臓の膜サンプルにおいて ouabain 感受性の K+-ATPase 活性（Na+,K+-ATPase 活

性）（図 3-3A）、また、ウサギ SR ベシクルにおける thapsigargin 感受性の ATPase 活性

（Ca2+-ATPase 活性）に有意な効果を及ぼさなかった（図 3-3B）。 

 

LLC-PK1-細胞の膜サンプルにおける H+,K+-ATPase と Na+,K+-ATPase に及ぼす

DCPIB の効果 

胃 H+,K+-ATPase ,-サブユニットを安定発現している LLC-PK1-細胞では、外因性

の H+,K+-ATPase（図 3-4A）及び内因性の Na+,K+-ATPase（図 3-4B）はそれぞれ、頂端膜

及び基底側膜に発現している。細胞の膜サンプルにおいて、DCPIB（10 M）は H+,K+-

ATPase 活性を有意に阻害したが（図 3-4C）、Na+,K+-ATPase 活性には効果を示さなかった

（図 3-4D）。H+,K+-ATPase 活性に対する DCPIB の阻害効果は、濃度依存的であり、その

IC50値は 9.2 ± 1.3 M であった（図 3-5A）。この IC50値は、TV の H+,K+-ATPase 活性に

対する DCPIB の阻害値と近似していた（図 3-2A）。また、NPPB、nifulmic acid、及び DPC

のような他の陰イオンチャネルブロッカー（10 M）は、LLC-PK1-細胞の膜サンプルに

おける H+,K+-ATPase 活性に有意な効果を及ぼさなかった（図 3-5B）。 

 

LRRC8A ノックダウン細胞の H+,K+-ATPase 活性に対する DCPIB の阻害効果 

 これまでHEK293細胞において、LRRC8Aのノックダウンが低浸透圧誘導性かつDCPIB

感受性の VRAC 電流を大幅に減少させることが報告されている（Qiu et al., 2014; Voss et 

al., 2014）。そこで、胃 H+,K+-ATPase ,-サブユニット安定発現 HEK293 細胞（HEK293-
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細胞）を用いて LRRC8A のノックダウンが、DCPIB による H+,K+-ATPase 活性阻害に

影響するかどうかについて検討した。LRRC8A に対する siRNA（si-LRRC8A）をトランス

フェクションした HEK293-細胞における LRRC8A タンパク質の発現レベルは、ネガテ

ィブコントロール siRNA（si-NC）をトランスフェクションした細胞に比べて有意に減少し

た（図 3-6A 及び B）。しかし、H+,K+-ATPase の ATP 加水分解活性および発現レベルは、

LRRC8A のノックダウンによって有意な変化は見られなかった（図 3-6A 及び B）。また、

si-LRRC8A をトランスフェクションした細胞において、DCPIB（10 M）は、si-NC をト

ランスフェクションした細胞と同様に、H+,K+-ATPase活性を有意に抑制させた（図3-6C）。

従って、LRRC8A の機能は、H+,K+-ATPase 活性と関連していないことが示唆された。 

 

生細胞における H+,K+-ATPase と Na+,K+-ATPase による 86Rb+取り込みに対する DCPIB

の効果 

 次に、培養中の LLC-PK1-細胞において、細胞表面に存在する H+,K+-ATPase および

Na+,K+-ATPase のイオン輸送活性に対する DCPIB の効果を検討した。H+,K+-ATPase と

Na+,K+-ATPase の K+輸送活性は、K+のアナログである 86Rb+を用いて測定した。DCPIB

（10 M）は、SCH28080 感受性の 86Rb+取り込みを有意に阻害した（図 3-7A）が、ouabain

感受性の 86Rb+取り込みには効果を及ぼさなかった（図 3-7B）。 

 

LLC-PK1-細胞及び HEK293-細胞におけるホールセル Cl-電流に対する DCPIB の効

果 

 最後に、LLC-PK1-細胞及び HEK293-細胞における Cl-電流に対する DCPIB の効

果を、ホールセルパッチクランプ記録により調べた。Cl-電流に対する VRAC の寄与を除外

するために、わずかに高張のバス溶液を使用した。DCPIB（10 M）は、LLC-PK1-細胞

（図 3-8A 及び B）及び HEK293-細胞（図 3-8C 及び D）のどちらの Cl-電流にも有意な

効果を示さなかった。従って、DCPIB は、内因性の Cl-チャネルの活性を変化させることな

く、H+,K+-ATPase 活性を阻害することが示唆された。 
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【考察】 

 

非利尿性エタクリン酸誘導体の DCPIB は、ほとんどすべてのタイプの細胞に存在し、細

胞容積調節に重要な役割を果たしている VRAC の強力な阻害剤である。VRAC 電流の抑制

に対する DCPIB の IC50 値は、2-4 M であることが報告されている（Best et al., 2004; 

Decher et al., 2001）。これまで、DCPIB は、VRAC の生理学的特性を評価するため一般的

に、10-20 M の濃度で使用されている。この DCPIB の濃度は、CFTR、ClC-1、ClC-2、

ClC-4、ClC-5、ClC-K1、Kv4.3、Kv1.5、HERG そして hminK などの他の Cl-チャネルや

K+チャネルの電流には効果を示さない（Decher et al., 2001）。また、本研究では、DCPIB

（10 M）が、LLC-PK1-及び HEK293-細胞において VRAC 以外の内因性の Cl-チャ

ネルに有意な影響を及ぼさないことを示した。 

最近、高濃度の DCPIB は EC50値が 102 M で培養したアストロサイトにおける TREK 

K+チャネルを活性化することが報告されている（Minieri et al., 2013）。本研究において、

DCPIB はブタ胃細管小胞（TV）や外因的に胃 H+,K+-ATPase を発現させた細胞の膜サンプ

ルの H+,K+-ATPase 活性を濃度依存的に阻害することを見出した（IC50 < 10 M）。さらに、

DCPIB は、培養中の LLC-PK1 細胞において、胃 H+,K+-ATPase による 86Rb+取り込みを

阻害した。著者の知る限り、VRAC 以外のイオン輸送体に対する、低濃度 DCPIB による阻

害効果を示す知見は今回が初めてである。DCPIB と同様に、30 M の NPPB も HEK293

細胞において VRAC 電流を抑制することが報告されている（Hélix et al., 2003）。しかし、

本研究では、NPPB（30 M）は TV の H+,K+-ATPase 活性を阻害しなかった。 

HEK293-細胞において、LRRC8A のノックダウンは、胃 H+,K+-ATPase 活性に対する

DCPIB の阻害効果に影響を及ぼさないことを見出した。また、LRRC8A の発現レベルは、

H+,K+-ATPase に富む TV において非常に低いことを見出した。これらの結果は、DCPIB

は、LRRC8A の存在または非存在下に関わらず、H+,K+-ATPase 活性を直接的に阻害する

ことを示唆している。興味深いことに、DCPIBはNa+,K+-ATPaseやCa2+-ATPase（SERCA）

の活性に影響を及ぼさなかった。このことは、DCPIB の作用は、P2型 ATPase ファミリー

のメンバー間で H+,K+-ATPase に特異的であることを示唆している。胃 H+,K+-ATPase の

触媒サブユニットのアミノ酸配列は、Na+,K+-ATPase および SERCA Ca2+-ATPase と、そ

れぞれ〜60％および〜25％の相同性を有する（Munson et al., 2005）。ヌクレオチド結合ド

メイン、触媒リン酸化部位、A-ドメインの TGES モチーフ、及び P-ドメインのホスホリル

結合ポケットを含む種々の機能的に重要な領域は、ファミリーの間で高く保存されている。

DCPIB は、おそらく胃 H+,K+-ATPase の他の P2 型 ATPase との非保存領域に結合する可

能性が考えられる。 

胃 H+,K+-ATPase は胃粘膜の胃酸分泌細胞に豊富に発現しているが、腎臓（Bastani et al., 

1995; Kraut et al., 1997; Ono et al., 1996）、心臓（Beisvag et al., 2003）、膵臓（Novak et 

al., 2011）、内耳（Shibata et al., 2006）および肺（Altman et al., 2007）などの他の組織
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においても同定されている。腎臓においては、胃 H+,K+-ATPase は、集合管における間在細

胞の頂端膜に局在している。H+,K+-ATPase 欠損マウスでは、集合管における酸分泌が障害

されることから、H+,K+-ATPase は、集合管の管腔側の酸性化に重要であることが示唆され

た（Lynch et al., 2008）。心臓において、胃 H+,K+-ATPase は、心筋細胞中の K+及び H+の

恒常性（pH 調節）の調節に関与している（Beisvag et al., 2003）。膵臓では、管の膵液分泌

に関与している（Novak et al., 2011）。蝸牛において、胃 H+,K+-ATPase は、蝸牛内電位の

形成に関与している（Shibata et al., 2006）。従って、胃 H+,K+-ATPase を発現する組織ま

たは細胞において、DCPIB により VRAC の機能を評価する際には、H+,K+-ATPase 活性に

対する DCPIB の阻害効果を考慮する必要があるかもしれない。 

   Omeprazole、rabeprazole、lansoprazole、及び pantoprazole のようなプロトンポンプ阻

害剤（PPI）は、酸性 pH 条件下で活性型に変換され、活性体は、管腔側に位置する H+,K+-

ATPase の特定の Cys 残基（複数可）に結合する（Shin et al., 2004）。ヌクレオチド結合ド

メインが外側に向いているタイトな細管小胞を用いた in vitro 試験において、PPI は、酸が

閉鎖小胞の内腔に蓄積された際にのみ H+,K+-ATPase 活性を阻害する（Beil et al., 1988; 

Morii et al., 1990; Morii et al., 1993）。他方、SCH28080 のようなカリウムイオン競合型

アシッドブロッカー（P-CABs）も、胃 H+,K+-ATPase の阻害剤である（Anderson and 

Carlsson, 2005）。PPI とは異なり、SCH28080 は、胃小胞中の酸の蓄積なしにポンプ活性

を阻害することができるので、H+,K+-ATPase の機能評価するためのツールとして広く使用

されている（Beil et al., 1988）。本研究では、DCPIB が、SCH28080 と同様に、透過性を

高めた胃小胞や H+,K+-ATPase 発現細胞の膜断片サンプルにおけるポンプ活性を阻害する

ことを示した。また、興味深いことに、DCPIB は、培養中の生細胞における H+,K+-ATPase

の K+輸送も阻害した。 

通常、胃 H+,K+-ATPase の活性は、等張条件で測定される。VRAC は低張条件で活性化

されるため、等張条件下では DCPIB は VRAC を阻害することなく、H+,K+-ATPase 活性を

阻害する。以上より、DCPIB は、in vitro 実験において H+,K+-ATPase の機能を研究する

ための強力なツールの一つとなり得ると考えられる。 

 



図3-1 TV及び胃粘膜サンプルにおけるH+,K+-ATPaseとLRRC8Aの発現
TV及び胃粘膜の膜サンプル（5 gのタンパク質）のH+,K+-ATPase -サブユニッ
ト（95 kDa）抗体及びLRRC8A（95 kDa）抗体を使用したウェスタンブロッティ
ング。
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図3-2 TVにおけるH+,K+-ATPase活性に対する陰イオンチャネルブロッカーの効果
（A）DCPIBによるH+,K+-ATPaseの濃度依存的阻害。TVにおけるSCH28080感受性
K+-ATPase（H+,K+-ATPase）活性を種々の濃度のDCPIBを用いて測定した（n = 4-6）。
DCPIBの非在下での活性を100%とした。挿入図に、DCPIBの化学構造を示した。
（B）TVのH+,K+-ATPase活性に対するDCPIB、NPPB、nifulmic acid（NFA）、及び
DPC 30 Mの効果（n = 4-5）。阻害剤非存在下でのコントロール活性（-）は、95.8 ±
7.5 mol Pi/mg protein/hであり、これを100%とした。
NS；有意差なし（P > 0.05）。 **；有意差あり（P < 0.01）。

A

B
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図3-3 Na+,K+-ATPaseとCa2+-ATPaseの活性に対するDCPIBの効果
（A）ブタ腎臓の膜サンプルにおけるouabain感受性K+-ATPase（Na+,K+-ATPase）活性を
10 M DCPIB存在下（+）及び非存在下（-）で測定した（n = 4）。DCPIB非存在下での
活性は、12.6 ± 0.4 mol Pi/mg protein/hであり、この値を100%とした。 NS；有意差な
し（P > 0.05）。
（B）ウサギSR小胞におけるthapsigargin感受性ATPase（Ca2+-ATPase）活性を10 M
DCPIB存在下（+）及び非存在下（-）で測定した（n = 8）。DCPIB非存在下でのコント
ロール活性は、78.8 ± 12.0 mol Pi/mg protein/hであり、この値を100%とした。NS；有
意差なし（P > 0.05）。
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図3-4 LLC-PK1-細胞の膜サンプルにおけるATPase活性に対するDCPIBの効果
（A）LLC-PK1-細胞における抗H+,K+-ATPase抗体を用いた免疫細胞染色の典型例。
H+,K+-ATPaseは、細胞の頂端膜に局在していた。スケールバー = 10 m。
（B）細胞における抗NaK1抗体を用いた免疫細胞染色の典型例。内因性のNa+,K+-
ATPase 1サブユニットは、細胞の基底側膜に局在していた。スケールバー = 10 m。
（C）LLC-PK1-細胞の細胞膜サンプルにおけるH+,K+-ATPase活性を10 M DCPIBの
非存在下（-）及び存在下（+）で測定した（n = 5）。DCPIBの非存在下でのH+,K+-
ATPase活性は、0.47 ± 0.02 mol Pi/mg protein/hであり、この値をH+,K+-ATPase活性の
100%とした。**；有意差あり（P < 0.01）。
（D） LLC-PK1-細胞の膜サンプルにおけるNa+,K+-ATPase活性を、10 M DCPIBの非
存在下（-）及び存在下（+）で測定した（n = 6）。DCPIBの非存在下でのNa+,K+-ATPase
活性は、1.01 ± 0.13 mol Pi/mg protein/hであり、この値を100%とした。NS；有意差な
し（P > 0.05）。
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図3-5 LLC-PK1-細胞の膜サンプルにおけるH+,K+-ATPase活性に対するDCPIBの効果
（A）LLC-PK1-細胞におけるH+,K+-ATPase活性を種々の濃度のDCPIB存在下で測定した（n 
= 4-5）。DCPIB非存在下におけるH+,K+-ATPase活性を100%とした。
（B）LLC-PK1-細胞の膜サンプルにおけるH+,K+-ATPase活性に対する10 M NPPB、
nifulmic acid（NFA）、及びDPCの効果（n = 4-5）。阻害剤の非存在下でのコントロール活性
（control）を100%とした。NS；有意差なし（P > 0.05）。

A B
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図3-6 LRRC8AノックダウンHEK293-細胞の膜サンプルにおけるH+,K+-ATPase
活性に対するDCPIB の影響
（A）LRRC8AのsiRNA（si-LRRC8A）またはネガティブコントロールsiRNA（si-NC）を
トランスフェクションしたHEK293-細胞における、LRRC8A（95 kDa）及びH+,K+-
ATPase（95 kDa）に対する抗体を用いたウェスタンブロッティングの典型例。ローディン
グコントロールとして、-actin（42 kDa）の発現レベルを確認した。
（B）si-LRRC8AをトランスフェクションしたHEK293-細胞におけるLRRC8A（左）及
びH+,K+-ATPase（右）の発現レベルを、si-NCをトランスフェクションした細胞のものと
比較した（n = 5）。si-NCトランスフェクション細胞におけるLRRC8AまたはH+,K+-
ATPaseの発現レベルを100%とした。NS；有意差なし（P > 0.05）。**；有意差あり（P < 
0.01）。
（C）si-LRRC8A-及びsi-NCトランスフェクション細胞の膜サンプルにおけるH+,K+-
ATPase活性に対するDCPIB（10 M）の効果の検討（n = 5）。DCPIBの非存在下（-）で
のsi-NCトランスフェクション細胞におけるH+,K+-ATPase活性は0.47 ± 0.07 mol Pi/mg 
protein/hであり、この値を100%とした。NS；有意差なし（P > 0.05）。**；有意差あり
（P < 0.01）。
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図3-7 LLC-PK1-細胞におけるH+,K+-ATPase及びNa+,K+-ATPaseによる86Rb+

取り込みに対するDCPIBの効果
（A）LLC-PK1-細胞におけるSCH28080感受性86Rb+取り込みに対するDCPIBの効果。
DCPIB未処理細胞の活性（-）を100%とした。**；有意差あり（P < 0.01）。
（B）LLC-PK1-細胞におけるouabain感受性86Rb+取り込みに対するDCPIBの効果。
DCPIB未処理細胞の活性（-）を100%とした。NS；有意差なし（P > 0.05）。
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図3-8 LLC-PK1-細胞及びHEK293-細胞におけるホールセルCl-電流に対する
DCPIBの影響
LLC-PK1-細胞（A, B）及びHEK293-細胞（C, D）におけるホールセルCl-電流を、10 
M DCPIBの添加10分後（+ DCPIB）と添加前（control）において記録した。
（A, C）-100 mVから+100 mV間において20 mV間隔で取得したステップパルスの代表的
な電流応答。電圧プロトコルは、電流トレースの下に表示した。
（B, D）DCPIBの非存在下（白丸）及び存在下（黒丸）での平均的な電流－電圧（I-V）関
係。n = 4。

82



83 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第四部 

 

ヒト結腸・直腸における非胃型プロトンポンプ ATP1AL1 の発現 
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【要旨】 

 

ヒト非胃型プロトンポンプ (ATP1AL1) をコードする mRNA の結腸・直腸における発現

を調べた。リアルタイム PCR により、ATP1AL1 遺伝子は、ヒト結腸の遠位部及び直腸の

みでなく、結腸近位部にも発現していることがわかった。ATP1AL1 mRNA は、20 例のヒ

ト結腸・直腸がんのうち 12 例において、近傍の正常粘膜に比べて、過剰発現していた。そ

のうちの 4 例においては、ノーザンブロットにおいても検出できるほどの著しい過剰発現

が観察された。あるがん組織における ATP1AL1 mRNA の高発現は、これまでに未解明の

特定の病体生理機能に関与している可能性がある。 

 

【緒言】 

 

K+ 依存性 ATPase (X＋,K＋-ATPase) 遺伝子ファミリーは、3 つのグループに分類される。

1 つは細胞のホメオスタシス維持に関与する Na+,K+-ATPase、2 つ目は胃液の酸性化に関

与する H+,K+-ATPase、3 つ目は非胃型 H+,K+-ATPase である。非胃型 H+,K+-ATPase につ

いては、その生理機能の同定がまだ研究段階にあり、解明されていない（Jaisser and Beggah, 

1999）。これまでに、ラット（Crowson and Shull, 1992）、モルモット（Watanabe et al., 

1993）、ウサギ（Campbell et al., 1999）、ヒト（Grishin et al., 1994）といった哺乳類の非

胃型 H+,K+-ATPase の cDNA がクローニングされている。ラット及びモルモットの非胃型

H+,K+-ATPase は、遠位結腸に高発現しているが、近位結腸にはほとんど発現しておらず

（Sangan et al., 1997; Jaisser et al., 1993; Lee et al., 1995; Watanabe et al., 1990）、大腸

組織における K+濃度の保持機構に関与しているものと考えられている（Meneton et al., 

1998; Spicer et al., 2001）。 

 これまでに、結腸・直腸組織におけるヒト非胃型 H+,K+-ATPase (ATP1AL1) の分布の詳

細については明らかにされていない。さらに、ヒト結腸における ATP1AL1 の生理機能につ

いても解明されていない。本研究では、ヒト各組織における ATP1AL1 mRNA の分布、及

び ATP1AL1 mRNA の発現と大腸がんとの関連性について検討した。 
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【実験方法】 

 

ヒト大腸及び胃組織の単離 

ヒト結腸・直腸がん標本は、ヘルシンキ宣言の内容を遵守したうえで、富山医科薬科大学

医学部第二外科の全面的な協力を得て、日本人患者の手術摘出組織から得た。すべての場合

において、当大学附属病院で手術を受ける患者からインフォームドコンセントを得た。がん

組織採取の際には、コントロール標本として、がん組織から 5-10 cm 離れた非がん組織（粘

膜上皮）も採取した。上皮層は、ハサミとピンセットを使用して注意深く単離した。がん組

織周囲の血管を注意深く取り除いた。日本の大腸がん研究会編・大腸がん取扱い規約に基づ

いた、がん組織の臨床学的・形態学的分類は、3 人の熟練した病理学者によって、独立して

行った。ヒト正常胃粘膜は、日本人患者（胃がん）の手術摘出組織から得た。 

 

ラット大腸組織の単離 

 ラット大腸粘膜は、オスの Sprague-Dawley ラット（体重：200-250 g [7 週齢]、640-690 

g [7 ヶ月齢]；静岡動物）より、以前に述べた方法で得た（Sakai et al., 1997; Suzuki et al., 

2000）。ラットは、実験当日まで水とエサを自由に与えた。すべての手順は、富山医科薬科

大学の動物実験委員会が定めたガイドラインに従って行った。 

 

ノーザンブロッティング 

 Total RNA は、ヒト及びラットの組織から、以前に述べた方法で調製し（Sakai et al., 

1999; Sakai et al., 2001）、10 g の total RNA を 1% agarose/formamide ゲルで分離し、

ナイロンメンブレン (Zeta-probe GT, Bio-Rad) にトランスファーした。作製済みのマルチ

プル組織ノーザンブロット (各レーンに 1 g poly A+) は、Clontech Laboratories から入

手した。ATP1AL1 (572 bp: nucleotide positions 1868-2439; 340 bp: nucleotide positions 

3033-3372)、Na+,K+-ATPase (560 bp: nucleotide positions 9-568)、GAPDH (493 bp: 

nucleotide positions 449-941) の PCR 産物は、サブクローニングし、シークエンシングを

行った。32P ラベルした cDNA プローブを用いたノーザンブロッティングは、以前に述べら

れた方法（Sakai et al., 1999; Sakai et al., 2001）に従って行った。ラット非胃型 H+,K+-

ATPase を検出するために、メンブレンを 32P ラベルした 572 bp の ATP1AL1 フラグメン

ト（ラット非胃型 H+,K+-ATPase と 86%の相同性）でハイブリダイズした。ATP1AL1 の検

出のために、メンブレンを 340 bpの ATP1AL1 フラグメント（3’-非コード領域で他の X+,K+-

ATPase mRNA と交差反応しない）でハイブリダイズした。すべてのブロットは、Imaging 

Plate (Fuji Film) を用いて露光した。露光時間は、GAPDH の場合は 6 時間で、ラット非

胃型 H+,K+-ATPase、ATP1AL1、Na+,K+-ATPase の場合は 2-3 日であった。 
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リアルタイム定量 PCR 

ATP1AL1 の発現量の定量は、ABI PRISM 7700 シークエンス・ディテクターを使用して

リアルタイム PCR  (TaqMan アッセイ) により行った。アッセイでは、ATP1AL1-specific 

forward primer (nucleotide positions 1212-1233: 5’-CCATCTGTGGTTCGACAATCAG-3’)、

reverse primer (nucleotide positions 1324-1347: 5’-CTTGAACTCTGCTCGGTTACACAA-

3’) 、 TaqMan fluorescent probe (nucleotide positions 1244-1271: 5’-

CTGACACCAGTGAGGACCATTCAAACCA-3’) を使用した。GAPDH 量をコントロール

として測定した。 
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【結果と考察】 

 

第一に、ノーザンブロット解析により、ラット結腸粘膜における非胃型 H+,K+-ATPase の

分布について調べた。ラット結腸粘膜（12-15 cm の長さ）を、3 つの部分にわけた（それ

ぞれ 4-5 cm の長さで、近位部、中間部、遠位部）。図 4-1A に示したとおり、非胃型 H+,K+-

ATPase mRNA（3.8 kb）は、遠位結腸に高発現していたが、近位結腸には非常に弱くしか

発現していなかった。実際に、ラット遠位結腸の H+,K+-ATPase 活性は近位結腸の活性に比

べてはるかに高いこと（Sangan et al., 1997）、抗-非胃型 H+,K+-ATPase 抗体によるシグナ

ルは、ラット遠位結腸の頂端膜において検出されるが、近位結腸では検出されないこと

（Jaisser et al., 1993）が報告されている。図 4-1B の実験から、7 週齢ラットの結腸にお

ける非胃型 H+,K+-ATPase mRNA の発現パターンは、7 ヶ月齢ラットの結腸のパターンと

本質的に同じであるということがわかった。したがって、加齢は非胃型 H+,K+-ATPase の発

現に影響を及ぼさないものと考えられる。 

第二に、ノーザンブロット解析により、ヒト組織における ATP1AL1 mRNA の分布につ

いて調べた。これまでに ATP1AL1 mRNA は、RT-PCR によりいくつかの特定の組織や細

胞に発現していることが報告されているが（Modyanov et al., 1991; Pestov et al., 1998; 

Pestov et al., 2002）、ノーザンブロットによる ATP1AL1 mRNA のサイズの同定は行われ

ていない。図 4-2 に示したように、ATP1AL1 mRNA のサイズは、4.0 kb で、腎臓に有意

に発現していた。しかし、結腸の各部を含めて他の組織では、発現が観察されなかった。一

方、Na+,K+-ATPase mRNA（3.9 kb）は、調べたすべての組織において発現していた（図

4-2A）。 

 さらに、リアルタイム PCR（TaqMan アッセイ）を用いて、結腸・直腸がん患者の手術

摘出組織から得た非がん組織（粘膜）における ATP1AL1 mRNA の発現を調べた。ポジテ

ィブ及びネガティブコントロールとして、それぞれ腎臓と胃における mRNA の発現を調べ

た。このようなより高感度の検出方法により、ATP1AL1 mRNA の有意な発現が、結腸・直

腸及び腎臓において観察された。しかし、胃においては観察されなかった（図 4-2B）。ヒト

結腸における ATP1AL1 mRNA の分布パターンは、ラット結腸の非胃型 H+,K+-ATPase 

mRNA のものと明らかに異なっていた（図 4-1）。つまり、ATP1AL1 mRNA は、結腸遠位

部（S 状結腸）と直腸に発現しているだけでなく、結腸近位部（上行結腸）においても発現

していた。 

 しかし、ヒト結腸の非がん組織（粘膜）における ATP1AL1 mRNA の発現レベルは、ラ

ット非胃型 H+,K+-ATPase mRNA の発現レベル（遠位結腸に多量に発現している）に比べ

て、顕著ではなかった。したがって ATP1AL1 のアミノ酸配列は、ラット非胃型 H+,K+-

ATPase と 86%の相同性を有するが（Jaisser and Beggah, 1999）、ATP1AL1 はラット非

胃型 H+,K+-ATPase のカウンターパートではないものと推察される。 

 結腸・直腸がん組織における ATP1AL1 mRNA の発現量を調べるために、20 人の患者か
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ら、高分化腺がん組織と近傍の正常組織を採取し、サンプルを調製した。興味深いことに、

リアルタイム PCR により、ATP1AL1 mRNA は、20 症例中 12 例のがん組織において、非

がん組織（粘膜）より高発現（過剰発現）していることがわかった（図 4-3A 左と 3B）。い

くつかのがん組織においては、ノーザンブロットにおいても検出可能で、ATP1AL1 mRNA 

(4.0 kb) の明らかなシグナルが観察された（図 4-3C）。ATP1AL1 mRNA の過剰発現は、が

ん組織において血管新生が促進され、血液細胞が増加したことによるものではないと考え

られる。なぜなら末梢白血球や肝臓において ATP1AL1 の有意な発現が観察されなかった

からである（図 4-2A）。ATP1AL1 mRNA の発現は、20 症例中 8 例のがん組織において減

少していた（図 4-3A 右及び 3B）。ATP1AL1 mRNA レベルの変化（増加または減少）は、

患者の年齢や性別、がんの位置やサイズ、臨床的病期とは関連していないようである（表 4-

1 及び図 4-3）。 

 さまざまな結腸・直腸がんにおける、ATP1AL1 の病態生理機能については不明である。

今後、がん組織における ATP1AL1 mRNA の増減のメカニズムを明らかにするための研究

が必要である。結論として、本研究では、ATP1AL1 mRNA が結腸・直腸のすべての非がん

組織（粘膜）において、発現量は多くはないものの、広範囲に分布していることを見出した。

いくつかのがん組織においては、非常に高いレベルの ATP1AL1 mRNA の発現が観察され

たが、これは、ATP1AL1 ががん組織において未知なる病態生理機能を有する可能性を示唆

するものである。 

 



図4-1 ラット結腸における非胃型H+,K+-ATPaseの発現
（A）ノーザンブロット解析による、結腸の異なる部分から調製したtotal RNA (10 
g/lane) におけるラット非胃型H+,K+-ATPase mRNAの検出。3.8 kbのシングルバンドが観
察された。ローディングコントロールとして、28S rRNAのエチジウムブロマイド染色のパ
ターンを示した。5匹の7週齢ラットを使用した。
（B）実験プロトコールは、図１Ａの場合と同じである。3匹の7ヶ月齢ラットと3匹の7週齢
ラットを使用した。
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28S rRNA

proximal distal proximal distal
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B
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図4-2 ヒト各組織におけるATP1AL1 mRNAの発現
（A）ノーザンブロット解析による、ヒト各組織由来のpoly A+ RNA (1 g/lane) における
ATP1AL1 mRNAの検出。腎臓由来のpoly A+ RNAにおいてのみ、4.0 kb のシングルバンド
が検出された（上の図）。コントロールとして、メンブレンをNa+,K+-ATPaseのプローブ
で再ハイブリダイズさせた (3.9 kb のバンド) (下の図)。
（B）リアルタイムPCR (TaqManアッセイ) によるヒト非がん組織（結腸・直腸粘膜）にお
けるATP1AL1 mRNAの検出。非がん組織は、実験方法の項で述べたように、結腸・直腸が
んの患者の手術摘出組織から得た。患者の年齢（年齢；平均値 ±標準誤差）及び性別（M, 
男性―F, 女性）は、72 ± 3, 5M-3F (n = 8; 上行結腸)、67 ± 2, 6M-1F (n = 7; 横行結腸)、
68 ± 4, 3M-6F (n = 9; S状結腸)、68 ± 3, 8M-6F (n = 14; 直腸)であった。それぞれの場合
において、ATP1AL1 mRNAの発現量（arbitrary 値）をGAPDH mRNAの発現量
（arbitrary 値）で割り算した。ネガティブコントロールの実験として、3人の胃がん患者
(70 ± 3, 1M-2F) の手術摘出組織から得た非がん組織（胃粘膜）を使用した。ポジティブコ
ントロールとして、ヒト腎臓mRNA (Clontech Laboratories) を使用した。
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図4-3 ヒト結腸・直腸がん組織におけるATP1AL1 mRNAの発現レベルの変化
（A）リアルタイムPCR（TaqManアッセイ）による、非がん組織「N」と対のがん組織
「C」におけるATP1AL1 mRNAの検出。シンボルの横に書かれた番号は、表4-1のデータ
番号に対応している。それぞれのケースにおいて、ATP1AL1 mRNAの発現量（arbitrary 
値）をGAPDH mRNAの発現量（arbitrary 値）で割り算した。
（B）図4-3Aのデータを標準化した。標準化スコア＝[(がん組織におけるATP1AL1 mRNA
の発現量) / (がん組織におけるGAPDH mRNAの発現量)] / [(非がん組織におけるATP1AL1 
mRNAの発現量) / (非がん組織におけるGAPDH mRNAの発現量)]。したがってそれぞれの
ケースにおいて、非がん組織のスコアは１に標準化されている。
（C）ノーザンブロット解析による、非がん組織（Ｎ）と対のがん組織（Ｃ）由来のtotal 
RNA (10 g/lane) におけるATP1AL1 mRNAの検出。がん組織由来のRNAにおいて4.0 kb
のシングルバンドが観察された（上の図）。サンプル番号は、表4-1の番号に対応している。
コントロールとして、メンブレンをGAPDHのプローブで再ハイブリダイズした（1.3 kb, 
下の図）。

91



表4-1 結腸・直腸の高分化腺がんの臨床情報
患者の年齢（年）及び性別（M, 男性、F, 女性）、がん組織のサイズ（cm x cm）と位置
（C，盲腸；A，上行結腸；T，横行結腸；D，下行結腸；S，S状結腸；R，直腸）及び
IUACによるTNM臨床的分類に基づいたがんのステージを示してある。

No. Age Sex Location Size Stage No. Age Sex Location Size Stage

1. 85 M C 5.0x4.5 II 11. 61 F S 6.4x5.2 II

2. 73 F C 2.5x1.5 0 12. 83 F S 2.5x2.5 III

3. 61 M A 2.8x4.8 0 13. 58 F R 7.5x4.0 III

4. 59 M T 3.0x4.0 IV 14. 71 M R 4.5x2.8 II

5. 68 M T 4.5x3.5 IV 15. 69 M R 5.5x3.0 IV

6. 67 F T 5.5x4.4 IV 16. 69 F R 6.0x3.8 III

7. 67 M T 1.4x0.8 I 17. 56 F R 8.0x6.0 II

8. 75 F D 5.5x4.0 II 18. 75 M R 4.1x4.0 II

9. 55 F S 5.0x2.0 I 19. 64 M R 3.5x2.5 II

10. 65 F S 2.5x2.0 II 20. 76 M R 6.5x5.0 III
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第五部 

 

トロンボキサン A2で誘導される大腸がん細胞増殖には 

Kv7.1 チャネルのアップレギュレーションが関与している 
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【要約】 

 

トロンボキサン A2（TXA2）は、大腸がん細胞の増殖を促進することが知られている。し

かし、そのメカニズムについては未解明である。本研究では、ヒト結腸直腸がん組織と付随

する非がん組織（粘膜）間の Kv7.1 K+チャネルの発現レベルを比較した。Kv7.1 タンパク

質は、異なる患者からのがん組織において再現性良くアップレギュレーションされている

ことがわかった。また、Kv7.1 は、ヒト大腸がん細胞株でも発現していた。TXA2の安定ア

ナログ 9,11-epithio-11,12-methano-thromboxane A2 （STA2）による大腸がん細胞の処理

により、Kv7.1 タンパク質の発現増加と並行して、Kv7.1 チャネルの阻害剤 chromanol 293B

に感受性のホールセル K+電流が増加した。対照的に、TXA2の不活性代謝物である TXB2は、

Kv7.1 の発現レベル及び機能には影響を及ぼさなかった。TXA2 受容体アンタゴニスト

（SQ29548）及び cAMP 依存性プロテインキナーゼ阻害剤（RP-8-BR-MB-cAMP）は、STA2

による Kv7.1 の発現量の増加、及び STA2による chromanol 293B 感受性 K+電流の増加を

阻害した。興味深いことに、大腸がん細胞の STA2による増殖効果は、chromanol 293B に

よって阻害された。以上の結果は、Kv7.1 チャネルが TXA2 誘導性のがん細胞増殖に寄与

し、このアップレギュレーション機構には、TXA2受容体を介する cAMP 経路が関与してい

ることが示唆される。 

 

【緒言】 

 

がん組織において、トロンボキサン A2（TXA2）は、血管新生及び腫瘍転移の進展など様々

なアクションを誘発する（Daniel et al., 1999; Nie et al., 2000）。プロスタグランジン H2

から TXA2の変換を触媒するトロンボキサン合成酵素（TXS）は、甲状腺乳頭がん細胞増殖

の調節因子であると報告されている（Kajita et al., 2005）。 

Sakai ら（2006）はこれまでに、TXS の過剰発現に付随する TXA2 の過剰産生は、ヒト

大腸の腫瘍増殖に関与していることを示した。実際に、ヒト大腸がん細胞 KM12-L4 におい

て内因性 TXS タンパク質の欠損は、細胞増殖を阻害し、この効果は TXA2 の安定アナログ

9,11-epithio-11,12-methano-thromboxane A2 （STA2）を直接作用させることによって回復

した（Sakai et al., 2006）。しかし、TXA2によって誘導されるがん細胞増殖のメカニズム

は解明されていない。 

K+チャネルは、近年、がんバイオマーカー及びがん治療のための標的であると考えられ

ている（D’Amiko et al., 2013）。大腸がんでは、いくつかの電位依存性 K+チャネルの病態

生理学的な機能が報告されている。Kv1.3 チャネルの活性化は、結腸がん細胞において細胞

増殖を促進することが実証されている（Abdul and Hoosein, 2002）。Kv11.1 の発現は、結

腸における腫瘍増殖及び細胞浸潤に重要であることが報告されている（Dolderer et al., 

2010; Lastraioli et al., 2004）。また、Kv10.1 発現のアップレギュレーションが結腸がんを
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有する患者の生存率減少に関与することが示唆されている（Ousingsawat et al., 2007）。 

心臓においてよく研究されている Kv7.1（または KCNQ1、KvLQT1 と呼ばれる）は、ラ

ットの正常結腸上皮中の K+チャネルとしても機能することが実証されているが

（Kunzelmann et al., 2001）、ヒト大腸がん細胞における役割はあまり解明されていない。

本研究では、ヒト大腸がん組織における Kv7.1 の発現レベルが、付随する非腫瘍粘膜より

も高いことを見出した。そこで、本研究では、Kv7.1 チャネルが TXA2によって引き起こさ

れるヒト結腸がん細胞の増殖に関与しているかどうかを調べた。 
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【実験方法】 

 

薬品 

STA2は ONO Pharmaceutical Co.（Osaka, Japan）からご厚意により頂いた。Chromanol 

293B 及びトロンボキサン B2（TXB2）は Wako Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）

から入手した。SQ29548 は、Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, USA）から入手した。

8-Bromo-2’-monobutyryladenosine-3’,5’-cyclic monophosphorothioate、Rp-isomer（Rp-8-

Br-MB-cAMPS）及び抗-actin マウスモノクローナル抗体は、Sigma（St. Louis, MO, USA）

から入手した。抗ヒト Kv7.1 ヤギポリクローナル抗体は、Santa Cruz Biotechnology（Santa 

Cruz, CA, USA）から入手した。HRP 標識抗ヤギ及び抗マウス IgG 抗体は Invitrogen

（Carlsbad, CA, USA）から入手した。 

 

ヒト大腸がん細胞培養 

HT-29 及び T84 細胞を、DS Pharma Biomedical（Osaka, Japan）から入手し、それぞ

れ、10%ウシ胎児血清（FBS）を添加した McCoy’s 5A medium 及び 10% FBS を添加した

Dulbecco’s modified Eagle medium/nutrient mixture F-12（1：1 混合）で維持した。WiDr

細胞は、Research Bioresources Cell Bank（Tokyo, Japan）から得て、非必須アミノ酸及

び 10% FBS を添加した Earle’s minimum essential medium（MEM）中で維持した。KM12-

L4 細胞は、I.Saiki と J.Murata 博士（Institute of Natural Medicine, Toyama, Japan）の

ご厚意により頂き、10% FBS を添加した MEM で維持した。これらのすべて培地には、100 

U/ml penicillin G (Wako) と 100 g/ml streptomycin (Wako) を加えた。 

 

組織採取 

ヒト大腸がん検体は、ヘルシンキ宣言の勧告に従って富山医科薬科大学の倫理委員会の

承認（第 140 号）のもと、日本人患者から外科的切除によって得た。このプロジェクトで

は、インフォームドコンセントは、すべての患者から得られ、その後の取り下げは全くなか

った。全ての場合において、コントロールサンプルは、がんから 5-10 cm 離れた付随する

非腫瘍粘膜から採取した。がん組織及び非がん組織（粘膜上皮）を注意深くハサミとピンセ

ットで採取標本から単離した。これらのサンプルは、漿膜と固有筋層を含んでいなかった。

組織の周りの血管は慎重に除去した。臨床的及び組織学的分類は、国際対がん連合による

TNM 臨床的分類と結腸直腸がん学会編の一般的なルールに従った病理学者の専門家（Shin 

Ishizawa 医師と Takeshi Oya 医師）により行われた。 

 

ウェスタンブロッティング 

ヒト大腸組織及び大腸がん細胞株を 10 g/ml phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)、1 

g/ml leupeptin、1 g/ml pepstatin A 及び 20 g/ml aprotinin を添加した細胞溶解緩衝
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液（0.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH7.4）中でホモジナイズした。サンプルを 4℃で 10

分間、800×g で遠心分離した。上清を回収し、4℃で 90 分間 100,000×g で遠心分離した。

超遠心分離後、ペレットを 250 mM sucrose 及び 10 mM Tris-HCl, pH 7.4 を含む溶液中に

懸濁し、膜タンパク質として使用した。 

ウェスタンブロッティングを行うに当たり、タンパク質（40 g）を電気泳動し、その後

PVDF 膜上に転写した。TBS 中に溶解した 4%ブロックエース（DS Pharma Biomedical）

を用いて室温で 1 時間ブロッキングした後、0.1% Tween 20 を添加した TBS（TBS-T）に

一次抗体を懸濁し、膜を4℃で一晩インキュベートした。結合した抗体を、ECL plus Western 

blotting detection reagent （GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）もしくは Pierce 

Western blotting substrate （Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を使用し

て、TBS-T 中で HRP 標識二次抗体を用いて検出した。化学発光シグナルを定量化するため

に、蛍光イメージアナライザ（LAS-1000, Fujifilm, Tokyo, Japan）と Multi Gauge software

（Fujifilm）を用いた。ヤギ抗 Kv7.1 及びマウス抗-actin 抗体は、それぞれ、1：300 及び

1：5,000 希釈で使用した。HRP 標識抗ヤギ及び抗マウス IgG は、1：2,500 希釈で使用し

た。 

 

電気生理学 

KM12-L4 細胞を 12 ウェル培養プレートに播種し、0.3% FBS を添加した MEM 中で 2

日間培養した。示された場合には、化学物質を培地に添加し、2 日間処理した。パッチクラ

ンプ実験の直前に、細胞をカバーガラス（Matsunami Glass, Osaka, Japan）上にプレーテ

ィングした。 

ホールセル記録は室温で EPC-10 USB patch-clamp amplifier （HEKA Elektronik, 

Lambrecht, Germany）を用いて行った。Patchmaster software（HEKA Elektronik）は、

コマンドパルスコントロール及びデータ収集、データ分析のために使用した。電流を 2.9 

kHz でフィルタリングし、10 kHz でデジタル化した。パッチ電極は、ピペット溶液で満た

されたときに 2-4 Mの抵抗を有していた。アクセス抵抗（<10 M）は電圧誤差を最小に

するために 70% まで電気的に補正した。電流の電位依存性を観察するため、ステップパル

ス（500 ミリ秒の持続時間）を-60 mV の保持電位で-150 から+30 mV までの 30 mV 単位

で与えた。 

ホールセル電流は、bath 溶液：130 mM Na-gluconate, 15 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM 

MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM HEPES（pH 7.4 with NaOH）、ピペット（細胞内）溶液：110 

mM K-gluconate, 20 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM Na2-ATP, 10 mM HEPES, ethylene 

glycol-bis(β-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA) (pH 7.3 with KOH)を用

いて測定した。 
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細胞増殖アッセイ 

KM12-L4 細胞における細胞増殖は、12 ウェル培養プレート中の細胞数を計数すること

によって評価した。各ウェルに、1×105細胞を播種し、0.3% FBS を補充した MEM 中で 2

日間培養した。実験は 3 回実施した。示された場合には、薬品を培地に添加し、2 日間処理

した。 

 

統計 

データは、n 個の観測の平均値 ± 標準誤差として示した。データの統計的な差異は、

Student’s t test または一方向 ANOVA によって評価し、P < 0.05 で有意とみなした。 
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【結果】 

 

ヒト大腸がん組織及びがん細胞株における Kv7.1 タンパク質の過剰発現 

Kv7.1 チャネルの発現が大腸がんでアップレギュレーションされるかどうかを調べるた

めに、高分化または中分化腺がんを有する患者から摘出されたヒト大腸がん組織と付随す

る非腫瘍粘膜を使用した。図 5-1a は、各組織からの膜画分に Kv7.1（70 kDa）を検出した

ウェスタンブロッティングを示す。興味深いことに、Kv7.1 の発現レベルは、付随する非腫

瘍組織と比較して 10 症例中 10 症例のがんにおいて上昇していた。なお、Kv7.1 の発現レ

ベルの増加とがんのステージとの間に明らかな相関は認められなかった（図 5-1a）。図 5-1b

に示すように、Kv7.1 は、KM12-L4、T84、HT-29、WiDr などのヒト大腸がん細胞株にお

いても発現していた。しかし、WiDr 細胞における発現レベルは、KM12-L4、T84 または

HT-29 細胞よりも低かった。 

 

ヒト大腸がん細胞における TXA2による Kv7.1 発現のアップレギュレーション 

  TXS は、ヒト大腸がんにおいて過剰発現されることが見出されているので（Sakai et al., 

2006）、TXA2は KM12-L4 細胞における Kv7.1 の発現をアップレギュレーションするか検

討した。細胞を TXA2の安定アナログである STA2（0.1 M）で処理すると、Kv7.1 タンパ

ク質の発現量が上昇した（図 5-2a）。STA2 は TXA2 受容体に特異的に結合し、結腸におけ

る内因性 TXA2の効果を模倣することができる（Horikawa et al., 2005; Suzuki et al., 2000）。

-actin（45 kDa）に対して正規化した Kv7.1 発現量の相対レベルを、図 5-2b にまとめた。

対照的に、TXA2の不活性代謝物である TXB2（0.1 M）は、Kv7.1 の発現量には影響しな

かった（図 5-2）。 

 

ヒト大腸がん細胞における、TXA2による chromanol 293B 感受性 K+電流の増加 

  次に、KM12-L4 細胞におけるホールセルパッチクランプ記録を行った。コントロール（図

5-3a）、0.1 M STA2処理（図 5-3b）、及び 0.1 M TXB2処理（図 5-3c）細胞における、ホ

ールセル電流を Kv7.1 チャネルの阻害剤である 30 M chromanol 293B の非存在下及び存

在下で測定した。膜電流の逆転電位は STA2処理細胞（図 5-3b）で chromanol 293B によっ

て著しく右方向にシフトした。STA2 処理細胞におけるホールセル電流のゼロ電流電位は、

chromanol 293B の適用前と後ではそれぞれ、-68.3 ± 1.7 mV（n = 13）、-61.2 ± 1.4 mV（n 

= 13）であった（図 5-3b）。コントロール及び TXB2処理細胞においても、chromanol 293B

適用により、それぞれ-67.8 ± 3.1 mV（n = 18）から-62.5 ± 1.2 mV（n= 18）へ、及び-64.6 

± 1.7 mV（n = 14）から-61.0 ± 1.0 mV（n = 14）へ、ゼロ電流電位がシフトした（図 5-3a

及び c）。図 5-2 の結果と一致して、STA2処理細胞における、chromanol 293B 感受性で電

位非依存性の電流は、コントロールまたは TXB2処理細胞に比べて有意に大きかった（図 5-

3d）。STA2 処理細胞における chromanol 293B 感受性電流の逆転電位は、現在の実験条件
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における K+平衡電位の理論値（-89 mV）に近い-78.0 ± 6.7 mV（n = 13）であった。これ

らの結果は、Kv7.1 チャネルが KM12-L4 細胞の原形質膜においてチャネル機能を有してい

ることを示唆している。 

 

TXA2による Kv7.1 チャネルの発現量増加には、TXA2受容体を介した cAMP 経路が関与す

る 

  TXA2 受容体が、KM12-L4 細胞における Kv7.1 チャネルの STA2 誘因性アップレギュレ

ーションに関与しているかどうかを調べた。細胞を 0.1 M STA2 と選択的 TXA2 受容体ア

ンタゴニストの 1 M SQ29548 で処理した場合、STA2 誘発性 Kv7.1 タンパク質発現の増

加は有意に阻害された（図 5-4a 及び b）。また、STA2 適用によって増大した chromanol 

293B 感受性電流は、SQ29548 の存在下で減少した（図 5-5a）。 

  TXA2 は、ヒト大腸細胞株で TXA2 受容体を介して細胞内 cAMP レベルを増加させること

が報告されているので（Horikawa et al., 2005）、ここでは、cAMP 経路が、このメカニズ

ムに関与しているかどうかを調べた。細胞を 0.1 M STA2と膜透過性 cAMP 依存性プロテ

インキナーゼの阻害剤である 50 M Rp-8-Br-MB-cAMPS で処理すると、Kv7.1 発現及び

chromanol 293B 感受性電流の両者における STA2誘発性増加は、有意に阻害された（図 5-

4c,d 及び図 5-5b）。 

 

ヒト大腸がん細胞の TXA2による増殖効果は、Kv7.1 チャネル阻害剤により抑制される 

Sakai ら（2006）の研究で、TXS の過剰発現及びそれに付随する TXA2 の過剰産生はヒ

ト大腸の腫瘍増殖に関与し得ることを示唆した。図 5-6 に示すように、Kv7.1 チャネル阻害

剤である chromanol 293B は、濃度依存的に STA2（0.1 M）に誘発される KM12-L4 細胞

の増殖を阻害した。これは Kv7.1 チャネルが、KM12-L4 細胞における外因性 STA2によっ

て誘導される細胞増殖を媒介することを示唆している。STA2未処理のコントロール細胞の

増殖が chromanol 293B（100 M）によりコントロールの細胞増殖以下に阻害されたこと

と、chromanol 293B による細胞増殖抑制効率が、STA2 処理細胞の場合と同程度だったこ

とは非常に興味深い（図 5-6）。これらの結果は、Kv7.1 チャネルは、内因性 TXA2によって

誘導される細胞増殖も調節し得ることを示唆している。 
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【考察】 

 

本研究では、以下のことを見出した：（1）Kv7.1 タンパク質は、ヒト大腸がん組織におい

て過剰発現しており、ヒト大腸がん細胞株でも発現していた。（2）TXA2 の安定アナログ

（STA2）は、ヒト大腸がん細胞 KM12-L4 において、Kv7.1 発現及び chromanol 293B 感

受性で電位非依存性の K+電流を増加させた。TXA2不活性代謝物（TXB2）にはこれら効果

はなかった。（3）細胞を STA2前処理すると、TXA2受容体の活性化とそれに続く cAMP 経

路を介して、chromanol 293B 感受性 K+電流が増大した。（4）Chromanol 293B は、STA2

によって誘導される大腸がん細胞の増殖を減弱させた。 

大腸がん組織では、Kv1.3、Kv1.5、Kv3.1、Kv10.1、及び Kv11.1 などの電位依存性 K+

チャネルが発現していることが報告されている（Abdul and Hoosein, 2002; Dolderer et al., 

2010; Lastraioli et al., 2004; Ousingsawat et al., 2007）。これらは、不活性化型（Kv1.3）、

超高速型（Kv1.5）、高電位活性化型（Kv3.1）、非不活性化（Kv10.1）、及び急速型（Kv11.1）

として、電位依存遅延整流性の K+電流を構成していることが知られている（Bijlenga et al., 

1998; Hernández et al., 1999; Honoré et al., 1994; Yang et al., 2000）。これらの K+チャネ

ルは KM12-L4 細胞で発現している可能性があるが、我々が観察した chromanol 293B 感

受性電流は、これらの遅延整流性 K+電流とは異なる特性を有していた。また、Kv11.1 チャ

ネルは、chromanol 293B（30 M）に非感受性であることが実証されている（Busch et al., 

1996; Yang et al., 2000）。 

本研究では Kv7.1 チャネルの阻害剤として chromanol 293B を使用した。しかし、

chromanol 293B はまた、嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子（CFTR）の遮断薬であ

ることが報告されている（Bachmann et al., 2001）。本実験条件では、Cl-の平衡電位は-1 

mV と算出される。従って、本研究で観察された chromanol 293B 感受性電流が Cl-に選択

的である可能性はほとんどない。一方、chromanol 293B は、一過性の外向き電流及び外向

き整流を示す超急速遅延整流 K+電流を抑制することが示されている（Bosch et al., 1998; 

Du et al., 2003）。しかし、chromanol 293B 感受性電流が、KM12-L4 細胞において直線的

な電流電圧関係を示すことが示され、これにより一過性の外向き電流及び超急速遅延整流

K+チャネルにほとんど寄与していないものと考えられた。Kv7.1（KCNQ1）は、KCNE の

サブユニットファミリーのメンバーと電位依存性 K+チャネルを形成することが知られて

いるが、KCNQ1/KCNE チャネルの電位依存性は KCNE のサブユニットの種類に依存す

ることが報告されている（Jespersen et al., 2005; Schroeder et al., 2000）。KCNQ1 は

KCNE1 と共発現すると、電流は遅い活性化動態及び外向き整流性を示す。これとは対照的

に、KCNE3 と KCNQ1 の共発現は、時間依存性活性化を示さず、電圧非依存性電流を生じ

る。本研究で観察された chromanol 293B 感受性電流の整流性から、KCNQ1/KCNE3 チャ

ネルが KM12-L4 細胞で発現している可能性がある。この結果は、KCNQ1 が結腸において

KCNE3 と関連付けられていることを示す以前の報告と一致している（Dedek and 
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Waldegger, 2001; Preston et al., 2010; Schroeder et al., 2000）。従って、本研究において、

chromanol 293B は結腸 KCNQ1/KCNE3 チャネルを阻害しているものと考えられる。 

正常な結腸では、KCNQ1/KCNE3 チャネルは、CFTR を介する Cl-分泌のための電気化

学的駆動力を増加させることによって経上皮 Cl-分泌に寄与することが知られている

（Preston et al., 2010; Schroeder et al., 2000）。腫瘍における最も重要な特徴の一つは、細

胞増殖が促進されることである。我々の知る限り、CFTR が結腸における腫瘍細胞の増殖に

関与していることは報告されていない。対照的に、最近の研究では、多くのがんにおいて細

胞増殖及び腫瘍細胞の成長における K+チャネルの役割を示唆している（D’Amico et l., 

2013; Dolderer et al., 2010; Spitzner et al., 2007; Wang et al., 2004; Yao and Kwan, 1999）。

本研究では、KCNQ1/KCNE3 チャネルの過剰発現が、大腸の腫瘍成長に関与し得ることを

見出した。 

K+チャネルによる膜電位と細胞容積の制御は、細胞増殖に重要であることが知られてい

る（Pardo, 2004）。K+チャネルの活性化によって誘導される膜過分極は、細胞が有糸分裂

の間、G1 から S 期へ遷移するのに必要とされるので（Strobl et al., 1995; Wonderlin and 

Strobl, 1996）、KM12-L4 細胞において Kv7.1 チャネルが静止膜電位に寄与し、細胞増殖を

調節している可能性が考えられる。 

一方、細胞は、（特に、G1/S 移行での）細胞周期の進行中に、その量を倍増するので、細

胞増殖の速度が細胞体積の変化に密接に関連していることが考えられる（Rouzaire and 

Dubois, 1998; Rouzaire et al., 2000）。細胞容積を調節するイオンチャネル活性は、それゆ

え、細胞増殖に必須であると考えられている。K+チャネル及び浸透圧性膨張後の容積調節

（RVD）に寄与する容積感受性 Cl-チャネル（Okada, 1997）は、細胞増殖に関連すること

が知られている（Pardo, 2004; Shen et al., 2000; Wonderlin and Strobl, 1996）。加えて、

高浸透圧誘導性カチオンチャネル（HICCs）は、浸透圧性収縮後の容積調節（RVI）のため

に重要であるが（Wehner, 2006; Wehner, 2003）、細胞増殖において重要なプレイヤーでも

ある（Bondarava et al., 2009; Numata et al., 2012）。興味深いことに、細胞容積調節性の

K+及び Cl-チャネルの阻害は、G1 期での停止を引き起こすが（Shen et al., 2000; Wonderlin 

and Strobl, 1996）、HICCs の阻害は、G2/M 期での停止を引き起こす（Bondarava et al., 

2009）。これらの結果から、細胞周期の進行の各チェックポイントで細胞体積が適切である

かどうかを監視すべきであることを示唆している。DNA 合成が、細胞内 Na+濃度の上昇と

細胞内 K+濃度の減少をもたらす薬剤によって誘発され（Cone and Cone, 1976）、その細胞

内 Na+と K+比は、細胞周期進行における S 期間の DNA 合成のために重要であり得る。現

時点では、Kv7.1 チャネルが、どのようなメカニズムを介して、がん細胞の増殖を調節する

のかはわからない。将来的には、膜脱分極及び/または細胞体積の変化が、このメカニズム

に関与しているかどうかを検討する必要がある。 

TXA2 は、特定の G タンパク質共役型受容体に結合し、シグナル伝達経路につながる

（Huang et al., 2004）。これまでの報告では、TXA2受容体は、結腸を含むいくつかの組織
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において、cAMP 経路とリンクしていることが示されている（Hirata et al., 1996; Horikawa 

et al., 2005; Huang et al., 2004）。これらの報告と一致して、本研究の結果は、TXA2誘導

性のがん細胞の増殖は、cAMP 経路によって媒介されることを示唆している。 

本研究で、TXA2誘発性の Kv7.1 チャネルのアップレギュレーションが、ヒト大腸がんに

おける細胞増殖に関連していることを実証した。著者の知る限り、本研究は、Kv7.1 がヒト

大腸がんにおける腫瘍増殖に必須であることを示した最初の報告である。これらの結果は、

Kv7.1 チャネルが、ヒト大腸がん治療のためのバイオマーカー及びターゲット候補の一つ

になり得ることを示唆している。 

 



図5-1 ヒト大腸がん及びがん細胞株におけるKv7.1タンパク質の発現
（a） 対の非がん組織（粘膜）（N）とがん（C）におけるKv7.1（70 kDa）タンパク質
のウェスタンブロッティング。各がんの位置（C，盲腸；A，上行結腸；T，横行結腸；
R，直腸；S，S状結腸）及び国際対がん連合のTNM臨床分類に従ったがんのステージ
（0、I、II、IIIまたはIV）を、上部括弧内に示す。患者の年齢と性別（M，男性; F，女
性）は、下の括弧内に示す。
（b）  KM12-L4、T84、HT-29及びWiDrなどのヒト大腸がん細胞株におけるKv7.1タン
パク質のウェスタンブロッティング。

b

a

1 2 3 4 5

Kv7.1

Kv7.1

(77,F) (79,M) (70,F) (72,M) (75,M)

6 7 8 9 10

Kv7.1

(76,M) (74,M) (51,M) (73,M) (65,M)

104



図5-2 KM12-L4細胞におけるSTA2処理によるKv7.1発現のアップレギュレーション
（a） KM12-L4細胞におけるKv7.1（70 kDa）及び-actin（45 kDa）タンパク質のウェス
タンブロッティング。細胞は2日間、STA2（0.1 M）またはTXB2（0.1 M）で処理した。
（b）   -actinに対して正規化したKv7.1タンパク質の発現量。各列は、4回の実験の平均値 ±
SE（縦棒）を表す。** 、P < 0.01。NS、有意差なし（P > 0.05）。
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図5-3 STA2処理によるKM12-L4細胞におけるchromanol 293B感受性K+電流の増強
KM12-L4細胞におけるコントロール条件下（Control; a）とSTA2処理下（0.1 M; b）または
TXB2処理下（0.1 M; c）で2日間処理後のホールセル電流。
（a）-（c） chromanol 293B（30 M）の非存在下及び存在下で30 mV刻みで-150 mVから
30 mVにステップパルスを与えたときの、代表的な電流応答（左）と定常状態のI-V関係
（右）。各点は、13-18回の実験の平均値 ± SE（縦棒）を表す。 *、 P < 0.05対Control。
（d） コントロール条件下（Control）とSTA2またはTXB2処理下におけるchromanol 293B感
受性K+電流の比較。データは、a-cに示した結果から算出した。各データ点は、13-18回の実
験の平均値 ± SE（縦棒）を表す。*、P < 0.05対Control。
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図5-4 TXA2受容体下流のcAMP経路が関与するSTA2誘発性Kv7.1発現の増加
（a） KM12-L4細胞をコントロール条件下（Control）とSTA2（0.1 M）または
STA2（0.1 M）+ SQ29548（1 M）で2日間処理したときの、Kv7.1（70 kDa）及
び-actin（45 kDa）タンパク質のウェスタンブロッティング。
（b） -actinに対して正規化したKv7.1タンパク質の発現量。各列は、7回の実験の
平均値 ± SE（縦棒）を表す。** 、P < 0.01。NS、有意差なし（P > 0.05）。
（c） KM12-L4細胞をコントロール条件下（Control）とSTA2（0.1 M）または
STA2（0.1 mM）+ Rp-8-Br-MB-cAMPS（50 M）で2日間処理したときの、Kv7.1
（70 kDa）及び-actin（45 kDa）タンパク質のウェスタンブロッティング。
（d） -actinに対して正規化したKv7.1タンパク質の発現量。各列は、3回の実験の
平均値 ± SE（縦棒）を表す。* 、P < 0.05; NS、有意差なし（P > 0.05）。
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図5-5 KM12-L4細胞におけるchromanol 293B感受性K+電流
（a） KM12-L4細胞をSTA2（0.1 M）またはSTA2（0.1 M）+ SQ29548（1 M）で
2日間処理したときのchromanol 293B感受性K+電流。各データポイントは12-13回の実
験の平均値 ± SE（縦棒）を表す。* 、P < 0.05及び**、P < 0.01 対STA2処理細胞。
（b） KM12-L4細胞をSTA2（0.1 M）またはSTA2（0.1 M）+ Rp-8-Br-MB-cAMPS
（50 M）で2日間処理したときの、chromanol 293B感受性K+電流。各データ点は、
13回の実験の平均値 ± SE（縦棒）を表す。* 、P < 0.05及び**、P < 0.01 対STA2処理
細胞。
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図5-6 KM12-L4大腸がん細胞におけるTXA2誘発増殖に対する
chromanol 293Bの阻害効果
細胞を2日間 STA2（0.1 M）及び/またはchromanol 293B（0.1 - 100 
M）で処理した。各列は、5-6回の実験の平均値 ± SE（縦棒）を表す。
* 、P < 0.05及び**、 P < 0.01対chromanol 293Bの非在下でのSTA2処理
細胞（黒棒）； ##、P < 0.01対Control（白抜き）；NS、有意差なし
（P > 0.05）。
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【総括】 

 
本論文では、消化管におけるイオン輸送体として、胃酸分泌細胞における胃プロトンポン

プおよび ClC-5、大腸がんにおける非胃型プロトンポンプ（ATP1AL1）および Kv7.1 に着

目し行った五部の研究において、以下のことを明らかにした。①胃プロトンポンプ（H+,K+-

ATPase）とクロライド/プロトン交換輸送体 ClC-5 が、胃酸分泌細胞の細管小胞において分

子会合し、ClC-5 が胃酸（HCl）分泌の Cl-輸送タンパク質として機能するとともに、胃プ

ロトンポンプ活性を上昇させる。②分子シャペロン ERp57 が、シャペロン機能とは異なる

メカニズムで胃酸分泌細胞の頂端膜における胃プロトンポンプ活性を上昇させる。③細胞

容積調節性アニオンチャネル（VRAC）の特異的阻害剤として知られている DCPIB が、胃

プロトンポンプと類縁のナトリウムポンプやカルシウムポンプには影響を及ぼさず、胃プ

ロトンポンプ活性を抑制する。④胃プロトンポンプと相同性が約 60％の P 型 ATPase であ

る ATP1AL1 は機能未知であるが、大腸がん組織並びに大腸がん細胞に高発現している。⑤

大腸がん細胞において、トロンボキサン合成酵素が高発現し、トロンボキサン A2が細胞増

殖を促進することが見出されていたが、このメカニズムの下流に K+チャネルである Kv7.1

（KCNQ1）の過剰発現が関与している。 

ClC-5 は、腎臓の近位尿細管においては V-ATPase と共役して小胞の酸性化に寄与して

いるが、胃細管小胞においては胃プロトンポンプと複合体を形成し、胃酸分泌刺激時の食

物消化のための胃酸分泌に関与している可能性を明らかにした（第一部）。他方、空腹時

の基礎胃酸分泌に関与している胃酸分泌細胞の頂端膜において、胃プロトンポンプは、

ClC-5 ではなく ERp57 と複合体を形成していることを見出した（第二部）。新規メカニズ

ムの胃酸分泌阻害薬としてカリウムイオン競合型アシッドブロッカー（P-CABs：

Potassium-Competitive Acid Blockers）に分類される vonoprazan は、これまでの H2ブ

ロッカーや PPI（proton pump inhibitor）に比べ胃酸分泌抑制作用が早く表れることや阻

害効果が高いことから最近臨床でも用いられることが多くなってきた。実際、ヘリコバク

ター・ピロリ（ピロリ菌）の除菌率が PPI を使用した場合に比べて高いことが示されてい

る。しかし、原因は不明だが、PPI と同様に、長期服用による高ガストリン血症の副作用

が報告されている。本研究により明らかにした細管小胞および頂端膜における各胃プロト

ンポンプ複合体を特異的に制御することのできる化合物もしくは抗体は、従来の胃プロト

ンポンプ阻害薬とは異なる胃酸分泌制御が可能であると考えられる。従って、本研究は、

酸分泌刺激時における分泌酸量が減少している低酸症のような疾患においてその機能回復

に貢献できる医薬品の開発、および基礎分泌が亢進している種々の酸関連性疾患の治療薬

開発の糸口になるかもしれない。また、第三部では DCPIB が胃プロトンポンプを阻害す

ることを見出した。阻害様式の解明については今後の課題だが、胃酸分泌メカニズムの全

容解明がされていない中、in vitro の研究がまだなお必要と考えられる現在において、

DCPIB のような新たなプロトンポンプ阻害剤の候補が見出された意義は大きいと考えら
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れる。 

第四部と五部では、日本において、食の欧米化が原因により罹患率や死亡率が増加して

いる大腸がんにおいて、異常に高発現しているイオン輸送体（非胃型プロトンポンプ

ATP1AL1 および K+チャネル Kv7.1（KCNQ1））を見出した。ATP1AL1 はその生理機能

がほとんど解明されていない。ATP1AL1 によるプロトン輸送と大腸がんの増殖能、遊走

能、浸潤能との関連などは今後の研究課題だが、大腸がんの新たなバイオマーカーおよび

創薬ターゲットとなる可能性が考えられる。また、Kv7.1（KCNQ1）は、心臓でその機能

がよく解析されているが、大腸がんにおける病態生理機能についての報告は本論文が初め

てである。近年、低用量 aspirin 投与により、大腸がんの発症リスクが低減するという知

見が報告されている。Aspirin はシクロオキシゲナーゼ阻害作用を持つことから、その下

流の TXA2産生抑制により、大腸がんが抑制される可能性も考えられる。このメカニズム

に K+チャネルが関連している可能性は十分に考えられ、Kv7.1（KCNQ1）が新たな治療

ターゲットになる可能性がある。このように、本研究により大腸がんにおいて、

ATP1AL1 および Kv7.1 が過剰発現していることが明らかになったが、これらのイオン輸

送体に付随するタンパク質の同定には至っていない。今後、これらイオン輸送体と大腸が

ん特異的に発現するタンパク質との関連性が解明できれば、新たな大腸がん治療法の創出

に結び付くことが考えられる。 

以上、本研究では、消化管における新規のイオン輸送メカニズムおよびイオン輸送体の

新たな病態生理機能の一部を明らかにすることが出来た。食物の消化や栄養素の吸収、消

化液の分泌や水分の吸収に伴う激しい外的環境変化に曝されている胃や腸の細胞において

は、イオン輸送体による恒常性維持機能が重要である。本論文はイオン輸送体ならびに付

随タンパク質をターゲットとし、新しい作用メカニズムを有する消化管疾患治療薬の開発

に向けた重要な基礎的知見となり得るものと考えられる。 
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