
多く残されている．そこで我々は，多重クランプ・ロー

ダー系の細胞内相互作用因子の網羅的検索を行い，各系の

共通性や特異性の比較，そして複製フォークにおける新規

機能を明らかにするための解析を進めている．また同時

に，PCNA修飾による Polの切り換え機構や，機能がほと

んど分かっていない Elg１-RFCについても，精製タンパク

質を用いた解析を積極的に進めているところである．そし

て，今後これらの解析が進展して新しい発見が蓄積するこ

とにより，クランプとローダーが中心となる複製フォーク

進行と多様な染色体維持伝達のしくみについての新たな局

面が明らかになっていくと考えている．
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胃酸分泌細胞における K＋-Cl－共輸送体と
P型 ATPaseの機能連関

１． は じ め に

K＋-Cl－共輸送体（KCC）は，上皮イオン輸送や細胞容

積調節機構等に関与し，これまでに四つのアイソフォーム

（KCC１―KCC４）が同定されている１）．KCC３には三つのス

プライシングバリアント（KCC３a―KCC３c）が存在する．

KCC１は多くの組織に分布しているが，KCC２と KCC３b

の発現はそれぞれ神経系と腎臓に限られる．KCC３aと

KCC４は主として上皮細胞に発現している．これまでに胃

における KCCの発現については報告されていなかった．

本稿では，最近我々が胃酸分泌細胞において見出した

KCCの発現とその生理機能について紹介したい．特に P

型 ATPaseの Na＋，K＋-ATPase，H＋，K＋-ATPaseと KCCとの

機能連関について述べる．

２． 胃酸分泌細胞基底側膜における KCC３aの発現２）

ノーザンブロットおよびウエスタンブロットにより，

ラット，ウサギ，ヒト胃酸分泌細胞に KCC３aが発現して

いることを見出した．そこでラット胃粘膜標本の免疫組織

染色により，胃腺における KCC３aの分布を調べた．胃酸

分泌細胞は，胃腺の上部（頸部）から下部（深部）に至る

まで分布しているが，上部の胃酸分泌細胞は酸分泌能が高

く（分泌される酸の pHは約１），下部の胃酸分泌細胞は酸

分泌能が低い（分泌される酸の pHは約３）ことが知られ

ている．KCC３aは酸分泌能の高い胃腺上部の胃酸分泌細

胞に分布しており，胃酸分泌細胞の基底側膜に局在してい

た．ラット胃粘膜由来の膜標品における免疫沈降で，

KCC３aは基底側膜の Na＋，K＋-ATPase α１サブユニット
（α１NaK）と共沈したが，分泌膜の H＋，K＋-ATPase αサブ
ユニット（HKα）とは共沈しなかった．
両性界面活性剤の CHAPS（１％）で処理した胃粘膜標

品をスクロース密度勾配遠心にかけ，界面活性剤不溶性画

分（detergent-resistant membrane；DRM）と可溶性画分（non-

DRM）をそれぞれ単離し，各タンパク質の分布を調べた．

その結果，KCC３a，α１NaKおよび脂質ラフトマーカーの

flotillin-２はすべて DRMにおいて検出された．DRMはコ

レステロールとスフィンゴミエリンに富む，脂質ラフトや

カベオラに由来するものと考えられている３）．
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３． KCC３aと Na＋，K＋-ATPaseの機能連関２）

LLC-PK１細胞（ブタ腎臓近位尿細管由来の細胞株）に，

テトラサイクリン添加の有無で KCC３aの安定発現をオン，

オ フ で き る，KCC３aの T-RExシ ス テ ム（tetracycline-

regulated expression system）を導入した．KCC３aを発現誘

導した LLC-PK１細胞（Tet-on細胞）において，KCC３aと

内因性の α１NaKは共に基底側膜に局在していた．Tet-on

細胞由来の膜標品における免疫沈降においてもラット胃粘

膜標品の場合と同様に，KCC３aは α１NaKと共沈した．

KCC３aの発現していない LLC-PK１細胞（Tet-off細胞）の

膜画分から DRMと non-DRMを単離したところ，α１NaK

の３３％が DRMに，６７％が non-DRMにおいて検出され

た．一方，KCC３aの発現を誘導した Tet-on細胞の膜画分

の場合，α１NaKの大部分（７７％）が DRMにおいて検出

された．これらの結果は，KCC３aの発現が non-DRMの

Na＋，K＋-ATPaseを DRMにリクルートすることを示唆して

いる（図１）．

興味深いことに，Tet-on細胞と Tet-off細胞における内

因性 α１NaKの発現量には差はなかったが，ウアバイン感

受性 K＋-ATPase 活性（Na＋，K＋-ATPase 活性）は，Tet-on

細胞の方が Tet-off細胞に比べ有意に高かった．Na＋，K＋-

ATPaseは P型 ATPaseファミリーに属し，触媒サイクル

においてリン酸化中間体（EP）を形成することが知られ

ているが，Tet-onと Tet-off細胞の Na＋，K＋-ATPaseのリン

酸化レベルを測定すると Tet-on細胞のレベルが有意に高

かった．

R-（＋）-［（２-n-butyl-６，７-dichloro-２-cyclopentyl-２，３-dihydro-

１-oxo-１H -inden-５-yl）oxy］acetic acid（DIOA）は KCC 阻害

薬（IC５０＝１０µM）として知られている．我々は，高濃度

（＞３０µM）の DIOA は Na＋，K＋-ATPase や H＋，K＋-ATPase

の活性を阻害するが，１０µMでは阻害しないことを確認し

た４）．DIOA（１０µM）は，KCC３aの発現しているウサギ胃

腺の Na＋，K＋-ATPase活性を有意に阻害したが，KCC３aが

発現せず KCC３bが発現しているウサギ腎臓の Na＋，K＋-

ATPase活性には影響を与えなかった．したがって，胃酸

分泌細胞において KCC３aが Na＋，K＋-ATPase活性をアップ

レギュレートしていることが示唆された．さらに DIOAは

Tet-on細胞において上昇した Na＋，K＋-ATPase活性を阻害

したが，Tet-off細胞の Na＋，K＋-ATPase活性には影響を与

えなかった．

予め２２Na＋を取り込ませた Tet-onおよび Tet-off細胞にお

いてウアバイン感受性の２２Na＋輸送活性を測定すると，Tet-

on細胞の輸送活性が有意に大きく，この増加分は DIOA

によって抑制された．DIOAは Tet-off細胞のウアバイン

感受性２２Na＋輸送活性に影響を与えなかった．

図１ 脂質ラフトにおける Na＋，K＋-ATPase活性のアップレギュレーション
KCC３aが発現することで，脂質ラフトに分布する Na＋，K＋-ATPase（NaK）の
数が増大する．その結果，KCC３aと複合体を形成する Na＋，K＋-ATPaseの活性
上昇が引き起こされる．
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KCC４は KCC３aと６６％のアミノ酸相同性を持つ．LLC-

PK１細胞に，KCC４の T-RExシステムを導入し，KCC３a

の場合と同様の実験を行ったが，KCC４の発現によって

Na＋，K＋-ATPase活性や Na＋，K＋-ATPaseの DRM／non-DRM

分布比などは変化しなかった．

以上の一連の実験結果から，酸分泌能の高い胃酸分泌細

胞の基底側膜において，KCC３aは α１NaKと機能複合体を

形成し，脂質ラフトで α１NaKをアップレギュレートして

いるものと考えられた（図１）．

Cl－／HCO３－対向輸送体（anion exchanger ２；AE２）は酸

分泌機構に必須であることや，胃酸分泌細胞の分泌細管や

細管小胞の形成に寄与していることが報告されており５，６），

KCC３aの場合と同じく，胃腺上部の胃酸分泌細胞の基底

側膜に発現していることが見出されている７）．一方，Na＋-

K＋-２Cl－共輸送体（NKCC１）およびアクアポリン４（AQP４）

は胃腺下部の胃酸分泌細胞の基底側膜に発現していること

が見出されており，これらの輸送体のノックアウトマウス

の胃酸分泌は正常であることが報告されている８，９）．これま

で胃酸分泌細胞が上部から下部へ移動していく際に酸分泌

能が低下することが知られているが，この分泌能変化の機

構には，移動過程における複数の輸送体発現のオンとオフ

が関わっているものと考えられる．

４． 胃酸分泌細胞頂端側膜における KCC４の発現１０）

ノーザンブロットおよびウエスタンブロットにより，マ

ウス，ラット，ブタ，ヒト胃酸分泌細胞に KCC４が発現

していることを見出した．ラット胃粘膜標本の免疫組織染

色により，KCC４は，KCC３aの場合と同様に酸分泌能の

高い胃腺上部の胃酸分泌細胞に分布していたが，α１NaK

とは局在が異なり H＋，K＋-ATPase αサブユニット（HKα）
の分布と重なった．

胃酸分泌細胞において H＋，K＋-ATPaseは細管小胞と頂端

側膜に存在する．細管小胞は酸分泌休止時には細胞内に存

在し，刺激時に頂端側膜につながる．KCC４が胃酸分泌細

胞の細管小胞に存在するのか，頂端側膜に存在するのかを

調べるために，ブタ胃粘膜より細管小胞膜由来ベシクル

（tubulovesicles；TV）および頂端側膜由来ベシクル

（stimulation-associated vesicles；SAV）を調製した．両ベシ

クル共に HKαおよび H＋，K＋-ATPase βサブユニット
（HKβ）が発現していた．他方，TVには SAVに比べ K＋

チャネルの KCNQ１／KCNE２および Cl－チャネルの CFTR

が高発現していた．また Rab１１も高発現していた．SAV

には TVに比べ β-アクチンやエズリンが高発現していた．

たいへんに興味深いことに KCC４は，SAVに高レベルで

発現し，TVにおける発現レベルは低かった（図２）．一方，

TV，SAVにおいて，KCC１，KCC２および KCC３の有意な

発現は見られなかった．また，SAV由来の膜標品におけ

る免疫沈降で，KCC４は HKαと共沈した．

５． 頂端側膜における KCC４と H＋，K＋-ATPaseの

機能連関１０）

TVおよび SAVにおける３６Cl－取込み実験で，SAVにの

み DIOA（１０µM）で阻害される Cl－輸送機構が存在する

ことが明らかになった．この成分は H＋，K＋-ATPase特異的

阻害薬の SCH２８０８０によりほぼ完全阻害されたことから，

SAVの DIOA感受性 Cl－輸送は H＋，K＋-ATPaseに依存して

いることが示唆された．

TVおよび SAVにおいてアクリジンオレンジを使用し

た H＋取込み実験を行ったところ，TV，SAV共に SCH

２８０８０感受性の H＋取込みが観察された．しかし DIOAは

SAVの取込みを抑制する一方で，TVの取込みには影響を

与えなかった．したがって KCC４の阻害が，H＋，K＋-

ATPaseによる H＋取込みの阻害を引き起こすことが示唆さ

れた．

さらに DIOAが TVおよび SAVの SCH２８０８０感受 性

K＋-ATPase活性（H＋，K＋-ATPase活性）に及ぼす効果を検

討したところ，DIOAは SAVの H＋，K＋-ATPase活性を抑

制したが，TVの H＋，K＋-ATPase活性には影響を与えな

かった．SAVを凍結乾燥しベシクル膜を破壊すると，

DIOAの阻害効果は消失した．これら結果から，DIOAが，

図２ 胃酸分泌細胞の頂端側膜における KCC４の生理機能
酸分泌休止状態の胃酸分泌細胞頂端側膜において，KCC４（白
楕円）は H＋，K＋-ATPase（黒楕円）と分子会合し，基礎胃酸分
泌に関与する．KCC４を阻害すると H＋，K＋-ATPaseの酵素活性
やイオン輸送活性が阻害された．細管小胞に存在する H＋，K＋-
ATPaseや Cl－チャネル（黒長方形）は細胞内に存在するため，
基礎胃酸分泌には関与しない．
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KCC４によるイオン輸送を阻害することで，SAVの H＋，

K＋-ATPase活性を間接的に抑制しているものと考えられ

た．

６． 発現系における KCC４と H＋，K＋-ATPaseの

機能連関１０）

H＋，K＋-ATPase（HKαおよび HKβ）を安定発現した HEK

２９３細胞（ヒト胎児腎臓由来の細胞株）に，KCC４の T-REx

システムを導入した．KCC４の発現により H＋，K＋-ATPase

の発現量は変わらなかった．SAVの場合と同様に，KCC４

発現細胞（Tet-on細胞）から調製した膜標品における免疫

沈降で，KCC４は HKαと共沈した．しかしこの膜標品の
H＋，K＋-ATPase活性は DIOAにより阻害されなかった．こ

の結果は凍結乾燥した SAVの H＋，K＋-ATPase活性が

DIOAにより阻害されなかったことに対応している．

そこで KCC４発現細胞（Tet-on細胞）および KCC４非発

現細胞（Tet-off細胞）に対し，アンモニウムパルス法に

より酸を負荷し，細胞内 pH（pHi）の回復速度を測定した．

Tet-on細胞の pHiの回復速度は，Tet-off細胞の場合に比べ

有意に増大していた．この増大分は DIOAにより消失した

が，Tet-off細胞の回復速度は変化しなかった．SCH２８０８０

は Tet-onおよび Tet-off細胞の回復速度を共に有意に減少

した．したがって KCC４は Tet-on細胞において，H＋，K＋-

ATPaseによる H＋輸送活性をアップレギュレートしている

ことが示唆された．

以上の一連の実験結果から，酸分泌能の高い胃酸分泌細

胞の頂端側膜において，KCC４は HKαと機能複合体を形
成し，KCC４による K＋-Cl－共輸送が，H＋，K＋-ATPase活性

とカップリングしているものと考えられた（図２）．また

胃酸分泌細胞において KCC４は，H＋，K＋-ATPaseのための

K＋供給分子として，また胃酸（HCl）分泌のための Cl－輸

送分子として機能していることが示唆された．

胃酸分泌細胞の形態は，酸分泌刺激休止状態と刺激状態

では大きく異なる．休止状態の細胞において細管小胞は細

胞内に存在しているため大部分の H＋，K＋-ATPaseは酸分泌

には関わっていない．休止時の分泌（基礎分泌）は頂端側

膜に存在する H＋，K＋-ATPaseが担っているものと考えられ

る．他方，刺激状態では，細管小胞が頂端側膜につなが

り，大量の胃酸が分泌される１１）．KCC４は酸分泌休止状態

の頂端側膜において特に重要な役割を果たしているものと

考えられる（図２）．

お わ り に

我々の研究で胃酸分泌細胞において２種の K＋-Cl－共輸

送体（KCC３aと KCC４）が，それぞれ異なる P型 ATPase

（Na＋，K＋-ATPaseと H＋，K＋-ATPase）と会合し，ポンプ機

能を調節するという新規のメカニズムを見出した（図３）．

特に頂端側膜の HCl分泌の Cl－輸送体が KCC４であること

が明らかになったことで，夜間の空腹時などの酸分泌刺激

休止時の胃酸分泌を選択的に抑制する薬の開発につながる

可能性がある．
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リポタンパク質作用における S１Pの役割と
そのシグナル伝達機構

１． は じ め に

スフィンゴ脂質はセリンとパルミチン酸の縮合反応には

じまり，スフィンゴシン，脂肪酸が付加したセラミドを経

て合成される細胞膜の主要な構成成分である．おもな細胞

膜のスフィンゴ脂質は，セラミドにさらにコリン残基が結

合したスフィンゴミエリンである．スフィンゴミエリンは

必要に応じてスフィンゴミエリナーゼによってセラミドに

分解される．スフィンゴシンがスフィンゴシンキナーゼに

よってリン酸化されるとスフィンゴシン１-リン酸（S１P）

が産生される（図１）．これらスフィンゴシン，セラミド，

S１Pなどのスフィンゴ脂質代謝産物は単なる細胞膜の構成

成分としてのみならず，強力な生理活性を有していること

が明らかにされてきた．中でも S１Pは受容体が複数同定

されており，細胞増殖，運動，形態，アポトーシスなど生

命の基本的な活動に関わっていることが明らかにされてい

る．私達のグループは S１Pが血漿中ではリポタンパク質

などの高分子成分に結合して運搬されていることを見いだ

した．リポタンパク質は動脈硬化症など心血管疾患と密接

に関連しており，その役割に関しては，これまで主にコレ

ステロール代謝との関連で理解されてきた．しかし，最

近，コレステロール代謝と直接関連しないリポタンパク質

作用も指摘されている．本稿では，リポタンパク質のもつ

心血管調節作用のメディエーターとしての S１Pの役割に

ついて解説する．

２． S１Pの産生とその受容体

S１Pはスフィンゴシンキナーゼによって通常，細胞内で

産生される．本酵素はタイプ１とタイプ２の２種類が存在

する．本酵素は全身の細胞に存在するが血小板，赤血球で

は S１P分解酵素活性が少ないために S１Pは高濃度で存在

している．血漿中の S１Pは赤血球由来と考えられている

が，凝集塊の形成による血小板からの S１P放出は心血管

疾患との関連では特に重要であろう．血中の S１P濃度は

２００～９００nM程度と考えられている．S１P受容体は S１P１―５

の５種が知られている（図２A）．S１P受容体サブタイプの

中では S１P１―３が広く各組織，細胞に発現し，S１P４は血液系

の細胞，S１P５は神経系と発現分布が限局している．S１P２

はやや特徴的な受容体で，本受容体を発現した細胞では細

胞遊走の抑制が観察される．これは G１２／１３-Rho系との共役

が強いためで，血管系では血管平滑筋細胞に発現し，細胞

遊走を抑制し，収縮を誘導する．がん細胞でもこの受容体

の発現の程度で S１Pの動きが制御される．

３． S１Pは細胞外ではリポタンパク質に結合している

私達が S１Pに関する研究をはじめた１９９０年代，endo-

thelial cell differentiation gene（Edg）受容体ファミリーは

オーファン受容体であったが，私達はその受容体サブタイ

プのリガンドが S１Pであることを，受容体を過剰に発現

した細胞を用いた標識 S１Pの結合実験によって確認する

ことができた．私達は，この受容体のリガンド特異性，親

和性を利用して S１Pの定量法（ラジオレセプターアッセ

イ法）を開発した１）．S１Pは水に溶けにくいことから，生

体では高分子に結合していることが想定された．そこで，

血漿を密度勾配遠心法によって分離して S１Pの分布を調

べたところ，S１Pはリポタンパク質，特に高密度リポタン
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