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要旨 

近位尿細管管腔側の酸塩基輸送機構はナトリウム(Na)輸送と連動しており、特に

Na+/H+交換輸送体(NHE)3 は、近位尿細管管腔側における Na 依存性酸塩基輸送機

構の中心的役割を果たすと考えられてきた。しかしながら、近年この定説には疑問が

呈され、他の輸送体の存在も示唆されていたが、その本態は不明であった。今回、私

の属する研究グループにおいて開発された手法を用いて、近位尿細管の Na 依存性

酸塩基輸送について検討を行った。その結果、近位尿細管管腔側において NBCn2

が主要な役割を果たしていることを見出した。 
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序文 

近位尿細管におけるナトリウム(Na)再吸収 

腎臓近位尿細管では、Na+や重炭酸イオン(HCO3
-)などの生命維持に不可欠な

様々な物質の調節が行われている。特に Na+は体液量と密接に関与しており、近位尿

細管管腔側に発現している Na+/H+交換輸送体(Na+/H+ exchanger : NHE)3 や Na+/グ

ルコース共輸送体(sodium glucose co-transporter : SGLT)、Na+/リン酸、Na+/クエン酸、

Na+/アミノ酸共輸送体など、基底側に発現している Na+/HCO3
-共輸送体  (Na+ 

bicarbonate co-transporter : NBC)e1、Na+/K+ ATPaseなど多数の輸送機構を介して、近

位尿細管は全 Na+再吸収量の約 50～70%を司ることで体液の恒常性維持にとって根

源的な役割を担っている。 

 

近位尿細管における酸塩基輸送 

酸塩基平衡は生体内の恒常性を維持する上で非常に重要であり、細胞外液は pH 

＝ 7.40 ± 0.05 と非常に狭い範囲で繊細に調整されている。この細胞外液における酸

塩基平衡の調節において最も比重が大きい炭酸-重炭酸緩衝系には近位尿細管にお

ける HCO3
-再吸収機構が関連している。すなわち、近位尿細管は糸球体で濾過され

た HCO3
-の約 80%を再吸収する(1-4)ことで緩衝系により消費された HCO3

-を補充して

いるが、重要なことにこの近位尿細管における酸塩基輸送機構の殆どが Na 輸送と連
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動しており、①管腔側に発現している NHE3、②基底側に発現している NBCe1、③管

腔側に発現している液胞型 H+ポンプ(V-ATPase)が主たる担い手として知られている。

(図 1) 

 

図 1 近位尿細管における酸塩基輸送  

腎近位尿細管における酸塩基輸送は①管腔側の Na+/H+交換輸送体(NHE3)、②基

底側の Na+/HCO3
-共輸送体(NBCe1)、③管腔側の液胞型 H+ポンプ(V-ATPase)を主と

した重炭酸再吸収過程を本態とし、能動的 Na+輸送と密接に関連している。 

(CA ：carbonic anhydrase、炭酸脱水酵素) 
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単離近位尿細管管腔側輸送体機能評価法 

従来から尿細管管腔側の輸送体活性を評価する方法として、Burg らが 1960 年代

に確立した単離尿細管微小灌流法が広く用いられている。これは単離した尿細管の

両端を顕微鏡下に外筒パイペットを用いて吸引固定し、尿細管の内腔にさらに細い内

筒パイペットを挿入して溶液を灌流させるもので(5)、ガラス毛細管からパイペットを作

成する工程や鏡視下操作が煩雑であるなどの欠点があった。近年、佐藤らが開発した

split-open法はこれら欠点を補う新規手法として注目されている(6)。 

 

NHE3 

NHEは Na+と H+を対向輸送する二次性能動輸送体であり、殆どすべての生物に発

現している酸塩基平衡を制御する重要な輸送体である(7, 8)。哺乳類には、NHE1から

NHE9までの isoformが同定、クローニングされており(9-37)、 全ての isoformの N末

端に存在する 12 回膜貫通領域がイオン輸送に関連する一方、C 末端に存在する親

水性領域が多数の蛋白質と結合することができることから、C 末端は主に輸送体活性

や局在の制御に関わるものと考えられている(25, 38)。 

NHEの局在については、NHE1は殆ど全ての細胞に発現している(39)のに対し、そ

の他の isoform については細胞特異的な発現が知られている。例えば腎臓に発現す

る NHE1から NHE4 までの 4つの isoformの内(1, 30, 32-35, 37)、NHE1 と NHE4は
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尿細管基底側に(40-42)、NHE2 と NHE3は尿細管管腔側に発現している(43-48)。 

近位尿細管管腔側の酸塩基輸送については、刷子縁膜小胞の研究により電気的

中性な amiloride(AML)感受性 Na+/H+交換輸送体の存在が示唆され(35, 49)、その後、

サンショウウオの単離尿細管による実験でも Na+/H+交換輸送が行われていることが示

された(50)。以降、近位尿細管における酸塩基輸送についての多くの検討を通じて、

管腔側における酸塩基輸送の殆どが主に NHE3 を介して Na 依存性に行われている

ことが明らかになった(1, 21, 51-60)。 

しかしながら、各種阻害薬や遺伝子欠損動物を用いた解析が可能となるに伴い、

NHE3 だけでは管腔側における Na 依存性酸分泌機構の全てを説明できない事象が

報告されるようになった。例えば NHE3の特異的阻害剤である S3226 (62, 63)を使用し

たラット近位尿細管の微小灌流法による検討においては、近位尿細管の Na再吸収は

30％程度しか抑制されなかった(64)。Schultheis PJ らが初めて作成した Nhe3 欠損マ

ウスではごく軽度の酸血症しか認められず(pH 7.27 ± 0.02、HCO3
- ： 21.1 ± 0.9 

mEq/L)、微小灌流法による検討でも近位尿細管の Na+・HCO3
-再吸収能は 30-40%保

たれていた。(61)他にも、Choi. JY らの作製した Nhe3欠損マウスも致死的な酸血症は

呈さず、微小灌流法による検討では AML 感受性の Na 再吸収能が約 40%程度保た

れていた(62)。また、同検討では Nhe2 欠損および Nhe2/Nhe3 二重欠損マウスを用い

た検討も併せて行われたが、管腔側の酸塩基輸送と Nhe2 の間に関連は認められな
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かった(62)。その後、Goyalらが Nhe8をクローニングし、NHE8が近位尿細管に発現し

ており刷子縁に局在していることを示した(27)。そして Baum らは Nhe3、Nhe8 および

Nhe3/Nhe8 二重欠損マウスを作成し検討を行ったが、Nhe3/Nhe8 二重欠損マウスは

Nhe3 欠損マウスと同程度のごく軽度の酸血症のみを呈するにとどまっていた(Nhe3 欠

損マウス： pH 7.17 ± 0.03、HCO3
- 16.5 ± 0.7 mEq/L、Nhe3/Nhe8二重欠損マウス：pH 

7.13 ± 0.03、HCO3
- 16.6 ± 0.8 mEq/L)(63)。これより近位尿細管管腔側における酸塩基

輸送に NHE8 が寄与する割合は NHE3 よりはるかに小さいと考えられた。また小腸

NHE3 を強制発現させたトランスジェニック Nhe3 欠損マウス tgNhe3-/- や、Li らが作成

した腎臓近位尿細管特異的 Nhe3欠損マウス NHE-PT KOにおいても同様にごく軽度

の酸血症を呈するのみであった(tgNhe3-/- : pH 7.10 ± 0.01、HCO3
- 24.9 ± 0.9 mEq/L、

NHE3-PT KO : pH 7.23 ± 0.02、HCO3
- 21.2 mEq/L) (64, 65)。腎臓近位尿細管特異的

Nhe3 欠損マウスから単離した尿細管に対し微小灌流法を用いた検討では、近位尿細

管の Na+・HCO3
-再吸収能は約 70%保たれていた。(65) これらの結果から、近位尿細

管管腔側には未知の輸送機構が存在する可能性が示唆されていた。 

さらに興味深いことに、近年、先天性 Na下痢症(congenital sodium diarrhea : CSD)

のヒト症例の遺伝子解析により 8種類のNHE3の変異が報告されたが、機能廃絶型変

異を有する症例でも重篤な酸血症の合併は認められなかった(66)。このことは、Nhe3

欠損マウスが軽度の酸血症と下痢のみを呈していたこと(61, 67)と類似しており、近位
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尿細管の管腔側には NHE3 以外の未知の酸塩基輸送体が存在することが強く示唆さ

れた。 

 

NBCe1 

slc4 ファミリーに属する輸送体には陰イオン交換輸送体(Anion Exchanger : AE)と

Na+/HCO3
-共輸送体 (Na+ Coupled Bicarbonate Transporter : NCBT)、Na+存在下で Cl-

/HCO3
-の交換輸送を行う輸送体(Na+-Driven Cl- Bicarbonate Exchanger : NDCBE)があ

る。NCBTには起電性の輸送体と電気的中性な輸送体があり、NDCBEは電気的中性

である。起電性 NCBT には NBCe1、NBCe2 があり、電気的中性のものとしては、

NBCn1、NBCn2がある(68)。これらの内、NBCe1には N末端や C末端が異なる 5つ

のバリアントが報告されており(A-E)、図 1 で示すように近位尿細管上皮細胞の基底側

に発現している NBCe1A は、化学量論的に Na+と HCO3
-を 1:3 の割合で細胞内から

細胞外へ輸送することで HCO3
-の再吸収に寄与している(69, 70)。 

NBCe1A の機能低下(>50%)型変異を有するヒト症例では、眼症状を伴う重症の酸

血症を来たし (71-74)、NBCe1 欠損マウスでは重症酸血症を来すだけでなく致死的と

なる(75, 76)ことから、NBCe1は酸塩基平衡の恒常性維持において重要な役割を果た

していると考えられている。 
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V-ATPase 

V-ATPase はイオン輸送性 ATPase の一つであり、骨細胞やがん細胞などに発現し

て液胞の H+を能動的に輸送していることが知られているが、近位尿細管にも発現して

いることが分かっている(77)。近位尿細管において V-ATPase は、活性を測定すること

が技術的に困難であることなどから、その役割や制御機構などについては不明な点が

多いものの、近位尿細管における HCO3
-再吸収に 20%程度関与しており(78, 79)、そ

の活性は特異的な阻害剤である bafilomycinによりほぼ完全に抑制される(78, 80)。そ

の他にも、V-ATPase は細胞内小胞の酸性化を介してエンドサイトーシスやライソゾー

ム内での蛋白分解などの役割を担っていること(81-83)、2Cl-/H+交換輸送体(CLC5)と

共役してエンドサイトーシスを制御することにより尿蛋白再吸収過程において重要な役

割を果たしていることが報告されている(84)。 しかしながら、近位尿細管 V-ATPase の

機能低下あるいは機能喪失による重篤な近位尿細管性アシドーシスの報告例がない

ことから、近位尿細管酸塩基輸送における V-ATPase の意義は小さいと考えられてい

る。 

 

NBCn2 

NBCn2 は slc4a10 でエンコードされる電気的中性な Na+/HCO3
-共輸送体で、現時

点では A から N までの変異を含めた 16 のバリアントが報告されている(85-89)。腎臓
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における NBCn2 については、ラット腎臓には主に NBCn2-C、NBCn2-G の発現が報

告されており、ヒト腎臓には NBCn2-A および NBCn2-B の発現が報告されているが、

腎臓における NBCn2 の局在や役割については不明である。(86, 87)マウス腎臓にお

ける NBCn2 の発現は明らかにされておらず(86)ノックアウトマウスを用いた検討でも腎

臓に関連する表現系は報告されていない(90, 91)。ヒトでは自閉症のコホート研究で初

めて遺伝子変異をもつ症例が報告され(92)、後に他の変異症例で痙攣が報告された

が(93)いずれの症例でも酸塩基平衡や尿検査の異常は報告されていない。 

近位尿細管における Na+や HCO3
-の再吸収は、古典的には図 1 に示すように主に

NHE3 や炭酸脱水酵素(carbonic anhydrase : CA)を介した輸送様式と考えられている

が、電気的中性な共輸送の機構も考えられ、輸送体の 1 つの候補に NBCn2 が挙げ

られる(図 2) (94)。 
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図 2 近位尿細管管腔側の酸塩基輸送に NBCn2が関与する仮説モデル 

管腔側に NBCn2が存在し Na+と HCO3
-を共輸送しているとする仮説。 
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目的 

本研究では、従来近位尿細管管腔側の Na依存性酸塩基輸送の中心的役割を担

うとされてきた NHE3以外の未知の輸送体が存在する可能性について、動物やヒトの

単離尿細管を用いた生理実験を交えた多面的解析を行うことにより、近位尿細管 Na

輸送および酸塩基輸送機構の詳細を明らかにすることを目的として実験を行った。 
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方法 

動物を用いた実験はすべて東京大学の動物実験規約に準拠して実施した。また、

ヒト腎組織を使用した実験については、東大倫理委員会にて審査され承認を得た。

(承認番号:2520-(8)) 

 

実験に使用した検体：マウス・ラット 

C57BL/6マウスは 6～8週齢、Wistar ラットは 4～6週齢で使用し、フェノバルビタ

ールナトリウム(50 mg/kg)の腹腔内投与による全身麻酔下で臓器を速やかに摘出後、

安楽殺処分とした。 

 

実験に使用した検体：ヒト 

東京大学医学部附属病院泌尿器科・男性科において、腎臓悪性腫瘍に対して腎

臓摘出術が施行された患者の内、術前に文書による協力同意が得られた患者の摘出

検体の健常部分を実験に使用した。 

 

近位尿細管の単離 

4℃に冷却した HEPES緩衝液(127 mM NaCl、5 mM KCl、1.5 mM CaCl2、1 mM 

MgCl2、2 mM NaH2PO4、1 mM Na2SO4、25 mM HEPES、5.5 mM glucose、pH 7.4)内
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において、摘出したマウス、ラットおよびヒト腎組織より実体顕微鏡下で用手的、速や

かに近位尿細管の単離を行った。 

 

split-open法: 近位尿細管管腔側の露出 

単離近位尿細管の管腔側の輸送体機能を評価するために、私の属する研究グル

ープが開発した split-open法を使用した。具体的には腎臓組織から単離した近位尿

細管を、細胞接着剤 CELL-TAK®(#354240、Corning、NY、U.S.A)と 2M Na2CO3溶

液を 4:1の比率で混和した溶液でコーティングしたカバーガラス上に貼付し、マイクロ

マニピュレーターに装着した鋭利なガラスパイペットを用いて光学顕微鏡下で尿細管

表面を切開して管腔側を露出させる手法である。(図 3A)(6) 

管腔側を露出した単離近位尿細管を溶液で灌流し、灌流液の電解質組成を変化さ

せた際の細胞内 pH変化を測定することで管腔側の輸送体活性を評価することが可

能である。(図 3B)  
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図 3A split-open法 

腎臓組織から尿細管を単離する操作は従来の微小灌流法と共通だが、カバーガラス

に尿細管を固定した後の操作は比較的容易である。 
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図 3B split-open法を応用した単離尿細管灌流システム 

カバーガラスに固定した尿細管に切開を加え、管腔側を露出させた状態で灌流液の

組成を変化させた際の細胞内 pH変化を観察する。 
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近位尿細管細胞内 pH測定：検量線の作成 

近位尿細管細胞内 pH測定に用いる検量線は、Metafluor解析システムを搭載し

た倒立顕微鏡(IX-71, Olympus)を用い、以下の方法により作成した。φ35 mmディ

ッシュ上で 90%以上コンフルエントとなった HEK293細胞を HEPES緩衝液で 5分

間×3回洗い、3 μM BCECF-AM(2’,7’-bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein 

(#117464-70-7、同仁科学研究所、熊本、日本))とイオノフォア(10 μM nigericin 

sodium salt(#28643-80-3、和光純薬、東京、日本)、10 μM monensin sodium 

salt(#22373-78-0、和光純薬、東京、日本)、10 μM valinomycin(#2001-95-8、和光純

薬、東京、日本)、5 μM carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone(CCCP)(#555-60-

2、Sigma-Aldrich、U.S.A.)、200 nM bafilomycin A1(#88899-55-2、和光純薬、東

京、日本))を添加し、37℃で 10分間インキュベーションした。インキュベーション後、

pHを調節した HEPES緩衝液(pH 6.0、6.5、7.0、7.5)に交換し、W1: 440 nm とW2: 

495 nmの励起光の照射により測定された蛍光強度(測定波長: 510-560 nm)の比を

それぞれ算出して作成した検量線(図 4)をMetafluor解析システムに読み込ませ

た。 
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図 4 細胞内 pH検量線 

イオノフォアと BCECF-AMを導入した HEK細胞に対し、各 pH条件下でW1: 440 nm

とW2: 495 nmの励起光を照射し、測定された蛍光強度の比から検量線を作成した。 
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近位尿細管 Na依存性酸分泌活性(NHE様活性)の評価 

Na依存性酸分泌活性は灌流液の Na+除去による単離近位尿細管の細胞内 pH低

下反応における初期速度を用いて評価した。(6, 95-99) 単離近位尿細管の細胞内

pH測定に際しては、灌流システムおよび BCECF-AM とMetafluor解析システムを用

いた既報に基づいて施行した。(6) 測定に使用した灌流液の組成を表 1に示す。本

研究では基底側 NBCe1の細胞内 pH変化への影響を除外するため、HCO3
-を含ま

ない灌流液のみを使用した。 

測定条件：露光時間： 0.5 sec、励起波長： W1: 440 nm とW2: 495 nm 

蛍光測定波長： 510-560 nm (バンドパスフィルタ (71001a、Chroma Technology 

Corporation、Bellows Falls、VT、U.S.A.)を使用) 

 

表 1 灌流液の組成 

全ての灌流液に重炭酸を含まない溶液を使用した。  
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イオン輸送阻害剤 

近位尿細管 NHE様活性における各輸送体の寄与を評価する際、標的とするそれ

ぞれの輸送体に対する以下の阻害剤を灌流液に添加した。 

EIPA (NHE阻害剤)：5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride 

DIDS (陰イオン輸送体阻害剤)：4,4’-diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic acid 

HOE642(NHE1阻害剤)：cariporide 

使用濃度については既報に基づき、標的輸送体活性を十分に阻害する濃度とした。

(EIPA：100 μM、DIDS：500 μM、HOE642：1 μM) (100, 101) 
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単離近位尿細管遺伝子発現抑制法 

阻害剤を用いた実験に加えて、私の属する研究グループが開発・報告した近位尿

細管遺伝子発現抑制法(98)を応用し、イオン輸送体遺伝子を特異的にノックダウンし

た近位尿細管を用いて NHE様活性の測定を行った。具体的には図 5に示すように、

グルタミン非含有ダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)2 ml と 10 %ウシ胎児血清

(FBS)を用いて作成した組織培養液を用いて、単離近位尿細管を 37 ℃、5% CO2下

で 12～24時間培養する単離尿細管培養系と siRNAを用いた遺伝子抑制を組み合

わせることで、標的とするイオン輸送体に特異的な mRNA発現を抑制した。 

siNHE3 (sc-36059、Santa Cruz Biotechnology、Dallas、Texas、U.S.A.) と siNHE8 

(sc-75912、Santa Cruz Biotechnology、Dallas、Texas、U.S.A.)については無血清培地

250 μlで希釈し、100 pM とした後、Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent 

(#11668027、Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、U.S.A.)を使用してマウス単離

近位尿細管細胞にトランスフェクションした。 siNBCn2 (SR505598、Origene 

Technologies Inc、Rockville、MD、U.S.A)については、無血清培地 250 μlで希釈し、

20 pM とした後、SiTran 1.0 (TT300001、Origene Technologies Inc、Rockville、MD、

U.S.A)を使用してラット単離近位尿細管細胞にトランスフェクションした。それぞれ

siRNA導入より 24～30時間経過したものを実験に使用し、また si-scrambleを導入し

たものをコントロールとして使用した。遺伝子抑制効率は定量 PCRを用いて目的遺伝
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子と β-Actin(内在性コントロール遺伝子)の mRNA発現量の比を算出して評価した。 

 

 

図 5 単離近位尿細管遺伝子発現抑制法 

マウス、ラットの腎臓から近位尿細管を単離し、siRNAを添加した組織培養液中で培

養することで、標的とするイオン輸送体に特異的な mRNA発現を抑制する。 
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RNAの抽出と cDNA合成 

定量 PCRを施行するに際して、腎皮質または培養単離近位尿細管より全 RNAを

抽出した。具体的には、氷上でポッター型ホモジナイザーを用いて RNA抽出用試薬

(Isogen II、ニッポン・ジーン社、東京、日本)と組織を十分に混和し、遠心分離(12000 

g、15分間)後の上清に p-bromoanisole(#104-92-7、和光純薬、東京、日本)5 μlを添

加し、再度遠心分離(12000 g、10分間)の後に上清を回収した。回収した上清をさらに

2-propanol 1000μl と転倒混和し、遠心分離(12000 g、10分間)後のペレット(RNA)をエ

タノール沈殿法により精製・回収し、RNase フリー水に溶解し、最終 RNA濃度が 0.5 

μg/μl となるよう調整を行った。 cDNA合成には高効率逆転写酵素(FSQ-201、

ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix、東洋紡ライフサイエンス社、東京、日本)を使用

した。具体的には、抽出した RNA溶解液 2 ul を 65℃ で 5分間インキュベートした

後に氷上で急冷し、キット付属の各試薬(5x RT buffer 2 μl、RT enzyme Mix 0.5 μl、

primer mix 0.5 μl、nuclease-free water)を添加して総量を 10μlに調整し、37℃で 15 

分間(逆転写反応)、98℃で 5 分間(酵素失活反応)のインキュベーション後に精製さ

れた cDNAを実験に使用した。 
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定量 PCR 

定量 PCR産物の検出には Taqmanプローブを使用した。具体的には、TaqMan 

Gene Expression master mix (4369016、Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、

U.S.A.) を使用し、リアルタイム PCR 分析装置(ABI PRISM 7000、Thermo Fisher 

Scientific、Waltham、MA、U.S.A.)により解析した。 

 

Western blotting 

目的蛋白の発現を確認するために、SDS-PAGE法を用いたWestern blottingを行

った。まず、サンプルの準備としてラットおよびヒト腎皮質を緩衝液 A (25 mM Tris-HCl 

[pH 7.4]、10 mM sodium orthovanadate、10 mM sodium pyrophosphate、100 mM 

sodium fluoride、10 mM EDTA、10 mM EGTA、1 mM PMSF)とポッター型ホモジナイ

ザーを用いて氷上でホモジナイズし、さらに夾雑物を除去するために、4℃で遠心分

離(3000 g、10分間)を行い、上清を回収した。サンプル中の蛋白含有量が 20 µg とな

るよう調整し、試料用緩衝液(2ME-) (×4) (#198-13282、和光純薬、東京、日本)を用い

て変性処理(95℃、5分間の加熱処理)を行いサンプルとした。 

泳動は、泳動緩衝液(25 mM Tris、192 mM glycine、0.1% SDS、pH 8.3)を用いて電

流：20～40 mA、電圧：100～200 Vの設定で行い、転写はニトロセルロース膜(ニトロ

セルロースメンブレン® 0.2 µm、#1620112、Bio-Rad Laboratories、U.S.A)と転写装置
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を用いたセミドライ方式で行った。転写後、5% w/v脱脂粉乳/TBSによりブロッキング

を 1時間行った。ブロッキング後 0.1% polyoxyethylene sorbitan monolaurate(Tween® 

20)含有 1×TBS(TBS-T)により 5分間×3回の洗浄を行い、1次抗体反応をオーバー

ナイトで行った。1次抗体反応後、TBS-Tにより 5分間洗浄を 3回行い、2次抗体反

応を室温遮光下で 1時間行った。抗体反応終了後、TBS-Tにより 10～15分間の洗

浄を 3回行い、蛍光発色剤(ImmunoStar® Zeta、#297-72403、和光純薬、東京、日本)

と室温遮光下で 5分間反応させたものを撮像した。1次抗体には anti-SLC4A10 

antibody (#ab122229、Abcam、Cambridge、UK)を 1:1000に希釈したものを使用し、2

次抗体には Anti-IgG (H＋L), Rabbit, Goat-Poly (#611-1102、Rockland 

Immunochemicals Inc、PA、U.S.A.)を 1:1000で希釈したものを使用した。抗体の希釈

は Can Get Signal ®(#NKB-101、東洋紡ライフサイエンス、東京、日本)を用いて行っ

た。 

 

免疫組織化学染色 

発現蛋白の局在について検討するため、腎皮質の免疫組織化学染色を共焦点顕

微鏡(Leica TCS SP5II、ライカ社、東京、日本)を用いて行った。具体的には、凍結組

織切片作製用包埋皿内に厚さ 2～3 mm腎皮質のスライスを置き、内部に室温保存し

た O.C.T. Compound(ティシュー・テック O.C.T. コンパウンド® サクラファインテックジ



27 

 

ャパン社、東京、日本)を注入して腎皮質を包埋した。O.C.T. Compoundにより包埋さ

れた腎皮質を液体窒素により凍結の上、5 μmの切片を作成してスライドガラス上に

20%パラホルムアルデヒドで固定した。スライドガラスを風乾後、リン酸緩衝液(PBS) を

使用して 3分間の洗浄を 3回繰り返し、恒温槽を用いて 0.3 M グリシン溶液内で

37℃、60分インキュベーションした。PBSによる 3分間×3回の洗浄後、検体周囲をス

ーパーパップペン リキッドブロッカー®(大道産業、東京、日本)を用いて囲い、1% 

FBS/PBS 100μlを使用して 15分間ブロッキングを行った。ブロッキング後、1次抗体

による抗体反応を 90分行い、PBSにより 3分間の洗浄を 3回行った後、2次抗体反

応を 45分行った。1次抗体には anti-SLC4A10 antibody(#ab122229、Abcam plc、

Cambridge、UK)と anti-AQP1(sc-32737、Santa Cruz Biotechnology、Dallas、Texas、

U.S.A.)を 1：25で希釈して使用し、2次抗体には 1：1000に希釈した Goat Anti-

Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488、#ab150077、Abcam plc、Cambridge、UK) およ

び Goat Anti Mouse IgG H&L (Chromeo® 546、#ab60316、Abcam plc、Cambridge、

UK)を使用した。また核染色は DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)(28718-90-3、同

仁科学研究所、熊本、日本)により染色した。抗体希釈液には、Can Get Signal® 

Immunostain Solution A(NKB-501、東洋紡ライフサイエンス社、東京、日本)を使用し

た。 
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統計解析 

全ての数値は平均値 ± 標準誤差で記載し、検定は 2群間の比較は Studentの t

検定を使用し、多重比較検定は Bonferroni法で行った。有意差は、P < 0.05 とした。 
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結果 

 

近位尿細管管腔側、基底側の Na依存性酸塩基輸送(NHE様活性) 

カバーガラス上に固定したマウス単離尿細管の管腔側を split-open法により露出さ

せ、pH感受性蛍光色素 BCECF-AMを用いて細胞内 pHを測定した。灌流液を

HEPES緩衝液から Na+非含有液に変更して灌流液の Na+除去を行うと急速な細胞内

pH低下が見られ、Na+の再添加により細胞内 pHの上昇が見られ(NHE様活性)、  

Na依存性の酸塩基輸送が行われている事を確認した。この反応は NHE1阻害剤

HOE642の影響を受けなかった(図 6A)。 

一方、単離近位尿細管を切開せず基底側のみ灌流される状態で同様に灌流液の

Na+除去を行うとわずかな細胞内 pH低下が見られたが、この反応は HOE642により

ほぼ完全に抑制されたことから、近位尿細管基底側の NHE1の活性を反映していると

考えられた(図 6B)。 

これらの結果から、NHE様活性における基底側の輸送体の影響は極めてわずかで

あり、split-open法により管腔側を露出させた状態で測定された NHE様活性は管腔

側の Na依存性酸塩基輸送体の活性をほぼ反映していると考えられた。以降の実験

では単離近位尿細管の管腔側 NHE様活性は split-open法を施行した尿細管で評価

した。  
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(A) 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 単離近位尿細管 NHE様活性 

(A) split-open法による管腔側の露出あり (B) 管腔側の露出なし 

NHE様活性は灌流液より Na+除去後の dpH/dtの最大値(破線)とし、灌流液は

HEPES液と Na+ free HEPES液(表 1)を使用した。 

HOE642：cariporide (NHE1阻害薬) 
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近位尿細管管腔側 Na非依存性酸塩基輸送 

次に、split-open 法により管腔側を露出させたマウス単離尿細管で灌流液の Na+除

去後の細胞内 pH の測定を続けたところ、灌流液の Na+除去直後には急速な細胞内

pH の低下が見られたが、その後徐々に pH の上昇が認められた(図 7)その際灌流液

の Na濃度は一定であるため、Na 非依存性の酸分泌機序が想定された。近位尿細管

管腔側に V-ATPase が発現していることが知られており、V-ATPase を介した酸分泌に

より細胞内酸性化回復が起きていると考えられた(79)。そのため V-ATPase 阻害剤

bafilomycin 100 nM を添加の上、同様に灌流液の Na+除去後の細胞内 pHの変化を

観察したところ、Na非依存性 pH上昇は bafilomycinで完全に抑制された。一方、Na+

除去直後の NHE 様活性は bafilomycin の影響を受けなかった(図 7)。この結果から

V-ATPaseが近位尿細管管腔側のNa非依存性酸塩基輸送に関与していると考えられ

たため、以降の実験では全ての灌流液に 100 nM bafilomycinを添加した。 
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図 7近位尿細管 V-ATPase活性 

灌流液は HEPES液と Na+ free HEPES液(表 1)を使用した。Na非依存性の細胞内酸

性化回復過程は V-ATPase特異的阻害剤 bafilomycinにより完全に抑制された。 
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近位尿細管管腔側 NHE様活性における NHEの役割 

近位尿細管管腔側の Na 依存性酸分泌には NHE3、NHE8 が関与することが報告

されている(63)。マウス、ラット、ヒト近位尿細管における NHE の役割を明らかにするた

め、近位尿細管管腔側 NHE 様活性に対する NHE 阻害剤 EIPA の効果を測定した。

100 μM EIPA による NHE 様活性の阻害率はマウスでは 52.0±1.9%、ラットでは 45.2

±2.6%と 50%前後であった。 一方、ヒトでは 17.6±5.1%と阻害率が有意に低く、ヒト

においては NHEの関与が少ない可能性が考えられた(図 8) 

 

図 8 位尿細管管腔側 NHE様活性に対する EIPAの阻害効果 

阻害率 (%) = (1 – EIPA添加後の NHE様活性/EIPA添加前の NHE様活性) × 

100 としてマウス (n = 10)、ラット (n = 8)、ヒト (n = 7) の近位尿細管管腔側 NHE様

活性に対する EIPAの阻害効果を測定した。(** P < 0.01 versus ヒト) 
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次に、マウス単離近位尿細管にNHE3、NHE8に対する siRNAを導入したサンプル

を用いて定量 PCR を行い、各 siRNA の抑制効率と特異性を検証した。siNHE3 を導

入した近位尿細管の NHE3 mRNA発現量はコントロール(si-scramble)と比して 14.7±

8.4%と抑制され(図 9A)、siNHE8 を導入した近位尿細管の NHE8 mRNA発現量はコ

ントロール(si-scramble)と比して 24.1±4.4%と抑制されていた(図 9B)。また siNHE3 に

よる NHE8 への off-target 効果、siNHE8 による NHE3 への off-target 効果は無いこと

が示された。 

さらに siRNAにて NHE3 と NHE8の遺伝子発現を抑制したマウス単離近位尿細管

に split-open 法を用いて管腔側 NHE 様活性を評価した。それぞれの siRNA の NHE

様活性への影響を調べたところ、NHE3遺伝子発現を抑制した単離尿細管のNHE様

活性はコントロール(si-scramble)と比較して 50%程度に減弱していた。一方、NHE8 遺

伝子発現を抑制した単離尿細管の NHE 様活性とコントロールの間に有意差は見られ

なかった。(図 9C) 以上より NHE8は管腔側の NHE様活性に殆ど寄与していないこと

が確認された。 
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図 9A siNHE3による遺伝子抑制効率 

si-scramble(n = 4)、siNHE3(n = 4)、

siNHE8(n = 4)を導入したマウス近位尿

細管の NHE3 mRNA発現量を+si-

scrambleを 100%として比較した。(* P < 

0.01 versus + si-scramble, # P < 0.01 

versus + siNHE8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9B siNHE8による遺伝子抑制効率 

si-scramble(n = 4)、siNHE3(n = 4)、

siNHE8(n = 4)を導入したマウス近位

尿細管の NHE8 mRNA発現量を+si-

scrambleを 100%として比較した。(* P 

< 0.01 versus + si-scramble, # P < 0.01 

versus + siNHE3) 
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図 9Cマウス近位尿細管管腔側 NHE様活性における NHE3/8の寄与 

siRNA(si-scramble、siNHE3、siNHE8)を用いて遺伝子抑制を行ったマウス近位尿細

管の NHE様活性を、+ si-scrambleを 100%として比較した。(* P < 0.05 versus + si-

scramble、# P < 0.05 versus + siNHE8)  
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NHE様活性への Cl-依存性輸送体の関与の検討 

以前から Aronson らは近位尿細管管腔側に Cl-依存性酸塩基輸送体が存在する可

能性を提唱している(図 10A)(102)。近位尿細管での発現や管腔側への局在は明らか

にされていないが、AE や NCBT、NDCBE などの陰イオン輸送体が Cl-依存性に

HCO3
-輸送を行っている可能性があるため、Cl-存在下と非存在下で管腔側NHE様活

性を比較検討した(図 10B)。Cl-非存在下でも NHE 様活性は影響を受けず、細胞外

Cl-と共役している輸送体の関与は否定的であった。 
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(A) 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 近位尿細管管腔側 NHE様活性における Cl-依存性の検討 

(A) Cl-依存性輸送体モデル。例としてギ酸イオンや硫酸イオン、シュウ酸イオンを介し

て間接的に NaClが共輸送されている可能性を考慮している。 

(B) Cl-存在下と非存在下におけるマウス近位尿細管管腔側 NHE様活性 

初回反応は HEPES液と Na+ free HEPES液を用いた通常の Na+除去後に HEPES液

に戻し、細胞内 pHが上がり切った後に灌流液を Cl- free HEPES液に置換した。2回

目の反応は Cl- free Na+ free HEPES液により Na+除去を行った。 

灌流液は全て表 1に記載のものを使用した。 
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NHE様活性への陰イオン輸送体の関与の検討 

近位尿細管管腔側の酸塩基輸送は重炭酸に依存せず、酸の分泌によると考えられ

てきた(49)。しかし、NHE以外の管腔側Na+依存性酸塩基輸送機構の有無を明らかに

するため、陰イオン輸送体阻害剤 DIDS の NHE 様活性への影響を調べた。500 μM 

DIDS による NHE 様活性の阻害率はマウス、ラットで 43.7±2.4%、36.3±5.2%であっ

たのに対し、ヒトでは 66.5±3.1%と DIDS による阻害率が有意に高く、陰イオン輸送体

による酸塩基輸送の影響が大きいことが示唆された(図 11)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 近位尿細管管腔側 NHE様活性に対する DIDSの阻害効果 

阻害率 (%) = (1 – DIDS添加後の NHE様活性/DIDS添加前の NHE様活性) × 100

としてマウス (n = 15)、ラット (n = 12)、ヒト (n = 10) の近位尿細管管腔側 NHE様活

性における DIDSの阻害効果を測定した。(** P < 0.01 versus ヒト) 
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管腔側 NHE様活性への NHE と陰イオン輸送体の関与の検討 

NHE阻害剤 EIPA及び陰イオン輸送体阻害剤 DIDSを同時に添加し管腔側 NHE様

活性への影響を評価した。100 μM EIPA及び 500 μM DIDSの同時添加により NHE

様活性の阻害率はマウスで 67.2±2.7%であったのに対し、ラット、ヒトでは 83.5±2.0%、

84.4±2.5%であった(図 12)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 近位尿細管管腔側 NHE様活性に対する EIPA + DIDSの阻害効果 

阻害率 (%) = (1 – EIPA と DIDS添加後の NHE様活性/EIPA と DIDS添加前の

NHE様活性) × 100 としてマウス (n = 9)、ラット (n = 7)、ヒト (n = 5) の近位尿細管

管腔側 NHE様活性における EIPA + DIDSの阻害効果を測定した。(** P < 0.01 

versus マウス) 
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近位尿細管管腔側 DIDS感受性輸送体の同定 

最近、ラット近位尿細管管腔側に Na+/HCO3
-共輸送体 NBCn2 が発現している事が

報告された(94)。Wang らは免疫組織化学染色と Western blotting により NBCn2 蛋白

が近位尿細管管腔側に発現している事を示し、また、数学的なモデルにより酸塩基輸

送へ寄与している可能性を示したが、実際の尿細管において NBCn2 がどのように酸

塩基輸送に関与しているかは明らかでない。このため NBCn2に対する siRNAをラット

単離近位尿細管に導入し定量 PCR と生理実験にてNBCn2のNHE様活性への寄与

を検討した。NBCn2に対する siRNAの導入により NBCn2 mRNA発現量はコントロー

ル(si-scramble)と比較して 6.4±3.3%と十分に抑制されていた(図 13 A)。 

さらに siRNA にて NBCn2 の遺伝子発現を抑制したラット単離近位尿細管に split-

open法を用いて管腔側NHE様活性を評価した。siNBCn2によって管腔側NHE様活

性は約 50％抑制されることを確認した(図 13B)。 
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(A)                               
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図 13 ラット近位尿細管管腔側 NHE様活性における NBCn2の寄与 

(A) siRNAによる遺伝子抑制効率 

si-scramble(n = 4)、siNBCn2 (n = 5)を導入したラット近位尿細管の NBCn2 mRNA発

現量を+si-scrambleを 100%として比較した。(** P < 0.01 versus + si-scramble) 

(B) siRNA(si-scramble、siNBCn2)を用いて遺伝子抑制を行ったラット近位尿細管の

NHE様活性を、+si-scrambleを 100%として比較した。(** P < 0.01 versus +si-

scramble) 
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また、ラット肝・脳・腎皮質の Western blotting、免疫組織化学染色により NBCn2 蛋

白の発現と腎皮質における局在を確認した。Western blottingでは NBCn2が脳と腎皮

質に豊富に発現している一方、肝臓には発現していないことが示された(図 14A)。免

疫組織化学染色では NBCn2 蛋白が水チャネル AQP-1 と同様に近位尿細管上皮細

胞の細胞膜に発現していることが示された。(図 14B) 

(A)  

 

(B) 

 

図 14A ラット肝臓、脳、腎皮質における NBCn2発現 

Western blottingによるラット肝臓、脳、腎皮質の NBCn2蛋白発現解析 

positive control として脳、negative control として肝臓を評価した。 

図 14B ラット腎皮質における NBCn2局在 

免疫組織化学染色によるラット腎皮質の NBCn2蛋白局在解析 

G：糸球体 P：近位尿細管 
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ヒト近位尿細管 NBCn2の発現 

ヒトでは腎臓に NBCn2 が発現していることが報告されているがその局在は明らかで

ない(103)。このためヒト腎組織において Western blotting および免疫組織化学染色に

より NBCn2蛋白の発現と局在を確認した。ヒト腎皮質のWestern blottingでは NBCn2

蛋白の発現を確認し(図 15A)、また、免疫組織化学染色により NBCn2 蛋白が水チャ

ネル AQP-1 と同様、近位尿細管上皮細胞膜に管腔側優位に発現していることが示さ

れた(図 15B)。 
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(B) 

 

図 15 ヒト腎皮質における NBCn2発現と局在 

(A) Western blottingによるヒト腎皮質の NBCn2蛋白発現解析 

(B) 免疫組織化学染色によるヒト腎皮質の NBCn2蛋白局在解析 

P：近位尿細管 
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考察 

 従来、近位尿細管の管腔側における Na 依存性酸分泌機構の中心は NHE3 である

と考えられてきた。しかし、Nhe3 欠損マウスやヒト NHE3 機能廃絶型変異症例では酸

血症を来さない事などから NHE3 の寄与の度合いには疑問が呈されていた(66)。この

ため、本研究では近位尿細管管腔側の Na 依存性酸塩基輸送(NHE 様活性)につい

て検討を行った。NHE 阻害剤 EIPA により近位尿細管管腔側の NHE 様活性はマウ

ス、ラット、ヒトで約 20-50%のみの抑制であった。また、マウス単離尿細管の NHE3 に

対する siRNA 導入によっても NHE 様活性は約 50％しか抑制されなかった。一方、こ

のNHE様活性は陰イオン輸送体阻害剤DIDSにより 30～70%が抑制され、未知の輸

送体の存在が示唆された。さらに、ラット近位尿細管管腔側に NBCn2 が発現している

ことが最近報告されていたが(94)、本研究でラット単離尿細管に NBCn2 に対する

siRNAを導入したところ、NHE様活性は約 50%が抑制された。これらの結果から、ラッ

ト近位尿細管管腔側の酸塩基輸送に NBCn2 が関与していることが初めて示された。

また、ヒト近位尿細管管腔側にも NBCn2 が発現していることが明らかになったが、ヒト

では Na依存性酸塩基輸送の大半が DIDSにより抑制された事を考慮すると、NBCn2

が酸塩基輸送に大きく関わっている可能性が考えられた。 

本研究では私の所属する研究グループにより開発された単離尿細管 split-open法

を用いて近位尿細管管腔側輸送体の解析を行った。従来の微小灌流法は確実に行う
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ことができれば実際の尿細管の輸送を反映する有益なものであるが、手技が非常に煩

雑で、確実に尿細管内腔に溶液を灌流させるには相当の熟練を要した。これに対して

split-open法は顕微鏡下でカバーガラス上に単離尿細管を固定し、鋭利な刃物により

内腔を露出させるもので(図 3A)、手技が比較的容易かつ微小灌流法と異なり同時に

複数の尿細管を観察することが可能であるという利点もあり、既に成果を上げている

(6)。しかしこの方法は手技が簡便である一方、尿細管基底側の一部も灌流液に露出

しているため基底側の輸送体の影響を受ける可能性も考えられた。そこで本研究では

初めに、split-open法を施行した単離尿細管の NHE様活性に対して、基底側の輸送

体の影響がごくわずかであることを生理実験で確認した (図 6)。また、新鮮単離近位

尿細管の V-ATPaseの活性を測定することは非常に困難であり、報告もごくわずかで

あった(104)。本研究で split-open法により V-ATPase活性が検出されたことも、近位尿

細管管腔側の輸送活性を測定していることを支持するものである(図 7)。 

単離近位尿細管へ siRNAを導入し特定の輸送体機能をノックダウンする手法も私

の所属する研究室で開発されたものである(98)。従来遺伝子改変動物の作成には多

大な労力や資源を要し、動物が発育せず実験が行えないことがあるなどの問題もあっ

た(75, 76)。本方法は成体の実験動物から採取した組織に簡便な操作により siRNAを

導入し、標的とする輸送体の mRNA発現を抑制することができるもので、単離近位尿

細管の特定の輸送体活性を ex vivoで評価できる画期的な方法でありすでに成果を
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上げている(98)。しかし培養尿細管を用いることによる制限もある。例えば新鮮尿細管

では生理的な管腔構造が保たれているため split-open法を用いた管腔側の露出が容

易だが、培養尿細管では困難な場合があることが挙げられる。 

またラットおよびマウスではこの遺伝子導入技術が確立しているがヒトではこの遺伝

子導入技術は確立していない。これには、実験動物では腎臓摘出後ただちに近位尿

細管を単離し培養および siRNA処理を開始することができるが、ヒトにおいては採取

できる検体量が限られており、かつ腎臓の阻血から摘出までの時間が長くなる事が影

響している可能性がある。今後は培養や siRNA処理の条件を変更する等を検討する

必要がある。 

本研究では NHE阻害剤 EIPAおよび陰イオン輸送体阻害剤 DIDSによる NHE様

活性の阻害効果をマウス、ラット、ヒトで評価し、Na 依存性酸塩基輸送機構に種による

差があることが示唆された。DIDS は陰イオン輸送体を非特異的に阻害するため、

NBCn2以外の例えばAEやNDCBEなど、腎臓近位尿細管に発現が確認されていな

い陰イオン輸送体が関与している可能性は否定できない。NBCn2 に特異的な阻害剤

が存在しないため、本研究ではラットの近位尿細管に siRNAを用いて NBCn2の遺伝

子発現を抑制することで、NBCn2 の生理機能活性を間接的に評価した。また腎臓に

発現する NBCn2 バリアントは種によって異なることが知られており、マウス腎臓には

NBCn2の発現が確認されていない。NBCn2バリアントの分子構造や制御機構の違い
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が、薬剤感受性や輸送体活性の差を生じている可能性がある。マウスにおいて NHE

阻害剤 EIPA、陰イオン輸送体阻害剤 DIDSの同時添加による NHE様活性の抑制が

ラット、ヒトと較べ有位に少ないことからは、マウス近位尿細管管腔側において NHE3 と

NBCn2以外の Na輸送機構の存在が考えられる。 

近位尿細管管腔側の酸塩基輸送は重炭酸に依存しない酸の分泌によると考えられ

ている(図 1)(105)。すなわち、管腔側から近位尿細管細胞内に取り込まれた CO2 と

H2Oは炭酸脱水酵素(CA)の作用によりH+とHCO3
-となり、H+は主にNHE3により管腔

側に、HCO3
-は NBCe1 により基底側に輸送されていると考えられている。このことは

CAⅡの欠損によりヒトで近位尿細管性アシドーシスを生じることからも裏付けられてい

る(106)。 

本研究では重炭酸を含まない実験系で検討を行うことで、近位尿細管管腔側で

NBCn2が重炭酸非依存的に Na依存性酸塩基輸送を担っている可能性を示した。既

報ではNBCn2は重炭酸存在下で輸送活性をもつことが報告されているが。(87, 107)、

これらで報告されている輸送様式は Xenopus oocyte や培養細胞への強制発現により

解析されたものであり、近位尿細管 in vivoでの輸送を全て反映しているわけではない

可能性がある。輸送様式や輸送活性が変化する機序として、例えば IRBIT (IP3 

Receptor Binding Protein Released with Inositol Trisphosphate)などの in vivoにおける

共役因子が考えられ、今後さらなる検討が必要である。  
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結語 

本研究により、ラット近位尿細管管腔側において NBCn2が Na依存性酸塩基輸送

を担っていることが示された。また、ヒト近位尿細管管腔側にも NBCn2が発現してお

り、同様に酸塩基輸送を担っている可能性が示唆された。近位尿細管における

NBCn2の制御機構については不明な点が多いが、制御機構を解明することにより高

血圧や酸塩基平衡異常の新規治療方法の開発につながる可能性がある。 
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