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総　論　の　部

緒 言

　経口投与された薬物は、製剤の崩壊、薬物の放出、消化管液による薬物の溶解といっ

た諸過程を経て、最終的に消化管より吸収され脈管系へ移行する1’2）。薬物の腸管吸収

は、経口投与された薬物のバイオアベイラビリティーを規定する重要な過程の一つであ

り、ミクロ的には腸上皮細胞膜を介する膜輸送現象の集積されたものである。一般に薬

物は、生体膜を構成する脂質二分子層を受動拡散によって透過するため、その透過速度

は薬物固有のイオン化の程度や脂溶性といった物理化学的性質に大きく支配されている。

一方、経口用β一ラクタム抗生物質のように低脂溶性であり、かつ生理的pHでイオン化し

ているにも関わらず良好な吸収性を示す薬物も存在する。これまで、著者らの研究室で

は、小腸並びに腎尿細管刷子縁膜小胞3－7）や培養細胞8－10）を用いた薬物輸送研究によって、

経口用β一ラクタム抗生物質などペプチド類似薬物の吸収が、ペプチドトランスポータに

よって媒介されることを明らかにしてきた。

　ペプチドトランスポータは、刷子縁膜を介したH＋勾配を駆動力として、タンパク質消

化産物である小分子ペプチド（ジペプチド及びトリペプチド）を細胞内に能動輸送し、

アミノ酸トランスポータと共にタンパク質の吸収や恒常性の維持に重要な役割を担って

いる（Figure）lu2）。アミノ酸の種類を20種類としてもジ及びトリペプチドの数は、

400並びに8，000種類になることから、ペプチドトランスポ丹羽は広範な基質認識性を有

することとなる。従って、経口用β一ラクタム抗生物質3－10）や抗癌剤Bestadnm5）など、構i

造的に小分子ペプチドと類似したペプチド類似薬物は、ペプチドトランスポータによっ

て誤認識・輸送されるため、物理化学的性質から予測されるよりも高い消化管吸収性を

示すと考えられている。一方、腎尿細管に発現するペプチドトランスポ唱導は、糸球体

濾液中の小分子ペプチドを再吸収しアミノ窒素の保持に寄与している16）。腎に発現して

いるペプチドトランスポータは、ペプチド類似薬物の再吸収を行いそれら薬物の生体内

半減期の延長に関与している可能性がある7＞。

　この様に生理・薬物動態学的に重要とされるペプチドトランスポータは、機能面を中
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心に幅広い解析が行われてきたが、その分子的実体は長らく不明であった。1994年、

Fei17）らは、発現クローニングの手法を用いてウサギ小腸よりペプチドトランスポータ

（PEPT　1）のcDNAクローニングを行い一次構造等を明らかにした。しかし、ペプチド

類似薬物の認識性や、ペプチドトランスポータの多様性に関しては不明の点が多かった。

そこで著者は、小腸及び腎尿細管におけるペプチドトランスポータを介した薬物輸送の

分子的解析を目的とし、ラットペプチドトランスポータのcDNAクローニングを試み、2

種のトランスポータ（PEPT　1及びPEPT2）の単離に成功した。第1章ではcDNAクローニ

ングに基づくラットペプチドトランスポータの構造・臓器分布並びに輸送機能特性につ

いて検討した。さらに、第H章では両トランスポータの機能的相違点及び薬物認識能に

ついて比較精査し、最後に第皿章でペプチドトランスポータの輸送機序解明の観点から、

構造・機能相関に関する分子的解析を行った。

　以下に得られた結果を論述する。

管腔

タンパク質

刷子縁膜

　　アミノ酸
オリゴペプチド

　　　アミノ酸

細胞 側底膜　血管

アミノ酸

　　　　Naヤ
ジ・トリペプチド

ペプチド類似薬物

　　　　H＋

　　　　Na＋

ジ・トリペプチド

ペプチド類似薬物

　　　ATP
3Na†

H＋

　　ADP刈咽
2Kナ

Figロre　　】Epithe量ial　transport　of　protein．digestive

products　and　peptide－1ike　drugs．
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第1章ラットPEPT1及びPEPT2のcDNAクローニング

　経口用β一ラクタム抗生物質は、低脂溶性であり、かつ生理的pHでイオン化しているに

も関わらず良好な吸収性を示すことから、その腸管吸収には特殊輸送系の関与している

ことが示唆されてきた18’23）。その後、著者らの研究室における小腸並びに腎L尿細管刷子

縁膜小胞や培養細胞を用いた薬物輸送研究によって、H＋勾配を駆動力とするペプチドト

ランスポータがβ一ラクタム抗生物質の刷子縁膜輸送を媒介していることが解明された甥。

さらに、その他の薬物についても同様の検討がなされ、ペプチドトランスポータは、広

範なペプチド類似薬物を輸送することが明らかになった。これらの薬物としては、β一ラ

クタム抗生物質3層lo）、ジペプチド様抗癌剤Bestatin13’15）並びにアンジオテンシン変換酵素

（ACE）阻害剤であるcaptophlやenalapri12生25）等が含まれる（Fig．1－1）。また、経口吸収

性の低い薬物をアミノ酸修飾することによってペプチドトランスポータの基質とし、経

口吸収性を改善する試みもなされている。本態性高血圧の治療薬であるL一α一methyldopa

をL－phenylalanineで修飾したL一α一methyldopa－L－phenylぬnine27’28）や、抗ウイルス剤

acyclovirにL－valineを結合させたvalacyclovir2餌31＞等が挙げられる（Fig．1－1）。

　この様に薬物動態学的に重要とされるペプチドトランスポータは、機能面を中心に幅

広い解析が行われてきたが、臓器間で基質認識性に相違点が認められるなど、トランス

ポータの多様性や臓器分布について不明の点も多く残されていた。従って、これらの問

題点を解決するためには、ペプチドトランスポータのcDNAクローニングに基づく、単

一分子レベルでの解析が必須であると考えられた。1994年、Feiら17）は発現クローニン

グの手法を用いて、ウサギ小腸よりペプチドトランスポータ（PEPT　I）のcDNA単離に

成功した。そこで著者は、ウサギPEPT　Iのアミノ酸配列を参考にして、ラットペプチド

トランスポータのcDNAクローニングを試みた。本章では、2種のペプチドトランスポー

タ（PEPT　1及びPEPT2）のcDNAクローニングに基づく、両トランスポータの構造、臓器

分布並びに輸送機能特性について詳細な検討を加えた。
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第1節　ラットPEPT　1の構造・臓器分布及び機能特性

1－1PEPT　1の構造

　ウサギPEPT　Iのアミノ酸配列を参考にdegenerate　primerを合成し、ラット腎mRNAを鋳

型としてRT－PCRを行ったところ、2種類のPCR産物が得られた。これらのPCR産物をそ

れぞれプローブとして、ラット腎cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、完全

長のcDNA（PEPT　1及びPEPT2　cDNA）の単離に成功した。ラットPEPT　I　cDNAは2，921塩

基対からなり、開始コドンとpoly（A）＋末端を有していた。　Qpen　rea（hng　frameのシークエ

ンスよりラットPEPT1は710個のアミノ酸からなり、ハイドロパシー解析の結果、12回

膜貫通型タンパクであることが推定された。また、アミノ酸配列から予想される糖鎖結

合部位が9番目と10番目の膜貫通領域に挟まれた細胞外ループに存在することが示唆さ

れた（Fig．1－2）。

Fig．　1・2　Predicted　secondary　structure　of　rat　PEPT1．　●represents　the　identical　amino　acid

residues㎜ong　rat，　rabbit　and　human　PEPT　I．　PKA　and　PKC　are　the　putative　phosphorylation　sites，　Trees

aPe　the　putative　glycosylation　sites．
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ト2 PEPTlの臓器分布

ラットpEPTlmRNAの臓器分布をノーザンブロットによって検討 したところ､小腸 に

のみ約2.9kbのバンドが検出された (Fig.1-3)｡また特異的プライマーを用いたRT-PCR

では小腸以外に腎皮質及び腎髄質にも発現が認められた｡ラットpEFrlに対する抗体 を

用いてウェスタンブロット分析を行った結果､ラットpEfyrl(75kDa)は十二指腸､空

腸及び回腸に強く発現していたが､結腸や直腸では検出されなかった (Fig.1-4)｡ また

腎においても検出されたが､その発現量は小腸の各部位に比べて低いことがわかった

(Fig.1-4)｡ さらに固定切片を用いた免疫組織染色によって､ラットpEPTlは小腸械毛

部の刷子縁膜に局在 していることが示された｡また腎では､近位尿細管上皮細胞の刷子

縁膜に発現していることがわかった｡これらの臓器分布や膜局在性は､これまで膜小胞

系や培養細胞系で示唆されてきた知見と良く対応 していた｡

Fig.1-3 NorthernblotanalysisofratPEPTlmRNA inrattissues.Five

LLgOfpoly(A)◆RNAfromtheindicatedtissueswasrunineachlaneardhybridizedwiththe
fulllengthratPEPTICDNAathighstnngency.
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Fig．14　1mm皿oblot　analysis　of山e　rat　digesti▼e　tract　and　kidney
with　anti・PEPTl　serum．　Twenty－five陣g　of　membrane　protein　of　each　sample

was　sepa田ted　by　SDS－PAGE　al笈1　su切㏄ted　to　immunoblotting．

1－3PEPT　1の機能特性

　ラットPEPT　Iの輸送機能特性について調べるため、アフリカツメガエル卵母細胞発現

系を用いて薬物取り込み実験を行った。取り込み実験の基質としては、既に膜小胞系や

培養細胞系の検討から、ペプチドトランスポータの基質となることが報告されている、

経口用β一ラクタム抗生物質ce伍b鵬n並びにcephradineを用いたM碍10）。ラットPEPTl

RNA注入卵母細胞による両薬物の取り込み活性を測定したところ、いずれの薬物も水注

入卵母細胞よりも取り込み量が上昇し、さらに内向きH＋勾配存在下で取り込みが促進さ

れた（Fig．1－5）。ce丘ibuten並びにcephradhleの取り込みは過剰量のジペプチドやBestatinで

阻害されたが、グリシンによる阻害効果は観察されなかった（Fig．1－6）。またce飢bu｛en

及び㏄phradine取り込みの濃度依存性を測定したところ、高濃度において飽和性が観察さ

れた。PEPTIを介した特異的な取り込み量に基づいて輸送パラメータを求めた結果、見

かけの㎞値はそれぞれ0．9血M（㏄缶buten）、12　nM（cephradine）であった（Fig．1－7）。

これらの結果は、PEPT1が両薬物の輸送担体として機能していることを強く示唆するも

のである。
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Fig. 1-5 Uptake of ceftibuten (A) and cephradine (B) by oocytes injected with water or
rat PEPTI cRNA. Uptake by oocytes was assayed for 1 hr at 25eC in the presence of either cefubuten (1

mM) or cephradine (3 mM). Each column represents the mean ± S.E. of three experiments. Four oocytes
were used fbr each uptake experiment.
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oocytes．　Uptake　of　cefdbuten　or　cephradine　was　measured　in　the　uptake　medium（pH　6．0）at　various

concentrations（0．2－20　mM）for　l　hr　at　25℃by　oocytes　injected　with　water（○）or　rat　PEPT　l　cRNA（●）．

Inset　shows　Eadie－HofStee．　plot　of　the　uptake　after　correction　fbr　the　nonsaturable　component．　Each　point

represents　the　mean±S．E　of　three　experiments（R）ur　oocytes　per　experiment）．

第2節　ラットPEPT2の構造・臓器分布及び機能特性

2－1PEPT2の構造

　腎cDNAライブラリーのスクリーニングによって得られたラットPEPT2　cDNAは、全長

3，938塩基対からなり、開始コドンとpoly（A）床端を有していた。　Qpen　reading　fピameには、

729個のアミノ酸から構成される推定12回膜貫通型タンパクがコードされていだ。ラッ

トPEPT　1とのアミノ酸相同性は48％であったが、推定膜貫通領域では高いアミノ酸保存

性が見られた（Fig．1－8）。また、ラットPEPT　1と同様に9及び10番目の膜貫通領域に挟

まれた細胞外ループに、糖鎖結合部位の存在することがわかった。
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2－2PEPT2の臓器分布

　ノーザンプロット分析によって、ラットPEPT2　mRNAの臓器分布について調べた。そ

の結果、ラットPEpr2　mRNAは腎（髄質部〉皮質部）に最も多く発現しており、脳、肺、

脾臓でもわずかに発現していたが、小腸での発現は認められなかった（Fig．1－9）。また

特異的プライマーを用いたRT－PCRによっても、同様の結果が得られた。次に、ラット

PEPT2　C末端部合成ペプチドに対する抗ペプチド抗体を作成し、ラット各組織より調製

した形質膜に対するウエスタンプロット分析を行った。Fig．1－10Bに示すように、　PEFr2

タンパクは腎及び肺に発現していることがわかった。ノーザンプロットとは対照的に、

脳においてPEPT2タンパクの発現が認められなかったのは、　PEPT2の脳での発現量が低

いことと発現部位が限定されているため、隔膜画分では検出されなかったものと推察さ

れた。次に、腎尿細管上皮細胞におけるラットPEPT2の局在性を調べるため、腎皮質部

より同時調製した刷子縁膜（Brush－border　Memb㎜e：BBM）並びに側底膜（Basolateral

Memb㎜e：BLM）32）を用いてウエスタンプロット分析を行った。その結果、105　kDaの

バンドが刷子縁膜にのみ検出された。

kb

4．4一

2，4一

t4一

鯵器 漁鍮

Fig．1・9　Nortbern　blot　ana且ysis　of　rat　PEPT2　mRNA　in　rat　tissues．　Five
興gof　poly（A）＋RNA　f廿om　the　indicated　tissues　was　rロn　in　each　lane　and　hybrid伽d　with　the

負1111ength　rat　PEPT2　cDNA　at　high　s㎞ngency．
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w難hanti・PEPT1（A）and　anti・PEPT2　serum（B）。　Cnlde　plasma　membranes（25

μ9）倉・m鯉htissue　w㏄・el㎜届by　SDS－PAGE醐・呵㏄t甜t・imm…b1・tti・g・

2－3PEPT2の機能特性

　卵母細胞発現系を用いてラットPEPT2の輸送機能について検討したところ、ラット

PEPT2　RNA注入卵母細胞において、ペプチドトランスポータの典型的基質で加水分解抵

抗性ジペプチドglycylsarcosine（Gly－Sar）の取．り込みが、水注入卵母細胞よりも顕著に

増大した（Fig．1－11）。さらにBestadn取り込みに及ぼすぼ勾配の影響について調べたと

ころ、ラットPEN2はH＋勾配依存的にBesta丘nを輸送することが示された（Fig．1－12）。

従ってラットPEPT2もPEPTIと同様に、　H＋勾配依存的にジペプチドやペプチド類似薬物

を輸送することが機能的に実証された。
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第3節考 察

　本章では、PCR法を応用してラットペプチドトランスポータPEPT　I及びPEPT2のcDNA

クローニングを行い、両トランスポータ構造解析、臓器分布並びに輸送機能特性につい

て検討を加えた。

1．PEPT　I及びPEPT2の構i造

　ラットPEPT　1は、ヒト33＞及びウサギ17）PEPT　1とそれぞれ、83並びに77％のアミノ酸ホ

モロジーを示した。またラットPEPT2のヒ’ト34＞並びにウサギ35）PEPT2とのアミノ酸ホモ

ロジーは、いずれも82％であった。いずれのトランスポータ間でも、膜貫通領域におい

て高いアミノ酸相同性が観察された。ラットPEPT　1及びPEPT2のアミノ酸ホモロジーは

48％であり、機能的にもファミリーを形成していると考えられるが、ラット脳より単離

されたペプチド／ヒスチジントランスポータ（PHT）36）は、両トランスポータとのホモ

ロジーが低く、ファミリーを形成しているとは考えられていない。H＋勾配を駆動力とし

て、ジ・トリペプチドを細胞内に輸送するシステムは、哺乳動物のみならず、線虫37）や

ショウジョウバエ38）にも存在し、自然界に普遍的なシステムとして機能していることが

推察される。またペプチドトランスポータファミリーは、PTRファミリーの一員を形成

していることが報告されている39’40）。

　プロテインキナーゼA（PKA）及びプロテインキナーゼC（PKC）によってリン酸化

される部位が、アミノ酸配列上推定されている41＞。そこで、ラットPEPT1及びPEPT2に

おけるこれらアミノ酸配列の検：索を行ったところ、PEPT1ではPKA及びPKCによる推定

リン酸化部位がそれぞれ1ヶ所つつ、またPEPT2ではそれぞれ3ヶ所つつ存在した。ヒト

PEPT　I発現細胞であるCaco－2を用いた検討により、ペプチドトランスポータはPKA42）及

びPKC43）により輸送活性が調節されることが報告されており、これら推定リン酸化部位

が直接リン酸化されることによって、輸送機能の調節に関与している可能性が考えられ

る。また、食餌中のタンパク量⑭、培養液中のジペプチド濃度45）並びに薬剤性腸障害46）

によるペプチドトランスポータの輸送活性調節において、PKAやPKCの関与しているこ

とが示唆されている。
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2．PEPT　1及びPEPT2の臓器分布

　ラットPEPT　I　mRNAの臓器分布を調べた結果、小腸及び腎に発現していることがわかっ

た。Feiら17）は、ウサギPEPT　I　mRNAが小腸、腎に加えて、肝臓並びに脳にも発現して

いることを報告している。これらの差異が種差によるものかどうかは不明である。一方

ラットPEPT2　mRNAは腎、脳、肺、脾臓に発現しているが小腸には存在しないことが判

明した。D6ringら47）は、　RT－PCRを用いた解析により、ウサギPEPT2　mRNAが腎、肺、

脳、乳腺に発現していること、並びに弱いシグナルが様々な臓器で認められたことを報

告している。従って、PEPT2はPEPT　Iと異なり多くの臓器、細胞に発現し、様々な生理

的機能を果たしていることが推察される。単離肺細胞を用いた検討により、H＋勾配を駆

動力とするペプチドトランスポータが肺に発現し、肺の恒常性維持に関与しているとい

う報告がなされている48）。また、乳腺細胞においてもペプチドトランスポータが、機能

的に発現していることが示唆されている49）。

　両トランスポータに対する特異抗体を用いて、PEPT　1及びPEPT2の膜局在性について

解析したところ、PEPT　1は小腸及び腎の刷子縁膜に発現していること、並びにPEPT2は

腎の刷子縁膜に局在していることが明らかとなった。従来、腎刷子縁膜小胞を用いた検

討により、腎には2種のペプチドトランスポータの存在することが示唆されてきたが50’5の、

今回の検討よりペプチドトランスポータの機能面における多様性を、分子レベルで実証

することができたと考えられる。

3．PEPT　I及びPEPT2の機i能特性

　これまで、小腸刷子縁三二胞を用いた解析により、電荷の異なるβ一ラクタム抗生物質

の輸送には、輸送特性の異なる2種のペプチドトランスポータが関与していることが示

唆されてきた6’53’54＞。しかし、小腸にはPEPT　1のみ発現していることから、PEPT　I単独

で電荷の異なる多様な経口用β一ラクタム抗生物質の消化管吸収を媒介していることが推

察される。実際、PEPT　I発現卵母細胞を用いて得られたce食ibutenのKm値（0．9　n1M）は、

ラット小腸刷子縁膜小胞系（0．17mM）鮒やラット小腸mRNA注入卵母細胞（0．11mM）

託）から得られた㎞値に比べて若干大きい値を示したが、培養腸上皮細胞Caco－2におけ
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るKm値（0．9血M）8）と一致した。一方cephradineのKm値（12血M）は、膜小胞系（9・4

1nM）3）やCaco－2（8．3加M）8）で報告されている値とほぼ一致する値を示した。また、次

章で述べるPEPT　1安定発現細胞を用いたこれら薬物の輸送実験における阻害剤の効果や

pH依存性の結果は、従来より膜小胞系や培養細胞系で報告されている知見とほぼ対応し

ていた。以上の結果より、小腸刷子縁膜を介した電荷の異なる多様な経口用β一ラクタム

抗生物質の輸送過程が、PEPT　1のみによって説明し得ることが示唆された。また、

Wenzelらシ）は、電荷の異なる経口用β一ラクタム抗生物質（アニオン型：ce且）dme並びに

両性イオン型：cefadroxil）の輸送特性について、ウサギPEPT1発現卵母細胞並びに

Caco－2細胞を用いて解析を行っている。その結果、小腸刷子縁膜小胞で観察された電荷

の異なるβ一ラクタム抗生物質の輸送特性は、これら薬物の物理化学的特質に起因するも

のであることを示唆している。
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第H章　PEPT　1及びPEPT2の機能に関する比較解析

　第1章においてクローニングしたラットPEPTI及びPEPT2は、約50％のアミノ酸ホモ

ロジーを有し異なる臓器分布を示すこと、さらにジペプチドやペプチド類似薬物をH＋勾

配依存的に輸送することが明らかとなった。しかし、両トランスポータの機能的異同に

ついては不明の点が多く、薬物認識特性や輸送制御の分子機構など、両者の機能特性を

比較解析する必要があると考えられた。そこで本章では、先ずペプチドトランスポータ

の簡便な機能評価系の確立を目的として、遺伝子導入に基づきラットPEPT　1及びPEFr2

安定発現上皮細胞を構築した。さらに構築したトランスフェクタントを用いて、両トラ

ンスポータの輸送特性並びにβ一ラクタム抗生物質の認識特性に関して比較精査した。

第1節　PEPT　1及びPEPT2安定発現細胞の構築

　ラットPEPTl　cDNAを動物細胞発現ベクターpBKCMVにサブクローニングし、リン酸

カルシウム共沈法により培養腎上皮細胞LLC－PK1にトランスフェクションした。　G418耐

性獲得を指標として選別した細胞の形質膜に対して、抗PEPT　1抗体によるウエスタンブ

LLC・PK1

LLC・rPEPT1

Apical

　　　　　　　　Basal

ratPEPTI　cDNA！pBK－CMV
Calcium　Phosphate　Transfection

Apical

Basal

　　　　露ゲ

　　　一　　　　一
kDa　　　5　20205　20　鮮9μ◎teln

　46・　　　　　　　　　鮎、

Fig．2・1　Construc髄on　of　LLC・PKI　cells　s吐ably　transfected　with　rat　PEPTI　cDNA．
Mammalian　expression　vector，　pB　K－CMV，　inserted　with　rat　PEPrl　cDNA　was廿ansfected　into　LLC－PK且cells

by　the　CaPO4。coprecipita廿on　method，　G418－resistant　cells　we即e　picked　up，　and　PEPT1－expressing　cells　were

sel㏄霊ed　by　immunoblotting．
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ロッティングを行ったところ、2種の細胞においてPEPTIタンパクの発現が認められた。

そこで、最も発現量の多かったクローンを、LLC－rPEPT　1細胞と命名した（Fig．2－1）。

対照として、ベクターのみをトランスフェクションしたLLC－pBK細胞も同時に作成した。

　そこでこれらトランスフェクタントを用いて輸送実験を行った。Fig．2－2に示すように

cef丘buten、　cephradine並びにBestatinのpH6．0における取り込みは、　LLGpBK細胞よりも

LLC－rPEPT1細胞において顕著に増大した。またこれら薬物のH＋勾配に依存した取り込

み促進は、LLC－rPEPT　1細胞において観察されたが、　LLC－pBK細胞では観察されなかっ

た。一方、ペプチドトランスポータの基質とはならないことが報告されている注射用β

一ラクタム抗生物質cefoロamの取り込みは、　LLC－rPEPT　I細胞とLLC－pBK細胞の間で差は見

られず、またpH依存性も認められなかった。

　次に、ce鉗butenとcephradine取り込みに及ぼすメディウムpHの影響について調べた。

その結果、LLC－rPEPT　1細胞では、　ce食ibutenの取り込みが酸性pHで増大したのに対して、

cephradineはpH5．5付近で最大輸送活性が観察された（Fig．2－3＞。一方、　LLCpB　K糸田胞で

は、両薬物とも顕著なpH依存性は観察されなかった。

　さらにce食ibutenやcephradineの取り込みに及ぼす、種々化合物の共存阻害効果について

検討を加えた。Fig．2－4に示すように両薬物の取り込みは、過剰量のジペプチドやトリペ

プチド、並びに経口用β一ラクタム抗生物質、Bestatin及びcaptopdl等のペプチド類似薬物

の存在下で阻害された。しかし、アミノ酸であるglycineやカチオン性化合物

te虻aethyl㎜o舳（EA）やcimeti曲eは、阻害効果を示さなかった。これらの結果は、

LLC－rPEPT　I細胞においてラットPEPT　Iが機能的に発現していることを示唆するものであ

る。

　LLC－rPEPT　I細胞と同様に、ラットPEPT2　cDNA挿入発現ベクターをLLC－PKlにトラン

スフェクションし、ラットPEPT2安定発現細胞の構築を試みた。約40種のG418耐性クロー

ンについてGly－Sarの輸送活性を調べたところ、数種のクローンについて高い取り込み活

性が観察された。これらのクローンにおけるラットPEPT2　mRNAの発現をノーザンプロッ

ティング分析によって検討したところ、いずれのクローンにおいてもラットPEPT2

mRNAの発現が認められた。そこで、　Gly－Sarの輸送活性が最も高かったクローンを

LLC－rPEPT2細胞と命名し、以下の解析に用いた。
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第2節　PEPT1及びPEPT2の、基質親和性並びに薬物認識特性

　第1節で構築した、LLC－rPEPT　1及びLLC－rPEPT2細胞を用いて、　Gly－Sarの輸送特性に

ついて比較解析を行った。先ず、両トランスフェクタントによるGly－Sar取り込みのタイ

ムコースについて調べた。Fig．2－5に示すようにLLC－pBK細胞ではGly－Sarの取り込み活

性がほとんど観察されなかったのに対し、LLC－rPEPTI並びにLLC－rPEPT2細胞では時間

依存的にGly－Sarの取り込み量が増大した。
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⊃
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Fig。2・5　　Time　course　of　［14CIGly・Sar
uptake　by　LLC・rPEPT1（●），　LLC・rPEPT2
（▲），and　H．C・pBK　cells（□）．　Each　ceU　was

incubated　for　specified　periods　at　37℃w孟th　incubation

medium　of　pH　6．O　containing［14C］Gly－Sar（20μM）．

Each　point　represents　the　mean±　S．E．　of　three

monolayers．　When　the　error　bar　is　not　5hown，　it　is

smaller　than　the　symbol。

　次に両トランスフェクタントによるGly－Sar取り込みのpH依存性を調べたところ、

LLC－rPEPT　1ではpH5．5付近に、また、　LLC－rPEPT2ではpH6．5付近に最大輸送活性が観察

された（戸ig．2－6＞。従って両トランスポータは、　Gly－Sar輸送に対して互いに異なる至

適pHを有することが判明した。

　両トランスポータに対するGly－Sarの輸送パラメータを求めるため、両トランスフェク

タントによるGly－Sar取り込みの濃度依存性について検討した。過剰量の非標識Gly－Sar

存在下で求まる非特異的な取り込み量を、全体の取り込み量から差し引くことによって、

ペプチドトランスポータを介した特異的な取り込み量を求め、Eadie－Hofstee解析によっ

て輸送パラメータを算出した。その結果、Gly－Sar取り込みの見かけのKm値は1．l　n　M

（PEPT1）及び0．1　rhM（PEPT2）と算出された（Fig．2－7）。従ってPEPT2は、　Gly－Sarに

対して、PEPT1の約10倍高い親和性を有することがわかった。
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LLC-rPEPT2 cells (B). [i`C]Gly-Sar uptake by LLC-rPEPTI andLLC-rPEPT2 cellswas measuredat

various concentrations (20-5,Ooo ptM for LLC-rPEPTI and 5-1,OOO pM for LLC-rPEPT2 cells) for 15 min
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S.E. of three monolayers. When the error bar is not shown, it is smaller than the symbol. Inset:

Eadie-Hofstee plots of the uptake after correction for the nonsaturable component; V, uptake rate (nmollmg

proteinl15 min); S, Gly-Sar concentration (mM).
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　次に、PEPT　IとPEPT2の基質親和性に関して詳細な検討を加えるため、両トランスフェ

クタントを介したGly－Sar取り込みに及ぼす、電荷の異なる種々ジペプチドの阻害効果に

ついて調べた。その結果、ジペプチドの荷電状態に関わらず、PEPT2においてより強い

阻害効果が観察された（Fig．2－8）。これらの阻害曲線を基に、種々ジペプチドの

Gly－Sar取り込みに対するK埴を算出したところ、検討した全てのジペプチドに対して

PEPT2が高親和性であった（Table　2－1）。従って、これらの結果はPEPT　Iが低親和性型、

またPEPT2が高親和性型ペプチドトランスポータであることを示唆するものである。

　さらにPEPT　IとPEPT2の薬物認識特性について比較精査するため、　Gly－Sar取り込みに

及ぼす種々β一ラクタム抗生物質共存の影響について検討した。Fig．2－9には代表的な薬物

の阻害曲線を示す。LLC－rPEPT1細胞における阻害効果の強さは、　cyclac且hn＞ce食ibuten＞

cefadroxilの順であった。一方、　LLC－rPEPT2におけるGly－Sar取り込みはcefadroxil＞

cyclac丑1in＞ce負ibutenの1il頁に阻害された。これらの阻害曲線を基に、種々薬物のGly－Sar取

り込みに対する1（’値を算出した（Table　2－2）。その結果、アミノβ一ラクタム抗生物質と

BestatinはPEPT2に高い親和性を有することが判明した。一方、アニオン型β一ラクタム抗

生物質であるceftibutenやce丘）dme等は、むしろPEPT　lに対して高い親和性を示した。また、

各β一ラクタム抗生物質の阻害効果の強さに両トランスポータ間で共通性が認められない

ことから、PEPT1とPEPT2は互いに異なるβ一ラクタム抗生物質の認識特性を有すること

が示唆された。
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Table 2-1. Inhibition constants (Ki) of various dipeptides fbr Gly-Sar uptake

by LLC-rPEPTI and LLC-rPEPT2 cells

Charges Dipeptides
Ki ptW

PEPTI PEPT2

v

Zwitterion

Anion

Cation

Gly-Gly
Gly-Asn

Gly-Phe
Phe-Gly

Gly-Leu
Gly-Tyr

Gly-Asp
Asp-Gly
Asp-Asp

Gly-His
Gly-Lys
Lys-Gly
Lys-Lys
Carnosine (P-Ala-His)

880
270

 170
220

 110
210

 300
'83e

 990

1400
2200
 91O
8000
8000

50
22

 8
 7
 6
 14

 60
 46
150

 39
210
 21
 96
 66

  Each value is mean of two monolayers. LLC-rPEPTI and LLC-rPEPT2 cells were incubated for 15 min at
37eC with incubation medium containing [i4C]Gly-Sar (20 pM) in the presence of each dipeptide. The

apparent inhibition constant (Ki) values were caluculated from the inhibition plots based on the transformed

Michaelis-Menten equation using nonlinear least equare regression analysis.
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Fig. 2-9 Inhibition of ['`C]GIy-Sar uptake by P-lactam antibiotics in LLC-rPEPTI (A)
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containing [i4C]Gly-Sar (20 pM) in the absence (O) or presence of increasing concentration of cyclacillin (-),

cefadroxi1 (e) and ceftibuten (A). Each point represents the mean of two monolayers.
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Table 2-2. Inhibition constants (Ki) of P-lactam antibiotics and Bestatin

         for Gly-Sar uptake by LLC-rPEPTI and LLC-rPEPT2 ceHs

   PENICHLLIN CEPHALOSPORIN BESTATIN

                 R, -CONH CH (CH,),             CH,R,-CONH
CH,

COOH -   R,
COOH

    NHHcHa-6H
L[IIII-coNH-2

H,

H-COOH

DRUGS Rl R2 -Ki(M)
 PEPTI PEPT2

AMPICILLIN

AMOXICILLIN

CYCLACILLIN

CEPHALEXIN

CEFADROXIL

CEPHRADINE

CEFDINIR

CEFTIBUTEN

CEFIXIME

BESTATIN

  O9H
      NH2
 Ho09H
  a,i"2

  O9H
      NH2
 HoO9H
        NH2
  O9H
      NH2

 H2N Xstic

      lyi
H2N k OH
     6
H2N

 NjaZ, bdg2.,

     gcH2

      COOH

CH3

cH3

CH3

CH--CH2

H

CH =CH2

47800

13000

  168

4500

2170

8540

11900

597

6920

505

669

179

27

 49

  3

47

201OO

1340

11900

20

 Each value is mean of two monolayers. LLC-rPEPTI and LLC-rPEPT2 cells were incubated for l5 min at
370C with incubation medium containing [i"C]Gly-Sar (20 pM) in the presence of each competitor. The

apparent inhibition constant (Ki) values were caluculated from the inhibition plots based on the transformed

Michaelis-Menten equation using nonlinear least square regression analysis.
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第3節　考 察

　本章では新たに構築したラットPEPT　1及びPEPT2遺伝子導入発現細胞を用いて、両者

の機能特性について比較精査した。これまでPEPT　I及びPEPT2の遺伝子発現系について

は、卵母細胞発現系17’58－60）、Hela細胞を用いた一過性の発現系61’62）、並びに酵母47’63’64）

を用いた発現二等多くの報告がなされている。本研究において構築したラットPEPT　1及

びPEPT2安定発現細胞は、永続的かつ簡便にペプチドトランスポータの機能評価を出来

ることから、PEPT　I及びPEPT2の評価系として非常に有用であると考えられる。

1．PEPT　1及びPEPT2のジペプチドに対する親和性

　両トランスポータに対するGly－Sar取り込みの㎞値並びに種々ジペプチドのGly－Sar取

り込みに対する1（’値を比較した結果、PEPT1が低親和性型トランスポータ、　PEPT2が高

親和性型トランスポータであることが判明した。ヒトPEPT　1及びPEPT261）、またウサギ

PEPT　I及びPEPT258’59）を用いた検討においてもPEPT　Iが低親和性型トランスポータ、

PEPT2が高親和性型トランスポータであることが報告されている。　PEPT　Iの主な発現部

位が腸管であることを考えると、タンパク質分解産物である小分子ペプチドの吸収には、

低親和性のPEPT　1の方がPEPT2よりも効率的であると考えられる。また、循環血液中の

小分子ペプチドの濃度は、個々の小分子ペプチドに対する正確な値は求められていない

ものの、nM～μMの範囲であることが示唆されている65）。PEPT2は様々な臓器・細胞に

発現し、循環血液中からの小分子ペプチドの取り込みに関与していることが推察される

ことから、PEPT2の臓器分布と高親和性トランスポータであることは生理的にも合目的

性を示していると考えられる。

2．PEPT　1及びPEPT2の腎における生理的意義

　これまで腎臓においては、親和性の異なる2種類のトランスポータ（低親和性型及び

高親和性型トランスポータ）が、ジペプチドやβ一ラクタム抗生物質の刷子縁膜輸送に関

与していると示唆されてきた獅z66）。PEPT　1及びPEPT2が腎尿細管上皮細胞の刷子縁膜
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に発現していること（前章参照）と今回の結果を考えあわせると、腎における親和性の

異なる2種のペプチドトランスポータが、それぞれPEPT　I並びにPEPT2に対応するものと

考えられた。従って、機能面で示唆されていたペプチドトランスポータの多様性を、分

子レベルで明らかすることが出来たと考える。また、両トランスポータの三内分布に関

しては、PEPT　1が近位尿細管のSl部、またPEPT2がS　3部に局在していることが最近報告

されている67）。PEPT　1及びPEPT2の機能と兎内分布の関係については、　Na＋／グルコース

トランスポータ（SGLT）と類似しているものの68＞、親和性の異なる2種のトランスポー

タの寄与については若干異なることが考えられる。すなわちグルコースの腎再吸収にお

いては、糸球体濾過後、尿細管起始部に存在する高濃度のグルコースは、低親和性で輸

送能の大きいSGLT2によって大部分が再吸収され、終末部で管腔内にわずかに残ったグ

ルコースを高親和性のSGLT　1が再吸収すると考えられている68）。一方小分子ペプチドの

場合には、腎尿細管の灌流実験によって、Gly－Sarの再吸収は主に近位尿細管の終末部で

起こることが報告されている69）。PEPT2が近位尿細管の終末部であるS3に局在している

こと67＞、並びに’η3枷hybddizationの解析によって、　PEPT2がPEPT　Iに比べて腎臓で非常

に多く発現していること67）から、高親和性型トランスポータであるPEPT2が、主に小分

子ペプチドの腎再吸収に寄与しているものと考えられる。

3．PEPT　1及びPEPT2によるβ一ラクタム抗生物質の認識特性

　両トランスポータのβ一ラクタム抗生物質の認識性に関しては、PEPT　1がcyclaciUin（ア

ミノペニシリン）を、またPEPT2がcefadroxil（アミノセファロスポリン）を最も高い親

和性で認識することが明らかとなった。同様の結果がヒトPEPT　1及びPEPT2を用いた解

析で報告されている62）。β一ラクタム抗生物質の両トランスポータに対する親和性を比較

したところ、6あるいは7位の炭素にα一アミノ基を有するアミノβ一ラクタム抗生物質に対

しては、PEPT2が高い親和性を示した。またβ位にアミノ基を有するBestatinもまた

PEPT2に対して高い親和性を有していた。一方、7位の炭素にα一及びβ4ミノ基をもたな

いce丘ibutenやce負ximeに対しては、むしろPEPT　Iの方が高い親和性を示した。ペプチドト

ランスポータの生理的基質であり、α一アミノ基を有する多くのジペプチド、並びにβ一ア

ミノ基を有するジペプチド。㎜osineもまた、　PEPT2に対して高親和性であったことから、
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PEPT2に高親和性で認識されるためには、基質のα一あるいはβ一アミノ基が重要な構造的

規定因子であることが示唆された（Table　2－3）。

　　　Table　2－3．　Comparison　of　substmte　af臨nity　between　PEPTl　and　PEPT2

s己Jbs翻a’eε Comρoμηds Sub舘afe　af加’fy

dipeptides（except　for　carnosine》

with　theα・or

β・amino　group

amino　B・lactams

　　　撃H・

　R1－9－CONH－R・

carn◎sine，　Bestatin

　　　NH2
　　　　　　R1－C－C－CONH一・R2

　　　βα

PEPT2＞PEPT1

　　　をwithout　theα一andβ・

amlno　group

ceftibuten

cefixime
PEP’『1＞PEPT2

　これまで腎刷子縁膜小胞を用いた解析により、種々β一ラクタム抗生物質の6または7位

側鎖の脂溶性が、ペプチドトランスポータに対する親和性決定に重要であると考えられ

てきた70）。ampicilHnとamoxicillin及びcephalexinとcefadroxilの構i造を比較すると、後者の

方が6または7位フェニル環側鎖に水酸基が結合しているため水溶性が高いと考えられる。

しかし、これら薬物問でK埴を比較すると、両トランスポータにおいて水溶性が高いと

考えられるamo）dcnlinとcefadroxilの方がそれぞれ、　ampiciUinとcephalexinよりも高い親和性

を示した。従って、フェニル環側鎖の水酸基が、両トランスポータに対する親和性の決

定に重要な役割を担っていることが推察された。

4．β一ラクタム抗生物質のPEPT　1に対する親和性と腸管吸収速度

　β一ラクタム抗生物質のPEPT　1に対する親和性の順序は、ラット小腸∫η5枷連続灌流法20）

により得られた、β一ラクタム抗生物質の吸収速度とよく対応した。また、β一ラクタム抗

生物質の刷子縁膜輸送と吸収速度の問に良好な相関関係が観察されていることから川、

小腸PEPTIに対する種々β一ラクタム抗生物質の親和性の程度が、各薬物の吸収速度を規

定している可能性が示唆された。
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第三章　PEPT　1及びPEPT2の構造・機能相関解析

　第H章においてPEPT1及びPEPT2は、互いに異なる基質親和性や、薬物認識特性を有

することが明らかとなった。しかし、両トランスポータの基質結合部位あるいは機能的

相違点を規定するアミノ酸領域の同定など、輸送の分子機序に関する基礎的事項は不明

の点が多い。そこで本章では、両トランスポータの構造・機能相関に焦点を当て、ペプ

チドトランスポータの薬物認識機構及び輸送機構を分子レベルで解析した。

第1節　PEPT1及びPEPT2におけるhistidine残基の機能的役割

　これまで小腸や腎刷子縁膜小胞を用いた輸送実験により、ペプチドトランスポータタ

ンパクに存在するhistidine残基が輸送機能に必須であることが報告されてきた72’74）。そ

こでLLC－rPEPT1またはLLC－rPEPT2細胞の［14C］Gly－Sar取り込みに及ぼす、　histidine修飾剤

磁ethylpyrocarbonate（DEPC）の影響について検討を行った。その結果、両トランスフェ

クタントにおける［14C］Gly－Sar取り込みはDEPCによって顕著に阻害され、この阻害効果

は過剰量の非標識Gly－Sar存在下で防御されることがわかった（Fig．3－1）。
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Fig．3・1　Effect　of　DEPC　treatment　on［14C】G且y・Sar　uptake　by　H．C・rPEPT1（A）and
LLC・rPEPT2　ceHs（B）．　The　cel豆s　were　preincubated　at　250Cfor　l　O　min　with　l　mM　DEPC（pH　6．0）in

the　absence　or　the　presence　of　Gly－Sar（10　mM），　A負er　preincubation，　the　ceUs　were　rinced　once　with

incubation　medium　and　then　incubated　with［14C］Gly－Sar（20μM，　pH　6．0）for　15min　at　37℃，　Each　column

represents　the　mean±S．E．　of　three　monolayers．
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　また、DEPCによる阻害効果は、　Gly－Sar取り込みの際のH＋勾配の有無に関わらず観察

された（Fig．3－2）。これらの結果は、ペプチドトランスポータの基質認識領域に

histidine残基が存在することを示唆するものである。
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Fig．3・2　Effect　of　DEPC　treatment　on［14C］Gly・Sar　uptake　either　at　pH　6．O　or　7．4　by

LLC・rPEPT1（A）and　I．LC・rPEPT2　ce璽1s（B）．　The　cells　were　preincubated　at　250C　for　10　min　with

lmM　DEPC（pH　6．0）．　After　preincubation，　the　cells　were　rinced　once　with　incubation　medium　and　then

incubated　with［14C】Gly－Sar（20μM）at　pH　6．O　or　pH　7．4　for　l　5　min　at　37。C．　Each　column　represents　the

mean±S．E．　of　three　monolayers．

　次に、DEPC処理のGly－Sar取り込み阻害に及ぼすβ一ラクタム抗生物質の影響について

調べた。Fig．3－3に示すように、　DEPC処理によるGly－Sar取り込み阻害はcephradineが高濃

度存在することによって防御されたが、ceftibutenによる防御効果は認められなかった。

そこで、ce食ibutenが防御効果を示さないことを解明するため、　ce負ibutenの物理化学的特

質、すなわち、pH　6．0でアニオンとして存在し、7位の炭素にα一アミノ基を有しないと

いう点に着目し、先ず防御効果に及ぼす基質の電荷の影響について検討した。その結果、

LLC－rPEPT　1細胞を介したGly－Sar取り込みのDEPC阻害は、電荷の異なる各種ジペプチド

やcephradineによって防御されたのに対して、　ce丘ibutenでは防御されなかった（Fig．3－4A）。

また、これらの基質は全てGly－Sar取り込みを阻害した（Fig．3－4B）。従って、　DEPC阻

害に対する防御効果は、基質の電荷や親和性には依存しないことが明らかとなった。ま

た、LLC－rPEPT2細胞でも同様の結果が得られた。
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Fig. 3-3 Effect of cephradine and ceftibuten concentration on the DEPC-induced inhibition
of ['`C]Gly-Sar uptake by LLC-rPEPTI (A) and LLC-rPEPT2 cells (B). The cells were
preincubated at 25eC for 10 min with 1 mM DEPC (pH 6.0) in the absence (O) or the presence of an increasing

concentration of cephradine (A) and ceftibuten (e). After preincubation, the cells were rinced once with

incubation medium and then incubated with [i4C]Gly-Sar (20 pM, pH 6.0) for 15 min at 37eC. Each point

represents the mean of two monolayers except for the control.
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Fig. 3-4 Effect of various dipeptides with different charge, cephradine, and ceftibuten on
the DEPC-induced inhibitien of ['`C]Gly-Sar uptake (A) and on [i`C]Gly-Sar uptake (B) by
LLC-rPEPTI cells. A, LLC-rPEPTI cells were preincubated at 25"C for 10 min with 1 mM DEPC (pH
6.0) in the absence or the presence of various substrates. After preincubation, the cells were rinced once with

incubation medium and then incubated with [i`C]Gly-Sar (20 pM, pH 6.0) fbr 15 min at 370C. B,
LLC-rPEPTI cells were incubated with [i`C]Gly-Sar (20 yM, pH 6.0) for 15 min at 370C in the absence or the

presence of each inhibitor (10 mM). Each column represents the mean ± S.E. of three monolayers.
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　次に防御効果に及ぼす基質のα一アミノ基の影響について検討した。その結果、α一アミ

ノ基を有する基質では防御効果が観察されたのに対して、α一アミノ基をもたない薬物は

防御効果を示さなかった（Fig．3－5）。PEPT2においてcefadroxilが防御効果を示さなかっ

たのは、cefadro）dlがPBPT2に対して非常に高い親和性（．κ∫値＝3μM）を有するため、

DEPC処理の洗浄後においてもcefadro）dlが残存し、　Gly－Sar取り込みを阻害したためと考

えられる。従って、PEPT　1並びにPEPT2の基質認識領域に存在するDEPC感受性hisddine

残基は、基質のα一アミノ基の認識部位として関与している可能性が示唆された。
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Fig．3・5　Effect　of　various　compounds　on　DEPC・induced　inhibition　of【14qαy・Sar
uptake　by　LLC・rPEPT1（A）and　LLC・rPEPT2　ceHs（B）．　The　cells　were　preincubated　at　25℃for

10min　with　l　mM　DEPC（pH　6．0）in　the　absence　or　the　p㎎sence　of　each　compound（10　mM）．　ARer
preincubation，　the　cells　were　rinced　once　with　incubation　medium　and　then　incubated　with［14C］Gly－Sar（20

ドM，pH　6．0）for　l　5　mln　at　37℃．　Each　column　represents　the　mean±SE．　of　t㎞ee　monolayers．

第2節　PEPT　1における必須histidine残基の同定

　ペプチドトランスポータの機能に必須であると考えられたhistidine残基の分子的同定

を試みるため、ラット、ウサギ及びヒトPEPT1並びにPEPT2のアミノ酸配列を比較した。

その結果、第2及び第4番目の推定膜貫通領域に存在するhistidine残基がいずれのトラン

スポータにも保存されていることがわかった（Fig．3－6）。そこで、ラットPEPT　1に存在
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するこれらhistidine残基（H57並びにH121）をglutamine残基（Q＞に置換したhistidine変異

体のcDNAを作成したみwild－typeまたはhistidine変異体PEPT1の合成RNAを卵母細胞に注

入し、ce負ibuten並びにGly－Sarの取り込み活性を測定したところ、いずれの輸送活性も消

失した（Fig初・hiltidi・・変異体1こおける瀧消失ρrPEPT1タ1ンノマクの合成低下ある

いは膜へのターゲッティング異常に起因する可能性が考えられたため、ラットPBPT1抗

体を用いて義母細胞切片の免疫染色を行った。Fig．3－8に示すようた～いずれの変異体に

おいてもwild－typeと同程度に細胞膜に発現していることがわかった。従って、　H57並びに

H121はPEPT　1の輸送活性あるいは基質認識に関与している可能性が示唆された。
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Fig．3・6　Conserved　histidine　residues　in　rat，　rabbit　and　human　PEPTI　and　PEPT2．
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Fig．3・7　［14C】G星y・Sar（A）and　ceftibuten（B）uptake　by　oocytes　expressing　wi夏d・type　and
histidine　mutant　rat　PEPT1．　Uptake　by　oocytes　was　assayed　fbr　l　or　2　hr　at　25。C　in　the　presence　of　either

［14qGly－Sar（20μM）or　ce食ibuten（l　mM）at　pH　6．0．　Each　column　represents　the　mean±S．E　of　3－5

experiments．　Thr㏄（［14C］Gly－Sar）Qr　fbur（ceftibuten）oocytes　were　used　fbr　each　uptake　experiment，　H57Q，

histidine　57→glutamine；H121Q，　histidine　l　21→glutamine；H57QIH　l　21Q，　histidine　57　and　121→glut㎜ine．

33
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H121Q H57Q/H1210

Fig.3･8 Expressionofwild･typeandhistidinemutantPEPTltransporterproteinsin
oocytes.0∝yteswereinjectedwith50nlofwaterorcRNA(20ng)ofwild-type ormutantratPEPTl･
Twodaysafterinjection,oocyteswerefixed,frozen,sectioned,andstained･Theantiserum(1:loodilution)for
ratPEPTIwasusedastheprimaryantibody.FITC-1atxledgoatanti-rabbitrgG(5トg/ml)wasusedfor
detectionofboundantibodies.AbbreviationforeachmutantisthesameasdescritxxlinFig.317.

第3節 キメラペプチ ドトランスポータの構築による薬物認識領

域の検索

ペプチ ドトランスポータにおける薬物認識領域の検索を目的に､PEFrl仲EPT2キメラ

トランスポータの構築を試みた｡キメラトランスポータは第6及び7膜貫通領域に挟まれ

た細胞内ループで接合 し､N末端がpEPTl､C末端がpEPT2のキメラをpEPT-NIC2､その

逆のキメラをpEPT-N2C1と命名 した (Fig.3-9)｡ 両キメラトランスポータの輸送機能

を解析す るためLLC-PK.細胞 を用 いて安定発現細胞を作成 した (LLC-NIC2及び

LLC-N2Cl細胞)｡ 両 トランスフェクタン トより抽出したmRNAを鋳型としてRT-PCRを

行ったところ､両 トランスフェクタントにおいて特異的なキメラトランスポータの発現

が確認された (Fig.3-10)｡そこで両安定発現細胞におけるGly-Sar取り込みのタイムコー

スを測定した結果､LLC-NIC2細胞では15分まで､またLLC-N2C1細胞では60分まで直線

性が認められた｡従って､以後の検討ではこれらの時間を取 り込み時間とした｡
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Fig. 3-9 Schematic representation of PEPTI (black), PEPT2 (gray), and construeted
chimeras. All the proteins are represented as possesing twelve putative membrane-spanning domains with

their COOH and NH2 termini within the cytoplasm. The chimera with transmembrane domains 1-6 of PEPTI

arxl 7-12 of PEPT2 vvas designated as PEPT-NIC2, arxi the reciprocal chimera was named as PEPT-N2C1.
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Fig. 3-10 Expression of PEPT-NIC2 and PEPT-N2Cl mRNA in transfectants. Total RNA
isolated from LLC-NIC2 and LLC-N2Cl cells was reverse transcribed. The synthesized PEPT-NIC2 cDNA

(lanes 1 and2) and PEPT-N2Cl cDNA (lanes 3cvid4) were amplified with sets ofprimers as fo11ows: lane I

and3, sence and antisence primers were used for PEPrl- and PEPI'2-specific sequences, respectively; lane 2

and4, sence and antisence primers wene used forPEPT2- and PEPTI-specific sequences, respectively. The

junction sites of chimeric cDNAs were included between the sence and antisence primers. PCR products were

anlalyzed on agarose gels stained with ethidium bromide.
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　先ず両トランスフェクタントによるGly－Sar取り込みのpH依存性を調べた。その結果、

LLC－NIC2細胞ではpH5．5付近に輸送至適pHが認められたのに対して、　LLC－N2C　1細胞で

はpH7．0付近に最大輸送活性が観察された（Fig．3－11＞。従って、　PEPT－NIC2はPEpT1と、

またPEPT－N2ClはPEPT2と類似のpHプロファイルを有することが判明した。また両トラ

ンスフェクタントによるGly－Sar取り込みの濃度依存性を測定し輸送パラメータを求めた

ところ、見かけのKm値はそれぞれ0．25　mM（PEPT－NIC2）並びに0．15　mM（PEPT－N2C　1）

と算出された（Fig．3－12）。さらに両キメラペプチドトランスポータを介したGly－Sar取

り込みに対する、種々β一ラクタム抗生物質の1（∫値を算出した（Table　3－1）。その結果・

PEPT．N　IC2とPEPT1はα．アミノ基を持たないce食ibutenやce丘ximeに対して、また

PEPT．N2C　1とPEPT2は、アミノセファロスポリンやアミノペニシリンに対して高い親和

性を示した。従って、PEPT－NIC2とPEPT－N2C1はそれぞれ、　PEPT　I及びPEPT2と類似の

薬物認識特性を有していることが示唆された。
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represents the mean ± S.E. of three monolayers. Inset: Eadie-Hofstee plots of the uptake after correction fbr the

nonsaturable component; V, uptake rate (nmollmg proteinl15 min or hr); S, Gly-Sar concentration (mM).

             Table 3-1. Inhibition constants (Ki) of P-lactam antibiotics for

                        PEPTI, PEPT2, PEPT-NIC2 and PEPT-N2Cl

DRUGS PEPTI PEPT2 N1C2 N2Cl

AMPICILLIN

CYCLACILLIN

CEPHALEXIN

CEFADROXIL

CEPHRADINE

CEFTIBUTEN

CEFIXIME

47,800

   168

4,500

2,170

8,540

--
  597

6,920

669

 27

49

3

--  1,340

 11,900

47

 '

749

78

174

65

158

 -
292

3,770

740

33

82

3

'
 1,1OO

 4,630

 58

--

  Ki values for PEPT1 and PEPT2 were taken from Table 2-1. Each value for PEPT-NIC2 and PEPT-N2C1

is mean of two monolayers. LLC-NIC2 and LLC-N2Cl cells were incubated for 15 and 60 min, respectively,
at 37eC with incubation medium containing [i4C]Gly-Sar (20 pM) in the presence of each competitor. The

apparent inhibition constant (Ki) values were caluculated from the inhibition plots based on the transforrned

Michaelis-Menten equation using nonlinear least square regression analysis.
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第4節　考 察

これまで、卿e㎜ease75）、vesicul訂㎜ine　transpo貰er（Wα）76）及びNa＋贋＋exch㎝ger

（NHE　1）77）など、　H＋勾配と共役するトランスポータにおいてhistidine残基の重要性が示

唆されてきた。すなわち、嫌㎜easeやW（πではhistidine残基はH＋の移動に関与し、

NHEIでは阻害剤の結合部位であると報告されている。　H＋勾配を駆動力とするペプチド

トランスポータにおいても、histidine残基は輸送機能に必須であることが主に刷子縁膜

小胞を用いた解析から示唆されてきた72－74）。そこでクローン化されたペプチドトランス

ポータにおいても、histidine残基が機能的重要性を保持しているかどうかを検討するた

め、DEPCの影響と部位特異的変異体の作成に基づく輸送機能の変化について調べた。

さらにキメラペプチドトランスポータを構築し、ペプチドトランスポータの機能領域の

検索と共に、必須histidine残基との関連性についても検討を加えた。

1．PEPT　1及びPEPT2におけるhistidine残基の役割

　第1節においてペプチドトランスポータのDEPC感受性hisddine残基は、　H＋の結合部位

ではなく、基質の結合部位として機能していることが明らかになった。さらに種々の基

質によるDEPC阻害に対する防御効果の結果より、DEPC感受性histidine残基は基質のα

一アミノ基の結合部位として寄与していることが示唆された。DEPCの反応性に関して、

histidine残基のイミダゾール環がプロトン化していない状態の時のみ、　DEPCは反応可能

であると報告されている78）。従って、防御実験では基質のα一アミノ基がイミダゾール環

と水素結合を形成することによってイミダゾール環がプロトン化され、DEPCによる反

応を受けなくなったものと推察される。一方、α一アミノ基を持たない薬物の場合には、

上記のような反応は起こり得ず、DEPCによる阻害効果が観察されたものと推定される。

　作成したhistidine変異体の機能を調べたところ、第2及び第4番目の膜貫通領域の表層

に存在するhistidine残基が、輸送機能に必須であることが判明した。一方、　Feiら79）はヒ

トPEPT　1及びPEPT2を用いた電気生理学的な解析によって、第2番目に存在するhistidine

残基は輸送機能に重要な役割を担っているが、第4番目に存在するhistidine残基は輸送機

能に必須でないと報告している。この様な矛盾点が、種差によるものか実験手法の差に
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よるものかは不明である。しかしSteelら80＞は、卵母細胞発現系を用いた電気生理学的解

析より、少なくとも2つの必須histidine残基すなわち、基質結合部位とH＋結合部位が、ペ

プチドトランスポータの輸送機構iに必須であることを報告している。また、ヒトPEPT　1

発現卵母細胞を用いた輸送モードに関する研究により、Mackenzieら81）は、　H＋が先ずト

ランスポータに結合し、続いて基質が結合するという輸送機序を提案している。DEPC

の防御実験より、プロトン化したイミダゾール環には基質のα一アミノ基が反応しないと

示唆されたことから、Mackenzieら81）の実験：結果を説明するためには、少なくとも2つの

histidine残基が必要と考えられる。

2．PEPT　1及びPEPT2の機能領域の同定

　構築したPEPT－N　IC2とPEPT－N2C　1は、　Gly－Sar取り込みのpH依存性や薬物認識特性に

関して、それぞれPEPT1並びにPEPT2と類似の輸送特性を示した。これらの表現系は構

築したキメラのN末端側のトランスポータに由来することから、H＋の結合部位や薬物認

識領域がN末端側半分の領域、すなわち推定膜貫通領域1－6の問に存在する可能性が示唆

された（Fig．3－13）。この結果は、上述した2つの必須histidine残基均ミ、膜貫通領域1－6の

問に含まれることとよく対応していた。さらに、ヒトPEPT　1の3次元構造に関するコン

ピューターシミュレーションと変異トランスポータの作成によって、第5番目の推定膜

膜貫通領域に存在する157番目のtyrosine残基が輸送機能必須であることが報告されてお

り82）、今回の結果とよく一致するものと考えられる。またD6ringら83）は、ウサギPEPT2

／PEPT　Iのキメラ構築と機能解析により、推定膜貫通領域1－9にPEPT2の輸送特性を規定

するアミノ酸領域の存在することを報告しているが、今回の結果は、D6ringらの報告よ

りもさらに狭い領域の同定に成功したと考えられる。

　Gly－Sar取り込みのKm値や各β一ラクタム抗生物質のGly－Sar取り込みに対する1（’値を、

野生型並びにキメラペプチドトランスポータ問で比較したところ、PEPT－N2C　lとPEPT2

はよく一致していたが、PEPT－N　IC2はPEPT　1よりも高い基質親和性を示した。従って、

PEPT2のC末端領域にも、基質親和性に影響を及ぼすアミノ酸領域の存在することが推

察された。本研究において、PEPT　1及びPEPT2の基質認識部位が推定膜貫通領域1－6の間

に存在することが判明したことから、基質認識部位と基質親和性を支配する部位が異な
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ることが示唆された。この様な例は、Na＋／ジカルボン酸トランスポータとNa＋／硫酸トラ

ンスポータ間で作成した、キメラトランスポータを用いた検討により報告されている84）。

また、いくつかのトランスポータにおいては、複数のアミノ酸領域が基質親和性に影響

を及ぼすとの報告がある85－87）。今後、PEPT2に存在する基質親和性に影響を及ぼすアミ

ノ酸領域を同定することによって、PBPT1並びにPEPT2の輸送メカニズムの理解が、よ

り進展するものと考えられる。

OUT

MEMBRANE

IN

Fig．3・13　P・・P・・ed　m・d・1・f¢h・・t…tu・・1　d・m・i…esp・n・ib1・面・H＋・bi・d蓋・g　and

subs嘘rate　recognition　6f　mt　PEPTl　and　PEPT2．　The　analysis　with　c㎞meric　peptide
transporters　showed　that　N－terminal　halves（●）were　important　for　H＋一binding　and　substrate　recognition．

”H”represents　the　essential　histidine　residues　l㏄ated　at　the　transmembrane　domains　2　and　4．
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結 論

　以上三章にわたり、著者はペプチドトランスポータPEPT1及びPEPT2の構造と機能に

関する研究を行い、以下のような結論を得た。

第1章　ラットPEPT1及びPEPT2のcDNAクローニング

　ウサギPEPT　Iのアミノ酸配列を参考にdegenerate　phmerを作成し、ラット腎mRNAを鋳

型としてRT－PCRを行ったところ、2種類のPCR産物が得られた。これらのPCR産物をそ

れぞれプローブとして腎cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、ラットPEPT　1

及びPEPT2　cDNAの単離に成功した。ラットPEPT　I及びPEPT2は、それぞれ710個並びに

729個のアミノ酸から成る推定12回膜貫通型タンパクであり、互いに約50％のアミノ酸

ホモロジーを有していた。PEPT　1は小腸上皮細胞の刷子縁膜に局在し、腎にも少し発現

が観察された。一方、PErT2は腎尿細管上皮細胞の刷子縁膜に多く発現し、脳、肺、脾

臓においてもわずかに発現が認められた。卵胞細胞発現系を用いた機能解析により、両

トランスポータは、H＋勾配依存的に加水分解抵抗性ジペプチドであるglycylsarcosine

（Gly－Sar）や、ペプチド類似薬物を輸送することが判明した。

第H章　PEPT1及びPEPT2の機能に関する比較解析

　PEPT　1並びにPEPT2の機能特性を比較解析するため、両トランスポータの安定発現上

皮細胞を新たに確立した。両トランスフェクタントを用いて、Gly－Sar取り込みのpHプ

ロファイルを調べたところ、PEPT1事業pH5．5、またPEPT2ではpH6．5付近に最大輸送活

性が観察された。また、両トランスフェクタントによるGly－Sar取り込みの濃度依存性は

飽和性を示し、見かけのKm値は、1．1　rnM（PEPT1）並びに0．1　rnM（PEPT2）と算出さ

れた。さらに種々ジペプチドのGly－Sar取り込みに対する阻害曲線を基にK’値を算出した
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ところ、検討した全てのジペプチドにおいてPEPT2の方が高親和性であった。従って、

PEPT　1が低親和性型、またPEPT2が高親和性型ペプチドトランスポータであることが判

明した。この結果は、親和性の異なるPEPT1並びにPEPT2が、異なる管内分布を示すこ

とによって、効率的な小分子ペプチドの再吸収を営んでいることを示唆するものである。

同様に、種々経口用β一ラクタム抗生物質の両トランスポータに対する親和性を比較した

ところ、PEPT2はα一アミノ基を有するアミノβ一ラクタム抗生物質に、　PEPTIはce丘ibuten

やcef㎞e等、α一アミノ基を持たないβ一ラクタム抗生物質に対して、高い親和性を有する

ことがわかった。以上の結果より、PEPT　1とPEPT2は互いに異なる輸送機i能特性や薬物

認識能を有していることが判明した。

第門下　PEPT　1及びPEPT2の構造・機能相関解析

　これまで刷子縁膜小胞を用いた輸送実験により、ペプチドトランスポー平冠ンパクに

存在するhistidine残基が、輸送機能に必須であることが報告されてきた。そこで、　PEPT　l

並びにPEPT2に及ぼす、　histidine修飾剤diethylpyrocarbonate（DEPC）の影響について調べ

た。その結果、DEPC処理によって、両トランスポータを介したGly－Sar取り込みは顕著

に阻害された。またDEPC処理に及ぼす様々な基質の防御実験によって、　DEPC感受性

histidine残基は、基質のα一アミノ基の認識部位として関与していることが判明した。そ

こでこれらのhistidine残基の同定を試みるため、　PEPT　1の第2及び第4番目の推定膜貫通領

域に存在する保存性histidine残基（His57並びにHis121）の変異トランスポータを作成し、

機能解析を行った。その結果、変異トランスポータの細胞膜発現に異常は認められなかっ

たものの、Gly－Sar輸送活性はほぼ完全に消失した。これらの結果は、　His57並びにHis玉21

が、基質のα一アミノ基の認識部位並びに駆動力であるH＋の結合部位として機能している

可能性を示唆するものである。さらにPEPT　I、　PEPT2問でキメラトランスポータを構築

し輸送特性を調べたところ、膜貫通領域レ6の間に基質認識領域の存在することが判明

した。この結果は、前述のhistidine残基の機能的重要性と良く対応していた。また、

PEPT2の高親和性を規定するアミノ酸領域が、　PEPT2のC末端側にも存在している可能

性が、キメラペプチドトランスポータを用いた解析より示唆された。
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　以上、著者は2種のラットペプチドトランスポータPBPT　1並びにPEPT2のcDNAクロー

ニングに成功し、両トランスポータの薬物認識特性や輸送機構についてタンパク分子レ

ベルで明らかにすることができた。これらの研究成果は、ペプチド類似薬物の体内動態

制御過程の分子的解明のみならず、ペプチドトランスポータを標的とする医薬品分子設

計や製剤開発など臨床応用面に対しても、有用な基礎的情報を提供し得るものと考える。

また、タンパク質の吸収や恒常性維持などにおける、ペプチドトランスポータの生理及

び栄養学的役割を理解するための、重要な知見になり得ると考える。
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実験　の　部

第1章　実験の部

［1－1］試薬

　［3H］Bestatin及び非標識Bestatinは日本化薬、　ce食ibutenは塩野義製薬、　cep㎞adineは三共よ

り供与されたものを用いた。［14qglycylsarcosine（Gly－Sar）は第一化学薬品のもの、非標

識glycylsarcosineはSigma社のもの、　glycylleucine及びcarnosineはペプチド研究所のもの、

2－amino－2－hydroxymethyl－1，3－propanediol　（TRIS）　、2一（N－morpholino）ethanesulfonic　acid

（MES）はナカライテスク社のもの、その他の試薬は市販品特級を用いた。

［1－2］PEPT　1及びPEPT2のcDNAクローニング

（a）RNAの抽出と精製

　SD系雄性ラットの各臓器より、チオシアン酸グアニジン法によって全RNAを抽出し

た87）。poly（A）＋RNAはoligo（dT）一cellulose（Collaborative　Research　Inc．社）アフィニティーカ

ラムクロマトグラフィーを用いて分離精製した88）。

（b）RT－PCR法

　Feiら17）によってウサギ小腸からクローニングされたべプチドトランスポータ

（PEPT1）のアミノ酸配列を参考にして、　degeherate　primer（sense　strand，

5冒一CCGTCGACTT（TIC）TT（TIC）AT（TIC）GTNGTNAA－3’；anti　sense　strand，5LCCGCGGCCG－

cAc（AIG）cA（AIG／r）GG一（T／c）TT（AIG）ATNcc－3’）を化学合成した。　PcRの鋳型として使

用したfirst－strand　cDNAは、ラット腎皮質より精製したmRNAを逆転写酵素（Boe㎞nger

M㎜heim社）と42℃、60分間反応させることによって作成した。　PCR法はdegenerate

pdmer（5μM）を用い、変性（94℃、1分）、アニーリング（50℃、1分）、伸長反応

（72℃、3分）を1サイクルとし30サイクル繰り返した。

（c）塩基配列決定
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　得られたPCR産物を制限酵素1＞o∫1及び3α11で切断し、予め！＞o∫1及び3α11で切断したプ

ラスミドベクターpSPORT　1（GIBCO社）にサブクローニングした。挿入cDNAの塩基配

列はジデオキシ法に従い、ベクタープライマーあるいは合成オリゴヌクレオチドをプラ

イマーとして、修飾T7　DNAポリメラーゼのシークエンスキット（Sequenase　Ver．2・O

DNA　Sequencing　Kit，　United　States　Bi㏄hemical社）を用いて行った。

　（d）cDNAライブラリーの作成とスクリーニング

　ラット腎cDNAライブラリーは、　cDNA合成キットλgt22A（GIBCO社）によって作成さ

れたものを使用した89）。　［1－2］　（c）で塩基配列を決定しウサギPEPT　1と相同性を示し

たPCR産物をプローブとして、ラット腎cDNAライブラリーをハイブリダイゼーション

．法によってスクリーニングし、ラットPEPT　cDNAを単離した。全長cDNAの塩基配列は

pSPORT　1（No’1，3α11）にサブクローニングした後・　［1－2］　（c）に準じて決定した。

［1－3］PEPT　l及びPEPT2の組織分布及び膜局在

（a）ノーザンプロット分析

　ラット各組織由来mRNA（5μg）をホルムアルデヒド含有アガロースゲル（1％）電気

泳動によって分離後、ナイロンメンブランにプロッティングを行い、32P標識PEPT

cDNAとハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションは42℃で16時間、50％ホルム

アミド、5XSSPE（20　X　SSPE；3M　NaCl，0．2M　NaH2PO4，0．02M　EDTA，　pH　7．4）、5X

Denhart’s　solution、0．2％SDS、10　mg！血変性サケ精子DNAを含む溶液中で行った。洗浄

によってメンブランの非特異的バックグラウンドを取り除いた後、X線フィルムに感光

させバンドを検出した。

（b）ウエスタンプロット分析

　ラットPEPTのC末端合成ペプチド（15アミノ酸）をKeyhole　Limpet　Hemocyanin　lこ架橋

後、常法に従ってウサギに免疫し抗体を作成した。ラット小腸、大腸、並びに腎から調

製した形質膜をSDS－PAGE（10％）により分離後、　PVDFメンブラン（Amersham社）に

タンパクをトランスファーした。トランスファー後、PVDFメンブランのブロッキング

及び洗浄を行い、ラットPEPT抗体と25℃で1時間反応させ、　HRP標識2次抗体を用いた
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化学発光によってシグナルを検出した。

［1，4］アフリカッメガエル卵母細胞を用いたPEPT　1及びPEPT2の輸送機能解析

（a）卵母細胞の調製

　アフリカッメガエル（浜松生物教材）を氷中に放置し、・冷却による麻酔後氷上にて開

腹した。卵塊をMBS緩衝＝液（modified　B　arthIs　solution；88　mM　NaCl、1mM　KCI、2．4　mM

NaHCO3、0．82　mM　MgSO4、0．33　mM　Ca（NO3）、0．41　mM　CaC12、10　mg乃peniciHh1、10mg乃

streptomycin、　pH　7．5）を満たした培養皿に移し、個々の卵母細胞が露出するように卵胞

を開いた後、0．4％コラゲナーゼ（type　IA、　Sigma社）含有MBSで1時間室温で反応させた。

さらに同液で約1時間反応させた後、酵母細胞をMBSで数回洗浄し18℃で1晩放置した。

（b）β一ラクタム抗生物質、【14C】Gly－Sar及び［3H】Bestatinの取り込み実験

　！＞o’1により3，末端部位を切断したラットPEPT　cDNAを鋳型として、5℃ap（Cap　analog、

STRATAGENE社）存在下、　T7RNAポリメラーゼ（Promega社）を用いてRNAを合成した。

3－1で調製した卵母細胞に、顕微鏡下マイクロインジェクターに取り付けたガラス針

（先端経、25－35月目）を用いて、水（50nl）または合成RNA（20　ng）を注入し、18℃で

2日間培養した。取り込み実験は1．5n丑容量のマイクロチューブに、1サンプルあたり3－4

個の卵母細胞を用いて行った。Uptake　Buf∬er（100　mM　NaCl、2mM　KCI、　l　mM　MgC12、1

mM　MgC12、10　mM　MES（pH　6．0）or　TRIS（pH　7．4））で調製した各基質を、卵母細胞と一

定時間インキュベートし、氷冷Uptake　Buf5erで卵母細胞を3回洗浄することによって反応

を停止した。β一ラクタム抗生物質の定量は、抽出液（ceftibuten：0．05％臭化テトラブチル

アンモニウム含有50mM酢酸アンモニウム／メタノール＝50：50、　cephradine：0．6％過塩素

酸）で轡型細胞をホモジネート後、遠心分離（13，000rpm、10　min）により得られた上

清をMiHipore倣er（SJGVL、0．22μm）で濾過し、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

によって行った。［14qGly－Sar及び【3H］Bestatinの定量は、10％SDSで卵母細胞を可溶化後、

放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。

（c）β一ラクタム抗生物質の定量法

β一ラクタム抗生物質の定量はHPLCにより行った。　HPLCにはLC－10A（島津：製作所）、
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検出器には紫外分光光度計SPD－6A（島津：製作所）、積分器にはクロマトパックC－RIA

（島津製作所）を用いた。固定相としてZor慨ODSカラム（15　cm　x　4．6㎜）を用い、

カラム温度45℃、流速0．7－1．O　mV㎡nとした。検出波長はce缶buten、　cephradine共に262　nm

で行った。移動相は、ceftibuten：0．05％臭化テトラブチルアンモニウム含有50　mM酢酸

アンモニウム1メタノール＝80：20、cephradine：301hMリン酸緩衝＝液（pH　7．0）／メタノー

ル＝70：30とした。

第H章　実験の部

［2－1］試薬

　amoxic皿in、　qefdinir、　ce倣imeは藤沢薬品、　ce£otiam、　cyclaciUinは武田薬品、　cephalexinは

塩野義製薬、cefadroxilはBristol－Myers　Squibbより供与されたものを用いた。　ampicilinは

Sigma社のもの、　N－2－hydroxyethylpiperadine－NL2－ethanesulfonic　acid（HEPES）はナカライ

テスク社のもの、その他の試薬は市販品特級を用いた。

［2－2］ラットPEPT　I及びPEPT2安定発現細胞の構築

　ブタ腎由来LLGPK1細胞（ATCC　CRL－1392）は、10％FBS（Whi賃aker　Bioproduct社）含

有DME＞【（L漉Tec㎞ologies社）で、5％CO2－95％air、37℃で培養した90）。動物細胞発現

ベクターpBK－CMV（STRATAGENE社）にサブクローニングしたラットPEPT　1または

PEPT2　cDNA（10腸g）を、　LLC－PK、細胞にリン酸カルシウム共一法によってトランスフェ

クションした。すなわち、40～60％connuentに増殖した細胞に、　CaPO4－DNA共沈物を細

胞培養液上清に摘下し、15時間後培養液を交換した。さらに48時間後数枚の培養皿に希

釈・分配し、lmg1立nlのG418（GIBCO社）存在下で約2週間培養した。　G418耐性獲i得細

胞を選別した後、ウエスタンプロッティング、ノーザンプロッティング及びGly－Sarの輸

送活性を指標としてPEPT　1及びPEPT2発現クローン（LLC－rPEPT　1、　LLC－rPEPT2細胞）

を単離した。また対照として、ベクターのみをトランスフェクションしたLLCpBK細胞

も同時に作成した。

［2－3］安定発現細胞によるPEPT　1及びPEPT2の輸送機能解析
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（a）β一ラクタム抗生物質及び［14C］Gly－Sarの取り込み実験

LLC－rpEpT1、　LLC－rP田2またはLLC－pBK細胞を60㎜（35㎜）培養皿に50　x　105

cells／dish（20　x　105　cellsldish）で播種し、6－7日間培養した細胞を取り込み実験に用いた。

取り込み実験に用いたhlcubation　Mediumの組成を以下に示す。　Incubation　Medium：145　mM

NaCl、3mM　KCI、1mM　CaC12、0．5　mM　MgC12、5mM　D－glucose、5mM　MES（pH　6．0）or

HEPES（pH　7．4）。取り込み実験は培養液を除去後、5ml（2　r面のIncubation　Medium（pH

7．4）で細胞を洗浄し、2r岨（11n1）のIncubation　Medium（pH　7．4）で37℃、10分間イン

キュベートした。その後基質を含むIncubation　Medium（pH　6．0）に置換し、37℃で一定

時間インキュベート後、5ml（2　ml）の氷冷Incubation　Medium（pH　7．4＞で2回洗浄する

ことによって反応を停止した。β一ラクタム抗生物質の場合は、抽出液（cefdbuten：0。05％

臭化テトラブチルアンモニウム含有50mM酢酸アンモニウム／メタノール＝50：50、

cephradine、リン酸緩衝液（pH　7．0）／解官ノールニ50：50）を細胞に添加し、室温で1時間

放置した。抽出液を遠心分離（10，000rpm、15　min）し上清を㎜lipore　mter（SJGVL、

0．22脚）で濾過後、HPLCのサンプルとした。沈殿物は1N　NaOHで可溶化後、タンパク

定量用に用いた。［14C］Gly－Sarの定量は、　IN　NaOHで細胞を可溶化後、放射活性を液体シ

ンチレーションカウンターで測定した。

（b）β一ラクタム抗生物質の定量

　実，験の部、第1章［1－4］（c）と同じ条件で行った。但しcefbdamはcephradineと同一条件

で測定した。

（c）タンパク定量

　タンパク質濃度の定量は、Bradford91＞の方法に従い、γ一globulinをスタンダードとして

測定した。

四望章　実験の部

［3－1］試薬

diethylpyrocarbonate（DEPC）はナカライテスク社のもの、その他の試薬は市販品特級
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を用いた。

［3－2］PEPT　1及びPEPT2におけるhistidine残基の機能的役割に関する解析

LLC．rPEPT1及びLLC－rPEPT2細胞を、　DEPC処理用緩衝液（1mM　DEPC、137　mMNaCl、

3mM　KCI、8mM　Na2HPO4、1．5　mM　KH2PO4、1mM　CaCI2、0．5　mM　MgC12、　pH　6．0）で、

25℃、10分間処理し、洗浄後【14c］Gly－sarの取り込み実験を、第H章［2－3］に準じて行っ

た。

［3－3］ラットPEPT　1における必須hisUdine残基の同定

（a）ラットPEPTI　histidine　mutant　cDNAの作成

　ラットPEPT　1の57並びに121番目のhistidine残基（H＞をglutamine残基（Q）に置換した

histidine　mutant　cDNAはPCR－mutagensisの手法を用いて作成した。先ず、　pSPORT　1の50J　I

及び1＞o’1のクローニングサイトに挿入されているラットPEPT　Iを鋳型として、変性（94

℃、1分）、アニーリング（55℃、2分）、伸長反応（72℃、2．5分）、30サイクルの条

件で、第1PCR反応を行った。以下に用いた2組のprimerを示す。

　　1）T7　promoter　primrerとmNOT　primer（5’一GGATCCTCTAGAGCGTCCGC－3「）　（1＞o’1

　　　の制限酵素サイトを消失させるprimer＞

　　2）SP6　promoter　primrerとmutagenic　primer（H57Q：5LGCCATcTAccAAACGTTTGT－3’

　　　またはH121Q：5LCTTCCTTTGcAGGTAGCACT－3’）　（太字：塩基の変異）

1及び2で得られた2種のPCR産物を混合・アニーリングし、第2PCRの鋳型とした。第

2PCRは第1PCRと同様の反応条件で行い、　pdmerはT7　promoter　primrerとSP6　promoter

pdmrerを用いた。　H57QとH121Qの2つの変異を導入したcDNAは、　H　121Qを鋳型として上

記と同様の条件で作成した。

（b＞卵母細胞発現系を用いたラットPEPT　I　histidine　mutantの輸送機能解析

　（a）で作成したラットPEPT　I　histidine　mutant　cDNAの塩基配列を確認後、【14CIGIy－Sar

またはce丘ibutenの取り込み実験を、第1章［1－41に準じて行った。

（c）卵母細胞の免疫染色
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　wild－type　PEPT　1またはPEPT　l　histidine　m嘘mt発現卵母細胞を3％パラホルムアルデヒド

溶液で固定（4℃、1時間）後、30％スクロース溶液で浸漬した（4℃、18時間）。卵母

細胞切片（8μm）の作成、風乾、洗浄の操作を行い、非特異的な反応を抑えるため10％

ヤギ血清で10分間処理した後、ラットPEPT　1抗体（1：100）で4℃、12時間インキュベー

トした。洗浄後、FITC標識2次抗体と反応させ、蛍光顕微鏡を用いて写真撮影を行った・

［3－4］キメラペプチドトランスポータの構築による薬物認識領域の検索

（a）ラットPEPT　IIPEPT2キメラトランスポータcDNAの作成

　キメラペプチドトランスポータcDNAは、ラットPEPT　IまたはPEPT2　cDNA／pSPORT　1

（3α11，1＞o’1）を用いて作成した。ラットPEPTI　cDNAに、1＞4ε1の制限酵素サイトを導

入するため、1＞481サイト含んだ合成プライマーを用いてPCRを行った。以下に用いた2

組のprimerを示す。

　　1）T7　promoter　primrerとprimer　1（5’一AAGC越A　T　GCACTTGGCCACTTTGCCCATG－31＞

　　　　（太字：N481の制限酵素サイト、下線部：変異した塩基＞

　　2）M13　pd㎜erとprimer　2（5’一GTGCATATGCTTT㏄CATCAAAAACAGGTT－3’）

　　　　（太字：N461の制限酵素サイト、下線部：変異した塩基）

1）で得られたフラグメントを5α11及び1＞481で切断後、ラットPEPT2　cDNAの3α11及び1＞46’

1サイトに挿入し、PEPT－N　I　C2　cDNAと命名した。同様に2）で得られたフラグメントは

2＞461及びNo’1で処理し、ラットPEPT2　cDNAの対応するサイトに挿入した（PEPT－N2C　l

cDNA）。

（b）キメラペプチドトランスポータ安定発現細胞の構築と機能解析

　キメラペプチドトランスポータcDNAの塩基配列を確認後、実験の部、第H章［2－2】と

同様の条件で両キメラトランスポータの安定発現細胞を作成した。PEPT－NIC2安定発現

細胞をLLC－N　l　C2細胞、　PEPT－N2C　1安定発現細胞をLLC－N2C　1細胞と命名し、機能解析は

実験の部、第H章［2－3］に準じて行った。
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