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　小腸上皮細胞に発現するペプチドトランスポータ1（ＰＥＰＴ１，SLC15A）∠）は，膜を介したＨ゛勾配を駆動力として，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する膜タンパク質であり，タンパク質の吸収に重要な役

割を果たしている。また，ＰＥＰＴ１は広範な基質認識物注を有することから，経口用/トラクタム抗生物質など，小分子ペプ

チドと構造的に類似した薬物を輸送し，薬物トランスポータとしても機能している。著者の所属研究室では，ラット

ＰＥＰＴ１及びＰＥＰＴ２をクローニングして以来，ＰＥＰＴの構造・機能・遺伝子多型・発現調節に関する研究を展開してきた。

このうち発現調節については，ＰＥＰＴ１がホルモン，食餌，薬物，日周リズムなど，様々な因子によって，転写あるいは蛋

白レベルで発現調節を受けることが，著者の所属研究室を初め多くの研究者から報告されている。しかしながら, PEPTl

の発現調節に大きく影響すると考えられるＰＥＰＴ１遺伝子の転写制御機構については未だほとんど解明されていない。

　そこで著者は，ヒトＰＥＰＴ１のプロモーター領域をクローニングし，培養細胞を用いたln‘ｖｉtｒｏでのプロモーター古注の

評価，さらに加･�ｎパこおけるｍＲＮＡ発現解析などの手法を用い，小腸ＰＥＰＴ１の基礎転写及び組織特異的な転写制御に

関わる分子機構について検討を行った。さらに，絶食時におけるＰＥＰＴ１発現誘導の制御機構についても解明を試み，以下

の新知見を得た。

T.ＰＥＰＴ１の基礎転写に関わる制御機構一転写因子Sp1の役割－

　Ｃａｃｏ-2細胞を用いたレポーターアッセイ系によってヒトＰＥＰＴ１の転写活性を検討した。プロモーターのdeletion

analysisから，転写開始部位の-172位から-35位の領域が基礎転写活性に重要であること，この領域には転写因子Sp1が結

合すると推測されるＧＣボックスが複数存在することが判明した。これらＧＣボックスヘの変異導入及びＣａｃｏ-2細胞の核

抽出液を用いたゲルシフトアッセイによって, Splが２ケ所のＧＣボックスと結合することが確認された。さらに，

ＰＥＰＴ１転写古注は,Spl結合ｍ害剤であるmithramycin Ａによって低下する一方, Splの過剰発現によって上昇した。以

上の検討から，ヒトＰＥＰＴ１の基礎転写に重要なシスエレメントが初めて同定され，トランスファクターとしてSp1が機能

していることが明らかとなった。

H.ＰＥＰＴ１の小腸特異的な発現に関わる転写制御機構一転写因子Cdｘ2の役割－

　上述の通り, SplはヒトＰＥＰＴ１の基礎転写に重要であるが，ユビキタスに発現する転写因子であるため, Splによって

ＰＥＰＴ１の小腸特異的な発現を説明することは困難である。そこで，ＰＥＰＴ１の小腸特異的な発現には組織特異的な転写因

子が関与することを想定し，種々転写因子のスクリーニングを行った結果，小腸上皮細胞の分化や機能維持に重要な転写因

子Cdｘ2がＰＥＰＴ１の転写古注を促進させることを見出した。しかし，ＰＥＰＴ１プロモーターのCdｘ2反応領域は基礎転写に

関わるSp1結合サイトと重複しており，これまで報告されているCdｘ2の標的遺伝子とは異なり, Cdx2結合配列が存在し

ないことが判明した。 Cdｘ2の作用機序として，ＰＥＰＴ１プロモーターに直接結合せず, Splと物理的に相互作用すること

によってＰＥＰＴ１の転写活性を制御する可能性が示唆され, Cdx2としては新規な機序と考えられた。また，腸上皮化生を

発症したヒト胃粘膜組織においては，本来胃には発現の見られないＰＥＰＴ１が発現しており, Cdx2とＰＥＰＴ１のｍＲＮＡ発
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現レペルは良好な相関を示した。以上の結果から, Cdx2はSp1と相互作用することによって，ＰＥＰＴ１の小腸特異的な発

現に主要な役割を果たしているものと考えられた。

ｍ．絶食時における小腸ＰＥＰＴ１の発現誘導機構

　絶食は小腸ＰＥＰＴ１のｍＲＮＡ及び蛋白レペルを上昇させ，ＰＥＰＴ１の基質薬物の体内動態にも影響を及ぼすことが明ら

かとなっており，生理的及び薬物動態学的に重要な誘導因子である。そこで，絶食時におけるＰＥＰＴ１発現誘導機構につい

て検討を行った。上述のSp1やCdｘ2は，絶食によってもそれら発現レペルに顕著な上昇が認められず，ＰＥＰＴ１誘導には

関与していないと考えられた。一方，肝臓において絶食に対する生体の適応反応に主要な働きをする転写因子として

ＰＰＡＲａが知られている。 ＰＰＡＲａは小腸にも発現していることから，ＰＥＰＴ１誘導におけるＰＰＡＲａの関与を明らかにする

ことを試みた。 48時間絶食させたラットでは，小腸PEPTl ｍＲＮＡの発現量が通常の約２倍に上昇するが，このとき小腸

ＰＰＡＲａｍＲＮＡ発現量の上昇及びＰＰＡＲａの内因性リガンドである血中遊離脂肪酸濃度の顕著な上昇を伴うことが確認され

た。Ｃａｃｏ-2細胞をＰＰＡＲａのリガンドであるＷＹ一川543で処理したところ, PEPTl mRNA レペルが上昇し, glycylsar-

cosine取り込み古注も増大した。さらに，ラットにＷＹ-]L4643を経口投与した結果，小腸ＰＥＰＴ１のｍＲＮＡレペルが上昇

した。最後に，ＰＰＡＲａノックアウトマウスでは小腸ＰＥＰＴ１の誘導は完全に消失したことから, PPARaが絶食による小

腸ＰＥＰＴ１誘導に主要な役割を果たしていることが明らかとなった。なお，今回得られた知見は，生体内窒素の制御という

観点からＰＰＡＲａの新たな機能を提唱するものと考えられる。

　以上，著者はＰＥＰＴ１の転写制御機構の解明を試み，基礎転写にはSp1が，小腸特異的な発現にはCdｘ2が主要な役割を

果たしていることを明らかにした。また，絶食時におけるＰＥＰＴ１発現誘導はＰＰＡＲａを介していることも示した。本研究

成果は，ＰＥＰＴ１発現調節機構の更なる解明など，基礎研究を展開する上で基盤として資するばかりでなく，医薬品の適正

使用や小腸機能障害時における適切な栄養療法の開発といった応用研究にも貢献するものと考える。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　小腸上皮細胞の刷子縁膜に発現するペプチドトランスポータ1（ＰＥＰＴ１，SLC15A）∠）は，小分子ペプチド（ジペプチド

及びトリペプチド）やペプチド類似薬物の細胞内取り込みを媒介し，生理・薬物動態学的に重要な役割を果たしている。こ

れまで，ＰＥＰＴ１がホルモン，食餌，薬物，日周リズムなど，様々な因子によって発現調節を受けることが報告されている

が，ＰＥＰＴ１遺伝子の転写制御機構についてはほとんど解明されていなかった。そこで申請者は，ＰＥＰＴ１の基礎転写及び

組織特異的な転写制御に関わる分子機構について検討を加えるとともに，絶食時におけるＰＥＰＴ１発現誘導の制御機構につ

いても解明を試み，以下の新知見を得た。

　Ｃａｃｏ-2細胞を用いたレポーターアッセイ系によって，ヒトＰＥＰＴ１の基礎転写古注には, -172位から-35位の領域が重要

であることを明らかにした。この領域には転写因子Sp1が結合すると推測されるＧＣボックスが複数存在し，ゲルシフト

アッセイやSp1過剰発現実験によって, Splがこの領域に結合し，プロモーター活性を促進させることが分かった。以上

の検討から，ヒトＰＥＰＴ１の基礎転写に重要なシスエレメントが初めて同定され，トランスファクターとしてSp1が機能し

ていることがわかった。

　Sp1はヒトＰＥＰＴ１の基礎転写に重要であるが，ユビキタスに発現する転写因子であるため, SplによってＰＥＰＴ１の小

腸特異的な発現を説明することは困難である。そこで，小腸特異的な転写因子がＰＥＰＴ１の発現に関与していることを想定

し，種々転写因子のスクリーニングを行った。その結果，小腸上皮細胞の分化や機能維持に重要な転写因子Cdｘ2が

ＰＥＰＴ１の転写古注を促進させることがわかった。 Cdｘ2はＰＥＰＴ１プロモーターに直接結合せず, Splと物理的に相互作用

することによって，間接的にＰＥＰＴ１の転写活性を制御していることが，免疫沈降やCh�アッセイによって示された。ま

た，腸上皮化生を発症したヒト胃粘膜組織においては，本来胃には発現の見られないＰＥＰＴ１が発現しており, Cdx2と

ＰＥＰＴ１のｍＲＮＡ発現レペルは良好な相関を示した。従って, Cdx2の役割がin ｖiｖｏで確認された。以上の結果から，

Cdｘ2はSp1と相互作用することによって，ＰＥＰＴ１の小腸特異的な発現に主要な役割を果たしていることが判明した。

　絶食は小腸ＰＥＰＴ１のｍＲＮＡ及び蛋白レペルを上昇させ，ＰＥＰＴ１の基質薬物の体内動態にも影響を及ぼすことが明ら

かにされており，生理的及び薬物動態学的に重要な誘導因子である。そこで，絶食時におけるＰＥＰＴ１発現誘導機構につい
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て，肝臓で絶食時の適応因子として役割の確立している核内受容体ＰＰＡＲａに焦点を当て検討を行った。その結果，48時間

絶食させたラットでは，小腸PEPTl ｍＲＮＡの発現量が通常の約２倍に上昇するが，このとき小腸ＰＰＡＲａｍＲＮＡ発現量

の上昇及びＰＰＡＲａの内因性リガンドである血中遊離脂肪酸濃度の顕著な上昇を伴うことが確認された。ラットにPPARa

のリガンドであるＷＹ-］L4643を経口投与した結果，小腸ＰＥＰＴ１のｍＲＮＡレペルが上昇した。さらに，ＰＰＡＲａノックア

ウトマウスでは小腸ＰＥＰＴ１の誘導は完全に消失したことから, PPARaが絶食による小腸ＰＥＰＴ１誘導に重要な役割を果

たしていることが明らかとなった。

　以上の研究は，ＰＥＰＴ１の基礎転写，小腸特異的な発現並びに絶食による発現誘導の分子機構を初めて明らかにしたもの

であり，ＰＥＰＴ１の発現調節機構の解明において，極めて重要な知見を含んでいる。これらの研究成果は，医薬品の適正使

用や小腸機能障害時における適切な栄養療法の開発にも貢献すること大であり，薬物動態学の発展に寄与するところが多い。

　よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。

　更に，平成18年12月12日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。
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