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総論の部

緒言

生体内に投与された多くの薬物の主排池-経路は腎臓であり、木変化体薬物や代謝

を受けた薬物が尿中へと排出される。従って腎臓は:築物の体l人JifvJ態、さらには医薬

品の薬効・毒性を考える上で極めて重要な臓訟である。医薬品の持つイf効性を以大

限に引き出し、かつ安全性を確保するためには、 1181々 の薬物の1{11JI:illl:機仰のみなら

ず、患者の腎機能、腎排池過程における薬物相互作川允引のIII能性1iについて l'分

に考慮する必要がある。

腎臓は生体内恒常性を保つ上で極めて重要な臓~~であり、その)!~本的な機能の­

っとして多様な内困性及び外因性の不安物質や有汚物質を体外へと lJI~11 ¥する仰jき

を挙げることができる。腎における薬物等異物の排計11:は糸球体での泌j位以び以剤11{i'(~; 

での能動的分泌により行われる。近位尿細特にイザ機カチオン愉法系がイバ1:し、多く

のカチオン性薬物がこの輸送系を介して能動的に分泌され、レポ111へとj'jl:ill!:されるこ

とは個体や組織レベルで古くから知られていた(九また、近付二将人された以小胞を

用いる実験系により血管側側底膜及び尿細管腔側刷子縁股とし寸地迫・機能のY4な

る細胞膜を介する薬物輸送機構について、膜レベルでの解析が進んできた(2.(1)。さら

に最近では、遺伝子工学的手法により薬物輸送を判う愉送体の実体についても|リjら

かにされつつある。 Grundemannら(7)はアフリカツメガエル卯吋細胞を)I Jし1た発現

クローニング法を用いて腎尿細管側底膜の有機カチオン輸送体をコードするとJZ

えられる遺伝子、 OCT1を単離した。またその塩基配列から輸送体の-次地jfj-

次構造が推定され、側底膜の有機カチオン輸送体は股貫通信!域をイJする)J央|人jイピ'I!I:蛍

白質であると推察された。刷子縁膜における行機カチオン輸送体をコードする泣伝

子は未だ明らかにされていないが、側底膜のものとfriJ様に股内イ1:'1:1:蛍(11"1であると

予想、される。遺伝子工学的手法によって薬物輸送の調節機備についても、遺伝子の

転写や蛋白質への翻訳段階での変化等について分子レベルでの解明が進むことが

期待される。

生体膜の重要な特徴の一つは、それが例外なく蛋白質と脂質を t成分として椛成

されていることであり、かっその構造が極めて流動性に富む動的な性質を作ってい
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ることである。生体朕のぷ本的な構jij-は、日行'111"-..主k'-iをぷ脅jfとする流動モザイクモ

デルに法づいたfJljJt:が!よく受け入れられている(8-10)。このモデルの主安:な概念は、

肢のダイナミックな構造(流動'I;lj:)の f貯!!、及びこの流動的な股構造が股機能の発現

とIYJ;生づけて与えられていることである。事実、多くの細胞膜機能は細胞膜の動的

な地造、脱脂質環境の彩苧?を受けることが報(lJされている(11-16)。

Figurc. Schematic diagram 

of biological membrane. 

l行における:築物愉送はお11JJ包肢を介した輸送過程の集積であり、輸送安白質白体の

爪i'1;11:のみならず、蛍(111がμ在する細胞肢の動的状態、の影響を受けることが与えら

れる。 Singcrand Nicolsonの流動モザイクモデルでぷされるように、細胞膜におい
て

蛍I'lyJjは脂質111に浮遊する状態、でイJ吋t:していると弔えられる(8-1内Figure)。腎尿細管

~ÞIJ f-縁版以び側)J記j肢にイメイ1:するイf機カチオン愉送蛍仁!質も脱内在tt蛋白質であり、

剤11JJ包脱脂質 111に輸送蛍(11'1が四め込まれた状態で存イEするものと思われる。いわば

町民，--_ tf{ Jr{1は輸送蛍1'11'j"の機能を発帰するのに必安な |:f?の役割を果たしている

と抗策できる。従って輸送蛍1'111のみではなしそれをとりまく膜脂質環境及びそ

れらが蛍l'11'1機能に及ぼす杉響について検λすることは、薬物の膜輸送現象の詳細

を解明するために不 IIJ欠と~・えられる。

股流動'I;l l:は細胞肢の)I~本的な性的-の-つであり、 ì: として朕を構成する脂l買の組

成によって決定され、 }J央JJ行氏以上克の物J'H(I~係式をぷす。碕々の生理的及び病態生理

的な条件によってJJ史流動VI:は変動することが矢1Iられており、この変動が細胞膜rrに

イバi:する~ぶなどの剤11胞股機能を調節jすることが、亦 l血球、 ßT" 小腸及び腎など種々

の組織において桜(与されている(11・l~ しかし、薬物の抑イ本輸送と膜流動性との
関述

について検，iJした械作は彬めて之しい。医薬JIlllの体内挙動にl行は小説めて重要な役割

ウ

‘-

を来たすことから、股流動性の変動による薬物の??輸辺制御について解明するこ
と

は、医薬品の適正使HJを批巡していく.1:でイj・広義である と与えられる。

そこで・3存，x・は膜流動性によるカチオン '1ft:主主物の門j)I:~IIl:の制御機怖を 11)jらかにす

る [-1 的で、腎ili位以細作~þリ - (縁j段、(日IJ 瓜Jj史小胞を JI Jい、その版流動'Iil:を|才，1)えび低

下させた場合のイ写機カチオン輸送の変動について検IjJを行った。また、/川変IIUもな

い日市乳ラットの腎から刷 r縁股小胞をi調製し、成熟ラットのhtljf-紋服におけるイj機

カチオン輸送及び膜流動性との比較検討を行い、発行によるイj機カチオン愉送の
変

動と膜流動性の関連についても;s.察を加えた。これらの来日，f!:を、以卜 れにわた
り

論述する。
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第 I章 刷子縁膜の流動性上昇による有機カチオン輸送の調節

腎臓はネフロンと呼ばれる構造・機能上の単位と血管系から構成され、ネフロン

は糸球体とそれに続く尿細管からなり、集合管に接合している。尿細管はさらに部

位によって近牧尿細管、ヘンレ係蹄、遠位尿細管に大別され、形態や機能も異なっ

ている。特に近位以細管では glucoseやアミノ酸等の栄養物質の吸収や薬物等異物

の体外への排加といった --}J-向性の経細胞輸送が活発に営まれている。

以剤11{I月上皮細胞は、形態的・機能的に非対称性(極性)をぷし、管腔側とそれ以外

の側応部分では細胞のぷ面構造に差が見られるとともに、両者において物質輸送機

構や川必静京など、機能的にも異なっている。尿細管上皮細胞は互いに隣接する細

胞と宿泊料;合(tight卯nction)によって接合しており、細胞膜はその部分で管腔側の刷

子縁版、血管側の側底肢とに|ズ分される。薬物の尿細管分泌は側底膜を介した血管

制リから細胞内への取り込み、及び刷子縁)漢を介した細胞内から管腔側への排出とい

う;つの脱輸送過科の集積であり、その機構を解明するためには両細胞膜を分離-

*1')製し、それぞれのj股快におけるi薬築物輸送について解析する必要がある O 膜小胞系は

こうした村特:定の細!胞1胞包股における輸j送基機構の解析に極めて有用な実験系でで、ある(川1口7-刊1円問9め)

近イ作lド-"、 AIlI刷i自削リJ{縁脱は Mgピ2+で等手の--イ価面カチオン沈殿法により、側底膜は Percoll円己形成

宿皮勾配法により、純度のl匂いものが比較的短時間で、得られるようになった。こう

して件られた刷子縁膜小胞、側j氏膜小胞を月jいた輸送研究によって近位尿細管にお

ける glucoscやアミノ酸のI呼吸収機構のみならず、薬物の能動分泌機構の解明も飛

脱的に進反した(2-6)。

Brush-border 
membrane 

H+ 

organlc 
cation 

ー70mV

Basolateral 
membrane 

4 

organlc 
cation 

K+ 

Fig. 1-1 Transport systems 

of organic cation in renal 

proximal tubules. 

腎近位尿細管刷子縁膜において有機カチオンは、基質と逆JJ-r匂の H+勾配によって

駆動される H+/有機カチオン逆輸送系を介して能動的に輸送されることが股小胞系

を用いた解析から明らかにされている(刈 (Flg.1-1)0 1刀 vivoにおいても Nが/H+交換

輸送体等の働きによって尿細管腔側酸性(約 O.5pHunit)のH+勾配が形成されており

(20)、細胞内の有機カチオンはこの H+勾配と共役して管腔似IJへと汲みljlされるものと

考えられる。 H+戸有機カチオン逆輸送系は cimetidinc、proωinamidc、lTIorphinc、atropinc

等のカチオン性薬物のみならず、 cephalexin、∞ph加rad加Cて等字のl'向，1付付i川叶u'“，[性|

ノ.や戸.ラク夕ム抗生物質も基質と認識し輸送することカがt知られている6(ユ日刊G)O このよう

に H+/有機カチオン逆輸送系は幅広い基質認識能をもち、段々なイオン'[11:薬物の以

細管分泌に寄与している。

生体膜機能の多くは膜酵素や膜に存在する受容体など朕蛋(1の機能によるとこ

ろが大きい。細胞膜を構成するもう一方の主成分である膜脂質によって形成される

脂質二重層は、これら膜機能蛋白に対し、存在の場あるいは爪院の場を提供する役

割を果たしている。しかし、それはただ単純に存不正の場をうえるのではなく、映機

能蛋白の正常な機能発現に重要な影響を与えている。脂質 ¥ソI刊fl引1りl)i、γ6t4a7jの物，↑|性j川咋1:、)J股j民央財j流市動v
の変動によつて多くの膜機能が影響を受けることが報?作tされており、また将々の/L

理的、病態生理的条件により膜流動性が変動することも知られている(1]-](1)。しかし

これまで、薬物の担体輸送と膜流動性の関連について検討した報(!?は見、'iたらない。

本章ではカチオン性薬物の腎輸送に膜流動性変動が影響を及ぼすのか、またどの

ような影響を及ぼすかについて考察を加えた。まず、刷子縁!肢において版流動性を

上昇させることが知られているアルコール類を用いて、膜流動'[11:の上昇とイ丁機カチ

オン輸送活性の関連について検討した。刷子縁膜における布機カチオン輸送と比'1攻

するため、 choline輸送及び glu∞se輸送に及ぼす膜流動性上舛の影響についても解

析した。さらに、膜流動性の上昇が側底膜における有機カチオン輸送に影符を及ぼ

すか否かについても検討を加えた。

1・1 有機カチオン輸送に及ぼすアルコール類の影響

ベンジルアルコール等のアルコール類は速やかに生体膜111に移行し、版流動性を

上昇させることから腎や小腸、肝における種々の膜醇素や gIucosc、アミノ酸、リン
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た膜流動性を表す(1叩

主として脂質一J二重)嵐醤の外)層醤カか、ら中I問;吋口出古郎日にカか、けてj流オ点i昼到動)1'1十判竹|ド村付y司叱i上:が IJふ}〉h封:1イ1
1するものとJ与5.えられ

酸等栄養物質の輸送系へ及ぼす膜流動性変動の影響を検討する 目的に用いられて

いる(21-3九そこで腎刷子縁膜におけるイ:f機カチオン輸送が膜流動性変動の影響を受

る。
けるかアルコール類を片jし1て検討した。ラットから調製した刷子縁膜小胞への取

り

込み実験の基質としては tetraethylammonium(TEA)を、アルコール類はベンジルアル

有機カチオン輸送に及ぼすべンジルアルコールの彰符l-b ヘキサノール、オクタノールを用いた。ブタノーノレ、コーノレ

l-aでの検討から刷子縁膜小胞にベンジルアルコールを共イメさせた助介、!民流助

性は上昇することが明らかとなった。そこで次に、ベンジルアルコールが近仇以剤11

管刷子縁膜の有機カチオン輸送に及ぼす影響について検討を加えた。

腎刷子縁膜において TEAは逆向き H+勾配によって駆動される
H+/イJ機カチオン

刷子縁膜流動|生に及ぼすべンジルアルコールの影響

まず、 hl}IJ子縁膜の流動性に及ぼすべンジルアルコールの影響について検証した。

股流動性は 1，6-diphenyl-1， 3，5・hexatrienc(DPH)を用いて蛍光偏光解消法により評価

1・a

逆輸送系を介して能動的に輸送される。まずず.、Hγ吋イ布]

ンジルアルコ一ルの影響について砂明]らかにするため、駆動力である
H+勾配イメイ1:ト

における届u子縁膜小胞への1EA取り込みを測定した。

した。すなわち、膜Y'へ予め負荷しておいた蛍光プローブの DPHに偏光した励起

光を照射し、これから射出された蛍光の偏光がどの程度維持されているかを測定す

この仰が偏光度で、あり、膜中で蛍光物質の運動が大きいほど、つまり膜流動性

が大きいほど偏光は解消されるため、偏光度は小さくなる
ο2，33)。

る。

Fig.l・3 Effect of benzyl alcohol on 

TEA uptake by brush-border 

membrane vesicles (with H+ 

gradient). Membranc vcsicles (pH 6.0) 

were incubated wI1h the substratじmixturc

(PH 7.5) containing O.3125mM f
14CJTEA 

(final O.25mM) in thじabscnccnr prcscncc of 

benzyl alcohol:ω削 1(0 ); 20mM bCJli'yl 
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Fig. I-2 Effect of benzyl alcohol 

on brush-border membrane 

f1uidity. Fluorescence polarization 

of DPH was measured in the pr凶enceof 

various concentrations of benzyl 

alcohol. 
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BENZYL ALCOHOL (mM) Fig. 1-3に、小胞内 pH=6.0、小胞外 pH=7.5とし、外向き
H+勾配イ子イJ:卜での TEA

輸送に及ぼすべンジルアルコールの影響についてノjミした。コントロール条件卜に
お

いては、 H+勾配と共役した顕著な一過性の kり坂輸送(overshoot現象)が認められる。

これは TEAが取り込み初期においては外向き
H+勾配を駆動力として小胞|人jに濃紺i

的に取り込まれるが、その後時間とともに
H+勾配が消火するため TEA~'I 身の波皮

勾配に従った流出の方が大きくなり、最終的には小胞内外の
TEA波皮がノ手しくな

った時点で、平衡に達するためである。 20mMのベンジルアルコールを共イ
j.させたと

Fig. 1-2からゆjらかなように、刷 f縁膜小胞に添加したベンジルアルコールの濃度

が高いほど DPHの制光度は減少し、ベンジルアルコールは濃度依存的に刷子縁膜

の流動性を上Filaさせることが縫認された。

ベンジルアルコールを肢小胞に添加すると速やかに膜中に移行するが、親水性の

水般基を持つことから脂質 --íp~ )ç1の外j凶にとどまるものと考えられる (M)o 一方、

DPHは非柑性であるため、タト!凶と内!刊の中間部付近に配位し、その部分を中心とし
ころ、 TEAの初期取り込み速度、及び overshootのピーク仰はコントロ

ールと比べ

7 



Fig. I-5に膜小胞への TEA取り込みの濃度依作性についてぶした。 TEAの濃度を

0.0625mMから 2mMまで変化させ、外向き H+勾配ι{1:トで TEAの初期取り込み速
顕著に低下した。しかし、 30分間の TEA取り込み、すなわち取り込みの平衡値に

は変化が認められなかったことからベンジルアルコールによる膜小胞の損傷や内

容積の変化は生じていないと考えられる。 度を測定したところ、高濃度で飽和現象が認められた。次式によって非線形辰小

乗法で解析を行い、速度論的パラメータを算出した。

V= Vmax[S]/(ぬn+[S])十Kd[S]

Vは初期取り込み速度、 [S]は基質初濃度、 Vmaxは輸送系を介する此大輸送速度、

ぬnはミカエリス定数、 Kdは非特異的な輸送の係数を示す。KmイlRはコントロール

及びベンジルアルコール共存下でそれぞれ、 0.12、O.08mM、Kd111'{は 13.3、9.53

nmol/mg protein/min/mMと両群で大きな差はみられなかった。

トロール条件下では 8.2nmoVmg protein/minであるがベンジルアルコール共存によ

って 2.1nmoVmg protein/minと大きく低下した。従ってベンジルアルコールにより

基質親和性は変化せず、輸送体の ωrnover速度の変化等により爪'111:が低ドするもの

-ん"Vmaxイin，まコン

Fig. 1・4 Reversibi1ity of benzyl 

alcohol effect on TEA uptake by 

brush-border membrane vesicles. 

Membrane vesicles (pH 6.0)， pretreated 

without or with 20mM ben勾，1alcoho1 

σretreatment:ーor+， respective1y)， were 

incubated with the substrate mixture 

(PH 7.5) containing 0.3125mM 

[14C]TEA (final 0.25mM) in the ab田町e

or presence of 20mM benzyl alcohol 

(Coexiste町 e:ーor+， respectively). 
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Fig. 1-6 Concentration dependence of 

the inhibition of TEA uptake by 

benzyl alcohol. Membranc vcsicJes (pH 

6.0) were incubated with 1hc subs1ratc mixturc 

(pH 7.5) containing O.3125mM r14C]TEA 
(日nalO.25mM) in thc prescn∞of various 
conccn1ra1ions of benzyl alcohol cithcr 

withou1 (0 ) or 

cimetidinc. 

O.lmM with (. ) 

と考えられた。
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抄くに ~plj ._ (縁朕小胞に対するベンジルアルコールの影響の口J逆性について検討し

た。膜小胞とベンジルアルコールを 5分間インキュベートし、その後緩衝液で洗浄

し股小胞からベンジルアルコールを除く前処卑を行った膜小胞と、ベンジルアルコ

ールを合まない緩衝液を用いてインキュベートを行った膜小胞への TEA取り込み

を測定した(Fig.1・4)0Fig. I-4から明かなように両群の膜小胞への TEA取り込みに

去はなく、また取り込みH与にベンジルアルコールを共存させたときの阻害の程度も

Illjーであった。従って膜小胞に対するベンジルアルコールの影響は可逆的であり、

蛋[Ll質の変性などの非口Jj主的な影響はないものと考えられた。

次に有機カチオン輸送に及ぼすべンジルアルコールの影響の濃度依イメれについて

検討した。種々の濃度のベンジルアルコールを共与させ、外向き H+勾配イメイJ:トでの

刷子縁膜小胞への TEA取り込みの初期速度を測定した。 Fig. 1みから|リjらかなよう

にTEAの取り込みはベンジルアルコールによって濃度依存的に閉じ13され

Fig. 1-5 Concentration dependence of 

TEA uptake. Membrane vesicles (pH 6.0) 

were incuba1ed with the substrate mixture (PH 

7.5) containing various concentrations of 

[14C]TEA in the abs印矧e白n川lCα'C0ωrp 郎 e印nc伐e0ぱfb悦凶G白1町 l 

剖此co叶仙伽h加1ω刈O此i上c∞conω∞n山1

その ICso

は18.3mMであった。 一方、 H+/有機カチオン逆輸送系に高い親和[;11:を持つ cimetidinc

を共存させ、非特異的な TEA取り込みを測定したところ、高濃度域においてもベン

ジルアルコールの影響は認められなかった。従って輸送系を介さない非特異的な
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TEAの膜透過性はベンジルアルコールによって変化しないことが示された。

9 8 

2 1.5 
丁目 (mM)
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の蛍光が消光することに -Jf~づいている。 Fig. ト時A にぷすように Acridinc orangcを合

むpH7.5の外液中に、小胞内 pHを6.0としたJJ史小胞をJ]llえたiA-介、急激な蛍jじれlj

光が観察される。その後 Acridincorangcの消光は終日.)":(1なに[1-11復するがこの池利
は川j

Figo 1・7 ReJationship between 

membrane fJuidity and TEA 

transport in brush-border 

membranes. 
子縁膜を介した H+勾配の消失を反映している。 Fig.トHBは H-+勾同じが消火したH

ぷ点

での Acridineorangcの蛍光と各時flUの蛍光のjCの対数を時fHJに刻してプロットした

直線の傾きが急であるほど H-+勾配の消火が速いことをぶしている。

Fig. 1-8Bから明らかなようにベンジルアルコールは刷r縁肢を介した H-+勾配のれlj
失を促進することが示された。 Ivesら(38)はウサギの??刷(-総版小胞をJ4製し、ヘキ

サノール等の n-アルキルアルコールをJ1Jl ¥て股流動作を l才11.させたJ:J，j介の H+
jきAQ

hl;U f糸刻央での H-+jEAQ'[il:と以

H+jjEjtj17|:には良い小111父lか

性の変化を Acridincorange蛍光消光法によって測定し

流動性の関述について検討している。彼らはJJ史流動性と

みられ、膜流動性が上昇するに従い H+透過'[fl::が卜ふ11.すると械(!?している(J~)。これは

ものであり、

0029 003 

FLUORESCENCE POLARIZA TION 

Fig. 1-7にhtリ[-縁朕I[Tでの DPHの偏光皮と H+/有機カチオン辺輸送活性との関連

'[fl::についてぶした。流動'[11::が上昇-するに従い TEA輸送は低ドし、刷子縁膜
の有機カ

チオン輸送爪'[/1::は膜流動件に強く文配されることがノ式された。
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ベンジルアルコールによって膜流動'[ftが Lがしたとき、ラット門hl;IJr‘級以において
H+透過性は上#し、膜小胞内外の H+勾配のlilj失が促進されるという小川:光のが11L

と対応している。また、小腸刷[-縁股においても、作と11iJ係にベンジルアルコール

により膜流動性が上昇するに従って H+透過性が i二女11することが械(らされている
(W)。
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Figo 1-り Effectof benzyJ aJcohoJ 

on TEA uptake by brush-border 

membrane vesicJes (without H+ 

gradient). Mcmoranc vωiじlωU)H

70S) wcrc incubatcd with thc suostratc 

mixturc (pH 70S)∞ntaining 201M 

[14CITEA (linallmM) in thc prωcnce ()f 

various conccntrations of hell/yl 

a1coho1. 
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Figo l-H Dissipation rate of H+ gradient in brush-border membrane vesic
les. (A) Typical trace 

of Acridinc orangc with tin比 At thc arrow， O1cmbrane vesicles (PH 6.0) wcre
刻化d10 the ex1ernal buffer (pH 

705) containing 6μM Acridinc orangco (B)百leplots of In(F∞-Ft) against time sho
wing tha1 1hc dissipa1ion of 

thc H-+ gradicnt fol1ows first-ordcr rcaction kincticぉ. Extemal buffer (pH 7.5) conta
ining 6~M Acridine orangc 

and variousω問山ationsof oen.lyl alcohol: e州
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次に、外向き H+勾配存イピドでの刷子縁膜小胞への TEA取り込みに対するベンジ

ルアルコールの阻害効果が、 H+勾配の消火促進のみによるものか、すなわちベンジ

ルアルコールの影響が H+勾配消火過程に対するもののみなのかについて検'1-]"をか11

alcohol. 

ベンジルアルコールによる TEA輸送開;i;のお{凶の ーっとして、馬区動力で、ある
H+

勾配に対する J]~特が考えられる。そこで Acridinc orangcをJIJし1た蛍光消光法によっ

て、 H+勾配li
1j失速度:に及ぼすべンジルアルコールの彬特について検討した。 A

cridine

orangcは椅々の朕小胞系で小胞内 pHの測定に11Jし1られている
(35-3乃。 ωrhonyJ cyanidc p-trif1uoromcthoxyphcnylhydrazonc 

H-+勾配JI:イメイJ:ドにおける TEA取り
プロトノフォアである

(FCCP)を用いて小胞内外の pHを7.5に川定し

11 

えた。そのjJ;{理は、

H+の小胞内への移行にイ料、 Acridincorangcも小胞内に移行するため、
Acridineorange 

10 



Fig.1-11から明らかなように ll-アルキルアルコールはベンジルアルコールと 11i]段、

濃度依存的に TEA輸送を阻害し、その阻害の強さはオクタノール、ヘキサノール、

ブタノールの順であった。 Fig.1-12は各アルコールのオクタノーノレ/水分配係数

(Poct)C41)とTEA取り込みに対する 1Csoの逆数を両対数で、プロットしたものであり、

アルコールの脂溶性が高いほどTEAの輸送阻害能が強いという関係が示された。

刷子縁膜中での DPHの偏光度も ll-アルキルアルコールによって濃度依イメ的に低

下し、膜流動性は上昇した。 Fig.1-13は各アルコールの分配係数と DPHの偏光皮低

下の 1Csの逆数を両対数でプロットしたものであり、脂溶性が高いほど、政流動性上

昇能が強いという関係が見られた。従って脂溶性が高いアルコールほど股流動性を

上昇させ有機カチオン輸送を阻害することから、刷子縁膜における有機カチオン輸

送は膜流動性上昇により低下することが強く示された。

込みに及ぼすべンジルアルコールの影響を測定したところ、ベンジルアルコールの

効果は H+勾配存在下と比べ弱し 1ものであったが、 高濃度域において濃度依存的な

TEA取り込み阻害効果が認められた(Fig.1θ)0 

Trans-stimulatioll効果はある基質がキャリヤー輸送される場合に特徴的にみられ

る現象であり、 pH7.5，，-，8.5のアルカリ性領域では TEA同士の直接交換により

trans剖 mulatioll効果が起こる。すなわち小胞内に非標識の兜Aを負荷した場合、小

胞外の[14C]TEAとの直接交換が起こり[14C]TEAの取り込みが促進される(40)。そこで

有機カチオン輸送体へのベンジルアルコールの影響を明確にするため、 pH8.0にお

ける trans-stimu lation効果に及ぼす影響について検討した。
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Fig. 1-10 Effect of benzyl alcohol on 

TEA-TEA exchange. Membrane 

V邸ic1es(PH 8.0) pre10a必dwith 2.5mM 

TEA were incubated with the substrate 

mixture (pH 8.0) containing 0.278mM 

C4C]TEA (日na]0.25mM) in the presence of 
various ∞ncentrations of benzy1 alcoho1: 

∞11tro1 (0); 5mM (. ) and 20mM (企)
benzy] alcohol. 
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Fig. 1-10に示すように、コントロールと比べ5mM、20mMのベンジルアルコール

共存により TEAの取り込みは阻害された。従ってベンジルアルコールは H+勾配消

失泊料のみならず有機カチオン輸送体へも影響を与えることが示唆された。すなわ

ち、ベンジルアルコールによって膜流動性が上昇することで駆動力の消失過程と輸

送体の両者が影響を受け、有機カチオン輸送活性が低下すると考えられる。

l-c 有機カチオン輸送に及ぼすアルキルアルコールの影響

膜流動性上昇によって有機カチオン輸送が低下されることを明確にするため、膜

流動性を上昇させることが知られている n-アルキルアルコールの TEA輸送に及ぼ

す影響について検討を加えた。
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Fig. l-11 Effect of alcohols on 

TEA uptake. Memhrane vesicles (pH 

6.0) wcre incubat{対 withthe substrate 

mixture (pH 7.5)∞ntaining O.3125mM 
C4CJTEA (1inal O.25mM) in the prcscncc 
of various conccntrations of alcohols; 

butyl (.)， h叫 1(")， oLiy] (11)出ld

bc問 '1(0) alcoho1. 

Fig. 1-12 Relationship between 

logPoct and log(lJIC50(TEA 

uptake)). TEA uptakc was mea~urcd in 

the prcsc附 ofbutyl (. )， hcxyl CA)， 

叫 11(回 )and bcnzyl (0 ) alωhol. 



Fig. I-14 Effect of benzyl alcohol 

on choline uptake (with potential). 

Membnmc vc."iidω(pH 7.5) prcloaad 

with 100mM K gluconate were incuhatcd 

with tlH: suhstrate mixturc (pH 7.5) 

∞l1taining 100mM Na g]uconatc， 7μM 

¥'a1inomycin and 55.6μM l3H]ch川inc

(linal 50f-lM) in thc prcscncc oj・various

concentrations ()f hCll/:Y] a1ωho) cithcr 
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Fig. 1-13 Relationship between 

logPoct and log(1/IC5(DPH 

polarization)). Fluorescence 

po]ari二zationof DPH was measured in the 
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戸岱enceofb州(.)，hexyl (企)，octyl

(11) and benzy1 (0) alcohol. 
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Fig.I-14は外向き K+勾配存庄下、valinomycinを添加して小胞内れのJJ見ILt1ú~を形成
Choline及び glucose輸送に及ぼすアルコールの影響:1-2 

させた条件で、の choline取り込みに及ぼすべンジルアルコールの影特についてノドし
布機カチオン輸送系との比較

ValinomycinはK+イオノフォアとして働くので、小胞|人]に11'{~~Í した K+が i瞬 11.]= に

Cholincの取り込みはこの

Fig. ト14均、

fこO

小胞外に流失するため小胞内負の膜電位が形成される。

小胞内負の膜電位により顕著に促進されることが報令されている(42，43)。
近位以細管には栄養物質の再吸収や異物等の排出を行う種々の輸送系が存在す

ることが知られている。 Choline輸送系及び glucose輸送系は近位尿細管刷子縁膜に
ら明らかなようにベンジルアルコールは cholinc の取り込みを濃度依存的に I~II. 1，1;'し、

非標識休の choline を大社に共存させ、非特)~.(I{Jな

cholineの取り込みを測定したところ、ベンジルアルコールの彫特は観察されなかっ

従って輸送系を介さない非特異的な cholineの朕透過性はベンジルアルコール

その ICsoは 37.4mMであった。
打-イf:する輸送系であり、それぞれ膜電位及び Na+勾配を駆動力として choline及び

glucoscのi呼吸収に関与していると考えられている(件45)。そこで、膜流動性上昇が有

機カチオン輸送に及ぼす影響と比較するため、 choline及び glu∞se輸送に及ぼすべ

ンジルアルコールの影響について検討を加えた。
fこO

の影響を受けないものと考えられる。

Fig. 1-15 Effect of benzyl alcohol on 

choline uptake (without potential). 

Membrane vesicles (pH 7.5) pre]oa化dwith

100mM K g]uconatc were incubatcd with 

thc substrate mixture (pH 7.5) containing 

100mM K gluconatc， 7μM va)jnomycin and 

55.6μM [3H]cholinc (1inaJ 50μM) in thc 

presence of various concentrations of bcnメyl

a1cohol. 
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Choline輪込に及ぼすべンジルアルコールの影響

Cholineは，f111経伝達物質であるアセチルコリンの前駆体等として生体機能に重要

な役割を果たす内凶性有機カチオンである例)0 Cholineの生理的な重要性のため、脳、

肝、小腸等種々の組織でその動態について検討が行われている。腎において、 choline

は近位尿細管で分泌・再吸収の二ん冶向性の輸送を受け、分泌に関しては H+/有機カ

チオン逆輸送系を介することが報告されている(J内九近年、膜小胞系を用いた解析

により cholineの再吸収に関与すると考えられる、小胞内負の膜電位を駆動力とする

choline輸送系が H+/有機カチオン輸送系とは別に存在することが明らかにされた

(42，43)。そこで膜流動性の上昇の影響について H+/有機カチオン逆輸送系と比較するた

め、 choline輸送系に及ぼすべンジルアルコールの影響を検討した。

14 
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Fig. 1-16に小胞外 Na+濃度を 100mM、小胞内を 0として内向き Na+勾配存在下に次にベンジルアルコールの影響が駆動力のみに対するものかを明らかにするた

おける glu∞seの取り込みに及ぼすべンジルアルコールの影響について示した。ベめ、駆動力非存在下における choline取り込みに及ぼすべンジルアルコールの影響に

ンジルアルコールは濃度依存的に glucose取り込みを阻存し、その ICsoは24.3mMで

あった。 Na+/glu∞se共輸送系の特異的阻害剤である phlorizinιι 下ではベンジルア

ルコールの影響は観察されず、非特異的な glucoscの膜透過性はベンジルアルコー

ついて検討した(Fig. 1-15)。小胞内外の K+濃度を一定として膜電位の発生しない条

ルにより変化しないことが示された。

次に駆動力非存在下における glucose取り込みに及ぼすべンジルアルコールの彰

響について検討した。

件での choline取り込みもベンジルアルコールによって濃度依存的に阻害された。し

かしその 1Csoは72.0mMと駆動力存在時のものと比べて大きく、阻害効果は駆動力

存在時と比べ弱いものであった。従ってベンジルアルコールは駆動力の消失過程と

輸送体の両者に影響を与え choline輸送を阻害することが示唆された。

Fig. 1-17 Effect of benzyl alcohol on 

o-glucose uptake (without Na+ 

gradient). Mcmhranc ¥'esic1csωH 7.5) 

preloaded with 100mM j、~aClwcre incuhated 

with the substrate mixturじ(pH 7.5) 

ωntaining 100mM NaCl and O.lmM 

[3H]r:rglucose (日na) O.05mM) ill thc 

prescncc of various concentratiol1s of hcnノ:y!

a1cohol. 
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Glucose輸送に及ぼすべンジルアルコールの影響

Glucoseは生体内でのエネルギー源として極めて重要な物質であり、腎尿細管に

おいて内向き Na+勾配を駆動力として濃度勾配に逆らって再吸収されることが古く

から知られている。膜小胞系を用いた解析から、腎刷子縁膜において glu∞seは

Na+ /glucose共輸送系によって輸送され、その輸送活性は種々の生理的、病態生理的

条件によって変動することが報告されている(似瓜)。また、近年の分子生物学的手法

2-b 

40 10 20 30 
BENZYL ALCOHOL (mM) 

。。の導入により Nが/glucose共輸送体をコードする遺伝子の配列が明らかにされ、輸送

体の実体について分子レベルでの解明が進んでいる(判，45，49，50)。

Na+jglucose共輸送系の活性が遺伝子からの転写、翻訳といった分子レベルで調節

取り込みもベンジルアルコールによって濃度依存的に阻守された。しかしその lC50

は30.6mMと駆動力存在時のものと比べて大きく、阻害効果は駆動)){{={五時と比べ

弱し、ものであった。従ってベンジルアルコールは駆動力の消火過料と愉法体のIrtJfi'

に影響を与え glucose輸送を阻害することが示唆された。

らのグループ(26，51)ではラット腎刷子縁膜及び培養腎|二皮細胞 LLC“

PK
1における Na+/glucose共輸送がベンジルアルコールにより阻古されること、また

Yusufiら(幻)もラット腎刷子縁膜における glu∞se輸送がベンジルアルコールによっ

て阻害されることを報告している。これらの結果は著者の結果とよく

であり、また Na+勾配存在時の 1Csoも報告されている仙と近いものであった。

これらの結果から、腎刷子縁膜における有機カチオン輸送、 choline輸送、 glucosc

輸送はし 1ずれもベンジルアルコール共存により膜流動性が仁昇した場合、車斬輸{i命iお~j送j羊;活v

が低下することが明らかとなつた。しかし、ベンジルアルコールの輸送活|生阻害の

9定とした条件での glucoscFig. 1-17から明らかなように、小胞内外の Nが濃度を

されることが近年明らかにされつつあるが、一方、膜流動性の変動によってその活

性が変化することも報告されている (24-29，51，52)。そこで有機カチオン輸送と比較するた

め、 glucose輸送に及ぼすべンジルアルコールの影響について検討を加えた。

-Z〈するもの

17 

Le Grimellec Fig. 1-16 Effect of benzyl alcohol 

on o-glucose uptake (witb Na+ 

gradient). Membrane vesicles (PH 7.5) 

were incubated with the substrate mixture 

(pH 7.5) containing 200mM NaCl 加 d

O.lmM [3H]r:rglucose (日nalO.05mM) in 

the pre.<;ence of various concentrations of 

benzyl a1cohol either without (0) or with 

(. ) O.lmM pl山由in.
40 
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側底膜における有機カチオン輸送に及ぼすべンジルアルコールの影響3・a

まず側底膜の流動性に対するベン ジルアルコールの影響について確認した。 ~llJ底

膜中での DPHの偏光度は 0.336i: 0.002であり、 20mMベンジルアルコールを添加

すると 0.324+ 0.002に低下した。従って側底膜においてもベンジルアルコールによ

IC
50は、有機カチオン輸送に対しては

18.3mM、choline輸送では 37.4mM、glucose

輸送では 24.3mMと異なるものであった。これは輸送系により、膜流動性変動の影

響の受けやすさが異なっているためと推察される。また有機カチオン輸送系での

IC
50
が最も小さかったことから、これら輸送系の中では有機カチオン輸送系が膜流

動性上昇の影響を最も受けやすい可能性が示唆された。

り膜流動性が上昇することが明らかとなった。

側底膜における有機カチオン輸送に及ぼすアルコールの影響:

刷子縁膜との比較

1-3 

Fig. 1-18 Effect of benzyl alcobol 

on TEA uptake by basolateraJ 

membrane vesicles. Mcmbranc 

vcsiclcs (PH 7.5) were incubated with the 

sulヲstratemixturcωH 7.5) containing 

2.5mM [14CJTEA (日n泊1.25mM)in thじ

absence or prescncc 01" benzyl a1cohol: 

ωntro) (0 ); 20mM bc町 Ialωhol (. ) 

1.5 
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近位以細管上皮細胞は極性を有し、性質の異なった管腔側刷子縁膜及び血管側側

底膜を持つ。その脂質組成、膜流動性は異なっており、また酵素や輸送体の局在も

異なることが報告されている(引5)。刷子縁膜は側底膜と比べコレステロールやスフ

ィンゴミエリンの含量が多く、膜流動性が低い。 一方、側底膜では刷子縁膜と比べ

Fig.ト19 TEA uptake by basolateral 

membrane vesicles in tbe presence 

of various concentrations of benzyl 

a]cobo]. Membranc vcsiclcs (pH 7.5) 

wcre incubatcd with thc substratc mixturc 

(pH 7.5) containing 2.5mM 114CJTEA 

(final 1.25mM) in the prcsence of vぽiouぉ

concentrations of benχy] alcohol. 

次に側底膜小胞への TEA取り込みに及ぼすべンジルアルコールの彩特について

検討した。Fig.1-18から明らかなように 20mMベンジルアルコールは TEA取り込み

に影響しなかった。

5 
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ホスファチジルコリンやホスファチジルイノシトールが多く、膜流動性が高い。ま

た膜国子:京の局在も異なっており、例えばアルカリ性ホスファターゼは刷子縁膜に、

Na+/K七ATPaseは側底膜に存在する(山“九

薬物輸送系も届IJ7-縁膜と側底膜において異なった輸送系が存在すると考えられ

ている(2-6)。刷r縁膜において有機カチオンは逆向き H+勾配によって駆動される H+/
イj機カチオン逆輸送系を介して輸送されるが、側底膜においては内向きの膜電位に

より駆動される有機カチオン輸送系を介して輸送されるο-6)(Fig. 1-1)。しかし刷子縁

肢における H+/有機カチオン逆輸送系と比べ、側底膜における有機カチオン輸送系

についてはその駆動力や基質認識性等、十分に明らかにされていない点も多い。

腎における薬物の分泌は側底膜を介した血管側から細胞内への移行、及び刷子縁

肢を介した細胞内から尿細管腔への移行というこつの過程を介するため、薬物分泌

の詳細を知るためには刷子縁膜のみならず側底膜における輸送過程についての情

報も必要となる。そこで側底膜における有機カチオン輸送に及ぼす膜流動性変動の

影響について検討を加えた。

さらにベンジルアルコールの濃度を変えて TEA取り込みに及ぼす影響を検討し

た(Fig.I-19)。しかし 5-40mMのいずれの濃度においてもベンジルアルコールは TEA

取り込みに影響を及ぼさなかった。従って刷子縁膜と比べ側底膜におけるイT機カチ

19 18 



オン輸送は膜流動性変動の影響を受けにくく、膜流動!生による腎有機カチオン輸送

の調節は主として刷子縁膜で行われていると考えられる。

U ranyl nitrateは実験的に急性腎不全を引き起こし、尿細管における宥機カチオン

の分泌を低下させることが知られている。 Inuiらのグループ(位ぷ)は urany 1 nitrateを

投与して腎障害を惹起させたラットの腎から刷子縁膜、側底膜小胞を調製し、 TEA

取り込みを測定した結果を報告している O 彼らは正常ラツトカか、ら調製した刷子縁膜

小胞と比べ、腎障害ラツトから調製した刷子縁膜小胞への I花EA取り込みは4小、さいも

のでで‘あつたのに対し、正常ラツトk、腎障害ラツトの両者から調製した側底膜小胞へ

のTEA取り込みには差が認められなかつたと報告している(仰6臼2山'

チオン輪送に対する膜流動性変動の影響が側底膜でで、はみられずず、、刷子縁膜において

のみ観察された本節での結果と対応しており、能動輸送過程である刷子縁膜輸送の

}jがより流動性の影響を受けやすいものと考えられた。
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MINUTES 5 

Fig. 1・20 PAH uptake by 

basolateral membrane vesicJes. 

Membrane vesic1es (pH 7.5) were incubated 

with the substrate rnixture (pH 7.5) 

containi時 O.llmM [14C]PAH (日na1

O.lmM) without (0) or with C.，企)
11.1μM glutardte (白naI10μM)and either 

without (0・)or with (企)22.2mM 
benzyI aIcohoI (自naI20mM).

30 

考えられる。ベンジルアルコールを共存させたところこの能動的な PAHの取り込

みは低下した(Fig.1-20)。これは側底膜における有機アニオン輸送が脱流動性1-_:1，1.に

より阻害される可能性を示している。

側底膜における膜流動性上昇による有機アニオン輸送の肌告がどの過科におい

て起こっているかを明らかにするため、 Na+jジカルボン般共輸送系及びイf機アニオ

ン/ジカルボン酸交換輸送系に対するベンジルアルコールの影響について検討、jした。3-b 側!氏膜における有機アニオン輸送に及ぼすべンジルアルコールの影響

腎bj(細管には有機カチオン輸送系とは別にアニオン性薬物の分泌に関与する有

機アニオン輸送系が存在することが古くから知られている(向。側底膜における有機

アニオン輸送は何らかの輸送体が関与する能動輸送であると考えられていたが、そ

の駆動力は長い間不明であった。近年二つのグルーフ。(1iS，66)が膜小胞系を用いた解析

により側庇肢における有機アニオンの輸送はジカルボン酸を介して間接的に内向

き Na+勾配と共役した三次性能動輸送であることを明らかにした。すなわち、側底

朕におけるイ-f機アニオン輸送は 1)Na+尽にATPaseにより Na+勾配(細胞外>細胞内)

が形成される、 2)ジカルボン酸が Na+との共輸送 (Na+jジカルボン酸共輸送系)によ

り細胞内に取り込まれる、3)血管側の有機アニオンが細胞内のジカルボン酸との交

換輸送(イ可機アニオン/ジカルボン酸交換輸送系)により細胞内に取り込まれる、こ

とによって述-成されるものと考えられる。

ラット側底膜小胞による有機アニオン p-aminohippurate(P AH)の取り込みは、 Na十

勾配作在下においてジカルボン酸である glutaratcを添加した場合著しく促進され

ovcrshoot現象が観察された(Fig.1・20)。すなわち内向き Na+勾配により二次的に形成

された外向きのジカルボン酸勾配が PAHの能動的な取り込みを引き起こしたと
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。
Fig. 1-21 Effect of benzy 1 alcohol 

onα・ketoglutarate uptake by 

basolateral membrane vesicles. 

Membrane vesicJcs (pH 7.5) werc incubated 

with the substrate mixture 匂H 7.5) 

CDntaining 0.2mM [14C]α-ketogJutarate 

(finaJ 0.1 mM) in the absence or prcs叩悶C口nccnぱf 

b恥加刷c白ωn町lZyが1a此lc∞O仙h加O叶l上: cω伽Oωωn山01 (0); 2引o川mM

ben叩nz勾yIal忙]coωoh刷O叶)C.) 

• 

30 

内向き Na+勾配存在下、ジカルボン酸である α-ketoglutaratcの取り込みを測定した

ところ、20mMベンジルアルコールの共存によって α-ketoglutarateの初期取り込み速

度および overshootのピーク値は大きく低下した(Fig.I-21)。

20 21 



Fig. 1-22 Effect of benzyl alcohol on 

P AH uptake by basolateral 

membrane vesicles. Membrane 

V凶 icl岱(PH 7.5) preloa化dwith 2.5mM 

glutarate were incubated with the substrate 

mixture (pH 7.5) containing O.l1mM  

[
14C]P AH (final O.lmM) in the absence or 

pres白悶 ofb印刷 d∞ho1:∞ntrol(0 ); 

20mM benzyl alcohol (.). 

蛋白質をコードする遺伝千を解明する試みが行われはじめる等、 ~t体肢を介する薬

物輸送に関してこれら生化学的な側[hjからの研究の進少はIJ党ましいものがある。

一方、生体膜の基本骨絡を形成する脂質-豆!丙が薬物輸送に来たす役割など薬物輸

送に関する物型化学的な側面jからの研究はこれまでほとんど行われてきていない。

本研究では脂質二重層の流動的な性質がカチオンIf4:;築物の行輸送に果たす役;切に

ついて究明する目的で、まず刷子縁肢の流動'Ifl:が I-.J，3.した場合のイi機カチオン輸送
活性の変動について精査した。

アルコール類のような疎水性物質が膜流動性を L釘L させ、両手ぷて~~の)政機能に拶粋

を及ぼすことが赤血球や肝、小腸および腎等で知られている(山6，21-3九アルコール知

の膜流動性上昇効果は各アルコールの疎水性度、すなわちれ11/水分配係数(オクタノ

ーノレ/水分配係数)が高いほど大きし、(4九本研究ではベンジルアルコール及び 11-アル

キルアルコールを腎届IJ子縁膜小胞に添加することにより、政Jl' での DPH の蛍 )t~ll~

光度は濃度依存的に低下し、膜流動性が上昇することが体認された。またアルコー

ル類を刷子縁膜に共存させたとき、有機カチオン1EAの輸送は波j灯火μ的にドJl'/{-さ

れた。しかしその阻害効果は各アルコールによって異なっており、 TEA輸送|山川の

ICsoはオクタノール、ヘキサノール、ベンジルアルコール、ブタノールのJI出に大き

くなった。これは分配係数の逆数とよく刈-応しており、疎水性がI~ ~J いアルコールほ

ど有機カチオン輸送阻害効果は大きかった。また椅々の濃度のベンジルアルコール

を用い、膜流動性と有機カチオン輸送活性を測定したところ、 idâィÞf~こは良いflll刻が

認められた。これらの結果から、腎帰Ij子縁膜におけるイj機カチオン愉活は)J失tfrt動'Ifl:

変動の影響を受け、膜流動性が仁昇したとき輸送活[f七は低下することがりjらかとな
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。

ゾj、外向きジカルボン酸勾配存在下で、の有機アニオンの取り込みはベンジルア

ノレコール共存により変化しなかったため、有機アニオン/ジカルボン酸交換輸送系に

対するベンジルアルコールの影響は小さいものと考えられた(Fig.1-22)。従って Fig.

1-20で観察された Na+勾配に依存しジカルボン酸で促進される有機アニオン輸送に

対するベンジルアルコールの肌存効果は、 主として Na+/ジカノレボン酸共輸送の低下

によるものと考えられる。

lnuiら(日)は uranylnitrateを投与して腎障害を芯起させたラットの腎から側底膜小

胞を調製し作機イオンの取り込みを測定したところ、正常ラットから調製した膜小

胞と比べて PAHの取り込みは小さいものであったが、 TEA取り込みには差が認め

りれなかったことを報告している。また側j氏膜を介する輸送を反映していると考え

られる腎皮質切)すへの PAHの取り込みはブタノール等の 11-アルキルアルコールに

よって低ドするが、 TEAの取り込みは変化しないという報告がある (67)。従って疾患、

写によって引き起こされる膜流動性の変動に対し、側底膜における有機アニオン輸

送はイf機カチオン愉送と比べ、より影響を受けやすいことが推察される。 っfこ。

1・4 J5察

アルコールを膜小胞に添加することにより、膜小胞の形状が変化することがJヲえ

られる。しかし、平衡状態に達したときの TEAの取り込みにアルコール共イム JI:Jt

存による差は少なく、アルコールによる膜小胞の出傷や内科杭の変化は/j.:じていな

いと考えられる。また高濃度のアルコ一ルでで、はf蛍長f白]の変変，↑性|

えられるが、ベンジルアルコールの輸送~n tg効栄がJlJ道的であることは縦認してお

り、本研究で用いた濃度範凶ではそのような蛍I'Jの出似は起こっていないとJ5・えら

れる。輸送実験の基質に用いた TEAは水溶性であり、 tp.純拡散では'rffttlJ(-縁肢を通

過しにくく、膜小胞へのτ'EAの取り込みは大部分、 H+/イJ機カチオン辺輸送系を介

近年、膜小胞をnJいた実験系により、腎における薬物輸送機構について、近位尿

制作刷r縁)段、側j点肢における作機カチオン輸送系並びに有機アニオン輸送系の輸
送形式やその駅動力、化学修街li試薬を用いた活'[f1:r調節に関与する輸送蛋白のアミノ

般残j去の rr~i定、病態時における輸送の変動とその要凶等、多岐にわたり解明が進め

られ膜レベルで多くの情報が苔積されてきた(日)。また遺伝子て学の導入により輸送

勺勺
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する。 H+j有機カチオン逆輸送系に高い親和性を有する cimetidineを大量に共存させ

たとき、 TEAの取り込みは大きく低下する。ベンジルアルコールはこのときの輸送

系を介さない TEA取り込みには影響を及ぼさなかった。従ってアルコールによる膜

流動性の上昇は、H+j有機カチオン逆輸送系に対して影響を与えるものと考えられる。

H+冴了機カチオン逆輸送系は刷子縁膜に存在する Na+周+交換輸送体等の働きによ

って形成される細胞外から細胞内への内向き H+勾配を駆動力とする。刷子縁膜を介

する H+勾配の維持やその消失速度は有機カチオンの輸送に大きく影響する。刷子縁

膜小胞におけるアルコールによる有機カチオン輸送の阻害効果が駆動力である H+

勾配の消失を促進したためなのか、 Acridineorangc蛍光消光法を用いて H+の透過性

を測定したところ、ベンジルアルコールの共存によって H+透過性は促進された。し

かし、 H+勾配非存在下での司A輸送、及び H+非依存性の TEA-TEA直接交換輸送に

対しでもベンジルアルコールは阻害効果を示した。これらの結果からベンジルアル

コールは膜流動性をヒ昇させることで、駆動力の消失過程と輸送体の両者に影響を

うえ、有機カチオン輸送活性を低下させると考えられる。 H+/有機カチオン逆輸送系

とは央.なる、 cholinc愉送系、 Na+jglucose共輸送系に対してもベンジルアルコールは

輸送阻害効果を示したが、両者とも駆動力存在時の取り込みに対する阻害効果の方

が、馬区動力非仔在時の阻害効果より強し 1ものであった。従って choline輸送系、

N a+jglucosc共輸送系においてもベンジルアルコールは駆動力の消失過程と輸送体

のIltJ1tに影響を与えるものと推察されるが、詳細については駆動力の消失速度に及

ぼす彩響を測定する等の検討が必要と思われる。

Molitorisらは腎刷子縁膜における glucose輸送に及ぼす虚血の影響について、膜小

胞系及び崎益細胞系を用いて詳細な検討を行っている (68-7九彼らの報告によると、

応l虹により急性的な腎障害が起き、近位尿細管上皮細胞で刷子縁膜と側底膜を隔て

ている tightjunctionの崩壊が起こる。そのため刷チ縁膜と側底膜を構成する脂質の

泌令が起こり、 Mリ子縁!撲の流動性は上昇する。刷子縁膜における glu∞scの輸送活

性も虎血によって低下するが、この glucose輸送の低下と刷子縁膜流動性の上昇に

はよい相関凶係が見られる。従って、虚血により引き起こされた刷子縁膜流動性の

上村が glucosc輸送系の活性低ドの J 因となっていると推察している。これはベン

ジルアルコールにより刷 j乙縁膜流動性が上昇した場合、glucose輸送が低下するとい

う本研究の結栄と対応していると考えられる。有機カチオン輸送に及ぼす虚血の影

24 

響については Maedaら円)が検討しており、 Molitorisらの方法と同様に腎動脈をクリ

ンプして虚血状態とした腎から刷子縁膜小胞を調製し、 TEAの輸送活性をiHlJJtした

ところ、虚血腎から調製した膜小胞への TEAの取り込みはコントロールの7'tJから調

製した膜小胞と比べて低いものであったと報倍している。イf機カチオン愉送活性と

同時に、虚血腎から調製した刷子縁朕の流動性を凶拡:測定しているわけではないも

のの、 Moluorisらは虚血腎から調製した刷子縁朕では股流動性が尚くなっていると

報告していること、本章の結果から膜流動|生が l二糾した助介、イi機カチオン~t6tr;玉川

性は低下すること、を併せ考えると、膜流動性の上昇がMO:IflLによるイj機カチオン輸

送の低下の一因であることが示唆される。

シスプラチンは固形癌の治療に広く用いられる抗焔斉Ijで、あるが、その投IL111;は L

たる副作用である腎毒性により制限される。シスプラチンの標的行1)位は近似以剤lI {it~

であり、水やNa+"glucoseの再吸収等の尿細管機能を低卜させることが矢11られてい

る(町九シスプラチンを投与したラット腎から調製した刷子級以小胞への glucosc

の取り込みはコントロール群と比べて低く、シスプラチンによってhlHJf-縁肌にイ{イピ

する glu∞se輸送系の活性が低下することも報作されている{70.77)oCouりault-Gauticr

ら(78)は初代培養近位尿細管細胞系を用いた検討-から、シスプラチンによってhl}1Jr-総

膜の流動性が上昇すること、刷子縁膜における glucosc愉込爪'111:は低ドすることを

明らかにしている。 Glucose輸送活性及び有機カチオン輸送日γ1:が版流動'111:卜j.(に

より低下するという本章の結果と併せ考えると、シスプラチンによる)股j民史流虫動助Jrl性!

が腎毒↑性生の一因でで、あり、シスプラチン服用忠忠、者者鼻においてはカチオンン'1件|

も低下している可能性が考えられる O

本章では刷子縁膜における有機カチオン輸送は朕流動性変動の )1~~.時を受けるこ

と、膜流動性が上昇したとき輸送活性は低下することを明らかにした。これらの結

果は腎尿管上皮細胞を介したカチオン性薬物輸送の活性 1淵節凶子としての脱脂Jfl

二重層の役割や、膜流動性仁昇を伴う病態時の輸送変化について史なる解!引を進め

る上で、有用な基礎的知見であると考えられる。
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そこで、まずラット腎からiji離した膜小胞を却水性のコレステロールエステルで

ある cholcstcrylhcmisuccinatcで処均することによって刷子縁股rl'のコレステロール

刷子縁膜の流動性低下による有機カチオン輸送の調節第 11章

コレステロール合長と膜流動性の関i主について検IH-を加えた。含量を修飾し、fttlJ {-縁肢におけるのー機カチオン輸送は膜流動性変動の影響を受け、流動性が上昇

した場合、輸送活γ1:は低下することを前章で明らかにした 0 ・一方、生理的及び病態、

/Þ.J~l的な条件によっては膜流動性が仁到するばかりではなく、逆に流動性が低下す コレステロール処理による刷手総肢コレステロールfTld-の変化l-a 

刷子縁膜中のコレステロール含量は、調製した股小)j包ヘコレステロールのエステ

ル体であり親水性の cholesterylhcmisuccinatc (CHS)を加え、 37
0Cで .IIS:IHJインキュベ

ることも報公されている(山

コレステロールは~，:ur縁膜脂質の重要な構成成分であり、膜流動性の決定に大き
な役割を果たしている。腎以細管上皮細胞は極性を有し、 tightjunctionによって刷

Fig. 11-1 Effect of CHS treatment 

on cholesteroJ content in brush-

border membranes. Membranc 

¥'csicl凶 wcrc trcated with various 

concentratioIlぉ ()fCHS. 

ートを行い変化させた。
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子縁膜と側底脱が分離されており、両者では膜流動性が異なり、刷子縁膜流動性は

側j氏朕と比べて低いことが知られている。これは腎に限らず小腸や肝でも認められ

ている。また非上皮系の細胞膜との比較から、側底膜でで司の流動↑性生が高いのでで、はなく、

刷 r-縁股の流勤↑性生が特徴的にイ低氏恥し 1ものと考考aえられている炉(山口6ふ“州-引6臼1凡 80九その原困の一

つとしてi刷i刈リ子縁膜脂質中でで‘コレステロ一ルがI占片める比率の高いことが挙げられる

(1山

におけるlβJ向選択的な物質輸送に重要な役割を果たしていることが推察される O

また、疾忠時に腎刷千縁膜中のコレステロール含量が変動することも報告されてい

る(15，6
0.1 

Fig. II-l は加えた CHS 量と処理後の刷子縁朕中でのコレステロールfTUをノJ~ し

ている。処理に用いた CHS量に比例してfttiJ子縁膜r1' のコレステロール介 li;: は以リ~II

0.05 
CHS (mg / mg BBMV) 
。

従って、門~þリ子縁膜巾のコレステロール含量が増加し、膜流動性が低下した場合、

有機カチオン輸送が変動することが考えられるが、これまで膜流動性の低下と有機

カチオン輸送の関述性についての報告は見当たらない。そこで本章では、ラット腎

しており、CHS処理により刷子縁膜中のコレステロール合泣が変化することがめ:1認からI調製したAtlJ子縁膜小胞中のコレステロール含量を修飾することによって流動

ド1:を低ドさせ、膜流動性低下による有機カチオン輸送の変化について検討を加えた。 された。

刷-f-縁)民流動ti:に及ぼすコレステロールの影響Il-l コレステロール処理による刷子縁膜流動性の変化

次に第 I章と同様に DPHを用いて蛍光偏光解消法により CHS処J1Hによるfr，;IJr縁

膜流動性の変化について検討した。 Fig.II・2は栴々の!止の CHSで処則した刷!と級以

中での DPHの偏光皮を返している。 測定制j交が 25
0

C及び 37
0

Cのいずれにおいても

DPHの偏光度は処理に用いた CHS単に比例してJ13加しており、 CHS処.flHによって

膜流動性は低下することが明らかとなった。このようにコレステロールは脂質の州

27 

l-b 

コレステロールは脂質膜の流動性の決定に重要な役割を果たすことが古くから

矢1Iられ、人 L}j行'[1''-ili~肢であるリボソームを月jいて活発に研究が行われてきた(8486) o

その結果、コレステロールは脂質の相転移温度以上では膜流動性を低下させる安定

化作川をぷし、本日転移制度以卜では逆に流動性を上昇させる流動化作用を示すとい

う -_!同性を持つことがりjらかにされた。
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びglucose輸送に及ぼすコレステロールの影響について検討を加えた。Fig. Il・2 Effect of CHS treatment 

on brush-border membrane f]uidity. 

Fluorescence polarization of DPH was 

measured at 250C (0) or 3rc (ム) コレステロール処理による有機カチオン輸送の変化

Fig. Il-.3 Effect of CHS treatment 

on TEA uptake by brush-border 

membrane vesicJes (with H+ 

gradient). Memhranc ¥'ωicl凶旬H

6.0)紅白tedwith ethanol (0) nr O.05mg 

(
C

一ω日
0
」

a

A
斗

32 
、、、

0 

2E 
w 

B 

C印H陥fお耐S釦釦S;n汀川m唱gp附rot臼附附d凶cin(.) wc悦r陀cin町n則町c叫J

with the suhstratc mixtu陀(PH 7.5) 

ωn1aining O..3125mM [14C]TEA (final 
"i1 ~ 
コ

A 

~ 

2-a 

E3 
0 

E2 
C 

μ」

道1
ト。回

コ
d 

0.1 0.05 
CHS (mg / mg BBMV) 
。

3

9

8

 

卜
l

川

町

ζ

勺
L

:

・
n

u

n

u

 

zo一
ト
〈
N
一
広
ベ
ズ
)
仏

ω
O
Z

出。ω
凶

E
O
コJ
L

転移制度を境として膜流動性を低下する作用と上昇する作用の二面性を示すが、ラ

ット腎刷一子縁膜中では 250C及び 37
0
Cの両者で膜流動性低下作用を示すことが確認

された。.椅類の脂質のみからなる人工膜とは異なり、腎局iJ子縁膜は他種類の脂質 O.25mM) a1 250C (A) nr 37
0C (13). 2 ... 5 

MINUTES 2MINUTES5 

Fig. II-3に刷子縁膜小胞内 pH6.0、小胞外 pH7.5とし、外向き H+勾配イメイ1:卜で

のTEA取り込みに及ぼす CHS処理の影響についてぶした。 25
0

C及び37
0

Cのいずれ

においても CHS処理によってTEA取り込みの初期取り込み速度及びovcrshootのピ

により構成されるためはっきりとした相転移を示さないか、あるいは相転移温度が

250Cから 370Cの範聞外であるため、 25
0

C及び 37
0

Cの両者でコ レステロールは膜流

動性低ド作川を示したと忠われる(臼)。

CHS 処1~!_により膜流動性を調節する試みは他のグループによっても行われてい

Yuliら(8
ーク値は増大した。 一方30分間の TEA取り込み、すなわち取り込みの、ド彼JjイIfUこは

生じていないと考えられる。 250C及び37
0
Cの両者で CHS処叫による TEA1IXり込み

の促進効果が認められたことから以下の実験は全てお℃で行った。

変化が認められなかったことから CHS処理により膜小胞の損傷や内科杭の変化は

る(別0)。

法で CHS処用を行いコレステロール含量と膜流動性の関連について検討し、膜中

に導入されたコレステロール量の上昇に比例して流動性は低下することを報告し

ている。彼らの結果からも膜中でコレステロール含量が増加すると膜流動性が低下

Fig. Il-4 Concentration dependence 

of TEA uptake. Membranじ vcsichぉ

(pH 6.0) tr叫じdwi1h ethanol (0 ) or 

O.05mg CHS/mg protcin (. ) wcrじ

incubated with theおubst凶 cm ixturc (pH 

7.5) containing various concentratioI1s o[ 

[14C]TEA. 
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することがわかる。

イI機カチオン輸送に及ぼすコレステロールの影響[(-2 

腎耐Ij子縁膜111のコレステローノレ/リン脂質の比率は側底膜と比べて高く、届IJ子縁膜

と側j丘股ではコレステロール合量に違いがあることが報告されている(山3，59，60)。これ

は血管中から以細管作中へ、あるいは尿細管腔中から血管中へという腎尿細管にお

ける庁内選択的な物質輸送に竜安な役割を来たしていることが推察される。

II-l節でlリjらかにしたように、コレステロールは腎届Ij子縁膜の流動性の決定に大き

な役割jを果たしている。従ってコレステロール含量の変化は刷子縁膜を介する有機

カチオン等の物質の輸送に影響を及ぼすことが考えられる。そこで有機カチオン及

28 
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Relationship between Fig. II・6Fig. II-4にCHS処理した刷子縁膜小胞への TEA取り込みの濃度依存性について

membrane fluidity and TEA 

transport in brush-border 

membranes. 
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一
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』主

8120 
斗ー。
向、¥
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X 

~100 
仏

コ

示したo TEAの濃度を 0.0625mMから 2mMまで変化させ、外向き H+勾配存在下、

TEAの初期取り込み速度を測定したところ、 高濃度で飽和現象が認められた。次式

によって非線形最小一;乗法で解析を行い、速度論的パラメータを算出した。

V= Vmax[S]I(Km+[S))+Kd[S] 

Vは初期取り込み速度、 [S]は基質初濃度、 Vmaxは輸送系を介する最大輸送速度、

0.3 0.29 Kmはミカエリス定数、 Kdは非特異的な輸送の係数を示す。ぬn値はコントロール
FLUORESCENCE POLAR吃ATION

nmol/mg 

CHS処理した刷子縁膜

7.45 8.23、値はKd 0.24mM、0.18、処理群でそれぞれ、CHS 群及び

Fig. II・6に刷子縁膜流動性と H+/有機カチオン逆輸送用性との関A'[生についてぶ
一方、protein/min/mMと両者で大きな差はみられなかった。

CHS処理により刷子縁膜中のコレステロール合量が増加し DPHの偏光皮がした。
23.8 nmol/mg とコントローノレのnmoVmg protein/min 値は 32.9Vmax 小胞での

protcin/minと比べ大きなものであった。従って CHS処理により基質親和性は変化せ 増加するに従って TEA取り込みは増加し、 良好なネ[1I児関係が認められた (r={).989，

p<0.05)。従って腎刷子縁膜における有機カチオン輸送は膜流動性低下により l才11.す
ず、 Vmaxによって表される輸送体の tumover等が上昇しているものと考えられる。

ることが明らかとなった。
TEA取り込みの上昇効果の濃度依存性を検討するた

め、精々の量の CHSで処理した刷子縁膜小胞への TEA取り込みを測定した。

次にコレステロールによる

mg 

Fig. 1I-7 Dissipation rate of H+ 

gradient in brush-border membrane 

vesicles .百1epJots of In(F∞-Ft) against 

time showing that the dissipatIol1 of thc H+ 

gractient fo1Jows first-order rcactiol1 kinctiω. 

Membrane vcsicles wcrc trcated with varI(下us
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Fig. II-5 Concentration dependence 

of the stimulation of TEA uptake by 

cholesterol enrichment. Membrane 

vesic1es (pH 6.0) treated with various 

concentrations of CHS were incubated with 

the substrate mixture (pH 7.5)∞ntaining 
0.3125mM C4C]司 A (finaJ O. 25m M) 

either without (0 ) or with (.) O.lmM 
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cimetidine. 
0.1 0.05 

CHS (mg / mg BBMV) 
。

コレステロール含量の増加によって有機カチオン輸送活性が Lfll.する以凶の

そこで H+勾配iifjっとして駆動力である H+勾配の消失に対する影響が与えられる。Fig. 11-5から明らかなように H+勾配存在下での TEA取り込みの初期速度は処理

失速度に及ぼす CHS処理の影響について Acridineorangc蛍光消光法を川いて検JJ

したところ、 Fig.II-7 ~こ示す通り、処理に用いた CHS 量に比例して H+勾配の消火

は遅延した。

H+/有機カチオン逆輸送系の高親和

TEA 

aん-、

tセ基質である cimetidincを共存させ、非特異的な TEA取り込みを測定したところ、
CHS処月!の影響は小さなものであった。速度論的解析から求めた非特異的な

輸送をぷす KdイliIも CHS処叫により大きな変化を生じなかったことを併せ考える

に用いた CHSの量に比例して増大した。

H+勾配の消失遅延のみがコレステロール含近土台JJ[lによるイf機カチオン輸辺活性

さらに検討を加えた。

31 

上昇の原因であるか、と、 TEAの非特異的な朕透過性はコレステロールによる影響が小さいものと考えら

30 

れる。



コレステロール処理による glucose輸送の変化

腎近位尿細管には種々の輸送系が存在し、方向選択的な物質輸送に関与している

ことが知られている。 Glucoseは腎刷子縁膜において Nが/glucose共輸送系を介して

能動的に輸送され再吸収されるが、 1-2節で明らかにしたように膜流動性が I'.f{し

た場合、 glucose輸送活性は低下する。有機カチオン輸送と比較するため、膜流動性

2聞bFig. 1I-8 Effect of FCCP on TEA 

uptake (with H+ gradient). 

Membrane vesicles (pH 6.0) treated with 

ethanol (0，.) or 0.05mg CHS/mg 
protein (ム，企)we民 inct削 edwith the 

substrate mixture (pH 7.5) containing 

0.3125mM [14C]TEA (final 0.25mM) either 

without (0，ム)or with (・.)40μM 
FCCP. 
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が低下した場合の glucose輸送の変動について検討を加えた。

b 

Fig. II・10 Effect of CHS treatment 

on D-g)ucose uptake (without Na+ 

gradient). Membrane v e.~icl出 (pH

7.5) treated with various concentra1ion of 

CHS were jJlcubated with thc substrate 

mixturc (pH 7.5) containi時 O.lmM

[3H]D-glucose (日JlaJ0.05mM). 
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Fig. II綱引こ外向き H+勾配存在下での冗A取り込みに及ぼすFCCPの影響について

ぶした。 FCCPはプロトノフォアであり小胞内外の H+勾配を消失させる(拍)0 FCCP 

共存によりコントロール及び CHS処理の両群で TEA取り込みは大きく低下した。

しかし FCCP共存下でも CHS処理を行った膜小胞への TEA取り込みはコントロー

ル群と比べ大きいものであった。

MINUTES 2 。

。

Fig. II-10に小胞内外のNa+濃度を 10伽1Mとして駆動力である Na+勾配非仔本卜に

おける glucoseの取り込みを測定した結果を示した。 CHS処理した膜小胞への

0.05 0.025 
CHS (mg / mg BBMV) 

。

glucoseの取り込みはコントロールと比べて大きいものであった。このように Nゲ勾

配非存在下での glucose取り込みが CHS 処理によって上昇することから、

Na+/glucose共輸送体の活性は刷子縁膜中のコレステロール合量の噌加により卜.界

するものと考えられる。

Fig. II・9 Effect of CHS treatment 

on TEA uptake (without H+ 

gradient). Memb伽ra却nevesicles (ωpH 7.5勾) 

treated wit出hvarious COJlcent甘ratioI1sof CHS 

we町reiI1c印uba舗te吋dwith the substrate mixture 

(脚p凶H7.日.5勾)∞釧n1伽a泊ainil旬11時1唱g2加mM川[14叱町4C]悶百A(但伯伽自白fin

lmM). 
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CHS処理 (0.05mgCHS/mg BBMV)によって H+勾配非存在下での TEAの初別取り

込み速度はコントロール群の 114%に上昇するのに対し、 glucosc取り込みは同)fj民

の CHS処理で 127%に上昇した。 1-2節で示したようにベンジルアルコールによる

輸送の阻害効果は glu∞seよりも TEAで大きし膜流動性上昇の影響は有機カチオ

ン輸送の方が大きかったが、コレステロールによる膜流動性低下の影響は逆に有機

カチオン輸送よりも glucose輸送でより大きかった。

小胞内外の pHを7.5とし、H+勾配非存在下における TEA取り込みに及ぼす CHS

処珂!の影響についても検討を加えた。 Fig.II-9に示すように H+勾配非存在下におい

ても TEA取り込みは処理に用いた CHS量に比例して増大した。従ってコレステロ

ール合量の増加は駆動力の消失過程と輸送体の両者に影響を与え、有機カチオン輪

選活性を上昇させることが示唆された。
ら(69)が病態、

時における刷子縁膜中のコレステロール含量と glu∞se愉送の変動について検討し

33 

コレステロールと glu∞se輸送の関連については lmaiら(83)、Molitods
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ており、著者の結果と同僚に、コレステロール含量が高いほど glu∞se輸送は大き

いことを報告している。また彼らは駆動力である Nが勾配の消失過程に及ぼすコレ

ステロールの影響についても解析しており、 Na+の透過性はコレステロール含量に

よって影響を受けないことを示している(州3)。これはコレステロールによる glucose

輸送の促進効果は Nが/glucose共輸送体の活性の上昇によるという本研究の結果と

対応するものと考えられる。

II-3 ;診察

細胞膜r中hのコレステロ一ル合量量:は多くの膜酵素や輪送蛋白質の活性に影響を与

えることが知られている(1山

方法としては、実験的に invitroでコレステロール含量を変化させる方法(山2)、病態

/主埋的なコレステロール含量の変化を利用するJi法(ω，制3)、種々のコレステロール

合量のリポソーム中に酵素や輸送蛋白質などを組み込み再構成したものを用いる

ノi法(仰ぺ等がある。

4よ市においては invitroで刷子縁膜小胞を水溶性のコレステロールエステルであ

るcholestcrylhcmisuccinatc (CHS)で処理することによってコレステロール含量を増

加させ、膜流動性低下による有機カチオン輸送の変動について精査した。まず、CHS

処理により刷 jこ縁膜中のコレステロール含量が増加lし、膜流動性が低下することを

雌認した。 CHS処周によりコレステロール合長を変化させ、膜流動性を低下させる

本子法はその簡便性と雌実性のため広く j目し、られている。 μVlら(95)もラット腎刷子

縁朕を CHS処卑しコレステロール含量が上昇した場合、膜流動性が低下すること

を報作しており、これは著者の結果と一'致する。

次に CHS処卑を行い脱流動|生の低下した刷子縁膜小胞への有機カチオン TEAの

取り込みを測定したところ、コントロール群と比べ CHS処理群で TEA取り込みは

増加した。穂々の量の CHSで処砲を行ったところ、膜中でのコレステロール含量

が多く流動性が低いほど TEA取り込みは大きかった。これらの結果から CHS処理

によってコレステロール合呈が増加し、膜流動性が低下するに従って有機カチオン

輸送活性は上昇することが明らかとなった。

CHS処理によって膜小でコレステロールが増加することにより膜小胞の形状が

34 

変化することが考えられる。しかし、平衡状態に述ーしたときの TEAの取り込みに

CHS処理の影響は少なく、本実験に丹jし、た CHS量では膜小胞の内容私の変化は少

ないと考えられる。 H+/有機カチオン逆輸送系に高い湖不11性を布する cimctidincを大

量に共存させたときの非特異的な花A取り込みへの CHS処理の影響も小さいもの

であった。従ってコレステロール含量噌加による膜流動性の低卜は、 H+/有機カチオ

ン逆輸送系に対して影響を与えると考えられる。本研究では O.ln1g CHS/rng BBMV 

の量まで CHS 処理を行い、この範囲では有機カチオン輸送活性は処]11 に H~ し 1 た

CHS量に比例して上昇した。さらに高用量の CHSで-処理を行った場合、イj‘機カチ

オン輸送活性はそのまま用いた CHS量に比例し上昇するか、あるいは最適なはが

ありそれ以上では活性が低下するか興味がもたれる。しかし尚川泣の CHSを)11し、

て予備的な検討を行ったところ、膜小胞の内容積が増加し輸送活性をJE維に~~fi. 1dljす

ることができなかったため、それ以上の検討は行わなかった。

第 I章ではベンジルアルコールにより膜流動性が上好したとき、駆動ノJで、ある H+

勾配の消失過程と輸送体の両者が影響を受け、有機カチオン輸送活性が低卜するこ

とを示した。本章では CHS処理により H+勾配存在下及び非存在ドで TEA取り込み

が増加したこと、 CHS処理した刷子縁膜を介する H+勾配の消失速度はコントロー

ル群と比べて遅延することを示した。従って CHS処理により膜流動性が低ドした

ときも、駆動力である H+勾配の消失過程と輸送体の両者が影響を受け、イf機カチオ

ン輸送活性が上昇すると考えられる。

膜流動性低下による Na+侶lu∞se共輸送の変動についても検討を加えた。 CHS処

理により Na+/glu∞se共輸送活性は上昇するが、その程度は有機カチオン1輸送とは行

干異なるものであり、輸送系によって膜流動性低下の影響は異なることがぶl愛され

たoLeviら(95)はラット腎刷子縁膜を CHS処理し膜流動性が低ドしたとき、 Na+/リン

酸共輸送系の活性が低下することを報告している。 --)J、ベンジルアルコール共イメ

により膜流動性が上昇したとき、 Na+/リン酸共輸送活性は上昇することが報作され

ている (27，51)。これは膜流動性が上昇したとき輸送活性は低下し、流動性が低卜した

とき輸送活性が上昇する有機カチオン輸送系とはまったく辺の引象である。

Fig. Il-llは各輸送系により最適な膜流動性が異なっていることを校式的にぶし

たものである。ある輸送系 (A)ではlE常の刷子縁膜の流動性よりィi-f低し 1流動t'l:で

輸送活性が最大となり、そのため流動性が高くなると輸送活性は低下し、辺に流動
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性が低くなると輸送活性が高くなる。逆に正常値より若干高い流動性で輸送活性が

最大となる輸送系、 BではAと逆の現象が観察されるものと推察される。また、 C

のような輸送系は流動性が上昇したときは Aと比べ輸送活性の低下は少ないが、逆

に流動性が低下したときは輸送活性の上昇はAよりも大きいと考えられる。輸送系

により膜流動性の影響の受け方が違うことは、それぞれの輸送系の活性が膜脂質環

境に文配されており、それぞれに最適な膜脂質環境があると考えることで説明する

ことカくできる。

第 111章 膜流動性変化による有機カチオン輸送の調節:発育の影響

2 

MEMBRANE FLUIDITY 
3 

第 II章までの検討から、腎近位尿細管刷子縁膜における有機カチオン輸送は股流

動性変動の影響を受け、流動性の上昇に従い輸送活性は低下すること、 i逆芝に流動1

低下によつて輸送活性は上昇することを明らかにしたO 従って、膜流動性は腎刷 f-

縁膜の有機カチオン輸送を制御する重要な因子であると考えられる。そこで、次に

生理的な条件下において、膜流動性の変動によってイf機カチオン輸送が調節されう

るかどうかについて検討を加えた。

小児は種々の生理機能が未発達であり、薬物の体内動態、が成人と比べ大きく見な

る。腎機能も新生児においては成人と比べて低く、成長に伴し 1発注する。従って L

として腎を介して排准される薬物を新生児に月刊、る場合、薬物の体内からの消火が

成人と比べて遅くなり、副作用の発現する可能1性生がl高笥くなるため、投lうL:泣i止t.投lりLμバu川J日川u j 
隔について充分注意する必要がある(仰96-削-]刊1叩]00)∞町0町)

新生児における糸球体鴻過速度は成人の 2却0-4判0%とイ低氏いことカがt知られている6(%'川川開則)O

また近位尿細管における栄養物質の再吸収も不十分でで、あり、新生児において観察さ

れる glucose尿やアミノ酸尿は近位尿細管に存在する glucoseやアミノ般の輸送系の

活性が低いことに起因するという報告がある(拘川九薬物分泌能も発行によって変

化すると考えられるが、これまで十分には検討されていない。

成長に伴い細胞膜の性質も変化する。腎及び小腸の刷-(縁膜では成長にイ、I~い、版

流動性が低下することが報告されている(105410)。Mcdowら(附は腎泣杭以制作におい

て刷子縁膜流動性が発育により低下し、そのためアミノ酸の再吸収能が f-. :1 11•すると

報告している。有機カチオン輸送も膜流動性変動の影響を受け、膜流動'111:がff弘、状

態では輸送活性が低く流動性が低下するに従って輸送活性が i二列することから、発

育によって刷子縁膜流動性が変化するならば、それによって布機カチオン輸送も変

動することが予想される。しかし発育による有機カチオン輸送の変化、並びに成長

に伴う膜流動性の変化と有機カチオン輸送の関連について膜レベルで検討した械

告は見当たらない。そこで本章では、種々の日齢のラット腎からhl;lJr縁股小胞を1311
製し、膜流動性と有機カチオン輸送の変化についてJZ察を加えた。
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Fig. II-ll Schematic view of relationship between transport activity and membrane f1uidity. 

Open bar rcprcsents the physiological f1uidity range of brush-border membranes. 
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Table III -1 Specific activities of alkalinc phosphatase， aminopeptidωc and NゲAぐ-ATPase

in the homogenates and brush-border mcmbranes from adult and 14-day-old rats. 
刷子縁膜流動性に及ぼす発育の影響lII-1 

Na+危ぐ-ATPascAm inopeptidase Alkaline phosphatase 

14・day-old

53.7 

Adult 

66.4 

14・day-old

16.1 

Adult 

53.8 

14-day-old 

19.9 

Adult 

42.7 Homogenate S.A.a 

成長にイ料、腎重量の増加や糸球体鴻過速度の上昇など、多くの形態学的、生理学

的な変化が腎臓において起こる。近位尿細管の機能も出生直後では低く、成長に伴

い上封すると考えられる。また近位尿細管刷子縁膜の物理化学的な性質も発育の影

響を受け変化すると考えられる。そこでまず、種々の日齢のラットの腎から刷子縁

股小胞を調製することを試み、調製した刷子縁膜の流動性の変化について検討を加
+12 土20土0.6::t 1.3 土0.6土2.8

51.7 63.8 439 1022 350 741 BBM S.A.a えた。

::t14 全17士15:t:71 ::t27 :t101 

膜小胞の精製度の検討1・a
0.98 

土0.2

a Specific activity (S.A.) (nmol/mg protein/min). 

0.98 

:tO.04 

b Enrichment indicates the ratio of the specific activities in the BBM and the homogcnatcs. 

27.4 

:t1.2 

19 

:t1.1 

17.6 

土1.6

17.3 

+1.8 

Enrichment b 

Jt-=.後 14fl日の口市乳ラットの腎重量は約 O.lgであり、極めて小さいため、腎から

皮質部を切片として単離することが物理的に困難であった。そこで腎全体を出発材

料として第 I、II章と同様なノi法により刷子縁膜小胞を調製した。日甫乳ラットで腎

全体をJIJいたため、比較する 8週齢成熟ラットからも腎全体を用いて膜小胞を調製

日甫乳ラットと成熟ラットの刷子縁膜流動性の比較

Fig. III-l FJuidity of brush-border 

membranes from adu1t and 14-

day-oJd rats. 

次に DPHを用い蛍光偏光解消法により、 Orl]乳ラット及び成熟ラットの刷[-縁股

流動性を比較した。 Fig.III-1に 14日齢哨乳ラット及び8週齢成熟ラットから調製
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した。

まず、日市乳ラットから得られた刷子縁膜小胞の精製度について検証した。 Table

III・1に腎ホモジネート及び調製した刷子縁膜小胞における酵素活性を測定した結

果をまとめた。刷寸土縁膜の指標酵素であるアルカリ性ホスファターゼ (EC3.1.3.1.) 

とアミノペプチダーゼ (EC3.4.11.2.)の比活性はホモジネート、刷子縁膜画分とも

に成熟ラットと比べて哨乳ラットで低いものであった。しかし、ホモジネートに対

する刷子縁膜画分'11の酵素活性の上昇率(enrichment)は晴乳ラットにおいても 17倍

以上と大きいことから、得られた刷子縁膜は十分精製されていると考えられる。一

庁、1JWJJ1膜の指標酵素である Na+!K+-ATPase(EC 3.6.1.3.)の活性はH甫乳ラット、成熟

ラットの両群で大きな差はなく、また enrichmentも1以下と小さいものであったこ

とから、側底股画分の混入はu市乳ラットから得られた刷子縁膜においても極めて少

ないと与えられる。これらの結果から、 n甫乳ラットの腎からも成熟ラットと同様に

刷子縁膜小胞が調製されることが確認された。

した刷子縁膜小胞中で、の DPHの偏光度を示した。 DPHの偏光度は成熟ラットと比

べてH甫乳ラットから調製した刷子縁膜で小さいことから、 u甫乳ラットの局Ij子縁膜の
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しかし、初期取り込み速度及び overshootのピーク値は成熟ラットから調製し

た刷子縁膜小胞と比べ低し 1ものであった。成熟ラット及び崎乳ラットから調製した

刷子縁膜小胞で-の 30 分間の TEA取り込み、すなわち取り込みの平衡イI~fには大きな

た。流動性は成熟ラットと比べ高いことが示された。

III-2成長にイ、ドう有機カチオン輸送の変化

変化が認められなかったことから、膜小胞の内容積は両群で同程度であると15'えら

Fig. III-3 Concentration dependence 

of TEA uptake. McmbnU1c ¥'邸iclcs

CpH 6.0) from油 lt(0 ) and 14・day-old

C. ) rats wcrc incuhatcd with thc suhstratじ

mixturc (pH 7.5) containing variouぉ

conce山 ationsof [14C JTEA 

れる。
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成人では多くのカチオン性薬物が腎近位尿細管から能動的に分泌されることは

!，'くから知られているが、新生児における薬物分泌に関する検討は少なく、不明な

点が多い。新生児の近位尿細管刷子縁膜における有機カチオン輸送系の存在やその

輸送特性など、薬物分泌機構について膜レベルでの報告もなされていない。

IlI-1節での検討から、哨乳ラットからも成熟ラットと同様に刷子縁膜小胞が調製

できること、しかしその膜流動性は成熟ラットからのものと比べて高いことが明ら

かとなったため、次に両群のラットから調製した刷子縁膜小胞における有機カチオ

ンの輸送特性について検討を加えた。

2 1.5 
TEA (mM) 

0.5 

Fig. III-3に成熟ラット及びH甫乳ラットから調製した刷チ縁膜小脳への TEA取り

込みの濃度依存性について検討した結果を示した。 TEAの濃度を O.0625mMから

2mMまで変化させ、外向き H+勾配存在下で TEAの初期]取り込み速度を測定したと

ころ、両群ともに高濃度で飽和現象が認められた。次式によって非線形以小:釆法

で解析を行い、速度論的パラメータを算出した。

V= Vmax[S]/(ぬn+[S])+Kd[S]

Vは初期取り込み速度、 [S]は基質初濃度、 Vmaxは輸送系を介するlu(:大輸送速j史、

Kmはミカエリス定数、 Kdは非特異的な輸送の係数をぷすO 成熟ラットにおける

Km、 Vmaxはそれぞれ、 0.14mM、14.6nmol!mg protcin/minであった。 III1J乳ラットに

UrlJ乳ラットと成熟ラットの有機カチオン輸送特性の比較

Fig. III-2に小胞内 pH6.0、小胞外 pH7.5とし、 H+j有機カチオン逆輸送系の駆動

ノJである外向き H+勾配存在下での、哨乳ラット及び成熟ラットから調製した刷子縁

股小胞への TEA取り込みについて測定した結果を示した。

Fig. 1II-2 TEA uptake by brush-

border membrane vesicles from adult 

and 14・， 21・， and 28・day-old rats 

(with H+ gradient). Membrane 

V回ic1es(PH 6.0) from adult (0)， 14-由y-

old (.)， 21・巾y-old(企 )and 28必y-old
おいても成熟ラットと同様、単一の輸送系の存在が示唆され、その Km、Vmaxはそ

れぞれ、 0.13mM、7.01nmol/mg protein/minであり、成熟ラットと比べ Kmイ1ftは|IijFI:
C. ) rats were incubated with the substrate 

mixture (PH 7.5) containing 0.3125mM 

l14C]古川口nal0.25mM). 
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Vmax値は低いものであった。従って哨乳ラットでは成熟ラットと比べ、

有機カチオン輸送系の基質親和性は同程度であるが、輸j基体の爪ti:は低し 1ものとJ5・

えられる。また Kd値は成熟ラット及び哨乳ラットでそれぞれ、 6.44、5.08nmol!mg 

proteinJmin/mMとその差は小さく、 TEAの非特異的な膜透過性は成熟ラットと附乳

ラットで同程度であることが示された。

41 

度だが、

成熟ラットから調製した刷子縁膜では H+勾配と共役した顕著な J過性の上り坂

輸送(overshoot現象)が認められる。 14日齢の哨乳ラットから調製した刷子縁膜小胞

においても、 TEA取り込みは H+勾配によって促進され、 overshoot現象が観察され

40 
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Fig. III-5 Relationship between age 

and TEA transport. Membranc 

¥'csic1es (PH 6.0) fTOm n¥ts of ¥'arious agcs 

werc incubated with thc suhstralc mixturc 。H7.5)∞ntaining (LH25mM [14C]TEA 
(日nal0.25mM). 

---1 ト・・“・ミミ

Fig. 1II-5にラットの日齢と各群から調製した同J[-縁股小胞への TEAの初期j取り

込み速度について示した。 TEAの初期取り込み速度は 14rI齢では成熟ラットのがJ

50%であるが、成長に伴い上昇し、 28日齢で成熟ラットの値に達することが明らか
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成熟ラット及び晴乳ラットにおける有機カチオン輸送系の基質認識性を比較す

るため、 TEA取り込みに及ぼす種々の有機カチオンの影響について検討した。

Fi泡g. III-4 Effect of various 

organic cations on TEA uptake. 

Membra即 vesicles(ωpH6.0め)台omadult 

(A) a釘and 14蝉d也ay-舟-old (B助) ra凶a剖1s wer児e 

i凶ncαωuba剖te吋dwit山h1he subs1rate mix1ure 

(pH 7.5勾)∞n凶1a泊in山 g 0.3125mM 

C4C]TEA (final 0.25mM) 制
0.625mM various organic cations (日nal

O.5mM). 

となった。

晴乳ラットにおいて有機カチオン輸送活性が低いお{附の bつとして駆動力であ

るH+勾配の消失速度の差が考えられる。そこで成熟ラット及びI1rn乳ラットの刷[-縁

5

1

5

 

4

1

n

u

 

(
O
ω
ω
O
ミ
5
2
2♀
O
E
¥
一oE
C
)
凶
￥
〈
ト
止
コ

2 

。

Fig. 1II-4に外向き H+勾配存花下、成熟ラット及び哨乳ラットから調製した刷子縁

膜における H+勾配の消失について、 Acridineorangc蛍光消光法を川いて比較検I討を

行った。その結果、成熟ラットの刷子縁膜を介する H+勾配消失速度は 0.042士0.002

sec.1であるのに対し、 H甫乳ラットでは 0.026+0.001sec.
1であり、 nm'.fしラットのMUr 

)民小胞への TEA取り込みに及ぼす種々の有機カチオンの阻害効果を示した。両群と

も 以下、 N-acetylprocainamide、TEA 取り込みは cimetidineで最も強く阻害され、

proωnamidc、非標識 TEA、 また、それぞれのN -mcth y lnicotinamidcの順であった。

縁膜を介する H+勾配の消失は成熟ラットと比べてむしろ遅いものと与えられた。イj機カチオンによる TEA取り込み阻害の程度は、成熟ラットと晴乳ラットの両群で

Trans-s tim ulation効果はある基質がキャリヤー輸送される場合に特徴的にみられ

る現象であり、成熟ラットの刷子縁膜ではpH7.5-8.5のアルカリ性領域において

TEA同士の直接交換により trans剖 mulation効果が起こることが知られている。すな

わち、小胞内に非標識の TEAを負荷した場合、小胞外の[14C]TEAとの!Ii(接交換が起

こり [14C]TEAの取り込みが促進される(4九

hd:tE皮であった。従って成熟ラット及び哨乳ラットにおける有機カチオン輸送系の

人L質認識'Ii主はIpJ--であると推察される。

これらの結*から、時乳ラットの腎刷子縁膜にも成熟ラットと同様の基質認識性、

籾不IJ性をノメす H+j行機カチオン辺輸送系が存在すること、しかしその輸送活性は成

熟ラットのものと比べて低いことが明らかとなった。

Fig. HI-6 TEA-TEA exchange in 

brush-border membrane vesicles 

from adult and 14・day-oldrats. 

Membranc vcsicles (pH H.O) from adu1t 

(0)制 14品川d(.)凶sprclo減 d

with 2.5mM TEA wcre incubated with the 

S 山strate mixturc (PH R.O) ω n川ta引加川11川n川山1i山山11川n

0.2幻78加mM川[14句C]花 A(仰口伽naω]川0.2お5mM附).
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成長に伴う有機カチオン輸送活性の変化

成長にイ、ドうイf機カチオン輸送活性の変化について検討するため、外向き H+勾配存

在下、種々のけ齢の晴乳ラットから調製した刷-F縁膜小胞への TEAの取り込みを測

定した。

42 
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Fig. 1I1-6から明らかなように、哨乳ラットにおいても trans-stim ulation効果が観察

されたが、百A取り込みは成熟ラットと比べて低し 1ものであった。従って、晴乳ラ

ットにおいて有機カチオン輸送活性が低いのは駆動力である H+勾配の消失速度の

変化によるものではなく、有機カチオン輸送体の活性が成熟ラットと比べて低し、た

めと考えられる。

第I主主では成熟ラットから調製した届IJ子縁膜小胞にベンジルアルコールを共存さ

せ膜流動作を仁昇させた場合、 H+勾配の消失は促進されることを示した。本章では

Ur日乳ラットから調製した耐IJ子縁膜では成熟ラットのものと比べ膜流動性が高いに

もかかわらず、 H+勾配消失はむしろ遅延していた。これは晴乳ラットと成熟ラット

において脂質組成が異なっているためと考えられる。哨乳ラットの腎刷子縁膜では

成熟ラットと比べ、ホスファチジルセリン及びホスファチジルエタノールアミンの

合日が低く、ホスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロールの含量は高いこ

とが知られている(町。従って哨乳ラットと成熟ラットでは刷チ縁膜脂質の構成が異

なるために、 H+の透過性の変化がベンジルアルコールを用いたときとは異なったと

J5・えられる。

股流動[11:の変動が成熟ラットと哨乳ラットにおける有機カチオン輸送活性の違

いの・闘であることを確認するため、14日齢の哨乳ラットから調製した刷子縁膜小

胞を第 H市とrnj様に cholesterylhcmisuccinate (0.05mg CHS/mg BBMV)で処理し膜流

動[ft:を低ドさせ、 TEA取り込みを測定した。その結果、外向き H+勾配存在下での

TEAの初期取り込み速度は、コントロール群では1.27 =t 0.05 nmol/mg protein/10sec 

であったのに対し、 CHS処理群では1.40=t 0.05 nmol!mg protein/10secと上昇した。

また、 TEA取り込みの濃度依存性の検討から、 H南乳ラットから調製した刷子縁膜

小胞では成熟ラットのものと比べ Km値は同程度であるが Vmax値が低く (Fig.

III・3)、これは成熟ラットから調製した刷子縁膜小胞にベンジルアルコールを共存さ

せ股流動性を上舛させたときの結果と同じ傾向を示していた (Fig.I-5)。

これらの結果から、時乳ラットの刷子縁膜では成熟ラットと比べて膜流動性が高

いための-機カチオン輸送活性が低く、成長に伴い膜流動性が低下するため有機カチ

オン輸送活性は上舛するものと推察された。
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III-3考察

小児は成人と比べて体重が異なるだけではなく、種々の生理機能が異なっており、

またその機能は発育に伴い変化する。従って小児に対し、単に成人への投与量を体

重のみで補正した値を用いたとき、薬物血中濃度が低く効果が不卜分であったり、

あるいは逆に濃度が高いため副作用が発現しやすいこと等が起こるため、小児への

薬物療法は成人とは異なったありかたが必要とされる。しかし、小児における薬物

動態学的、薬力学的な検討はあまりなされておらず、そのため長らく小児は

iTherapeutic Orphan (治療の孤児)Jと呼ばれていた(鮒)。近年になり、小川における

薬物動態についての解明が進んで、きた。

小児における腎機能の検討から、糸球体i慮過速度は出生直後では成人の約 20%で

あり、成長に伴い上昇し 2-4歳でほぼ 100%に達することが解明されている(州九以

細管で、の薬物分泌能については、アニオン性薬物で検討されており、日}/I:.[t¥後では

分泌能が低く成長に伴い上昇すること、また輸送系の基Tlとなるアニオンれ薬物の

持続的な投与により分泌能の上昇が促進されることが、 mVIVO 及び摘IIPP.断~以制作、

腎皮質切片を用いた方法によって明らかにされている (111，11九カチオン性薬物につい

ても、腎皮質切片を用いた検討がなされており、出生直後のイヌの腎では皮質切け

への有機カチオンの取り込みは低く成長に伴い上昇すること、しかしその 1:1，'，パタ

ーンはアニオン性薬物の場合とは異なること、アニオン性薬物とは異なり )I~質によ

る輸送能上昇の促進効果は認められないことが明らかにされている(1]九

腎尿細管における薬物の分泌は血管側側底膜、管腔側刷子縁肢の性質の見なる ‘

つの膜を介する輸送過程の集積であるため、カチオンン，↑性|

るためには、主として側底膜での輸送を反映していると考えられる腎皮質切片を川

いる方法だけではなく、刷子縁膜を介する輸送について膜レベルでの検川が必安と

される。そこで、本章では種々の日齢のラットから刷 f縁膜小胞を調製し、千j機カ

チオン輸送について検討を行い、さらに輸送活性と膜流動性との凶速についてもJ5・

察を加えた。

成熟ラットと比べ日甫乳ラットでは刷チ縁が未発達であり、調製された朕小胞のネ!?

製度が低い可能性が考えられる。そこでまず、時乳ラットから調製した股小胞の'[11:

質について検討したところ、属Ij子縁膜の指標酵素の比活性は腎ホモジネートと比べ、
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膜小胞で 17倍以上と成熟ラットとM禄に L舛しており、逆に側底膜の指標酵素の

比活性は低く、得られた膜小胞の精製度は|・分に高いことがぶされた。また、日南乳

ラットから調製したhtiJ-子縁膜の流動性は、成熟ラットと比べ高いものであった。日南

乳ラットから調製した刷J[-縁膜における有機カチオン輸送は、成熟ラットと同様に

外I{lJきH+勾配により促進され、 ovcrshoot現象が観察された。また、非標識TEAを

予め股小胞にtr仰しておくことにより小胞外の[14C]TEAの取り込みが上昇する

trans-stim ulation効果も、 ntH乳ラットから調製された刷Jf縁膜で認められた。 TEA取

り込みの濃度依イメ'[ft:から求めたぬn値はn市乳ラット、成熟ラットの両者から調製し

た膜小胞で l~iJ程度であり、また種々の布機カチオンによる TEA 輸送の阻害の程度は、

n!l}乳ラットと成熟ラットの両群でrnj程度のものであった。これらの結果から、日甫乳

ラットの腎刷子縁膜にも成熟ラットと同様の基質認識性、親和性を示す H+j有機カ

チオン逆輸送系がイバ正することが示された。しかし、哨乳ラットから得られた刷子

縁股小胞では成熟ラットと比べ、 TEA取り込みの初期速度は低く、取り込みの濃度

依存性から求めた Vmax他も低し 1ものであった。 TEA取り込みの初期速度は、 14日

時の IIrlJ乳ラットでは成熟ラットの約 50%であるが、成長に伴い上昇し、 28日齢で成

熟ラットの仰に達した。従つて日哨市乳ラツトの腎刷 fこ縁}膜煤における H+γ/令布-機カチオン

j辺立必:愉j送基系の抗汗爪活所r号斤叶J刊a叶イ，[性|

新yぺιト七川~.vリ児己で.観察されるアミノ般尿も成長にイ下う近位尿細管におけるアミノ酸の再

|吸段肌l以以能の|上:主封舛f下.により消失すると考考.えられている o Me吋dowら以(103，尚附)は発育によるアミ

ノ般の 11川i呼J戸|吸汲泌l以以能の変化について膜小胞系を用いて検討を加えている。彼らは種々の

発行段階のラットの腎から刷子縁股小胞を調製し prolineの取り込みを測定したと

ころ、成長にイ、ドし'1prolineの取り込みが k昇することを報告している。また、 H甫乳ラ

ットの刷[-縁膜流動性は成熟ラットのものと比べて高く、成長に伴い低下すること、

成長に1lう膜流動性の低ドが prolineの輪選活性の l二昇とよく対応することも示し

ている。

s 、々 Na+jリン般共輸送系の活性は日市乳ラットの届Ij子縁膜で、高く、成長に伴い低

ドすることが報作されている (114，11九また、成熟ラットから調製した刷子縁膜にベン

ジルアルコールを添加し朕流動性を上舛させた場合、 Na+jリン酸共輸送活性は上昇

することも報告されている(2
7
)。従って Na+jリン駿共輸送系は膜流動性が高いときに

輸送活性が高いとJ5・えられ、そのため膜流動性が高い11市乳ラットでは輸送活性が高
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いが、成長にイ料、膜流動性が低卜するに従って輸送爪'[ff:が低下すると jff:_~されてい

る(114，115) 

刷子縁膜における H+原子機カチオン逆輸送系の輸送活性は第 1-1'戸、 :fj口市におけ

る検討から、膜流動性が高いときに低く、 i主に股流動'['ft:が低いときに輸送活性が1":J 

いことが明らかにされた。そのため成長に十t~ う刷子縁股流動'[11:の低トにより輸送活

性が調節され、有機カチオン輸送は1::1[，すると折祭できる。しかし股流動性以外に

も多くの点で哨乳ラットと成熟ラットでは追いがあり、成長にイ、ドうイf機カチオン輸

送活性変化のより詳細な機構についてはよだなる検I~'J が必要と忠われる。
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結論

以上、著者は三章にわたり膜流動性によるカチオン性薬物の腎輸送制御機構に関

する研究を行い、次のような結論を得た。

第 I章 刷子縁膜の流動性上昇による有機カチオン輸送の変動

膜流動I~t 上主11が有機カチオン輸送活性に及ぼす影響について解明するため、膜流

動化作用を持つアルコール類を用い、刷子縁膜及び側底膜小胞における

tetracth y lammoni um (TEA)輸送の変動について検討を行った。ベンジルアルコールに

より、届IJI-縁朕及び側底膜中の 1，6-diphenyl-1，3ラ5-hexatriene(DPH)の偏光度は低下し、

股流動性が上昇することが確認された。刷子縁膜小胞への1EAの取り込みはベンジ

ルアルコールによって濃度依存的に阻害され、その ICsoは18.3mMであった。ブタ

ノール、ヘキサノール、オクタノールのいずれの場合も濃度依存的な1EA輸送阻害

が観察され、その強さはオクタノール、ヘキサノール、ブタノールの順であった。

また、刷 J三縁膜中の DPHの偏光度と1EAの取り込みには良い相関が認められた。

ゾム側j氏膜小胞への TEA取り込みはベンジルアルコールの影響を受けなかった。

これらの結果から、刷子縁膜においては、膜流動性が上昇するに従って有機カチオ

ン輸送活性が低下することが明らかとなった。

刷f-縁)民小胞への choline及びglucoseの取り込みもベンジルアルコールによって

濃度依存的に阻害され、その ICsoはそれぞれ37.4mM、24.3mMであった。ベンジル

アルコールによる輸送阻害効果の強さは、有機カチオン輸送系、 glu∞se輸送系、

cholinc輸送系のJI債であり、これら輸送系の中では有機カチオン輸送系が膜流動性上

川の影響を最も受けやすいことが示唆された。

第 II市 hTリ子縁肢の流動性低ドによる有機カチオン輸送の変動

コレステロールは生体膜を構成する重要な成分であり、膜流動性の決定に大きな

役割jを果たしている。コレステロールのエステル体である cholesterylhemisuccinate 

(CHS)を合む緩衝液中で耐J子縁膜小胞を 37
0Cで1時間インキュベートしたところ、
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刷子縁膜中のコレステロール含量は増加し、これに伴い DPHの偏光度の 1-.昇、す

なわち膜流動性の低下が観察された。種々の用量の CHSで処理した刷子縁膜小胞

への1EA取り込みを測定したところ、用量依存的に1EA取り込みは増加した。1EA

取り込みと CHS処理した刷子縁膜中の DPHの偏光度とはli_t咋日関が認められた。

これらの結果から、刷子縁膜の流動性の低下に伴い、イJ機カチオン輸送活性が Lケ，1.

することが明らかとなった。

第 III章 膜流動性変化による有機カチオン輸送の調節:発育の影響

薬物分泌能と発育の関連性について解析するため、哨乳ラット及び成熟ラットの

腎から調製した刷子縁膜小胞を用い、両群における右有.機カチオン輸よ送主去~l及之びl史流虫勤}j '11

について比較検討を行つたO 生後 14 日齢の哨乳ラットから調製した~I;IJ [-縁股'11で

の DPH の偏光度は成熟ラットからのものと比べて低く、 n~I乳ラットのi山J f-縁脱流

動性は成熟ラットよりも高いことが示された。14日齢の哨乳ラットからl調製したM;リ

子縁膜小胞においても、1EAの取り込みは駆動)Jである辺向き H+勾配と共役した

一過性の上り坂輸送 (overshoot現象)が観察され、また基質認識性も成熟ラットから

のものと同一であった。しかし1EA取り込みの初期速度は成熟ラットと比べ 141] 

齢の哨乳ラットでは低く、有機カチオン輸送活活.リa↑性|

は成長に伴い上昇し、 28日齢で成熟ラットの値に達した。これらの材処から、1I，1i乳

ラットの腎刷子縁膜中に成熟ラットと同様の性質を持つ作機カチオン愉辺系がイj:

在すること、しかしその輸送活性は成熟ラットと比べて低く成長にイ判、 I ・~ :!fll.するこ

と、膜流動性の低下が輸送活性上昇の一因であることが明らかとなった。

以上、著者は腎皮質から単離した刷子縁膜小胞を用いて股流動性変動によるイJ機

カチオン輸送活性の制御について検討を行い、膜流動性の J-..昇によって輸送爪引か

低下すること、逆に膜流動性の低下によって輸送活性が上昇すること、成長にイ、1:う

膜流動性の低下が輸送活性上昇の要因の一つであることを明らかにした。これらの

研究結果は腎尿細管上皮細胞を介したイオン性薬物輸送の生理的、病態If=J'H(I{jな輸

送変化について解明を進める上で有用な基礎的知見となり得るものと考える。
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実験の部

第 I章実験の部

[1-1 ]試薬

[14C]tetraethylammonium (0.19G Bq/mmol)、p-[14C]aminohippuratc (1.5-1. 6G Bq/Inmol) 

はDuPont-New England Nuclcarネ土のもの、 [3H]choline(3.18TBq/mmol)、PH]D-glucosc

(222G Bq/mmol)、[l4C]α-ketoglutarate(2.1 Gbq/mmol)はAmcrshamIntcmational社のもの、

Percoll (密度1.129g/ml)はPharmacia社のもの、 1，6-diphenyl-1，3，5-hcxatriene(DPH)は

Molecular Probes社のもの、 carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazonc (FCCP) 

はFlukaAG、AcridineorangeはMerck社のもの、ベンジルアルコール、ブタノール、

ヘキサノール、オクタノール、 tetracthy lammon iUlTI、 cimctidinc、

tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)、4・(2・hydroxyethyI)-l・piperazinccthanesulfonicacid 

(HEPES)、2・・(N-morpholino)ethanesulfonic acid (Mcs)はナカライテスク社のもの、その

他の試薬は市販特級品を用いた。

[1-2 ]刷子縁膜小胞の調製

Ohokaら(凶)の方法に従って調製した。

体重 200-230gの Wistar系雄性ラット(7・8匹)を pcntobarbital(40mg/kg)で‘麻酔後開

腹し、両腎をすばやく摘出し、氷冷調製用緩衝液 A(300mM mannitol， 5mM EGT A， 

12mM Tris-HCl， pH 7.1)で洗浄し血液を除く。以下の操作はすべて 4
0Cで行う。被!肢

を除去した後、 Stadie-Riggs microtomeで厚さ約 0.3mmの腎皮質切片を作成する。 liマ

皮質切片の湿重量を測定し、 9倍用の調製用緩衝液Aを加え Waringblcndcr ( 11本来!?

機)で 2分間、 18000rpmでホモジナイズする。純水で、 2イ古希釈し、 MgC12を 10mM

となるように加え、 15分間穏やかに撹排した後、 1900gで 15分間遠心分離する(沈

殿 1除去)。上清を 24000gで30分間遠心し(上清2除去)、沈殿に 10イ古川の 1/2調

製用緩衝液 A (150mM mannitol， 2.5mM EGTA， 6mM Tris-HCl， pH 7.1)を加えて

glassrreflon Potterホモジナイザーで 1000rpm、10[tJホモジナイズする。 再度、 MgCI2

を 10mMとなるように加え、 15分間穏やかに撹排した後、 1900gで 15分間述心分

離する(沈殿3除去)。上清を 24000gで 30分間遠心し(上清4除去)、沈殿に 20倍

51 



用の取り込み実験用緩衝液A(100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5)または

取り込み実験用緩衝液 B(100mM mannitol， 10mM Mes-KOH， pH 6.0)を加えて

glass!feflon Potterホモジナイザーで 1000rpm、10問ホモジナイズし、 24000gで 30

分間遠心分離する(上清5除去)。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液Aまたは B

を少量加え、注射針 (0.4x 19 mm)をつけたプラスチックシリンジで‘懸濁し、刷子縁

膜両分として用いた。

[1・3J側底膜小胞の調製

Inuiら(117)の方法に従って調製した。

体重 200・230gのWistar系雄性ラット(15匹)をpentobarbital(40mglkg)で、麻酔後開腹

し、両腎をすばやく摘出し、氷冷調製用緩衝液B(250mM sucroseヲ1mMEDTAヲ10mM

Tris-HCl， pH 7.5)で洗浄し血液を除く。以下の操作はすべて 4
0
Cで行う。被膜を除去

した後、 Stadic-Riggs microtomcで厚さ約 0.3mmの腎皮質切片を作成する。腎皮質切

}l-の点目前号を測定し、 5倍用の調製用緩衝液 B を加えDounceホモジナイザー

(Whcaton社、 TypeB)でホモジナイズする。ホモジネートを遠心し、 2400gに達し次

第停止させ、 1:清を採取する。この操作をさらに 2回繰り返した後(沈殿 1-3除去)、

|治?を 2400gで 15分間遠心分離する。上清と沈殿上層部(ド層部;沈殿4除去)を

混不11し20500gで 20分間遠心分離する(上清5除去)。沈殿上層部(下層部;沈殿 6

除去)を調製JH緩衝液 Bに懸濁し、 glass!feflonPotterホモジナイザーで 1000rpm、10

[111 ホモジナイズし、 ~ll膜!両分とする。粗膜画分に Percoll を 10%(v/v) となるように加

え、 4持OO()gで 30分間遠心分離した後、全量 30mlの上清から 8ml(fraction 1)、5ml

(fraction 2"側底膜両分)を密度勾配フラクショネーター(目立製作所、 DGF-U)で分

取する。 Fraction2を調製j日緩衝液 Bで希釈し、 Percollを除去するために 100000g

で 120分間遠心分離する(上清 8除去)。沈殿に取り込み用緩衝液 A を加えて

gla"s!feflon Potterホモジナイザーで 1000rpm、10[nJホモジナイズし、 lOOOOOgで 60

分間遠心分離する(上清9除去)。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液Aを少量加

え、注射針 (0.4x 19 mm)をつけたプラスチックシリンジで懸濁し、側底膜画分とし

て!日いた。
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[1・4J膜流動性の測定

膜流動性は定常状態、での膜中の DPHの蛍光偏光度により評価した(3山，61)0DPHは

tetrahydrofuran ~こ 2mMとなるように溶解し、リン酸緩衝牛.理食指液 (PBS)で 2000

倍に希釈する。希釈後、スターラーを用いて 2時間以上撹作し、 tetrahydrofuranを抑

発させる。刷子縁膜小胞 (300μgprotein)を加え、 DPH(故終濃皮 1μM)と37
0C、30

分間インキュベートする。偏光板を装着した蛍光光度計(烏作製作J9r、RF-5000)を

用い、 25
0
Cで励起波長 360nm、蛍光波長 430nmとして DPHの蛍光を測定する。 JJlh

起光側偏光板の角度がx、蛍光側偏光板の角度がyの時の蛍光強度を lxyとぶすと、

膜中での DPHの蛍光偏光度(P)は次式で計算される。

P = (Iω-G.Io，則)/ (Io，o +G. I側) (Gご I則，0/ I如川)

[I・5J取り込み実験法

取り込み実験は膜小胞を調製した当日に迅速鴻過法により行った。

例として外向き H+勾配存在下で、の刷子縁膜小胞への TEAの取り込み実験のん-法

について示す。取り込み実験用緩衝液 Bに懸濁した刷子縁膜小胞にIl1jじ緩衝被.に熔

解した KClを加え、 KCl濃度を 100mMとしてお℃、 1時間放置し、|え衡化する。 JJ史

小胞懸濁液 20μlに 0.3125mM[l4C]TEAを含む基質溶液 (100mMKCI， lOOmM 

mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 80μlを加え、 25
0Cで-_...定IJYI日jインキュベー卜

する。所定時間の後、氷冷した反応停止液 (150mMKCl， 0.1 mM HgCI2， 20mM 

HEPES-Tris， pH 7.5) 1ml を加えて反応を停止させ、直ちに Milliporcfiltcr (Typc HA WP， 

pore size 0.45~m，直径 2.5cm)で、吸引鴻過し、さらに氷冷反応停止液 5ml で洗浄する。

各 filterに補集された放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定し、股小)J包

内への取り込み量を算出した。これとは別に膜小胞懸濁波 20μlに氷冷反)ぶ停止液

1mlを加えた後に基質溶液を加え、直ちに吸引鴻過、洗行浄干して測〉兄定i主:したイ4似げ爪f町{を非午利、Jりj

的な吸着量として補正を行つたO

(a) Tetraethylammoniumの取り込み

H+勾配非存在下での刷子縁膜小胞への TEAの取り込みは、 100mMKCl， 100mM 

mannitol， 10mM HEPES-KOH緩衝液(pH7.5)に懸濁した膜小胞20μlへ、2mMI ]4C]TEA 

を含む基質溶液 (100mMKCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μ!を
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加えてインキュベートし、取り込み量を算出した。

側底膜小胞への TEAの取り込みは、 100mMKCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-

KOH緩衝液(pH7.5)に懸濁した側底膜小胞20μlへ、 O.25mM[14C]TEAを含む基質溶

液 (100mMKCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μlを加えてインキ

ュベートし、取り込み量を算出した。

(b) Trans-stimulation効果

100mM KCl， 100rnM rnannitol， 10mM HEPES-KOH緩衝液(pH8.0)に懸濁した刷子

縁膜小胞に 2.5mMの非標識 TEAを25
0Cで 1時間負荷したもの 20μiに、 0.2幻78mM

[14C]TEAを合む基質溶;波皮 (ο10ω)附OmMKCα1，10ω)泊OmMma釦nn凶1

18創ωoμμ1;をを加えてインキユべ一トし、取り込み呈;を算出した。

(c)ベンジルアルコールの効果の可逆性

ベンジルアルコール処理群は取り込み実験用緩衝液 B に懸濁した刷子縁膜小胞

にベンジルアルコールを 20mMとなるように加え、 25
0

Cで5分間インキュベー卜す

る。その後、 40供量の氷冷取り込み実験用緩衝液 Bを加え、 24000gで30分間遠心

分離する。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液 Bを少量加え、注射針 (0.4x 19 

mm)をつけたプラスチックシリンジで、懸濁し、さらに 40倍量の取り込み実験用緩衝

液Bを加え 24000gで30分間遠心分離する。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液

Bを少;止力11え、注射針 (0.4x 19 mm)をつけたプラスチックシリンジで、懸濁したもの

をJ1Jし¥て、取り込み実験を行った。コントロール群はベンジルアルコールを含まな

し1緩衝液を肘いてlri]織に操作-を行った。

(d) Cholincの取り込み

小胞内f.lの膜定位を形成させた条件での cho1ine取り込みは、取り込み実験用緩衝

液 A に懸滋jし、 100mMK glu∞nateを負荷した刷子縁膜小胞 20μlへ、 55.6μM

rJH ]cholincを合むぷ質溶液 (100mMNa gluconate， 100mM mannito1， 7μM valinornycinフ

10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 180μl を加えてインキュベートし、取り込み量を算出し

た。

)良電位が存在しない状態での取り込みは、基質溶液中の Naglu∞nateを K
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gluconateに変え、膜小胞内外の K+勾配を一定として行った。

(e) Glucoseの取り込み

内向き Na+勾配存在下で、の glu∞seの取り込みは、 300mMmannitol， 10mM HEPES-

KOH緩衝液(pH7.5)に懸濁した刷子縁膜小胞20μlへ、O.lrnMFH]D-glucoscを合む必

質溶液 (200mMNaCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μlを加えてイ

ンキュベートし、取り込み量を算出した。反応停止液として 150mMN aCI， 20mM 

HEPES-Tris (pH 7.5)を用いた。

Na+勾配非存在下で、の glucoseの取り込みは、取り込み実験JH緩衝液Aに!眠、ifuJし、

100mMNaClを負荷した刷子縁膜小胞 20μiへ、 O.lmM[3H]D-glucoseを合む法的溶液

(100mM N aCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES嶋KOHヲ pH7.5) 20μiを加えてインキュ

ベートし、取り込み量を算出した。

(t) p-Aminohippurateの取り込み

内向き Na+勾配存在下で、の側底膜小胞へのp-aminohippurate(P AH)の取り込みは、

取り込み実験用緩衝液 A に懸濁し、 100mMKClを負侍した側底股小胞 20μ!へ、

0.11mM [14C]PAHを含む基質溶液 (100mMNaCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-

KOH， pH 7.5) 180μl を加えてインキュベートし、取り込みf乏を算出した。

外向きジカルボン酸勾配存在下での PAHの取り込みは、取り込み実験JH緩衝液A

に懸濁し、 2.5mMglutarate及び 100rnMKClを負荷した側底膜小胞 20μlへ、 O.llmM

[l4C]PAHを含む基質溶液 (100mMKCl， 100mM ma泊組制n町H凶I

7.5の)180μ川lを加えてインキユべ一トし、取り込み量を算出した。

(g)α-Ketoglutarateの取り込み

内向き Na+勾配存在下で、の側底膜小胞への a-ketoglutarateの取り込みは、取り込み

実験用緩衝液Aに懸濁した側底膜小胞 20μiへ、 O.2mM[14CJα-ketoglutaratc を合む)l~

質溶液 (100mMNaCI， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μiを加えてイ

ンキュベートし、取り込み量を算出した。
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[I-6J H+勾配測定法

膜小胞内外の H+勾配の測定は、 Acridineorangeを用いた蛍光消光法により測定し

た(35・37，4め。取り込み実験用緩衝液 B(pH6.0)に懸濁した刷子縁膜小胞 50μ1(300μg 

protein)を 6~M Acridine orangeを含む 3mlの緩衝液 (100mMKCl， 100mM mannitol， 

10mM HEPES-KOH， pH 7.5)に希釈する。蛍光光度計(島津製作所、 RF-5000)を用い、

25
0Cで励起波長 493nm、蛍光波長 530nmとして Acridineorangeの蛍光変化を連続的

に記録した。

[卜7J蛋白質定量法

y-globulinを標準物質とし、 Bio-Rad Protein Assay Kitを用いて Bradford法(附によ

り定量した。
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第 II章実験の部

[II-l J試薬

Cholesteryl hemisuccinate (CHS)及び牛血清アルブミン (BSA)はSigma社のもの、

polyvinylpyrrolidone (PVP)はナカライテスク社のものをJf]し 1た。

[II・2J刷子縁膜小胞のコレステロール処理

第 I章実験の部口回2Jに記載した方法で調製し、取り込み実験川緩衝液 Aに懸濁

した刷子縁膜小胞をエタノールに溶解した所定量の CHS及び 3.5%PVP、1%BSA 

を含むPBS中に加え、撹祥しながら 37
0Cで 1時間インキュベー卜する。氷冷した

取り込み実験用緩衝液A又は Bを加えて反応を停止し、 24000gで30分間速心分離

する。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液AXはBを少量加え、注射針 (0.4x 19 

mm)をつけたプラスチックシリンジで懸濁し、さらに 40併量の取り込みJT]緩衝液を

加え 24000gで 30分間遠心分離する。得られた沈殿に取り込み実験Jri緩衝液AXは

Bを少量加え、注射針 (0.4x 19 mm)をつけたプラスチックシリンジで懸刻したもの

を CHS処理した膜小胞とした。

(a)コレステロール含量の測定

コレステロールE-テストワコー(和光純薬工業)を用いて、コレステロールエステ

ラーゼ・コレステロールオキシダーゼ法により測定した(1]9)。

[II-3 J取り込み実験法

第 I章実験の部 [I-5Jに記載した方法により行った。
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第II1章実験の部

[ 1II-1J試薬

Procainamide、N-acetylprocainam ideは Sigma社のもの、 N-meth y lnicotinamideは

Aldrich社のものを用いた。

[III-2J刷子縁膜小胞の調製

Wistar系附乳ラット、 14日齢(体重 18嗣23g)、21日齢(体重 35-40g)、28日齢(体重

60・70g)各20匹又は成熟ラット 8週齢(体重 240-260g)5匹をpentobarbital(40mダkg)で、

麻酔後開腹し、 I可腎をすばやく摘出し、氷冷調製用緩衝液Aで洗浄し血液を除く。

被肢を除去した後、腎湿重量を測定し、 9倍用の調製用緩衝液 A を加え Waring

blcndcrで2分間、 18000rpmでホモジナイズする。以降の操作は第 I章実験の部[1・2J

に，-記載した)j法により行い、刷子縁膜小胞を調製した。

[1[1-3J刷J[-縁膜、側底膜指標酵素活性の測定

(a)アルカリ性ホスファターゼ(EC3.1.3.1.) 

18mM p-nitrophenyl phosphateを含む 0.5mlの基質溶液に 100μlの試料を加え、37
0C

で 15分間インキュベー卜する。 0.6NのNaOH溶液2.5mlを加えて反応を停止した

後、 3000rpmで 10分間遠心分離し、上清の 410nmにおける吸光度を測定した。

(b)アミノペプチダーゼ (EC3.4.11.2.) 

1.5mM leucinc p-nitroemilideを含む基質溶液 2mlに100μlの試料を加え、 37
0C、15

分間インキュベートする。 5%ZnS04 2.5mlを加えて反応を停止した後、 3000rpmで

10分間遠心分離し、 上清の 400nmにおける吸光度を測定した。

(c) Na恨七ATPase(EC 3.6.1.3.) 

3mM ATPを合む基質溶液 1mlに 100μiの試料を加え、 37
0Cで 15分間インキュベ

ートする。 50%trichloroactic acid O.lml を加えて反応を停止した後、 1mlの蒸留水を

加え、 3000rpmで 10分間遠心分離する。上清 1mlに3mlのmolybdate-H2SO4とO.lml
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のFiske-Subbarow試薬を加え 25
0Cで20分間放置した後、 660nmにおける吸光度を

測定する。 ouabain非存在下の値から ouabainfI在ト.で、のイIIIをだし引き、 Na+IK+-

ATPase活性を算出した。

[II1-4 J取り込み実験法

第 I章実験の部 [1・5Jに記載した方法により行った。

(a) cis-inhibition効果

刷子縁膜小胞への1EA取り込みに及ぼす各種イf機カチオンの彰響は、1()()n1MKCI， 

100mM mannitol， 10mM Mes-KOH緩衝液(pH 6.0) に懸濁した股小胞 2()~tl へ、

0.3125mM [14C]1EA及び 0.625mMの有機カチオンを含む基質決液 (100mMKCI， 

100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 80μiを加えてインキュベートし、

[14C]TEAの取り込み量を算出した。
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Cholestcrol modulatcs organic cation transport activity and lipid fluidity in rat renal brush-
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