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培養腎上皮細胞 OKを用いた有機アニオン

輸送機構及びその活性調節に関する研究

1 999 

永井純也



総論の部

緒言.. 

目 、兵7
ノ'A

第 I章 培養腎上皮細胞 OKにおける有機アニオン輸送特性...• . . • •. • • •.•. 2 

第 1節 OK細胞における p-am泊ohippurate輸送特性.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 3 

1・a p-畑山lOhippurateの経細胞輸送特性... . . . • . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 4 

1・b 側底膜及び頂側膜におけるp-aminohippurate輸送の方向性.. . . . . . . . . . . . . . . . . 6 

1・c 側底膜及び頂側膜におけるp-aminohippurate輸送特性.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8 

1・d 考察.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .• 10 

第 2節 有機アニオン輸送の基質認識性.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 12 

2 -a p-Aminohippurate輸送に対する各種3・ラクタム抗生物質の影響.. . . . . . . . . . . .. 12 

2・b s-ラクタム抗生物質の輸送特性.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 15 

2・c 側底膜有機アニオン輸送に対する種々のジカルボン酸の影響・・・・・・・・・・・・・・・ 17 

2・d 考察.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .• 18 

第 3節 側底膜における有機アニオン/ジカルボン酸交換輸送..... . . . . . .. . .. . ... 20 

3・a 側底膜p-aminohippurate輸送に対する α・ketog1u凶蹴の影響・・・・・・・・・・・・・・・・ 20 

3・b p-Am泊ohipp町政による α-ketoglutarateeff]uxの促進効果...... .. .. . . .... .. 24 

3・c 側底膜p-aminohippurate輸送と α-ketoglutarateeffluxの相関関係.. . . . . . . . . . . . . 27 

3・d 細胞内 ATP枯渇による側底膜p-aminohippurate輸送への影響・・・・・・・・・・・・・・・ 28 

3・e 考察.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 

第E章 OK細胞における有機アニオン輸送の活性調節.. . • • • • • . • • . . • . . • • .33 

第 1節 p畑山lohippurate輸送に対するプロテインキナーゼ活性化の影響.. . . . . . . . . . . .33 

1 -a Protein kinぉeC活性化剤による影響... . . .. .. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . 34 

1・b Protein kinase C活性化剤による阻害機構.. . .. . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . 37 

1・c Protein kinase A活性化剤による影響.. . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . 40 

1・d 考察.. . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . 42 

第 2節 副甲状腺ホルモンによるp-aminohippurate輸送の活性調節.. . . . . . . . . . . . . . . .43 

2・a 副甲状腺ホルモンによる影響・・・・・・・・・・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 44 



2・b 副甲状腺ホルモンによる阻害におけるプロテインキナーゼの関与....... . . ... 47 

2・c 考察........ ...... ...... ......... ... . . ... . ...... .. .... . 49 

結論.. • . . • • • • • . . . . • . • • • • . . • • . • . . . . . • . • . . . . . . . . • . . . . • • • . • . • . •• 51 

8・Br-cAMP

CEX 

CEZ 

CFIX 

CIM 

CZX 

DBcAMP 

DiC8 

DIDS 

DMSO 

HEPES 

ffiMX 

ICso 

α・KG

NAD 

NADH 

Na+ /K+ ATPぉe

OAG 

P必 f

PBS 

PCG 

PDBu 

4α-PDD 

PKA 

PKC 

PMA 

PTH 

τEA 

Tris 

謝辞 .. . . . . .... . . . . . . . . . . . . .. . . . . . ... .. . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . ... 53 

実験の部

第 I章実験の部........ . . . . ....... . . ..... ... ... .... . . ...54 

第E章実験の部.... . . . . . . . . . . . . .. . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . . . .57 

論文目録.• • • •. • . . • • • • • • . • .. • • • . . . . .. •.. • • . . . . • • . . . . .. • . . . . • . . . 58 

引用文献.. • • .• . . . . • • . •.. .. • • • • • . • . • • .• • • . . . . . . • • . . . . • • • . . . • • . . 59 

表号略

:8七romoadenosine3' ，5' -cy cli c monophosphate 

:αphalexin 

: cefazolin 

: cefixime 

: cefotiam 

:α食包o対me

: dibu守巧rladenosine3'，5'ーcyclicmonophosphate 

: 1，2・dioctanoyl-sn・glycerol

: 4，4'ーdiisothiocyanostilbene-2，2'-disulfonicacid 

: dimethyl sulfoxide 

: 2-hydroxyethylpiperazine-N'・2由ethanesulfonicacid 

:3・isobutyl-1・me也y1xan也ine

: 50% inhibitory∞nαn仕組on

:α-ketoglutarate 

: nicotinamide adenine dinucleotide 

: reduced nicotinamide adenine dinucleotide 

: Na +/K+ adenosinetriphosphatase 

: 1-01eoyl・2-acety1-sn-glycerol 

: p-aminohippurate 

: phosphate bu丘町ed鈍line

:民n勾rIpe出cillin

:phoめ0112，13-dibuザrate

:4α-phoめ0112，13・didecanoate

: protein kinぉeA

: protein kinぉeC

: phorbol 12-myristate 13-acetate 

: parathyroid hormone 

: te仕aethylammonium

:出s(hydro勾明白yl)aminome出ane



総論の部

緒言

生体は様々な物質を摂取しているにも関わらず、細胞外液の組成は一定の値に維持されて

いる。腎臓はこの内部環境の恒常性に最も重要な役割を果たしている臓器である。腎臓では、

糸球体におけるろ過、尿細管における分泌及び再吸収を通じて尿が産生され、生体にとって

不要な物質は尿中へと排池される。薬物も基本的に生体にとって異物であり、生体内に投与

された薬物の多くは最終的に尿中へと排池される。薬物あるいはその代謝物の多くは有機イ

オン性物質であり、それらは腎臓の近位尿細管上皮細胞において能動的に分泌されることが

知られている。有機アニオン性物質の尿細管分泌には、近位尿細管上皮細胞に存在する有機

アニオン輸送系が関与することが知られており問、その輸送機構はこれまでに血 vivo腎クリ

アランス法州、血げω腎皮質切片法河)、単離尿細管潅流法制め、細胞膜小胞系u・16)等の様々な

手法を用いることによって明らかにされてきた。中でも、細胞膜小胞系による解析は、血管

側の側底膜及び管腔側の刷子縁膜の輸送特性を個別に評価できることから、有機アニオン輸

送の駆動力、基質認識性等の多くの知見を提供したべ一方、尿細管分泌は、側底膜と刷子

縁膜の両細胞膜における輸送の総和として表される経細胞輸送であるとともに、有機アニオ

ンの輸送には細胞内代謝系や様々な輸送体が密接に関係していることが示唆されていること

からL山 9)、インタクトな細胞における腎有機アニオン輸送の検討も必須であると考えられる。

しかし、これまでに腎有機アニオン輸送を解析するためのモデル細胞系が確立されていない

こと等から、有機アニオン輸送系の細胞レベルでの解析は栄養物質、無機イオン及び有機カ

チオン等の輸送系に比べ立ち遅れていた。最近、京都大学医学部附属病院薬剤部研究室にお

いて、フクロネズミ腎由来のOK細胞が代表的有機アニオンp-aminohippurate(P必1)を分泌方

向選択的に経細胞輸送することが見出されていた初)。

そこで著者は、 OK細胞における有機アニオン輸送を詳細に解析することにより、 OK細胞

が腎有機アニオン輸送のモデル細胞系として極めて有用であることを明確にした。さらに、

OK細胞を用い有機アニオン輸送の活性調節について細胞レベルでの解析を系統的に行った。

以下、得られた結果について論述する。
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第 I章 培養腎上皮細胞 OKにおける有機アニオン輸送特性

腎臓の構成単位であるネフロンは、左右の腎にそれぞれおよそ100万個存在しており、腎

小体(糸球体と Bowman嚢)から始まり集合尿細管にいたるー続きの細管を形成している。ネ

フロンを構成する尿細管は、近位尿細管、 Henle係蹄、遠位尿細管、集合管の 4つに大別さ

れ、それぞ、れ異なった形態的・機能的特性を有している。特に近位尿細管では栄養物質、無

機イオン、水等の生体必須成分が再吸収されるとともに、不要代謝産物や薬物等の生体外異

物の分泌が営まれている。再吸収、分泌過程はともに上皮細胞の刷子縁膜(管腔側)と側底

膜(血管側)における輸送の総和として表される。それゆえ、これらの過程を理解するため

には、側底膜及び刷子縁膜におけるそれぞれの輸送に加えて、それらの輸送の総和である経

上皮細胞輸送の解析も必要であると考えられる。また、側底膜及び刷子縁膜に存在する様々

な物質輸送系は、細胞膜を隔てた細胞内と細胞外との環境の違いをその駆動力として巧みに

利用していることが知られており、このような知見は血げvoあるいは血 vitroレベルでの種々

の実験系が駆使されることにより解明されてきた。

培養細胞を用いた実験の利点は、複雑な生体制御機構から解放されているため、単純化し

たあるいは任意に設定した条件下において解析できることである。培養細胞は、初代培養細

胞系と樹立細胞系とに分けられる。生体から取り出し、培養しはじめてすぐに利用する初代

培養細胞系は、その由来する組織の特性を保持している場合が多いが、有限増殖であるため

再現性よく継続的に実験を行うことは難しい。一方、樹立細胞系は、増殖能が安定している

ため継代維持や大量培養が可能であり、実験を進める上で扱いやすい利点を有している。し

かし、樹立細胞系は、その由来する組織の特殊な機能を必ずしも保持していない場合があり、

実験に供するためにはその細胞系の機能特性をよく認識しておく必要がある。

腎有機アニオン輸送系を細胞レベルで解析しようとする試みは、本研究を開始する以前か

ら様々なグループによって活発になされていた21・24)。しかし、初代培養系及び樹立細胞系を

含め種々の細胞系で検討されたものの、少なくとも晴乳類由来の細胞系で腎有機アニオン輸

送解析に有用なモデル細胞系は見出されていなかった。 Koyamaら2s)が樹立したフクロネズミ

腎由来の OK細胞は、ヘキソース、アミノ酸、リン等の特殊輸送系を有しており、近位尿細

管上皮細胞に特有の性質をよく保持していることが明らかにされている払べ最近、 OK細胞

が方向選択的なP必f経細胞輸送活性を有することが見出され、腎有機アニオン輸送系のモ

デル細胞系としての可能性が示されていたお)。
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本章では、 OK細胞における P必fの経細胞輸送、側底膜輸送及び頂側膜輸送特性について

系統的な解析を行い、腎有機アニオン輸送系のモデル細胞系としての有用性を評価するとと

もに、有機アニオン輸送特性について細胞レベルで得られた結果を論述する。

第 1節 OK細胞におけるp-aminohippurate輸送特性

培養皿に播種されたOK細胞は単層を形成し、側底膜を培養皿の底面に接着させ、頂側膜

(尿細管上皮細胞の刷子縁膜に相当)を培養液側に向ける性質を有している。このような性質

から多孔性フィルター上に単層培養した場合、以下に示す輸送を個別に評価することが可能

である (Fig.1、図中の番号は下述の番号と対応する)。

① 側底膜側から頂側膜側へ(分泌方向に相当)の経細胞輸送

② 頂側膜側から側底膜側へ(再吸収方向に相当)の経細胞輸送

③ 細胞外から側底膜を介した細胞内への輸送

④ 細胞外から頂側膜を介した細胞内への輸送

⑤ 細胞内から側底膜を介した細胞外への輸送

⑤ 細胞内から頂側膜を介した細胞外への輸送

polycarbonate 
自社er

Fig. 1. Transport study in OK cell monolayers cultured in Transwell chamber. 
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OK細胞における P必fの経細胞翰刷子縁膜の両細胞膜における輸送が関与する。本節では、

近位尿細管上皮細胞において送、側底膜及び頂側膜輸送特性について解析するとともに、

OK細胞におけるP必fが分泌方向へと選択的に輸送される要因について考察した。なお、

P組の経細胞輸送量は、細胞及び細胞間隙を通過した[l"qP却の総輸送量から細胞間隙の

みを通過する [3H]m祖国tolの透過量を差し引くことによって評価した。

初期取り込み、細胞内蓄積量及び細胞内からのefl1uxを評価する場合においても、 r"C]p必 fと

P必fの細胞内また、
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量が時間に対し直線的に増加する 1分間の取り込み量(側底膜あるいは頂側膜のいずれかの

Basal to Aplcal 60 30 45 

Minutes 
15 。

細胞膜における輸送のみが関与すると考えられる)であるのに対し、後者は60分間、すなわ

Fig. 2. Transcellular transport (A) and accumulation (B) of [1・C]PAHby OK cells. 
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side of monolayers in the absence (0，ム)or presen∞(・，企)of 5 mM unlabeled P.組.After incubation for 

15，30，45 and 60 min at 37 oC， medium in apical side wぉ collected(100凶)， and radioactivity wぉ counted.B: 

after 60 min transport measurement， accumulation of [HCJPAH in OKcells was determined in the absence (open 

∞lumns) or presence of 5 mM unlabeled PAH (closed∞lumns). 

ち定常状態における取り込み量(両細胞膜が関与)を測定することで評価を行った。
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OK細胞における [l"qP組は、尿細管分泌に相当する側底膜側から頂側膜側へと経細胞輸送

この経細胞輸送活性はさらに、され、その逆方向には全く輸送されないことが観察された。

非標識P必fによって完全に阻害された。 Fiι2Bは、経細胞輸送時に同時に測定した細胞内

蓄積量を示す。細胞内蓄積量についても側底膜側から取り込ませた場合の方が、頂側膜側か

非標識P必fによっていずれの細胞内蓄積また、らのそれよりも大きいことが認められた。

P組の経細胞輸送及び細胞内蓄積量に対する温度の影響についてさらに、量も阻害された。

50 3TCの条件下で観察された P必fの経細胞輸送活性及び細胞内検討した (Fig.3)。その結果、

。Fig.4は側底膜側から頂側膜側への P必fの経細蓄積量は、 4tの条件下で著しく低下した。

。
胞輸送及び細胞内蓄積量に対する種々の薬物の影響を調べた結果である。 P必fの経細胞輸送

Fig. 3. Effect of temperature on transcellular transport from the basal to apical side (A) 

and accumulation (B) of PAH by OK cells. r"c]pAH (15川叩dD-rH]mannitol (15州 were此 d

simultaneously to the basal side of monolayers at 37 oC (0) or 4 oC (・).A宜erincubation for 15，30，45 and 

60 min， medium in apical side was collected (100凶)，釦dradioactivity wぉ counted.B: after 60 min transpoロ

measurement， accumu1ation of [HCJPAH in OKcells wぉ determinedat 37 oC (open column) or 4 oC (c1osed 

∞lumn). 

4 oC Control 60 30 45 
Minutes 

15 。
有機アニオン輸送組害剤である戸ob切 ecid、

アニオン性薬物であるα血zolin(CEZ)のい

及び同時に測定した細胞内蓄積量は、

4，4' -diisothi∞yano-2， 2' -disu1fonic stilb田 e(DIlli)、

一方、有機カチオンである帥ヨethylammoniumσEA)によ

OK細胞においてP必fは特殊輸送系を介

ずれにおいても著しく阻害された。
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る影響は全く観察されなかった。以上の結果より、

して分泌方向選択的に経細胞輸送されることが明らかになった。
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Flg. 5. PAH uptake from basal or apical side of OK cells. [“C]PAH (15μM)叩dD-[3H]mannitol 

(15凶{)were詞dedto the basal (0) or to the apical (ム)side of monolayers. After incubation for 1， 2， 5釦 d10 

min at 37 oc， P必 1uptake by the cells wぉ measured.

Flg. 4. Effect of varlous compounds on transcellular transport from the basal to apical 

slde (A) and accumulatlon (B) of PAH by OK cells. A:. [HC]p必1(15凶の組dD-fH]mannitol (15 

凶のweread必dto the basal side of monolayers in the absence or presenωof probenecid，白Z，τEA(lmM) and 
DIDS (100μM). After incubation for 60 min at 37 oC， medium in apical side wぉ coUected(100μ1)， and 
radioactivity was counted. B: after 60 min transport meぉurement，accumulation of [HCJPAH in OK cells was 

determined in the absence or presenαof probenecid，αZ，τEA(l mM)釦dDIDS (100凶{).
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側底膜及び頂側膜におけるp-aminohippurate輸送の方向性1・b

OK細胞の側底膜及び頂側膜における P必f輸送の方向性についてそれぞれ解析した。次に、

細P却を側底膜あるいは頂側膜側へ添加し、細胞内への取り込みについて検討したeまず、

頂側膜側のそれに比べ胞内への取り込み活性は側底膜側から P必fを添加した場合の方が、

あらかじめ細胞内に取り込ませたP必fの細胞内か次に、て高いことが認められた (Fig.5)。

2 
側底膜側に比べ頂側膜側P必1の細胞内からの effl.ux活性は、らの effl.uxについて検討した。

細胞内残存量はP必1のeffluxに伴い経時的に減少しへの eff1ux活性が高いことが観察され、

5 

Flg. 6. PAH efflux from OK cells (A) and intracellular remaining of PAH (B). A: [14C]P必i

(15凶{)釦dn-fH]mannitol (15μM) were added to the basal side of monolayers. After incubation for 30 rnin at 
37 oC， the cells were washed and PAH efflux to the apical (ム)or to the basal (0) side was measured at 1，2 and 5 

min. B: intracellular remaining of PAH during the efflux experiment w笛 measuredat 0， 2却 d5min. 

2 
Minutes 

。5 2 
Minutes 

た(Fig.6) 0 Fiι5及びFig.6から得られた側底膜及び頂側膜における両方向の輸送活性比較

それらの輸送活性を同次元(μJmgprotein/min)になるように再計算した (Fig.

細胞内初期 (1min)取り込み量(側底膜側:55.0，頂側膜側:16.8 pmoVmg 

protein/min)を添加した P必f濃度(15凶ので除し、細胞内からの初期 eff1ux(側底膜側:14.0、

すなわち、

を行うために、

η。

-7-

頂側膜側:38.6 pmolJmg protein/min)は effl回実験開始直前の細胞内 P必f濃度 (9.7凶ので除

efi1ux実験開始直前の細胞内P必 f濃度のなお、

-6-

することでそれぞれの輸送活性を算出した。



Yuanら均によって報告されている OK細胞の細胞内容積 9.5凶Jmgproteinを用い算出には、

この解析により、側底膜では細胞の外から中への輸送た。再計算した結果を F怠 7に示す。

一方頂側膜では細胞内の中から外への輸送が、その逆が逆方向の輸送に比べて優位であり、

Fig. 8. Effect of temperature or organic anion inbibitors on PAH uptake from tbe 

basal side of OK cells. [14CJP.組 (15凶{)and D・pH]mannitol(15μM) without or with 1 mM organic 

anion inhibitor (probenecid or知 0田凶de)were added to the basal side of monolayers. After incubation for 1 

sUn at 37 oC or 4 oC， P必fuptake by the cells w錨 me笛 U問 d.

Probenecid Furosemide 40C Control 
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OK細胞における P必f経細胞輸送の方向

牲は、側底膜及び頂側膜の両細胞膜における輸送が方向選択的であるために生じることが明

らかとなった。

Basal 

方向に比べて優位であることが示された。従って、

OKcell Apical 

Flux: ~L/mg protein/min 
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Directfonal flux of PAH across OK cells. Fig. 7. 

8 
側底膜及び頂側膜におけるp-aminohippurate輸送特性1・c

6 
側底膜及び頂側膜における P必fの輸送特性についてそれぞれ検討した。 Fig.8は、次に、

側底膜における PAH輸送に対する温度あるいは有機アニオン輸送阻害剤の影響を検討した
4 

3TC (∞凶01)に比べ4tの条件下において低下す結果である。側底膜における P必 f輸送は、

2 あらかじめ細胞内に取りまた、るとともに、 probenぽ id及びfurosemideによって阻害された。

。。さ込ませた P必1の頂側膜側への eff1uxは、 4tの条件下において著しく減少した (Fig.9A)。
5 2 

Minutes 

。5 2 

Minutes 
。

その eff1uxの減少に伴って P必fの細胞内残存量は増加することが認められた(Fig.らに、

Fig. 9. Effect of temperature on PAH efflux to the apical side of OK cells (A) and 

intracellular remaining (B). [14CJP.必 feff1ux to the apical side and intracellular remaining were 

measured at e4C]pAH at 37 oC (0) or at 4 oC (・).

-9-

P組の細胞内から頂側

OK細胞の側底膜及び頂側

ともに特殊輸送系が関与することが示された。

-8-

戸obenecid及びfurosemideは、

膜側への e白山を阻害し、細胞内残存量を増加させた。従って、

膜の両細胞膜における PAH輸送は、

また、 Fig.10に示されるように、9B)。



が大きいことを述べている。また、その報告では経細胞輸送特性のみの評価であり、側底膜

あるいは頂側膜輸送特性の解析はなされていない。さらに、補乳類由来ではないことも問題

となる点である。本研究において、培養腎上皮細胞OKにおける P必f輸送を検討した結果、

その輸送分泌方向に対応する方向選択的なP必fの経細胞輸送活性が観察されるとともに、

は、低温下あるいは probenec副等の共存下で阻害されることが認められた。従って、 OK細

胞はP必fを方向選択的に経細胞輸送する機能を有していると考えられ、哨乳類の腎臓を起

源とする培養細胞系において初めて、 OK細胞が腎有機アニオン輸送のモデル細胞系として

利用できることが示唆された。
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4 

糸球体でろ過されたグルコースは近位尿細管でほぼ完全に再吸収されるため、健常人の尿

中にはほとんど排池されない(尿中にはろ過されたうちの0.05%以下)。このグルコースの再

吸収には、近位尿細管上皮細胞刷子縁膜に存在する Nがとの共輸送による能動輸送系と、側

O 
J()~ ~。

'C弘巧Oft
ち，~ ~(9^ 
-(\~・."，^-
1 σV(9 

~ ~_ 0_ /'_ /. '-';" 

VO，a もlη弘
勺2n lo'Q〆

、οぃ匂v
'0' .... (9 

c o q弘
Cシ

2 

。

底膜に存在する促進拡散による受動輸送系の両輸送系が関与していることが知られている。

尿細管管腔側から細胞内方向には、側底膜の Nぜ/K+ATPa;eによって常にNぜ勾配が形成され
Flg. 10. Effect of anlon transport Inblbltors on PAH efflux to the aplcal slde of OK 

cells (A) and Intracellular remalnlng (B). [14CJP.必Iefflux for 5 min and intracellular remaining at the 

timewe詑 measuredin the absence or presence of 5 mM probenecid or furosem.ide added to the both sides of the 

cells. 

ていることから、尿細管管腔側のグルコースは刷子縁膜を介して細胞内に能動的に取り込ま

このように、刷子縁膜れるとともに側底膜を介した促進拡散により細胞外へと転送される。

グルコースは再吸収方向へと経における能動輸送によって方向性が決定されることにより、

細胞輸送される。一方、 P必fは腎臓を一度通過するだけでそのほとんど(80%以上)が血中

P必fが近このように効率よく尿中排池される理由は、から除去されることが知られている。
考察1・d

位尿細管において分泌方向へ活発に経上皮輸送されていることによるものであるが、その分
近年、培養細胞系を用いた近位尿細管上皮細胞における薬物輸送研究は急速に進展してお

泌方向への輸送が側底膜側あるいは刷子縁膜側のいずれの細胞膜輸送によって決定されていり、代表的な培養腎上皮細胞としてブタ腎由来の LLC-PK1が繁用されている拘。 lLC-PK}細

るのかこれまで明らかではなかった。そこで著者は、 OK細胞で認められる P必f経細胞輸送胞は、有機カチオンである tetraethylamm∞iwn、N1-methylni∞tinamide及びproc組lamideを分泌

の方向性が決定される要因を解析するため、側底膜及び頂側膜における P必f輸送について方向に対応する側底膜側から頂側膜側へと方向選択的に経細胞輸送するお刊ことが報告され

検討した。その結果、側底膜、頂側膜のいずれの細胞膜においても、 P必tは分泌方向に対応
しかし、有機アニオンであるていることから、腎有機カチオン輸送研究に繁用されている。

する輸送が優位であることが見出された。さらに、それらの輸送は、温度依存性を示すととwご-PK}細胞において観察されず叫お)、lLC-PK1細胞には腎有機アニオン輸

また、ウサギ近位尿細管上皮細胞の初代培養系を

P必fの輸送は、

もに有機アニオン輸送阻害剤で低下したことから、側底膜及び頂側膜における輸送はともに
送系が発現していないと考えられている。

特殊輸送系が関与することが明らかとなった。膜小胞系における解析から、側底膜及び刷子
用いたPAH輸送の検討お)がなされているが、その細胞系における PAH輸送は probenec討で

縁膜の PAH輸送は特殊輸送系が関与することが示唆されていることと、本研究において得

られた細胞レベルでの結果を考え合わせると、腎近位尿細管上皮細胞において P必fが効率

阻害効果が認められず、腎有機アニオン輸送のモデル細胞系としての確立には至っていない。

一方、防wsonとR包金0
24

)は、ある種の魚類(w血terfloundぽ、カレイの一種)の腎近位尿細管

から単離した初代培養系を用い、方向選択的かつ有機アニオン輸送阻害剤probenec討感受性
よく分泌(経上皮輸送)される要因は、側底膜及び頂側膜の両細胞膜においてP必fを輸送す

る特殊輸送系が存在すること、かっその輸送の方向性が分泌方向に優位であることが関与し

-11-

ているものと考えられる。

のPAH輸送活性を見出しているが、その報告の中で細胞調製問において輸送活性のばらつき

-10-



有機アニオン輸送の基質認識特性第 2節
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前節においてOK細胞はPAHの分泌方向に相当する経細胞輸送活性を有するとともに、

その方向性は側底膜及び頂側膜のそれぞ、れにおいて特殊輸送系が関与するために生じること

OK細胞を用いた有機アニオン輸送系の解析結果が腎有機アニオン輸送しかし、を示した。

の特性として一般性を有するためには、その輸送系が実際に腎尿細管に存在する有機アニオ

OK細胞における PAH輸

送の基質認識性が腎有機アニオン輸送系と対応するか否かについて解析するため、

ン輸送系と対応するものであることを示す必要がある。本節では、

これまで

。に有機アニオン輸送系を介して尿細管分泌されることが示唆されている 3・ラクタム抗生物質

OK細胞の P必f輸送系に対する阻害効果ならびに3・ラクタム抗生物質自身の輸
c p 
ナ

。
金ト

C').. Q P‘手
'今千

ο 
寸て〉

C'_吟『

η~- '-Q 
v，〆

払 34)を選び、

Ulkichら35-39)はラット腎尿細管側底膜における送特性について詳細な検討を行った。また、

OK細胞におけるP組輸送の基質認識性について系統的な検討を行っている。そこで、
Flg. 11. Effects of varlous βlactam aotlblotlcs 00 PAH uptake from the basal side of 

OK cells. p.C]pAH (15凶の釦dn-pH]mannitol (15 凶~were added to the basal side of monolayers. 

p.c]pAH uptake for 1 min at 37 oCwas measured in the absence or presenαof1 mM s・lactamantibiotic 

必dedto the basal side. 

OK細胞と腎尿細管にお

ける側底膜有機アニオン輸送系の基質認識性についての比較解析を試みた。

P必1輸送系に対する種々のジカルボン酸の阻害効果について調べ、
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p-Aminohippurate輸送に対する各種 βーラクタム抗生物質の影響

OK細胞における側底膜P必f輸送に対する各種抗生物質の影響について検討した。

2・a

まず、

ペニシリン系抗生物質である ben勾rlpe凶cillin及びセファロスポリその結果を F怠 11に示す。

αfotilm、α企izo足me、cefixime、∞phale冠nのいずれの共存にお

また、側底膜PAH輸送はb包勾rlpenicillin共存に

側底膜その ICs。は 55μMと算出された。

P必1輸送に対するbenzylpenicillinの阻害形式について検討するため、速度論的解析を行った

さらに、

いても側底膜P必f輸送は強く阻害された。

おいて濃度依存的に阻害され(Fig.12)、

ン系抗生物質である cefaznl也、

B句勾lpe凶cillin存在下で側底膜 P必f輸送の濃度依存性について検討し、(Fig. 13)。

。Eadie-Ho色t記 plot解析から kineticparnme町を算出した。その結果、 Table1に示すように
3 0.5 1 1.5 2 2.5 

Unlabeled PCG (mM) 

。
ミカエリbe区yl戸~nic迎血共存によって側底膜P必f 輸送の最大輸送速度Vmax 値は変化せず、

Flg. 12. Effects of various cooceotratioos of PCG 00 PAH uptake from the basal slde 

of OK cells. p.C]p.組(15凶の釦dn-pH]mannitol (15凶()were added to the basal side of monolayers. 

p4C]PAH uptake for 1 min at 37 oCwas measured in the absence or presenωof various concentrations of P∞ 
(0.01，0.03，0.1，0.3，1 and3 mM)added to the basal side. 

-13-

be回 ylpenic辺白による側底膜PAH輸送の阻害形式

-12-

この解析から、

は競合阻害であることが示された。

ス定数Km値は上昇した。



βーラクタム抗生物質の輸送特性2・b

14にFig. OK細胞における 0・ラクタム抗生物質輸送について検討を行った。次に、

P必1の場合と同様、 benzylpenicillinbenzylpenicillinの経細胞輸送について調べた結果を示す。

においても側底膜側から頂側膜側へと輸送され、その逆方向には全く輸送されないことが認

300 

200 
〉

100 

P必1及びcefazolinの共存によってその経細胞輸送活性は非標識b釦 zyl戸国c由民、められた。5 4 3 

V/S 

2 

また、 Fig.15に示すように側底膜b阻 zy1 penicillin輸送は非標識b釦 zyl戸国cill也、

αfazolin及びαfotiamのいずれによっても強く阻害された。

阻害された。

さらに cefazolinPAH、probenecid、

0・ラクタム抗生物質 cefazolin及び及び cefotiamの輸送についても検討した (Fig.IIり。

これらの結果

βーラクタム抗生物質はOK細胞においてP必1と共通の輸送系を介して輸送されるこ

とが示唆された。

300 

αfotiamの側底膜からの取り込みはP必f及び probenec討によって阻害された。

から、
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Flg. 13. Effect of PCG on klnetlcs of PAH uptake from the basal slde of OK cells.百四

basolateral uptake of various concentrations of p-4C]PAH for 1 m.in was measured in山 absenceof (0) or 

presenα(.) of 0.1 mM P∞M制 tothe basal side. Inset， Eadie-Hofstee plots of the data. 

Table 1. Klnetlc parameters of PAB uptake from the basal side of OK cells in the 

absence or presence of 0.1 mM  PCG. 

200 300 

PAH (μM) 
100 

。
CEZ PAH Control PCG 60 30 45 

Minutes 
15 。

Vmax 

(pmol/mg protein!1皿血)

Km 

(μM) 

Flg. 14. Transcellular transport (A) and effect of unlabeled PCG， PAH and CEZ on 

basal-to-aplcal transport (B) of [官]PCGby OK cells. A:. [3HJP∞(15凶の釦de-4C)sucrose (15 
凶町weread必dto the basal side (0) or to the apical (ム)of monolayers. After incubation for 15， 30， 45副

60 m.in， medium on the other side wぉ∞llected(100凶)組dradioactivity wぉ∞untedfor determination of 

transαllular transpoロoff町PCG.B: fHJP∞(15凶め釦dp‘C)sucrose(15凶のweread必dto the basal side 

of monolayers，釦dtranscellular transport of [3HJP∞台omthe basal to apical side at 60 m.in wぉ me缶 四din 

the absence or presenαof 5 mM unlabeled PCG， PAH叩 dCEZ.
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側底膜有機アニオン輸送に対する種々のジカルボン酸の影響2-c 

OK細胞の側底膜 P必1及び種々の炭素数を有するジカルボン酸を用いて、次に、

berrzylpenic迎也の輸送への影響について検討した。 Fig.17に側底膜P必f輸送について調べた

炭素横軸はジカルボン酸の有する炭素数を示す。側底膜P必f輸送は、結果を示す。なお、

fumarateのいずれによっても全く影響を受けなかった数が3のmalonate及び 4のsu∞inate、

さらにα-ketoglutarate及び6のadip配によって著しく阻害された。炭素数5のglutara1e、が、

炭素数が8、

側底膜

Fig. 18に

30 

20 

また、

側底膜PAH輸送阻害効果は一度弱くなるが、

10と大きくなるにつれて再び強くなるという特徴的なパターンを示した。

berrzylpenic迎也輸送についても種々のジカルボン酸の影響について検討した結果、
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炭素数7のpimel砲を用いた場合、

9 
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示すようにP必1の場合とほぼ同様のパターンが得られた。
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Flg. 17. Effects of varlous dlcarboxylates 

OD PAH uptake from the basal slde of OK 

c e 11 s. e4C]pAH uptake for 1 m.in at 37 oc wお

measured in the absence or presenαof 1 mM fumarate 

(ロ)， α・KG(ム)or other dicarboxylates 
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Fig. 15. Effects of various aolonic compouods 00 PCG uptake from the basal side of 

OK cells. PHJP∞(15凶O姐 d[14C]sucrose (15凶のwereadded to the basal side of monolayers. P∞ 
uptake for 1 m.in wぉ measuredin the absence or presence of 1 mM anionic∞mpound. 

Effects of varlous dlcarboxylates 

00 PCG uptake from the basal side of OK 

cells. r4C]p∞uptakeおr1 min at 37 oC wお

measured in the absence or presence of 1 mM 

dicarboxylates (HOOC-(CHょ∞0町with3 

(malonate)，4 (succinate)， 5 (glutarate)， 6 (adipate)， 7 

(pimelate)， 8 (suberate)， 9 (azelate)却 d10 (sebacate) 
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10 9 4 5 6 7 B 

Number of Carbon Atoms 
Control3 

。Flg. 16. Effects of PAH aod probeoecid OD CEZ (A) aod CTM (B) uptake from tbe basal 

slde of OK cells.αZ(0.5 mM) orα'M(0.5 mM)wぉ add凶 tothe basal side of monolayers.百 euptake 

ofα~or CfMfor 10 min wぉ me話国志din the absence or presence 1 mM P必Ior probenecid. 
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Fig. 17及びFig.18の結果を縦軸に阻害率(c∞trolの輸送量に対するジカルボン酸共存によ

り減少した輸送量の比の百分率)、横軸に二個のジカルボン酸の負電荷聞の距離をとり、表

し直したものがFig.19である。 OK細胞における PAH及びb田勾，lpenicillinの側底膜輸送は、

負電荷問の距離が約5Aまでのジカルボン酸によっては全く影響を受けなかったが、 6-8A 

のジカルボン酸によって著しく阻害された。さらに長い炭素鎖を有するジカルボン酸を用い

た場合、側底膜における両輸送の阻害効果は一度弱くなるが、 10・13Aと長くなるにつれて

再び強くなることが認められた。

100 

80 

43ED コ

60 
.C C 

¥‘' 内、、
40 

20 

。
4 6 8 10 12 14 
Distance between Negative Charges (A) 

Flg. 19. The fnhibitory effect of dlcarboxylates as a function of their distance 
between negatlve charges OD PAH and PCG uptake. Datain Fig. 17 andFig. 18 were expressedas 
percent inhibition of P AH (0)釦 dPCG (口)uptake.τlle distancεs between negative charges of 

dicarboxylates a州inλ~ malonate， 3.9; su∞inate， 5.2; glutarate， 6.4; adipate， 7.7; pimelate， 8.9; suberate， 
10.2; azelate， 11.4叩 dsebacate，12.7. 

2・d 考察

ペニシリン系抗生物質やセファロスボリン系抗生物質等の s-ラクタム系抗生物質の体内か

らの消失は、主として腎臓からの排池であることが知られているω，べこれら薬物の尿中排

池は、糸球体におけるろ過と尿細管における分泌の両方が関与しているものと考えられる。

また、 probenec討の併用投与はs-ラクタム抗生物質の腎クリアランスを低下させることは古

くから知られている。この現象は尿細管分泌において0・ラクタム系抗生物質は有機アニオン

輸送系を介して分泌され、その輸送を probenecidが阻害した結果であるものと考えられてい

-18-

る。 OK細胞においても、種々の 0・ラクタム抗生物質はP必1の輸送を阻害するとともに、そ

れ自身の輸送はprobenecidやP必fによって阻害され、血 vivoで認められる現象と対応するこ

とが認められた。また、側底膜P必f輸送に対するbenzyl戸.nicillinの阻害形式を速度論的に解

析したところ、その阻害形式は競合阻害であることが示されるとともに、種々のジカルボン

酸による阻害パターンはPAHの場合とよく対応していた。従って、 0・ラクタム抗生物質は

側底膜に存在する PAHと共通の輸送系を介して細胞内に取り込まれていることが明らかと

なった。

Ullrichら35-39)は、ストップフロー尿細管周囲毛細血管潅流法を用い、腎近位尿細管側底膜

におけるアニオン輸送系についての基質認識性を系統的に調べている。その結果、基質認識

性の違いから側底膜におけるアニオンの輸送は、 su1fa1esystem、Nぜ/dicarboxylate∞transport 

syωm、P必1systemの三種の輸送系として区別できることを述べている。それら三種の輸送

系における一連の研究において、種々の化合物による阻害効果について検討しており、三種

の輸送系の基質認識性は一部オーバーラップするがそれぞれ異なる阻害パターンを示すこと

を報告している。例えば、三種のアニオン輸送系に対する種々のジカルボン酸の影響につい

て検討した報告36，3ηによると、 sulfatesystemでは両端のカルボシル基の距離が3から 4Aのジ

カルボン酸 (oxahtのを強く認識し、 Na+/ dicarboxylate∞transport sys包mでは、 5から 6Aの距

離を有するジカルボン酸(succina旬、 glutaratのを強く認識する。さらに、 P組 S戸temでは負電

荷間の距離が6から 7A (glu国 ate、adipate)及び10A以上(azelate、sebaωte)のジカルボン酸を

よく認識する。今回、 OK細胞で認められた側底膜P必1輸送に対するジカルボン酸の影響は

その炭素鎖長の違いにより特徴的な阻害効果を示したが、その阻害パターンは腎近位尿細管

側底膜で示されたP必f輸送系の報告の結果とほぼ対応した。従って、 OK細胞の P必1輸送

系は、腎尿細管上皮細胞における sulfatesystem、Na+/ dicarboxylate∞transport sys記mではなく、

P必1systemのそれと同一、または極めて近い基質認識性を有するものと考えられる。また、

Ullrichらは種々の炭素数を有する飽和直鎖モノカルボン酸による P必1sys也mへの影響につ

いても検討35，3ηを行っており、モノカルボン酸が有する疎水性領域が大きくなる (4A以上)に

つれてPAHsys包mを強く阻害することを見出している。ジカルボン酸とモノカルボン酸に

よる影響の結果から、彼らは P必1sys包mの基質結合部位は6から 7Aの負電荷間距離を有

するこ価アニオンを認識する部分 (bivalentmooe)と、 4A以上の疎水性領域を有する一価ア

ニオンを認識する部分(hydrophobicmode)の両方を兼ね備えていることを提唱している。こ

のモデルによれば、種々のジカルボン酸による P必f輸送への影響において認められた最初

の阻害ピーク (6から7A) は biva~nt modeによって認識されており、再度認められる阻害効果
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増加し、さらに、 α4ぽ oglutarateの濃度を高めると PAHの取り込み量は減少してくる。この

現象はNぜ存在下においてのみ認められるため、以下のように説明される。低濃度において

の上昇(10A以上)はhydrophobicmodeに認識されているものと考えられる。著者は予試験的

に側底膜小胞を用い、側底膜において PAHと交換輸送されうるジカルボン酸について調べ

は、 α」ぽoglutarateが Na+jジカルボン酸共輸送系を介して細胞内あるいは膜小胞内に取り込PAHとの仕組s-stimulation効果はbivaimtmodeで認識されるあたりの炭素数5及びた結果、

まれ、 α-ketoglutarateの細胞内濃度あるいはその濃度勾配が高まる。それにより、有機アニオ炭素鎖が長くなるにつれて交換輸送活性は減少する傾6のジカルボン酸において最も高く、

さらに共存させる

α-ketoglutarate濃度を高めていくと、 α-ketoglutarateがP必f取り込みを阻害するようになるの

でP必1輸送は減少すると考えられている。本研究では、

しかし、ン/ジカルボン酸交換輸送を介したP必fの取り込みは上昇する。向が観察された。従って、側底膜PAH輸送系で運ばれる基質になるのはbiva.lentmodeによっ

て認識される場合であり、 hydrophobicmodeによって認識される場合は阻害効果は示すもの

まずOK細胞においても同様の現の、それ自身は輸送されにくい可能性があるものと思われる。

OK細胞の側底膜PAH輸送に対する αセetoglutarate象が認められるかについて検討するため、

共存の影響についてその濃度を変化させて調べた。その結果を、 Fig.20に示す。低濃度

α-ketoglutarate (s 10・5M)共存下で側底膜P必f輸送活性が上昇する傾向は認められるが、腎皮側底膜における有機アニオン/ジカルボン酸交換輸送第 3節

質切片や側底膜小胞の場合とは異なり、顕著な促進効果は観察されなかった。一方、 100凶f

以上の α-ketoglutarate共存下においては側底膜PAH輸送の低下が認められた。

10・6 10・5 10・410・310・2

α，-Ketoglutarate (M) 

Fig. 20. Effect ofα・KGOD PAH uptake from tbe basal slde of OK cells. e4CJPAH uptake 
for 1 min at 37 OCw錨 measuredin the absence or presence of various concentrations of α・KGad必dto the 

basal side. 
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腎近位尿細管上皮細胞側底膜における有機アニオン輸送は能動輸送が関与することが示唆

されていたが、その駆動力については長い間不明のままであった。 1987年、 Shimadaら均に

よる膜小胞系を用いた報告を契機として、側底膜における P必f輸送はジカルボン酸

(a-ketoglutarate)との交換輸送によって駆動されることが見出され、その後引き続いて単離尿

また、 pr量chard43
)は細管や腎皮質を用いた実験においても同様の報告がなされている9，日ぺ

腎皮質細胞内のα-ketoglutarate濃度あるいは側底膜を隔てた α-ketoglutarateの濃度勾配の大き

P必f輸送活性が調節されることを報告している。実際に、近位尿細管上皮細胞さによって、

内の α-ketoglutarate濃度(100・300凶の社伺は血築中(約10凶の 4めに比べて高いことが示されて

この濃度勾配の維持には、側底膜あるいは刷子縁膜に存在するNぜ/ジカルボン酸共輸

。
いる。

送や細胞内代謝系が重要であるものと推察されている。本節では、細胞レベルにおいても側

底膜PAH輸送はジカルボン酸との交換輸送であるのか否かについて調べるとともに、実際

に細胞内の αセetoglutarateがP必fと交換し細胞外に effluxされてくることが認められるかに

ついて検討した。

さらに、側底膜P必f輸送に対する α-ketoglutarateの阻害形式について検討するため、速度論側底膜p-aminohippurate給送に対する α-ketoglutarateの影響3・a

的解析を行った(Fig.21)。検討したすべてのPAH濃度において1mMα4ぽ oglutarate共存に腎皮質切片7，9)及び、側底膜小胞切を用いた検討において、 P必f取り込み時に α却 toglu回 ateあ

よる阻害効果が観察された。その結果を Linew句 ver-Burkp.btにより解析し、福田ti;parameter 

Table 2に示すようにα-ketoglutarate共存によって側底膜P必f輸送の最大輸送速

-21・

を算出した。

るいはglu加 ateを共存させるとその濃度変化に対してPAH輸送活性は二相性を示すことが知

られている。即ち、 α主etoglutarateが低濃度共存(約 10凶のする場合には P必fの取り込みは
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OK細胞側底膜におけるα-ketoglutarateの取り込みについて解析を行った。 Fig.22Aは、

α-[14C]keDglu包rateの側底膜取り込みを経時的に調べた結果である。 Fig.5で認められたよう

次に、従って、

α-ketoglutarateによる P必f輸送の阻害形式は Fig.13で示したbenzyl戸白血nの場合とは異な

りVmax値が減少する混合型であった。混合型が意味することは現在のところ明確ではない

ミカエリス定数 Km値を上昇させることが認められた。度Vmax値は減少し、

α-ketoglutarateの側にP必1の側底膜取り込みが5分で定常状態に達した場合とは対照的に、

側底膜におまた、底膜取り込みは30分後においても飽和することなく直線的に上昇した。細胞外に高濃α-ketoglutarateがP必 f輸送の細胞内∞unterionとして機能するのであれば、が、

けるα-[14C]ketoglu包rateの取り込みは、 5mM非標識α-ketoglutarate及び PAH共存下で著しく

その低下した (Fig.22B) 0 Na+非存在下において α-[14C]ketoglu包rate取り込みは減少したが、

低下は c∞trol(Nぶ存在下)の約 40%までにとどまった。

その結果と度存在することで駆動力に必要である外向き αセetoglutarate濃度勾配が低下し、

してVmax値が変動した可能性も考えられる。

Lr存在下において

ラット腎尿細管側底膜小胞を用いて

また、

α-keto glutarateの取り込みに変化は認められなかった。

Nぜ/ジカルボン共輸送を解析した報告4ηでは、 α-ketoglutarate共存及OK細胞の場合と同様、

しかびNa+非存在下においてジカルボン酸 ([3HJmeth ylsu∞inatのの取り込みは低下している。

側底膜小胞ではNぜ非存在下(cho1ine置換)においてNぜ存在下の 14%までにジカルボンし、
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また、Lr共存による阻害が観察されている。酸取り込みは著しく低下しているとともに、
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OK細胞側底膜におけるジカルボン

ラット腎尿細管側底膜のそれと異なる可能性が示唆された。
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P必f共存による阻害効果は認められていない。従って、

A 

酸の取り込み特性は、
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Flg. 21. Effect 0 fα・KGon klnetlcs of PAH uptake from the basal slde of OK cells.百四

basolateral uptake of various concentrations of P"C]PAH for 1 min wぉ measuredin the absence (0) or 
presenω(・)of1 mMα・KG組也dto the basal side. Inset， Iineweaver-Burk plots of the data. 
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Table 2. Klnetlc parameters of PAH uptake from the basal sfde of OK cells fn the 

absence or presence of 1 mMα・KG. 30 

Flg. 22.α・KGuptake from the basal sfde of OK cells. A，α-[HqKG (15凶めand

D-fH]mannitol (15凶のweread必dto the basal side of monolayers. After incubation for 5， 10 and 30 min at 

370C，α・KGuptake by the cells was 脱出ured.B: basolater叫 uptakeofα・[HqKGfor 5 min was measured in 

the absence or presenαof 5 mM unlabeledα・KG，5mM P.必{or 5 mM lithium (LiCl) added to the basal side 

of monolayers. For the measurement ofα・KGuptake in the absence of Na+ (Na+-企ee)，Na+ in the uptake 

medium (both sides) w笛 replacedwith choline. 

10 
Minutes 

5 

Vmax 

(pmol/mg protein!l m.in) 

Km 

(凶f)

193.9 :t 23.5 64.0:t 3.6 Control 
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96.5:t 17.2 

-22-

118.4:t 8.6 lmMα・KG



p-Aminohippurateによる α-ketoglutarateeffluxの促進効果3・b

OK細胞における側底膜P必f輸送は α-keto glutara te共存によって阻害されることから、有

直接的な証明で機アニオン/ジカルボン酸交換輸送が関与している可能性が推測されるが、

OK細胞側底膜を介する PAHの取り込みがα-ketoglutarateとの交換によるもない。そこで、

口仕KGEfflux 

~ Intracellularα-KG ，，
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OK細胞の側底膜側 bu丘町中にのか否か明確にするため、以下の検討を行った。すなわち、

一定時間インキュベーションした後、側底膜側buffer中に出現し100凶作必fを存在させ、

PAH存在下における α-keto glutarateのeff1出量は、たα-ketoglutarateを測定した (Fig.23A)。

P必f 非存在下に比ぺいす~の測定時間においても顕著に高いことが認められた。 Fig. 2.3Bは、

同時に測定した細胞内 α-keto glutara te濃度についての結果であるが、細胞内α-ketoglutarate濃

P必f存在下における細胞内度は両者において有意な変化は認められなかった。 Fiι24は、

、F
」ーα-ketoglutarateと細胞外へ effiuxされたα-keto glutarateとの量的関係を表したものである。

。
P必f添加後 60分においては添加直後の細胞内に存在した量を越えるの結果より、

30 15 5 60 

PAH Incubation Time (min) α-ketoglutarateが細胞外に effil庇されているにもかかわらず、細胞内 α-ketoglutarate量はほぼ

Flg. 24. Change In α・KGeffl眠 and1 ntracell ul arα・KGIn the presence of PAH In OK 

cells. A伽 incubationwith PAH (100凶()in basolateral medimn for 5， 15，30 and 60 min at 37 oc，α・KG

eff1ux (total of the eff1ux to the basolateral and apical side) and the intracellular level ofα・KGwere measured. 

一定のレベルに維持されていることが明らかとなった。

細胞内から effiほされた α-keto gl utara te 

側底膜側添加

次に、 P必fを側底膜側あるいは頂側膜側に添加し、

量について比較を行った (Fig.25)。頂側膜側に P必fを添加した場合に比べ、

この両細胞膜における

P必f添加時の effluxの差は、 Fig.5で認められた P必fの取り込みが頂側膜側に比べ、側底膜

側からの方が大きいことと対応しているものと考えられる。

500 

400 

α-ketoglutarateのeffi砿が約 3倍高いことが観察された。の場合には、300 
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OK細胞側これらの結果より、
100 

しかし、側底膜側P必f底膜に P必I/α-ketoglutarate交換輸送が存在することが示唆された。
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500 

P必1との交換輸送を介さずに effil広添加による側底膜側bl位置中の α-ketoglutarateの増加は、60 30 45 

Mlnutes 

15 

。。60 30 45 

Mlnutes 
15 

してきた αセetogl utara teの再取り込みを P必tが阻害した結果である可能性も考えられる。そ

こで、次に P必f添加時に probenぽ討を共存させることによる α-ketoglutarateのe白山への影

P必1添加により促進された α-ketoglutarateの

この結果は、戸ob也氏idが側底膜における

響について検討した (Fig.26)。

effluxは、戸obenecid共存下において減少した。

PAH/α-keto glutarate交換輸送を阻害したことを示すものであり、

その結果、

Fig. 23. Effect of PAH appllcatfon onα・KGefflux to the basolateral side (A) and the 

intracellular level ofα・KG(B) in OK cells. A after incubation without (0) or with (・)P必1(100

凶のinbasolateral medium for 5， 15，30 and 60 min at 37 oc，α・KGeff1ux to the basolateral side w笛

meぉured.B: after incubation for 5， 15， 30 and 60 min， the intracellular level ofα・KGin OK cel1s wぉ

determined. 

OK細胞側底膜には有機ア

ニオン/ジカルボン酸交換輸送が存在することが示された。
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側底膜p-aminohippurate輸送と α-ketoglutarateeffluxの相関関係3・c

側底膜側次に、側底膜における P必Eとα-ketoglutarateの交換比率について検討するため、

その時に側底膜側に eff1uxされたαセetogl utara te量を測に添加する P必fの濃度を変化させ、

P必f取り込み活性を調べた場合 (Fig.13、Fig.21)と同様に、定した (Fig.2η。その結果、

側底膜側に eff1uxされた α4ぽ oglutarateも側底膜側に添加する P必t濃度を上昇させることに

よって飽和することが認められた。Eadie-Hofs包eplot解析によりミカエリス定数Kmは33.6

μMと算出され、 Fig.13あるいは F思.21での側底膜P必f取り込み解析から得られた値(それ

そのぞれ53.6凶f、

プロットから得られた H田係数は0.96であることから P必f分子と α-ketoglutarate分子は1: 1 

64.0凶のと近いものであった。 Fig.27のinsetはHillplotを示しており、

Schr凶口と Burd<恒rdt処)がウシ由来この 1: 1の関係は、で交換輸送されることが示唆された。
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の腎尿細管側底膜を用いて解析した結果と一致する。
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Flg. 25. Effect of slde of PAH appllcatlon onα・KGefflux from OK cells. P必 I(100凶O
W部材必dto either the basolateral or apical side. A食erincubation for 15 min at 37 oc，α・KGeff1ux to the 

P AH -applied side w笛 mωured.To estimate PAH-dependent α・KGefflux， the eff1ux in the absence of P.必t

W錨 subtracted企omthat in the presence of P必王
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Flg. 27.α・KGefflux to the basolateral slde of OK cells wftb varyfng concentratfons 

o f PAH. After incubation with vario凶 concentrationsof P必Iin the basolatera1 medium for 15 min，α・KG

eff1回 tothe basolatera1 side wぉ measured.To estimate PAH-dependent α・KGefflux， the eff1ux in the absence 

ofPAHwぉ subtracted企omthat in the presence of P必I.Inset， Hill plot of the data. 
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Flg. 26. Effect of probenecld on PAH-dependent α・KGefflux to the basolateral side of 

OK c e 11 s. After incubation in the absence or presence of PAH (100凶f)and/or probenecid (100凶のinthe 

basolatera1 medium，α・KGefflux to the basolatera1 side wぉ measured.

-26-



OK細胞においても A1P枯渇下で側底膜P必fそこで本研究ではまず、細は不明であった。P必f依存性の側底膜α-ketoglutarateeffluxをX軸、側底膜 P必f取り込みをY輸とし、また、

輸送が低下するか否かを検討した。その結果、側底膜PAH輸送活性はエネルギー代謝阻害側底膜側に添加した PAH濃度ごとにプロットした結果を Fig.28に示す。その結果、側底膜

弗~an timy cin A処理によって濃度依存的に阻害され、見かけの IC;。は 28nMと算出された (Fig.P必f依存性の側底膜 α4ぽ oglutarateeffluxと側底側に添加したP必fの濃度を上昇させた時、

PAH/α-ketoglutarate交換輸送活性の低下によると考えられることかこの輸送阻害は、29)。膜P必f取り込みとは比例関係にあり、そのプロットは直線性を示した。直線の傾きは2.4と

P必f添加時における側底膜α-ketoglutarateefflux活性についても検討した。その結果、ら、この解析から得られたP必1分子と α-ketoglutarate分子との交換比率は算出されたことから、

このとき見かけの IC;。は51nMで、あった (Fig.30A)。antimycin A処理濃度依存的に減少し、2:1であり、解析法の違いにより交換比率が異なる結果となった。

に同時に測定した細胞内α-ketoglutarate濃度も an:也nycinA処理濃度依存的な低下が観察され、

見かけの IC;。は 45nMであった(Fig.30B) 0 Antimyan A処理による検討により、側底膜P必f

、"
」ーα-ketoglutarate e白山活性及び細胞内α-keto glutara te濃度の IC;。がほぼ一致した。輸送活性、

OK細胞側底膜における P必fの取り込みが α-ketoglutarateとの交換輸送であるこのことは、

エネルギー代謝阻害剤による側底膜 PAH輸送の減少は、

P必f輸送の駆動力となる細胞内 α-ketoglutarate濃度の低下が関与している

ことが示唆された。

とをさらに明確にするとともに、
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Ffg. 28. Correlatfon between the basolateral PAH uptake and the PAH-dependent a-KG 

efflux to the basolateral slde of OK cells wlth varylng PAH concentratlon. For P必f

uptake， e"CJPAH and [3H]mannitol were詞必dto the basolateral side of出eα11monolayers. PAH uptake wぉ

measured for 1 min at 37 oC. For PAH-dependentα・KGeff1ux to the basolateral side，也tain figure 27 we毘

expressedぉ pmolJmgof protein per min. PAH concentrations in the basolateral medium of OKcells are (in 

凶{)15 (0 )， 50 (口)， 100 (ム)， 200(マ)釦d400 ( 0). The linear regression w錨笛follows:y = 2.4x・15.6

(r=0.94). 

Antimycin A (M) 

Fig. 29. Dose-dependent effect of antimycln A on PAH uptake from the basolateral 

slde of OK cells. Conf1uent monolayers w訂eincubated for 30 min with various concentrations of 

刷 mycinA(10叩 to10・6M). After washing the cellsぺHCJPAH(15州釦dn-fH]mannitol (15州 were

added to the basolateral side of the monolayers，組de" CJP AH uptake for 1 min at 37 oC was measured 
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細胞内ATP枯渇による側底膜p-aminohippurate輸送への影響

エネルギー代謝阻害剤処理及び嫌気的条件下等において腎尿細管側底膜PAH輸送が著しく

阻害されることが明らかにされている7，牧町が、その一方で側底膜 PAH輸送にAτ?の加水分

解が直接的に共役していることを示す結果は得られておらず軌跡53)、ATPの関与についての詳

-28-

3・d



ペーパークロマトグラフィーによる検討を行った。 OK細胞の側底膜について調べるため、

側から 5分間あるいは30分間[14
C]α-ketoglutarateを取り込ませた後、抽出したサンプルをス

標品の

明らかに細胞に取り込ませた場

一方、放射活性のRr値はともに 0.35であった。

[14C]αセetoglutarateをスポットした時の Rc値は0.46であり、

合とは異なることが認められた。さらに、

ポットし展開した結果、

400μMα-ketoglutaIateを含む溶液をOK細胞の側底

膜側あるいは頂側膜側に添加し、 30分間インキュベーションした後、細胞内α-ketoglutarate

濃度を測定したところ、 αセetoglutarate添加による細胞内 α-ketoglutarate濃度の上昇はいずれ

も全く認められなかった。以上、 OK 細胞ではNa~/ジカルボン酸共輸送系が欠損しているあ

るいはその活性が著しく低いことに加えて、細胞内に飽和することなく [14C]α-ketoglutarateは

取り込まれるものの細胞内で速やかに代謝されていること等から、細胞外から

α-keto glutarateを添加しでも細胞内 αーketoglutarate濃度が上昇せず、 OK細胞においては

α-ketoglutarateによる側底膜PAH輸送の促進効果が観察されにくいものと考えられる。
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争、

本研究では、細胞外に eff1uxされる α-ketoglutaIateを測定するという手法を用い、 OK細胞O 
Control10・1010・9 10・8 10・710・6

Antimycin A (M) 

o 
Control10・1010・9 10・8 1σ7 10・6

Antimycin A (M) 
これまでの報告

P必fの取り込み活性を指標として α-keto glutaIa teとの交換輸送の関与が示唆されてき

たが、本節における OK細胞を用いた検討により、実際に細胞内の α-ketoglutarateが細胞外の

側底膜PAH輸送も α-ketoglutarateとの交換輸送であることを明らかにした。

では、

Ffg.30. Effect of antfmycfn A onα・KGeff1ux to the basolateral slde (A) and tbe 

intracellular α・KGconcentration (B) In OK cells. A; confluentmonolayerswereincubatedfor30 

min with various concentrations of antimycin A (1 0-10 to 10・6M). After washing the cells， Pi佃 (100州

W 笛 addedto the basal side， and the α・KGefflux to the applied side for 15 min wぉ measured.B: after 

incubation for 15 min，α・KGin OK cells was determined. 

PAHと交換されて細胞外へと effl阻されることを明らかにできたものと考える。Fif1uxされ

たα-ketoglutarateを測定することで、側底膜における P必fとα-ketoglutaIateとの交換比率につ

しかし、本研究において P必1とα-keto glutaIateとの交換比率は解いての算出も可能にした。

この相違は今のところ明らか析方法の違いにより 1:1と2:1の二通りの場合が得られた。

ではないが、その理由として以下に述べることが可能性として考えられる。すなわち、側底
考察3・e

膜において 1分子 P必fと1分子 α-ketoglutarateとが交換輸送され、その一方、交換輸送とは
本節において示されたようにOK細胞では他の実験系で認められている低濃度

独立してPAHはもう一分子取り込まれる。従って、 P必1の取り込み活性として見た場合は
この相違が OK細胞におけα-ketoglutarat e共存による顕著な促進効果は観察されなかった。

2:1となり、 α-ketoglutaIateのeffi山として見た場合は 1: 1として算出されるものと考えられ
るαセetogl utaIate取り込みに起因しているものと考え、 OK細胞におけるジカルボン酸輸送の

アニオン性の官能基としてカルボシル基をP必fは1つ、 α-ketoglutarateは 2つ有る。一方、

しているため、その交換比率が 1: 1の場合には起電性の交換輸送となる。

H迎 plot解析から 1: 1の交換比率が導

しかし、 Schmitt

検討を行った。 OK 細胞側底膜におけるα-ketoglutarate の取り込みは、 Na~ 依存性が若干認め

られたものの、 Na~/ジカルボン酸共輸送系に阻害効果を示すLr存在下では全く影響が認め

られなかった。さらに、腎皮質切片巧 ([14C]glutaratのと OK細胞(α{14C]ketoglu包rate)における

ジカルボン駿の取り込みを実験開始5あるいは30分後の溶液中放射活性に対する組織内放

とBurckhardt綿)による側底膜小胞を用いた解析では、

かれたものの、膜電位を形成させたときの交換輸送活性変化は観察されなかったことから、

必ずしも 1: 1で説明できないことを報告している。OK細胞の場合でそれ腎皮質の場合でそれぞれ2.7と11.2、射活性の比で比較したところ、

また今回、 PAHとの交換によって細胞内 α-keto glutara teが細胞外に effiuxされるにもかか

細胞内 α-ketoglutarate含量は一定の濃度に維持されていることから、細胞内

-31-

わらず、

OK細胞ではジカルボン酸の濃縮的な取り込みが腎皮質のそれ

に比べて低いものと考えられる。また、細胞内に取り込まれた後の[14C]α-ketoglu凶 ateの代謝

-30-

ぞれ1と6であることから、



α-keto glutarateの供給にはクエン酸回路等の細胞内代謝系が寄与しているものと考えられる。

P必f添加後 60分においても細胞内 αセetoglutarate濃度が維持されていた(すなわち、駆動力

が維持されていた)ことは、 Fiι 2Aで示されているように PAHの経細胞輸送量が60分まで

直線的に増加していることを説明するものと考えられる。この結果は、側底膜 P必f輸送の

駆動力である外向きα-ketoglutarate勾配形成・維持には、これまで指摘されてきたNぜ/ジカ

ルボン酸共輸送系の関与に加えて、クエン酸回路などによる細胞内代謝系も密接に関係して

いることを示唆するものである。さらに、側底膜 PAH取り込み、 P必f添加時の

α-ketoglutarate effl山及び細胞内α-ketoglutarate濃度に対する代謝阻害剤釦timycinAの見かけの

lC50は、それぞれ 28nM、51nM、45nMとほぼ一致した。この結果は、 P必I/α-ketoglutarate

交換輸送活性が細胞内 α-ketoglutarate濃度変化によって調節を受けることを示している。

Pritcha吋伺)は、腎皮質切片における P必1の取り込みが細胞内 α-ketoglutarate濃度あるいはそ

の濃度勾配によって変動することを示唆しており、 OK細胞の結果もこれと対応するもので

ある。また、これまで側底膜PAH輸送における A1P依存性については明確ではなかったが、

今回の OK細胞を用いた細胞レベルの検討によって、 A1P枯渇下における側底膜 P必f輸送

の低下には細胞内 α-ketoglutarate濃度の減少が、少なくとも一部、関与しているものと考え

られる。
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第E章 OK細胞における有機アニオン輸送の活性調節

腎臓は、体液の恒常性を維持するための重要な臓器であり、内部環境の変化に応じて細胞

外液の電解質組成、 pH、浸透圧、細胞外液量等を調節する機能を有している。内部環境の変

化を腎に伝える情報伝達物質として様々なホルモンが知られており、代表的なものとして副

甲状腺ホルモン、心房性ナトリウム利尿ペプチド及びバソプレッシン等がある。それらのホ

ルモンは、ネフロン(主に尿細管)に存在する受容体に結合することにより、細胞内の情報伝

達系を作動させ、プロテインキナーゼ系等の活性化を引き起こす。その結果、機能蛋白のリ

ン酸化、それに伴う活性変化等が起こり、様々な細胞応答の総和として、水や電解質の再吸

収あるいは分泌の調節という応答が起きるものと考えられている外向。

培養細胞を用いた実験系は、設定条件を厳密にコントロールできることから、ホルモンや

オータコイド等による水や栄養物質輸送の活性調節研究においても繁用されている問。一方、

薬物輸送系についての活性調節に関する研究はこれまでほとんどなされていなかった。中で

も、腎有機アニオン輸送系については有用なモデル細胞系が報告されていなかったこと等も

あり、その情報については本研究を開始するにあたり皆無に等しかった。著者は、前章にお

いてOK細胞が有機アニオン輸送活性を有するとともに、その輸送は腎尿細管上皮細胞に発

現している有機アニオン輸送特性をよく保持していることを明らかにした。また、 OK細胞

は副甲状腺ホルモン5凶)やアデノシン山)等による物質輸送の活性調節の研究にも繁用されて

いる。従って、 OK細胞は腎における有機アニオン輸送の活性調節機構を解析する上で有用

であると考えられる。

本章では、腎有機アニオン輸送の活性調節について解析するため、 OK細胞における P必1

輸送に対するプロテインキナーゼC(PKC)及びプロテインキナーゼA(PKA)活性化の影響に

ついて精査した。さらに、 PKC及びPKAを活性化する副甲状腺ホルモンによる影響につい

ても検討を加えた。

第 l節 p-Aminohippurate輸送に対するフロテインキナーゼ活性化の影響

ホルモンやオータコイド等の情報伝達物質がその受容体に結合すると、 G1P結合蛋白質を

介してアデニル酸シクラーゼやホスホリバーゼ C等の酵素活性変化が生じる。それらの酵素

-33-



Fig. 32は、側底膜PAH輸送に対するPMA(10・7附の影響について処理時間を変化させて検
これらのプロテインキナーゼによるPKA及びPKCを活性化あるいは抑制し、活性変化は、

30分間処理で滅少傾向15分間処理までは側底膜P必f輸送に影響せず、討した結果を示す。
リン酸化反応が細胞内情報伝達系において中心的な役割を果たしているものと考えられてい

Fig.33に示すよまた、3時間処理で側底膜P必f輸送はほぼ完全に阻害された。が認められ、
OK細胞における P必f輸送に対する PKC及びPKA活性化の影響そこで本節では、る67・7九

うに側底膜P必 f輸送はP品仏処理によって濃度依存的に阻害され、見かけの IC50は8.5出fと
について解析を行った。
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Protein kinase C活性化剤による影響

OK細胞における P必fの経細胞輸送及び細胞内蓄積量に対する PKC活性化の影響につい

ホルボールエステルphorbo112・myristate13・aceta記

1・a

PKC活性化剤には、て検討した (Fig.31)。

10・7MPMAの3時間処側底膜側から頂側膜側への P必1の経細胞輸送は、σMA)を用いた。

PAHの経細胞輸送及び細胞内蓄細胞内取り込み量も低下した。理によって著しく減少し、

PMAによる P必f経細胞輸送低下の少積量はPMA処理によってともに低下したことから、

3 2 。。側底膜の PAH輸送が阻害されたためであるものと推察された。従って、

OK細胞側底膜における P必f輸送に対する PMAの影響についてさらに解析を進めた。

なくとも一部は、

PMA Pretreatment Time (hr) 

Fig.32. Effect of time 00 the PMA-ioduced iohibitioo of PAH uptake from the basal 

side of OK cells.ωnf1uent monolayers were incubated for various periods in the absence (0) or 

presenα(・)of PMA (10-7 M). After washing the cells， [l"CJPAH (15州組dD-fH]mannitol (15州 were

added to the basal side of monolayers， and e"cJP必Iuptake for 1 min at 37 oc wお meぉured.
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Fig.33. Dose-depeodeot effect of PMA 00 PAH uptake from the basal side of OK cells. 

Conf1uent monolayers we回 incubatedfor 3 hr with various concentrations of PMA (10刊 to10-6 M)，釦d

「‘CJP必Iuptake from the basal side of monolayers wぉ meぉured.
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10・610・7

PMA (M) 

10・8-10 ・910-'" 10 Cαtrol 

。Fig. 31. Effect of PMA 00 basal-to・apicaltraosport (A) and accumulation (B) of PAH 

by OK cell mooolayers. A Conf1uent monolayers were incubated for 3 hr without (0) or with (・)

PMA (10-7 M) added directly to theωlture rnedia. After washing the cells， e" C]P組 (15μM)叩 d

n-fH]mannitol (15μM) were added to山 basalside of the monolayers_ After 15， 30， 45釦 d60 rnin， the 

medium on the other side was col1ected (100μ1)， and the radioactivity levels were counted to determine the 

transcellular transport of C4 C]P組_D-pH]Mannitol was凶凶 to∞rrectfor paracellular f1ux_ B: After a 

60・rnintranspoロmeasurement，the accurnulation of [l"CJP必Iin OK cells wぉ determined_
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Protein kinase C活性化剤による阻害機構1・bFig.34に次に、側底膜P必f輸送の kineticp訂 ameterに及ぼすPMAの影響について検討した。

P必f輸送の活性調節に対するPKCの関与をさらに明確にするため、種々の PKC活性化剤また、P~仏処理は検討したすべての P必f 濃度の初期取り込みを阻害した。示すように、

Fiι35に示すように、即ち、を用いて側底膜 PAH輸送に及ぼす影響について検討した。Fig.34のinsetに示したEadie-Hofstee plot解析から得られた kineticparameterを示Table 3は、

ホルPKCを活性化するホルボールエステルである PMA及びphoIbo112，13-dibU1yrate (PDBu)、OK細胞における側底膜P必 f輸送の最大輸送速度と基質PMA処理は、この結果から、す。

ジアシルグリセロール誘導体であるmezerem、ボールエステル analogである親和性の両方を低下させることが明らかとなった。

1・oleoyl-2・aceη1・sn-glycerol(OAG)及び1，2・dioctanoyl-sn-glycerolのiCs)のいずれの処理において

不活性型のホルボールエステルである

4α-phorbol 12，13-didecanoate (4α-PDD)処理では、全く影響は認められなかった。

しかし、も側底膜 PAH輸送は、強く阻害された。
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Flg.35. Effect of varlous proteln klnase C actlvators on PAH uptake from the basal 

side of OK cells. Confl.uent monolayers w町'eincubated for 3 hr with 10-7 M of phorbol esters and 250 

μMof出acylglycerols.After washing the cells， e-4CJp組 uptakefrom the basal side of monolayers was 

meぉured.

PAH (μM) 

Fig. 34. Inf1uence of PMA on the kinetic parameters of PAH uptake from the basal side 

o f OK c e 11 s. Confl.uent monolayers were incubated for 3 hr in the absence (0) or presence (・)ofPMA

(10・8M)，釦de"cJP AH uptake from the basal side of monolayers wぉ measured.Inset， Eadie-Hofstee plots of 

the data. 

Table 3. Klnetlc parameters of PAH uptake from the basal slde of OK cells pretreated 

wlthout or wlth 10・・ M PMA. 
PKC PMAによる PAH輸送阻害効果に対する PKCの関与について明確にするため、さらに、

阻害剤である staurosporineを用いて検討した。その結果を Fig.36に示す。 10・7MPMAによる

また、 PMA処理によるstaurosporine処理濃度依存的に抑制された。P必f輸送の阻害効果は、Vmax Km 

側底膜別の輸送系へのについても考察した。 10・7MPMAでOK細胞を 3時間処理した後、
(pmolJmg prote泊/1min) (凶t1)

P必1輸送、頂側膜 leucine輸送及び、頂側膜alanine輸送について検討した。その結果、 PMA処221.3 :t 44.2 46.0:t 1.2 Con柱。l

leucine輸送ではc∞trolの73%

alanine輸送においては阻害効果は全く観察されなかった (Fig.3η 。
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理により PAH輸送がcontrolの22%まで低下したのに比べ、

にとどまるとともに、

153.1 :t 54.0 

-36-

71.3:t 7.3 10・8MPMA



PMAによる PAH阻害効果についてさらに検討するため、その阻害に対する蛋白合成次に、

蛋白質の生合成における阻害剤及び細胞骨格系阻害剤の影響について解析した。その結果、

翻訳過程を阻害する cyclohαimide及び転写過程を組害する actinomycin Dのいずれの処理にお

細胞骨格また、PMAによる PAH輸送阻害効果に影響を及ぼさなかった (Fig.38)。いても、
T
1
0
1
4
 

系を構成する微小管及び、マイクロフィラメントをそれぞれ阻害する colchicineあるいは

いずれの処理においても P必f輸送に対する PMAの阻

Ffg. 38. Effect of cyclohexfmfde aod 

actfoomycfo D 00 the PMA・foduced

iohibftfoo of PAH uptake from the basal 

sf d e 0 f OK c e 11 s. Confluent monolayers were 

exposed for 14 hr toαl1ture medium (control)， plus 

cycloheximide (40凶のoractinomycin D (0.2 

μM)， followed by an additional 3 hr incubation in 

the absence (open columns) or presenα(closed 

columns) of PMA (10・8M). After washing the 

cells， [J.4 CJP AH uptake from the basal side of 

monolayers wぉ measured.

害効果はほとんど変化しなかった(Fig.39)。
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Ffg.36. Effect of staurosporioe 00 PMA-ioduced lohfbltfoo of PAH uptake from the 

basal sfde of OK ce11s. Confluent monolayers were exposed to various concentrations ofstaurosporine 

(10・8to 10・6M) for 15 min， followed by叩 additional3 hr incubation in the absence ( 0 ) or presen∞(・)

of PMA (10.7 M). After washing the cells， [J.4C]pAH uptake from the basal side of monolayers w笛 measured.
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Fig. 39. Effect of colchfcfoe aod 

cytochalasio D 00 PMA-Ioduced 

iohibitfoD of PAH uptake from the basal 

sfde of OK cells. Confluent monolayers we民

exposed for 1 hr to cu1ture medium (control)， plus 

colchicine (20凶のorcytochalasin D (20μM)， 

followed by釦 additional3 hr incubation in the 

absence (open∞lumn) or presen∞(closed column) 

of PMA (10.8 M). After washing the cells， 

「‘c]p.必Iuptake from the basal side of monolayers 

wぉ measured.
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Fig. 37. Effect of PMA 00 the traosport of leucioe aod alaoioe io the OK cells. 

Confluent monolayers we民 incubatedfor 3 hr in the absence (open columns or presence (closed∞lumns) of 

PMA (10.8 M). A負erwashing the cells， [HC]P.必 iuptake from the basal side of monolayers wぉ meお町edas 

described. ['H]Leucine (15凶の or[3H]alanine (15凶1)釦dr4C)mannitol (15凶めwe民 addedto the apical 

side of the monolayers， and the uptake of amino acid for 1 min at 37 oCwぉ measu民 d.
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Protein kinase A活性化剤による影響1・c

PKA活性化剤であまず、PKA活性化による P必f輸送への影響について検討した。次に、

P必fの側底膜側から頂るdi加。rry1 cAMP (DBcA島fi>)及び forsko1inでOK細胞を処理した後、
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令
~十

Flg.41. Effect of proteln kinase A actlvators on PAH uptake from the basal slde of OK 

cells. Conf1uent monolayers were incubated for 3 hr with CAMP analogs， forskolin (10-S附組dIBl¥α 
(10-3 M). After washing the cells， [14CJP.組 uptakefrom the basal side of monolayers was me話回dぉ

described. 
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側膜側への経細胞輸送量及び細胞内蓄積量を測定した。その結果、
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影響は全く観察されなかった(Fig.4O)。
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Flg. 40. Effect of protein kinase A activators on basal-to-aplcal transport (A) and 

accumulatlon (B) of PAH by OK cells. Con盟国ntmonolayers were inωbatωfor 3 h without (0) or 

with 10・SM DB cAMP (~) or 10・SM forskolin (・).A食erwashing the cells， transcelhuar transport at 15， 

30，45釦 d60 min (A) and accumulation at 60 min (B) of e<4CJPAH were meぉured.

。
100 103 10 0.1 。。種々の PKA活性化剤(凶MPアナログ :DBcAおfP、側底膜PAH輸送についても、さらに、

DBcAMP (μM) 

180 

DBcAMP Pretreatment Time (min) 

o 30 60 
8廿 omcト品問 (8・Br-c.訓P);アデニル酸シクラーゼ活性化剤:ibrskolin ;ホスホジエステラー

Fig. 42. Effect of DBcAMP on PAH uptake from the basal side of OK cells. A Confluent 

monolayers were incubated for various periods in the presenαof DBcAMP (10-S M). After wぉhingthe cells， 

[14CJPAH (15凶{)and D-rH]mannitol (15凶めweread也dto the basal side of monolayers，釦d[14CJPAH 

uptake for 1 min at 37 oC wぉ measured.B: Confluent monolayers we問 incubatedfor 3 hr with various 

concentrations of DBcAMP (10・10to 10・6M)，佃d[14C]P.組 uptakefrom the basal side of monolayers wぉ

セ:m害剤:3・isobutyl・1也 ethylxan血ine(IB恥α))処理のいずれにおいても影響は認められなかっ

側底膜また、 DBcA恥1pの処理時間及び、処理濃度を変化させて検討を行ったが、た(Fig.41)。

P必f輸送に対する有意な影響は認められなかった(Fig.42)。
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measured. 

PKA活性化は OK細胞における PAH輸送に影響しないものと考えられ
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以上の結果より、
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1・d 考察

本研究において、 PKC活性化剤としてホルボールエステルである PMAを主に用いて実験

を進めたが、 PMAは様々な細胞反応を引き起こすことη)から PKC活性化以外の要因がPAH

輸送阻害に関与している可能性も考えられる。しかし、本研究では PMAとは同様に活性型

のホルボールエステルやジアシルグリセロール誘導体によってもOK細胞における P必f輸送

は阻害されることを認めた。また、 PMAによる影響はその PKC阻害剤である staurosp orine 

によってほぼ完全に消失した。さらに、 OK細胞における al組 meの取り込み活性は、近位尿

細管の初代培養細胞で報告されている乃)場合と同様に PMA処理による影響は受けず、輸送系

の違いによってPMAによる影響が顕著に異なることが認められた。従って、本研究におい

て示された結果は、 PKC活性化が少なくとも一部、関与しているものと考えられる。

PKCによるトランスボータの活性調節機構のーっとして、転写や翻訳過程に影響すること

による蛋白合成変化があり、 PMA処理によるヒト繊維芽細胞glucose輸送の活性化が蛋白合

成阻害剤により妨げられる刈こと等が報告されている。そこで、 PKC活性化による PAH輸

送阻害についても蛋白合成が関与するのか否か検討するため、転写過程の阻害剤である

配也omycinD及び翻訳過程の阻害芦別である cycloheximideの影響について調べた。しかし、そ

れらの影響は観察されず、 PKC活性化による P必f輸送阻害は、蛋白合成の変化によるもの

では無いものと考えられる。また、 PKC活性化が重要な役割を果たす副甲状腺ホルモンによ

るOK細胞頂側膜Nぜ/phosp凶t共輸送阻害は、細胞骨格系の阻害剤である colchicineによっ

て妨げられる均ことが報告されており、 PKCによる Nぜ/phospha包共輸送の活性調節に細胞

骨格系が関与していることが示唆されている。また、腎有機アニオン輸送は細胞骨格系阻害

剤処理によりその活性を低下させることが報告されている76，7九そこで、 PKCによる P必f輸

送阻害に対する細胞骨格系の関与について調べるため、微小管形成阻害剤である colchicine

及びマイクロフィラメント系を阻害する cytod1alasinDによる影響について検討した。しかし、

それらの阻害剤はPKCによる P必f輸送阻害効果に影響せず、 PKC活性化による P必f輸送

阻害は細胞骨格系の機能変化によるものではないものと考えられた。一方、 PKCは輸送蛋白

を直接リン酸化することが知られており、ヒト赤血球glucc肘トランスポータ7句、ラット培養

血管内皮細胞 ci+ポンプ乃)、 OK細胞Na+/ K+ A1Paseのα毛山unit80)等がPKC活性化により直接

リン酸化を受けることが報告されている。 1997年に Sekineら刊は、腎近位尿細管上皮細胞側

底膜の有機アニオン/ジカルボン酸交換輸送に関与すると考えられる輸送蛋白01¥.百のクロー

ニングに成功し、その同定された OT:百のアミノ酸配列中に推定 PKCリン酸化部位が少な

くとも4箇所は存在することを報告している。従って、 OK細胞に発現している側底膜PAH
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輸送体は PKC活性化によって直接リン酸化を受けることによりその輸送活性が変化してい

る可能性も考えられる。

Hohageら包)は、単離ウサギ近位尿細管を用いた検討から側底膜P必f輸送はPKC活性化に

よって促進されることを報告しており、 OK細胞を用いた結果はその報告と相反するものと

なった。一方、最近著者の結果を支持する報告がニ報なされている。その一つは、 Halpinと

R但色。図)による報告であり、その報告ではwinterflounderにおける近位尿細管の初代培養細胞

を用いた実験から、有機アニオン2，4-dichlorophenoxyaceticacidの分泌方向の輸送がPKC活性

化によって阻害されること、 PKA活性化による影響は受けないことが示されている。もう 一

つは、Millef4)による報告であり、 killiffih(硬骨魚類の一種)から単離した近位尿細管における

有機アニオンfluo毘 S句 hの輸送が PKC活性と負の相関があることが示されている。 PKCに

よる腎有機アニオン輸送への影響が必ずしも一致しない理由については、種差や実験系の違

い等が考えられるが、その詳細は現在のところ不明である。

以上、 OK細胞を用いた検討により P必1輸送はPKC活性化によって阻害を受けることが

示唆され、腎近位尿細管上皮細胞に受容体を有するホルモン及びオータコイド刺激に引き続

いて活性化されるプロテインキナーゼ系によって、薬物の体内動態が変動する可能性が示唆

された。

第 2節 副甲状腺ホルモンによるp-aminohippurate輸送の活性調節

副甲状腺ホルモンは血液カルシウム濃度の低下によって副甲状腺から分泌され、骨及び腎

を主な標的器官とし、血液カルシウム濃度上昇に効果を発揮する。腎における作用としてリ

ン及び重炭酸の排池促進、カルシウム及びマグネシウムの排世減少、ビタミン D活性化反応

促進等多岐にわたる 56，民的。副甲状腺ホルモンはその標的細胞において PKA及び PKCの両

者を活性化することが知られており、提唱されている細胞内情報伝達の流れ87，88)を以下に述

べる (Fig.43)。血液を介して標的器官に運ばれてきた副甲状腺ホルモンは細胞膜受容体に結

合し、 G1P結合蛋白質を介してアデニル酸シクラーゼ及びホスホリバーゼCを活性化する。

アデニル酸シクラーゼ活性化によって、細胞内cAMP濃度が上昇し PKAが活性化される。

ホスホリバーゼ C活性化においては、ホスファチジルイノシトール4，5-二リン酸を選択的に

分解する。分解産物の一つであるジアシルグリセロールは、 PKCを活性化し、もう一つの分
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下(∞n位01)に比べ著しく低く、 phosphateの取り込みの大部分は Nぜ/phospha包共輸送系を介

このNぜ/phospha包共輸送は10・7M副甲状腺ホルモンにより処理時間することが確認された。

PKA活性化剤である DBcAMP及びPKC活性化剤である PMAまた、依存的に阻害された。

によって抑制された。従って、実験に用いた OK細胞において、副甲状腺ホルモン受容体をPTH 

PKAまたはPKC活性化によるNぜ/phosphate共介したNぜ/phosphate共輸送系の活性調節、

輸送の阻害効果を確認した。
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Ffg. 44. Effect of PTH， DBcAMP and PMA on phosphate uptake from the apfcal slde of 

OK c e 11 s. Confluent monolayers were incubated with PIlI (10.7 M) for 30 min or 3 hr and DB CAMP (10's 

M) and PMA (10.7 M) for 3 hr. After washing the cells， [32p]phosphate (100州 m 枇 dto the apical side 

of the monolayers， and r2p]phosphate uptake for 5 min at 37 oc w笛 measured.

Qf+を細胞質へ遊離させる。

PKA及びPKCの活性化は種々の機能蛋白質のリン酸化を引き起こし、その機能活性を変化

解産物であるイノシトール1，4，5-三リン酸は小胞体に作用し、

させることにより様々な細胞応答を示す。 OK細胞は副甲状腺ホルモン受容体を有している

とともに、そのホルモン刺激による PKA及び PKC活性化を引き起こす情報伝達系が成立し
P必1の側底膜側から頂側膜側への経細胞輸送及び細胞内蓄積におよぽす副甲状腺ホ次に、

副甲状腺ホルモンによる刷子縁膜Nぜ/phospha包共輸送及びNぜ/H+ていることから、

P必fの経細胞輸送量は副甲状腺ホルモルモンの影響について検討した(Fig.45)。その結果、
OK細胞を用いてexdl組 geの活性調節についての報告が数多くなされている89-93)。本節では、

同時に測定した細胞内蓄積量も有意に低下した。従って、副甲状腺ホルモンにより減少し、
PAH輸送に及ぼす副甲状腺ホルモンの影響について解析した。

OK細胞における PAH経細胞輸送を阻害することが示唆された。また、副甲状腺ホルンは、

モンは経細胞輸送量と細胞内蓄積量の両方を阻害したことから、少なくとも一部は側底膜

P必f輸送の減少が関与すると考えられる。そこで、次に側底膜 P必f輸送に対する副甲状腺

ホルモンの影響について検討した。 Fig.46は、側底膜 PAH輸送に及ぼす副甲状腺ホルモン

の濃度影響を調べた結果である。側底膜P必f輸送は、副甲状腺ホルモン処理によって濃度

副甲状腺ホルモンによる影響

P必f輸送に対する副甲状腺ホルモンの影響について検討する前に、実験条件の妥当

2・a

まず、

-45-

依存的に抑制されることが観察された。
OK細胞における Nぜ/phosphate共輸送に及ぼす副甲状腺ホルモンの影響

Nぜ非存在下では存在

性を確認するため、

について検討した (Fig.44) 0 OK細胞における phosphateの取り込みは、
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側底膜PAH輸送10々M副甲状腺ホルモンでOK細胞を5分から 1時間処理した後、さらに、
(8) (A) 

活性を調べた結果、処理時間依存的に阻害されることが認められた(Fig.4η 。
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Fig. 47. Effect of time on PTH-induced inhibition of PAH uptake from the basal side 

o f OK cell s. Confluent monolayers were incubated for various periods with PIlI (10-7 M)， and r4C]pAH 

uptake企omthe basal side of monolayers w錨 meぉured.・P<0.05，significant difference企omcontrol at 

60 

PTH Pretreatment (min) 

45 30 15 。
PTH 

Flg. 45. Effect of PTH on basal-to-apfcal transport (A) and accumulatfon (B) of PAH 

by OK cells. [HC]P.組(15州制dD-fH]mannitol (15州 were地 dto the basal side of monolayers， 

and出stilledwater (open columns， final concentration 0.25 % vol/vol) or PIlI (closed∞lumns， final 

concentration 10・7M)wぉ addedat 25 nun after start of the位ansportmeぉurement.A:. at 60 min， medium on 

the apical side wぉ collected(100凶)， and radioactivity levels were∞unted to determine transcellular 

transport of e4
C]PAH. B: after a 60・mintransport measurement， accumulation of r"c]pAH in OKωl1s was 

determined. • P<O. 05， significant difference台omeach control. 

Control PTH Control 

time O. 

副甲状腺ホルモンによる阻害におけるプロテインキナーゼの関与2-b 

PKA活性化の

しかし、副甲状腺ホルモンはPKC及びPKAの両者を活性化

それぞれのプロテインキナーゼを個別に活性化させた場合について解析するすることから、

両者のプロテインキナーゼを同時に活性化させた場合の検討も必要である。ことに加えて、* 

前節においてOK細胞における P必f輸送はPKC活性化によって阻害され、

影響を受けないことを示した。

30 

20 

PKC活性化剤及びPKA活性化剤を同時に処理することによる P必f輸送への影響にそこで、

PMA及びDBcAMPを同時処理したときの PAH輸送は、ついて検討した(Fig.48)。その結果、
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PMA単強処理におけるそれと同程度に阻害された。従って、 PKAはPKC活性化時において

副甲状腺ホルモンによる以上のことから、もP必f輸送に影響しないものと考えられた。10-7 1σ8 Control 10・111σ10 1σ9 

副甲状腺PKA活性化は関与していないものと考えられる。そこで、P必f輸送活性調節には、
PTH (M) 

Ffg.46. Dose-dependent effect of PTH on PAH uptake from the basal sfde of OK cells. 
S国lfosponne

の影響について調べた。その結果、副甲状腺ホルモンによる P必fの細胞内蓄積量の低下は、
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ホルモンによる PAH輸送阻害に対する PKCの関与について明確にするため、Confluent monolayers 明白血cubatedfor 15 min with various concentrations of PIlI (10-11 to 10-7 M)・After

washing the cells， [HCJPAH (15μ附 and判官]mannitol(15μM) were added to the basal side of monolayers， 

叩 d[HC]p必Iuptake for 1 min at 37 oc w出 meぉured.リ<0.05，significant difference from control. 
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考察2・cS凶 rωporine前処理により完全に消失した (Fig.49)。従って、副甲状腺ホルモンによる PAH

OK細胞における P必fの経細胞輸送及び細胞内蓄積量をともに阻害

この結果から、副甲状腺ホルモンによる P必f輸送の阻害効果は、

副甲状腺ホルモンは、輸送の活性調節にはPKC活性化が重要な役割を果たしていることが推察された。

少なくとも一部、
した。

さらに側底膜PAH輸送に及ぼ側底膜P必f輸送阻害が関与することが推察されたことから、

す副甲状腺ホルモンの影響について検討した。側底膜P必f輸送は、副甲状腺ホルモン処理

OK細胞ににより濃度依存的かつ時間依存的に阻害することが観察された。Quannneら94)は、

おける Na+ / phosphate共輸送について副甲状腺ホルモンの濃度依存性について検討しており、

その最大阻害効果の50%を引き起こす副甲状腺ホルモン濃度は 10・12_ 10・11M であることを報

P必f輸送に及ぼす副甲状腺ホルモンの影響は 10-11Mではほとんこれに対し、告している。

P必f輸送における副甲状腺ホルモンの感受性はNぜ/phosphate共輸送ど影響が認められず、
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PKC活性化剤 PMAによる見かけの ICs。が P組一方、に比べかなり低いものであった。ρ 
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輸送(8.5n問と Nぶ/phospbate共輸送(約10n問問の両者でほぼ対応していることから、低濃

度副甲状腺ホルモンにおける Na+ / phospha也共輸送系の阻害効果には PKC活性化に加えて、

また、本研究に用いた

OK細胞はQuarrnneらが用いたその細胞よりも P百f受容体を介した情報伝達系の活性化に対

する感受性が低い可能性も考えられる。

別の異なる阻害機構が作用している可能性があるものと考えられる。

Flg. 48. Effect of pretreatment with PMA alone or in combination with DBcAMP on 

PAH uptake from the basal slde of OK cells. Confluent monolayers were incubated for 3 hr in the 

absence or presenαof PMA (10-8 M)副/orDBcAMP (10・SM). Afterwashing the cells， e-4C]PAH uptake 
企omtbe basal side of monolayers wぉ meぉured.

PKA活性化にPKC活性化により阻害され、前節において OK細胞における PAH輸送は、

よる影響を受けないことを示したことから、副甲状腺ホルモン刺激による PAH輸送阻害効

PKC阻害剤である実際に、PKC活性化が関与していることが推察される。果は、

PAH輸送に及ぽす副甲状腺ホルモンの阻害効果はそstaurosporineを用いて検討したところ、

Fr色白1祖ら 96)は、国j甲状腺ホルモンによるマウス遠位曲の前処理において完全に消失した。

PKAとPKCの両方が活性化される必要があることを報告尿細管ci+輸送の促進効果には、

Fig. 48で認められたように OK細胞における PAH輸送の場合には、しかし、している。

PKA活性化はPKCによる阻害効果に対して影PKC活性化のみで阻害効果を示すとともに、

PKC 響を全く及ぼさなかった。従って、副甲状腺ホルモンによる PAH輸送の活性調節は、
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活性化が重要な役割を果たし、 PKA活性化は関与していないものと推察された。。

Fig.49. Effect of staurosporlne on PTH・lnducedlnbibition of PAH accumulation of OK 

cell s. [HC]PAH (15凶{)and 判明m叩 nitol(15州 wereadded to the basal side of monolayers with 

staurosporine (10-6 M) or its vehicle， and distilled water (open ∞h皿 ns，final concentration 1 % vol/vol) or 

P1H (closed∞l四国s，final concεntration 10・6 M) was added at 25 IIUn after starting of the transport 

mωsuremenL At 60 min， acαlItlulation of e-4C]PAH in OK cells wぉ deterIIUned. * Pく0_05，significant 

difference from each control. 

Nぜ/phosp凶包共輸送の場合においても、副甲状腺ホルモン刺激によって引き起こされる

PKA活性化よりもむしろ PKC活性化が重要であることが報告されている。Qlannne作用は、

Staurosporine DMSO 

ら94)は、副甲状腺ホルモンがOK細胞においてホスホリバーゼ Cを活性化し細胞内c地?を

あるクロー

ン化された OK細胞(OKHαll)は副甲状腺ホルモン依存的なホスホリバーゼC活性化が失活
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また、上昇させない濃度で Nゲ/phospha包共輸送を阻害することを示している。
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しているが、その細胞における Nぜ/phospha也共輸送は副甲状腺ホルモンによって阻害され

ないmことが報告されている。さらに、 Hayesら98)は卵母細胞に発現させた腎Nぜ/phospha記

共輸送体(NaPi・2)に対する PKA及びPKCの影響について検討しており、前者ではなく後者

の活性化において phosphateの輸送は減少することを報告している。また、ラット骨腫蕩細

胞UMR・106のNぜ/phospha包共輸送系においても、副甲状腺ホルモン刺激による阻害効果に

はPKC系が重要であることが報告されている問。

以上、 OK細胞を用いてP必f輸送に及ぼす副甲状腺ホルモンの影響について検討を行った。

その結果、副甲状腺ホルモンにより OK細胞における P必f輸送は阻害され、その阻害には

PKCの活性化が関与することが示唆された。
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結論

以上、著者はフクロネズミ腎由来の OK細胞を用いた有機アニオン PAH輸送に関する研

究を行い、以下のような結論を得た。

( 1 )培養腎上皮細胞 OKにおける有機アニオン輸送特性

フクロネズミ腎由来の OK細胞は、腎有機アニオン輸送系のモデル薬物P必fを尿細管分

泌方向に対応する側底膜側から頂側膜側へのみ経細胞輸送した。また、 OK細胞の側底膜及

び頂側膜の両細胞膜において、分泌方向に P必fを輸送する特殊輸送系が存在することが示

唆され、両細胞膜における輸送の方向性がPAH経細胞輸送の方向性を決定するのに重要で

あることが示唆された。各種 s-ラクタム抗生物質は、 OK細胞における PAHの経細胞輸送

及び側底膜輸送を阻害した。また、 。ーラクタム抗生物質自身も OK細胞において方向選択

的に経細胞輸送されるとともに、有機アニオン輸送阻害剤による阻害を受けたこと等から、

0・ラクタム抗生物質は有機アニオン輸送の基質になることが示された。 OK細胞側底膜P必f

輸送に及ぼす種々の炭素鎖長を有するジカルボン酸の影響について検討した結果、側底膜

P必E輸送は負電荷聞の距離が約5Aまでのジカルボン酸によっては全く影響を受けず、 6・8

Aのジカルボン酸によって著しく阻害された。さらに長いジカルボン酸で阻害効果は一度減

少するものの 10A、l1Aと長くなるにつれて再び強まるという特徴的なパターンを示すこ

とが観察された。この結果は、腎近位尿細管を用いた実験結果とよく一致するものであり、

OK細胞における PAH輸送系は腎近位尿細管上皮細胞側底膜に存在する有機アニオン輸送系

とほぼ同一、あるいは極めて類似した基質認識性を有することが明らかとなった。また、

OK細胞における側底膜PAH輸送は、 α-ketoglutarateとの交換輸送であることが示されるとと

もに、細胞内代謝系で生成された α-keto glutarn teが側底膜においてP必fと交換し実際に細胞

外に effluxされることを見出した。

(ll) OK細胞における有機アニオン輸送の活性調節

腎近位尿細管における有機アニオン輸送系の活性調節機構について検討するため、 OK細

胞を用い、 P必f輸送に対するプロテインキナーゼ活性化の影響について解析した。 PKC活

性化剤であるホルボールヱステルPMA処理によって、 P必fの経細胞輸送及び細胞内蓄積量

は阻害された。また、側底膜P必f輸送は、 PMAにより処理濃度及び処理時間依存的に阻害
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された。 PMAと同様にジアシルグリセロール誘導体等の処理においても、 OK細胞における

側底膜P必 f輸送は阻害されたが、不活性型のホルボールエステルである 4α-PDD処理では影

響されなかった。さらに、 PMAによる側底膜 P必f輸送阻害効果は PKC阻害剤である

staurosporineにより抑制された。従って、 OK細胞における PAH輸送はPKC活性化によって

阻害されることが示された。また、 OK細胞における PAH輸送に及ぼすPKA活性化の影響

についても検討を加えた。しかし、 DBcA品。やforsko1in等の PKA活性化剤処理は、 PAHの

経細胞輸送、細胞内蓄積量及び側底膜輸送にほとんど影響しなかった。従って、 OK細胞に

おける PAH輸送はPKA活性化による影響を受けないものと推察された。 PKA及びPKCを

活性化させる副甲状腺ホルモンによる有機アニオン輸送の活性調節についても検討を加えた。

その結果、副甲状腺ホルモンはOK細胞における P必fの経細胞輸送及び細胞内蓄積量を減

少させた。さらに、副甲状腺ホルモンは側底膜における PAH輸送を処理時間及び処理濃度

依存的に阻害した。また、副甲状腺ホルモンによる P必fの細胞内蓄積量の減少は、

staurosporine処理によって消失した。従って、副甲状腺ホルモンはOK細胞における PAH輸

送活性を変化させ、その調節にはPKC活性化が関与することが示唆された。

以上、著者はOK細胞における P必f輸送が腎近位尿細管上皮細胞における有機アニオン

輸送系に対応する特性を有することを明らかにし、腎有機アニオン輸送系を解析する上で

OK細胞が極めて有用な培養細胞系であることを示すことができた。それとともに腎有機ア

ニオン輸送の方向性を決定する要因、基質認識性及び細胞内代謝系の関与等についての情報

を得ることができた。また、 OK細胞における PAH輸送に対するプロテインキナーゼ活性化

及び副甲状腺ホルモンによる影響について検討を行うことによって、有機アニオン輸送等の

薬物輸送においてもホルモンによる刺激やそれに続くプロテインキナーゼの活性化を介して

活性調節を受ける可能性があることを示唆する知見を得た。これらの研究成果は、有機アニ

オン輸送を介したアニオン性薬物等の尿細管分泌機構を解明する上で有用な基礎的知見とな

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・器具

Medium 199は、F10wLめoratories社のもの、ウシ胎児血清はWhittakerBDproducts社のもの、

trypsinεDfA (10X) はGibco社のものを用いた。プラスチック製培養皿は CorningGlas 

Wαks社のもの、 Transwell~は Cos包r社のものを用いた。p-{Glycyl・ 1_ 14C]細血oh争purate

(1.5・2.2GBq/nnnol)， D{3H]man出tolσ28.9-1110.0GBq/nnnoI)はN~ Enghnd Nucl町社のもの、

α-e4C]ketoglu包rate(2_keto[5_l4C]glutaric ac討。.1 GBq/mmol) ， [phenyl-4(n)_3H]benzylpenicill泊

(“6-814 GBqJIIlmol)， [14C]sucrωe (23.3 GBqlmmol)はAmersham社のもの、非標識

p-aminohippuric acid， probenec副， tetraethylarnmonimn， aspartate amino位ansferase，an伽 ydnA， 

NADHはSigma社のもの、 furosemidt;非標識ben勾，1戸出cillin， malonic acil， succin~ aid， fum紅ic

acid，α-ketoglutaric ac討， adipic acid、pimelicacXl， suberic acid， azel~ acid， sebacic acidはナカライテ

スクのものを用いた。 Glutaricacidは、Aldorich社のものを用いた。民組a包 dehydrogenaseは、

東洋紡のものを用いた。 ce白zolinは藤沢薬品工業、 cefo白mは武田薬品工業より供与されたも

のを用いた。その他の試薬は市販特級品を用いた。

[1-2] OK細胞の培養

フクロネズミ腎由来の OK細胞は、1.S. Handler博士(Be也esda， MD)から提供されたもの

を用いた。 OK細胞は、抗生物質非存在下10%ウシ胎児血清を含むmedium199を用い、 αミ

インキュベータ (5%CO2・ 95%air)内で培養された。 OK細胞の継代は、 5・7 日ごとに細胞

を0.02%即日ー0.05%仕ypsinを用いて培養皿から剥離し、直径1∞nnnの培養皿に 1∞X104 

αlls /10 mlの細胞密度で矯種することによって行われた。多孔性フィルター上で培養する場

合、 Transwell~ を用い、 OK細胞をポリカーボネート製の膜フィルター(孔径 3μm、表面積

4.71 cmう上に40 x 1<)" cells /佃2の細胞密度で播種した。播種後、 2・3日ごとに培地交換を行

い、 5・7日目に実験を行った。

[1・3] e"C]PAHの輸送実験

輸送実験は、通常、Dulb民∞の等張リン酸緩衝溶液(PBS、137mMNaα，3mMKα，8mM

Na)-IP04， 1.5 mM  KH2P04， 1 mM CaC~， 0.5 mM  ~匂C~， pH 7.4)に5mMの Dてglucoseを含むもの
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を用いて行った。 OK細胞は、 Transwell上で5・7日間培養された後、 37ロCまたは40Cの条件

下で輸送実験に用いられた。経細胞輸送実験は、 r4C]PAHを含む基質溶液を側底膜側(2.6

mL)または頂側膜側(1.5mL)に添加し、一定時間インキュベーションした後、反対側に出現

した [14C]p必fを測定することによって行った。 P必fの細胞内取り込み活性は、 e
4C]p必fを

含む基質溶液を側底膜及び頂側膜側に添加し一定時間インキュベーションした後、 0.1M 

N心Hで細胞を溶解し[14C]PAHの細胞内移行量を測定することで評価した。 P必 1のeff1ux活

性は、あらかじめ [14C]PAHを取り込ませた細胞を用い、一定時間後に側底膜及び頂側膜側に

eff1uxしたe4C]p必fを測定することで評価した。細胞間隙を介した paraal1ular輸送、細胞膜

への吸着、非特異的な細胞内への取り込みは、n-r珂m祖国tolを用いて補正した。 r4C]p必f及

びひ[3珂m祖国tolの放射活性は、液体シンチレーションカウンタ一法で測定した。

[1-4] ['H]benzy 1 penicillinの輸送実験

阿 be町 lpenicillinの経細胞輸送実験及び細胞内取り込み実験は、 [1-3]に記載した [14C]P組

の輸送実験の場合と同様の方法で行った。細胞間隙を介したparaαllular輸送、細胞膜への吸

着、非特異的な細胞内への取り込みの補正には、 r4C]sucroseを用いて行った。

[1・5] Cefazolin及びcefotiamの輸送実験

Cefaznlin及び、cefotiamの輸送実験には、 Transwell上で5・7日間培養したOK細胞を用いた。

細胞を洗浄後、白血zolinあるいはcefotiamを含む PBS溶液を側底膜側に添加し、 37
0

C条件下

において10分間インキュベーションし、洗浄後、細胞が付着しているフィルターを抽出用溶

液[0.03 M phosphate buffer (pH 7.0) / methanol = 50/ 50]に浸した。室温で 1時間放置後、そ

の抽出液を高速液体クロマトグラフィー(HPLC)法により定量した。

[1-6] Cefazolin及びcefotiamの定量法問

Cefaznlin及び cefotiamの定量は、 HPLCを用いて測定した。田LCには、 LC-3A(島津製作

所)、検出器には紫外分光光度計 SPD-6A(島津製作所)を用いた。固定相は Chemcosorb

5-0DS-Hカラム (15an x 4.6 mm、ケムコ)を用い、カラム温度は4σcに設定した。移動相は

0.03 M phosphate buffer (pH 7.0 )と methanolの混合液を用い、その組成比は0.03M phosphate 

bu笠宮(pH7.0) / methanol = 74/26とした。移動相の流速は1.3mL加血とした。また、検出波

長は、 272mn (αfazolin)及び262mn (cefotiam)とした。
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[1・7] α-[14C]ketoglutarateの輸送実験

α{14C]ketoglu町 ateの細胞内取り込み実験は、 [1・3]に記載した PAHの輸送実験の場合と同

様の方法で行った。 Nぜ非存在下輸送実験には、 NaClを同濃度のcholinechlorideに置換した。

[1・8] 仕 Ketoglutarateの efflux及び細胞内濃度の測定

細胞を洗浄後、 PAHを含む P邸溶液を側底膜側あるいは頂側膜側に添加し、一定時間

370Cあるいは4
0

Cでインキュベーションした。その後、側底膜及び頂側膜側それぞれの PBS

溶液に含まれる α-keto glutara teを定量した。 PAHを含まない PBS溶液を用いて同様の操作を

行い、得られた値を P必f非依存的な α-ketoglutarateのeffluxとした。細胞内α-keto glutara te含

量は、細胞が付着したフィルターを 3%ゃん)過塩素酸に 30分間浸した後、その溶液に 3M

NaOHを加えて中和し、定量操作を行った。

[1-9] α-Ketoglutarateの定量削)

α4ぽ oglutarateは、 apa由民 aspartate aminotransferぉ巳 mala也氏hydrogenase存在下において、

NADHをNAIYに変換する。この反応を利用し、 NADHの蛍光強度減少を励起波長 360mn、

蛍光波長4ωnm'こ設定した分光蛍光光度計(島津製作所、 RF・50∞)を用いて測定することで

α-ketoglutarateを定量した。細胞内 α-ketoglutarate濃度は、細胞内容積を 9.5叫jmgofprot白均

を用いて算出した。

[1-10] 蛋白質定量法

細胞懸濁液の蛋白濃度は、 Yぢ10bu linを標準物質として使用し、 Brcr:lfo吋法102)により定量し

た。
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第E章実験の部

[2-1] 訟薬

l.r[ 4，5 -3H(N)] 1白血e(1.92 TBq加moI)， KH/2P04 (37 G Bq危lmol)はNf?>>{ Eng1and Nucl聞社の

もの、 L-[2，3-3珂alanine( 1.85 1Bq畑rmol)，D-[1-14C]m祖国tolはAmersham社のもの、

phorbo112・myristate13・acetateσMA)，phorbol 12，13-dibutyrate (PDBu)， mezerein， 4α-phoぬ01

12， 13-didecanoate (4α-PDD)， 1-01ωyl・2・aretyl-snぢ砂cerol(OAG) ， 1，2・dioctanoyl-sn宮砂Cぽ01(DiC;)， 

sy皿he~ bo由民 (1-34)-parathyroidhormone， 3-isobuザl-1-methy lxa凶hine(IB~α)， cytodlalasin D， 

低血omycinDは S詔ma社のものを用いた。 Staurosporine， di凶旬ryl仏 MP，forskolinは和光純薬

のもの、 cyclohex凶 de，∞lchicine，8七romo-c.品1pはナカライテスクのものを用いた。その他の

試薬は市販特級品を用いた。

[2-2] e4C]PAHの輸送実験

P必 fの経細胞輸送及び側底膜輸送は、 [1-3]に記載した方法に従った。

[2-3] ['H]leucine及び[3H]alanineの輸送実験

Transwell 上で 5-7 日間培養した OK 細胞を用いた。 fH~eucine 及び[3町al祖国の細胞内取

り込みは、基質を含むPBS溶液を頂側膜側に添加し 3アCで 1分間インキュベーションし、

洗浄後、 0.1MNaOH で細胞を溶解し [3H)leucine 及び~[3H]alanineの細胞内移行量を測定するこ

とにより評価した。細胞膜への吸着、非特異的な細胞内への取り込みの補正には、

p4C]m祖凶tol を用いて行った。 f~eucine、 fH]alanine 及び[14C]man凶tol の放射活性は、液体シ

ンチレーションカウンタ一法で測定した。

[2-4] [32p]phosphateの輸送実験

Transwell上で5-7日間培養した OK細胞を用いた。輸送実験は、 HEPES緩衝溶液(137mM

NaCl， 3 mM KC1， 1 mM CaCI2， 0.5 mM MgQ2J 14 mM lffiPES庁ris，pH 7.4)を用いて行った。

Nぜ非存在下輸送実験には、 NaClを同濃度の cholinechlorideに置換した。 f2P]phosphateの取

り込み実験は、 f2p]phosphateを含むHEPES緩衝溶液を頂側膜側に添加し、 37
0

Cで 5分間イ

ンキュベーションし、洗浄後、 O.1MNaOHで細胞を溶解しf2P]ph (l) phateの細胞内移行量を

測定することで評価した。 f
2
p]phosphateの放射活性は、液体シンチレーションカウンタ一法

で測定した。
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