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学 位 論 文 題 名

    Investigation on the transport mechanism of
    ceftibuten, a dianionic beta-lactam model for
the peptide-related compounds, across brush-border
    membranes from intestinal and renal epithelia

    （ペプチド様ジアニオン型抗生物質セフチブテンの
小腸および腎上皮細胞刷子縁膜透過機構に関する研究）

学位論文内容の要旨

  小腸や腎尿細管の上皮細胞には種々の生体成分の輸送系が存在す
るが、ベプチド輸送系は、ジ―、卜リーペプチドだけではなく一部の
セフェム系抗生物質やACE阻害薬、renin阻害薬もその基質となり
得るなど、薬物の輸送経路としても注目されている。これらのぺプ
チド輸送系は、生理学的にはタンバク性の栄養分や窒素源バランス
の維持に重要な働きをする一方で、薬学的観点から見るとこの比較
的広い基質特異性は、薬物のバイオアヴェイラピリテイを向上させ
る合理的なdrugdesignに貢献する側面を有する。最近、小腸や
腎よルジペプチド輸送担体の推定遺伝子がクローニングされ、遺伝
子発現を用いた輸送機能の解析が進められているが、小腸および腎
上皮細胞の刷子縁膜（BBM）上に実際に存在する輸送夕ンパクの本来
の特性や薬物認識性について明らかにした報告は極めて少ない。
以上のことから、今回、この輸送系の機能を分子レベルで明らかに
するために、モデル化合物としてジアニオン型経口セフェム、セフ
チブテンを選び、その腎尿細管および小腸上皮BBM輸送機構につい
て種々検討した。セフチブテンは、小ペプチド輸送系の基質となる
ことが報告されており、消化管内での安定性且つ定量感度に優れた
薬物である。
  （I）腎および小‘腸BBM小胞を用いた研究
  輸送機構の研究には、単離した膜vesicleを用いた手法が細胞内
成分の影響を受けないという点で利点がある。従って、今回の実験
では両方の臓器より調製したBBM小胞への基質の輸送特性を解析し
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た。小腸・腎両臓器のBBM小胞へのセフチブテンのuptakeは内向
きのH゙ 勾配によって促進され、FCCPの添加によって大きく減少し
た。一方、種々のぺプチド、およびその構造類似体による輸送阻害
効果は、腎BBM小胞においては全ての化合物で認められたが、小腸
の場合にはロ－AspGly、ア-Glu His、およびcarnosineでは阻
害を受けず、セフチブテンとジベプチドの輸送系は全く同じではな
いこ゛とが示唆された。そこで、これらの阻害機構の違いを明らかに
するために、Eadie―Hofste．eplot解析を行った結果、セフチ
プテンの輸送系は腎において親和性とc a'pacityがそれぞれ異なっ
たニつの輸送系の、和として表されたが、小腸では特異的な輸送部分
は単一の成分であることが認められた。また、腎BBMVにおいて拮
抗型阻害を示したAlaP roを用いて、低濃度領域と高濃度領域での
阻害効果をDixonplotにより解析したところ、低濃度では混合型、
高濃度では拮抗型の阻害を示すことが明らかとなった。一方、カチ
オン型ベプチドであるcarnosineは、低濃度領域、すなわち高アフ
イニティ輸送システムのみに特異的な拮抗型阻害剤であることが示
された。近年、ウサギ・ラットの小腸、腎等から小ベプチド輸送体
と推定される機能夕ンバクのcDNAが見つかり、腎と小腸には共通
のぺプチド輸送担体の存在が議論されている。しかしながら、今回
明らかになった実験結果より、腎・小腸BBMにおいてべプチドモデ
ルであるセフチプテンの輸送系には明らかな違いのあることが認め
られ、この違いは腎に存在する高affinity輸送系が関与している
ものと思われる。
（n）輸送夕ンパク一人工膜再構成系の確立
  ベプチド輸送系を分子レベルで理解する上で、確実なgoalとなる
ものは輸送夕ンバクの単離精製と同定であが、精製の行程に左右さ
れない輸送活性の定量方法が大きな問題となる。そこで、本研究で
は腎BBMを出発材料としてセフチブテンの輸送活性の可溶化とりポ
ソームヘの再構成について最適条件を探索した。膜夕ンバクはオク
チルグルコシドを用いて可溶化した。オクチルグルコシド濃度50―
75mMでセフチブテンのuptakeは最大値を示したため、この後の
検討は60mMオクチルグルコシドを用いて可溶化を行った。可溶化
した膜夕ンパクはPEG8 000を加えタンバクを遠心分離し界面活性
剤を除去した。得られた沈殿をりポソームに再構成し、セフチブテ
ンの輸送活性を測定した。リポソームの組成を種々変えた時、リポ
ソームに取り込まれた輸送活性は、asolcctin、choresterol、
phos phatidylscrineの比率が60：30：10の時、最も高い活性
を示すことが認められた。得られた輸送夕ンバクーリポソーム再構成
について種々検討した。ジベプチド等による阻害効果を調ぺた結果、
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腎BBM小胞の場合と同様に、セフチブテンの輸送は、用いた全ての
で阻害を受けた。また、H゙ 勾配を消失させるFCCPはuptakeを有
意に阻害し、この輸送システム再構成系は、H゙ 共輸送であることが
明らかとなった。
（m）ベプチド関連化合物の輸送担体の単離精製
  タンバク・リポソーム再構築系を輸送活性測定の指標として輸送担
体の精製を試みた。可溶化タンパク試料を炭素原子6個のスベーサ
ーの先端に位置するN‘ヒドロキシスクシンイミドにセフチブテンを
固定化したアフイニテイカラムにかけ、開始bufferで平衡化した後、
NaCIを用いてイオン強度を上げ、目的のタンバクを溶出させた。セ
フチプテンの輸送活性は3.5M・NaClで溶出した。得られたタンバ
クをりポソームに再構成した結果、セフチブテンの輸送活性は保持
されており、この画分が活性の本体であることが認められた。さら
に、この活性画分をSDS/ PAGEにより分離したところ、分子量
130KDa、llOKDa、45KDaの3つのバンドが検出されたが、リ
ボソームに組み込んだサンプルを用いて、同様に電気泳動を行った
結果、45KDaのパンドは消失し、前2つのタンバクのみがルポソー
ムに組み込まれることが明らかとなった。このことより、45KDaの
タンパクは、可溶化の段階では輸送システムの一部として存在する
が、輸送活性や基質の認識性には直接関与していなぃものと思われ
る。
  結論
1．ジアニオン型セフェム系抗生物質セフチブテンの膜透過は腎にお
  いては2つの輸送系を介して行われるが、小腸では単一の系に認
  識されることが見いだされた。
2．ジペプチドによる阻害実験より、小腸と腎では異なった基質認識
  性を示すこと、この理由として腎に存在する高アフイニテイ輸送
    シ ス テ ム が 大 き く 関 与 す るこ と が 推定 さ れた 。
3．簡便且つ有用な、腎BBM輸送担体の可溶化・再構成系を確立した。
    さらに、この手法を利用し、アフイニテイクロマトグラフイによ
    る輸送夕ンバクの精製が可能であり、得られたタンバク画分は輸
  送活性を有していることが示された。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

    Investigation on the transport mechanism of
     ceftibuten, a dianionic beta-lactam model for
the peptide-related compounds, across brush-border
    membranes from intestinal and renal epithelia

    （ペプチド様ジアニオン型抗生物質セフチブテンの

小腸および腎上皮細胞刷子縁膜透過機構に関する研究）

  小腸や腎尿細管の上皮細胞に存在するペプチド輸送系は、生理学的に

はタンバク性の栄養分、や窒素源バランスの維持に重要な働きを担ってい

るが、一方で 、一部のセフ ウム系抗生物 質やACE阻害薬、renln阻害薬

もその基質となり得るなど、薬物の輸送経路としても注目されており、

その比較的広い基質特異性から薬物のbio- availa bilityを向上させる合

理的なdrug designに貢献する側面を有する。しかしながら、上皮細胞

刷子縁膜（BBM）上に実際に存在する輸送夕ンバクの本来の特性や薬物認

識性について明らかにした報告は極めて少ない。以上のことから、申請

者はこの輸送系の機能を分子レベルで明らかにするために、小ベプチド

輸送系の基質モデルであるジアニオン型経ロセフウム、セフチプテンを

選び、その腎尿細管および小腸上皮細胞輸送機構について種々検討し、

三編にわたり論述している。

  輸 送機 構 の研 究 には 、単 離 した 膜 vesi cleを用いた手 法が細胞内

成分 の 影響 を受 け ない と いう 点 に着 目 し、 両方の臓器 より調製した

BBM小 胞 へ の 基 質 の 輸 送 特 性 を 解 析 し た 。 小 腸 ・ 腎 両 臓 器 の BBM

小 胞 へ の セ フ チ ブ テ ン の uptakeは 内 向 き の H゙ 勾 配 に よ っ て 促 進

さ れ 、 FCCPの 添 加 に よ っ て 大 き く 減 少 し た 。 一方 、種 々 のべ プ チ

ド 、 お よ び そ の 構 造 類 似 体 に よ る 輸 送 阻 害 効 果 は 、 腎 BBM小 胞 に
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おいては全ての 化合物で認められたが、小腸の場合にはロ―
AspGlyヽ ア－Glu His、および carnosineでは阻害を受けず、
セフチブテンとジベプチドの輸送系は全く同じではないことが示唆
された。そこで、これらの阻害機構の違いを明らかにするために、
Eadie一Hofs tee plot解析を行った結果、セフチブテンの輸送系は
腎において親和性とcapa cityがそれぞれ異なったニつの輸送系の和と
して表されたが、小腸では特異的な輸送部分は単一の成分であることが
認められた。近年、ウサギ・ラットの小腸、腎等から小ペプチド輸送体
と推定される機能夕ンバクの推定遺伝子がクローニングされ、腎と小腸
に共通のペプチド輸送担体が存在することも議論されている。しかしな
がら、今回明らかになった実験結果より、腎・小腸BBMにおいてペプチ
ドモデルであるセフチブテンの輸送系には明らかな違いのあることが認
められ、この違いは腎に存在する高affinity輸送系が関与しているも
のと思われる。
  ベプチド輸送系を分子レペルで理解する上で、確実なgo alとなるもの
は輸送夕ンパクの単離精製と同定であが、精製の行程に左右されない輸
送活性の定量方法が大きな問題となる。これらの問題を解決するために、
申請者は腎BBMを出発材料としてセフチプテンの輸送活性の可溶化とり
ポソームヘの再構成について最適条件を探索した。膜夕ンバクをオクチ
ルグルコシドで可溶化した後PEG 8000を加えタンパクを遠心分離し
界面活性剤を除去した。得られた沈殿をりポソームに再構成し、セフチ
ブテンの輸送活性について種々検討した。その結果、腎BBM小胞の場合
と同様にセフチブテンの輸送は、用いた全ての化合物で阻害を受けた。
また、H゙ 勾配を消失させるFCCPはuptakeを有意に阻害し、この輸送
システム再構成系はH゙ 共輸送であることが明らかとなった。そこで、こ
の輸送活性を指標として輸送タンバクの精製をセフチプテンを固定化し
たアフイニテイカラムを用いて行った。セフチプテンの輸送活性は高濃
度のNaCl溶液で溶出され、得られたタンパクをりポソームに再構成した
結果、セフチブテンの輸送活性は保持されており、この画分が活性の本
体であることが認められた。さらに、この活性画分をSDS/PAGEにより
分離したところ、分子量130KDa、110K Da、45KDaの3つのバンド
が検出されたが、リポソームに組み込んだサンプルを用いて、同様に電
気泳動を行った結果、45KDaのバンドは消失し、前2つのタンバクのみ
が・リポソームに組み込まれることが明ら゛かとなった。このことより、
45KDaのタンバクは、可溶化の段階では輸送システムの一部として存在
するが、輸送活性や基賢の認識性には直接関与していないものと思われ
る。  これらの検討結果は、同一の機構として捉えられていた腎と小腸
上皮細胞膜のべプチド輸送系に臓器特殊性のあることを明らかにし、且
つ輸送担体機能の再構築化によルタンバク一薬物間の分子認識性を解明
しようとしたものであり、薬物の体内動態の解析や細胞膜の物質輸送機
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構 を 明 ら か に す る う え で 有 用 な 基 礎知 見と なり 得る 。
  以上のことから本学位論文は、ペプチド輸送担体による薬物の細胞膜
透過機構を明らかにするとともに経□製剤開発のための重要な知見を与
えるものであり、博士（薬学）の学位を受けるに充分値すると認めた．
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