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[Abstract］

o1igopcptidetransportcr，PcpT1，playsacrucialrolcinmtcstinalabsorptionandrenal

rcabsorptionofpcptidc-mimcticdnlgsaswcllascndogcnousdi‐andtripcptidclhcpulposeof

thisthcsiswastocxplorcatissuc-sclcctivedrugdclivcry，utliUzingoligopcptidctransporter，

PepT1inthesmallintcstincandoligopcptidctransportsystemincancercclls・Firstly，thcfunctions

ofPepT1msmallmtestinewerccharactcrizcd・ImmunohistochemistryusingantiPepT1antibody

andfuntionalcharactcrizaionusingXe"opmsoocytcscxprcssedPcpT1demonstratcdthatPcpT1

localizcsonlyatthcbrush-bordcrmcmbrancofthcintcstinalepithclialccllsandthatitcontributes

tothcmtcstinalabsorptionofpcptidc-mimcticdrugssuchasB-lactamantibioticsandnon-pcptidc

drugssuchasvalacycrovir・Sccondary，thcpossiblityoftissuc-sclectivcdlugdclivcryutilizing

PepT1andoligopcptidctransportsystcmincanccrccllswasexammcdBydipcptidc-dcrivationof

L-dopa，whichisabsorbcdpoorly，tobcrecognizedbyPcpT1，improvcmentofitsintcstinal

absorptionwascxpcctcd､IfOundancxistcnccofthcspecializcdtransportsystcmforoUgopcptidcs

mscveralcanccrcclls，butnotmnonnalcclls・Byutilizingdiffercnceincxpressionlcvclof

oUgopeptidctransportcrbctwccntumorandnormaltissue，thepossibilitytodcliversclcctivcly

PcPtide-mimeticdrugtotumorwasstronglymdicatedlnconclusio､,prcsentresultsprovidcthc

novclidcathattissuc-sclcctivedrugdelivcryispossiblcbyutlizlizingmcmbranctransportcr,bascd

onfimctionalcharactcrization．
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生体を構成している組織・臓器の細胞膜は、生命を維持するために必要な栄養物や生

理活性物質を生体膜輸送担体（トランスポーター）を介して選択的に取り入れ、また生

体外異物を排出するなど、物質の細胞内への移行を取捨選択するインターフェイスとし

て機能している。生体膜トランスポーターが本来輸送すべき基質と構造が類似する物質

を認識・輸送すれば、薬物の吸収・組織移行性の増大に、あるいは排出を利用した組織

移行'性回避に利用できる可能性がある。

小腸上皮および腎臓尿細管上皮細胞の刷子縁膜に存在するオリゴペプチドトランスポー

ターPcpT1はジおよびトリペプチドの（再）吸収に重要な役割を担っている。これまで

の研究により、PcpT1は天然のペプチド以外にも、β-ラクタム抗生物質、ACE阻害剤、

抗腫瘍剤であるベスタチンなどのペプチド類似薬物を認識する幅広い基質認識を持つト

ランスポーターとして機能していることが知られている。PepT1は1994年、ウサギ小腸

よりクローニングされた。引き続いて、そのファミリーとしてPCpTZがクローニングさ

れた。我々の研究室では、ラット小腸よりPcpT1をクロニーングし、その機能解析、分

子機構に関する研究を行ってきた。PcpT1が、細胞膜上に発現し細胞外から細胞内への

物質の輸送に関与していると考えられる組織は小腸および腎のみである。また、PcpT2

は、主に腎尿細管上皮刷子縁膜と脳に多く発現している。PcpT1、２以外にも、オリゴペ

プチＦトランスポーターとして、1997年、オリゴペプチド以外にヒスチジンを特異的

に認識するトランスポーターとして、PHTがクロニーングされた。ＰＨＴは、主に脳に発

現していることが知られている。このように、オリゴペプチドトランスポーターの発現

組織は極めて限定されているようである。

一方、癌細胞は、その旺盛な増殖能を維持するために、多くの内因性物質を能動的に

取り込むことが知られているが、オリゴペプチド輸送活性については、ほとんど知見が

得られていなかった。そこで、癌細胞においてオリゴペプチド輸送活性が確かめられれ

ば、オリゴペプチドトランスポーターの限定された組織分布を利用して、ペプチド類似

薬物を腫瘍組織へ夕一ゲッテイングさせることができないか、という斬新な発想のもと

に癌細胞におけるオリゴペプチド輸送活性に着目した。

本研究では、まずはじめに、幅広い基質認識性と限局された組織分布を示すオリゴペ

プチＦトランスポーターを利用して、ペプチＦ類似薬物の消化管吸収性の向上と組織移

行性を制御するために、PcpT1の小腸における発現と輸送認識特性を中心とした詳細な

機能解析を行った。次に、オリゴペプチド輸送系を用いた組織選択的薬物デリバリーの

可能性について検討した。
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【結果及び考察】lhpTIの機能解析これまでの研究成果により、オリゴペプ

チドトランスポーターPcpT1は、小腸上皮細胞に存在し、ジ、トリペプチドおよび様々

なβ-ラクタム抗生物質を認識することが示されてきた。しかし、モノあるいはジアニ

オン型の18-ラクタム抗生物質の輸送に関しては、PepT1以外の輸送系の関与も示唆され

ていた。また、小腸潅流実験によりペプチド結合を分子内に持たないバラシクロビル

（抗ウイルス薬）の様な化合物さえも、認識される可能性が示されていた。

本研究では、まず、抗ウサギPcpT1抗体を作製しウサギ小腸組織切片を用いることに

より、免疫組織学的にPcpT1が小腸上皮細胞刷子縁膜に存在することを確認した。PcpT1

の基質認識性を検討するために、ラットPcpT1cDNA（ratPcpT1cDNA）からＣＭＡを作製

し外来遺伝子発現系であるアフリカツメガエル卵母に発現させ、様々なβ‐ラクタム抗

生物質を用いてその基質特異性を明らかにした。PcpT1発現卵母細胞による様々なβ‐ラ

クタム抗生物質の取り込みは、典型的な基質である[１℃]Gly-Sarと同様に、対照群と比較

して有意に増加した。これらの薬物の消化管吸収に対してPcpT1がどの程度寄与してい

るかを、PcpT1の発現領域に対するアンチセンスDNAを用いたhybriddcpletion法により検

討した。ラットおよびウサギ小腸由来のpoly(A)+RNAを予めアンチセンスＤＮＡとハイブ

リダイズさせてから卵母細胞に発現させた場合、［1℃]Gly-Sar、ccfadroxil（アミノーβ‐ラ

クタム抗生物質）およびccftibutcn（ジアニオン型β‐ラクタム抗生物質）の取り込み活

性は、ほぼ対照群と同程度まで減少することが明らかになった。これらの結果から、

PcpT1は小腸において天然のペプチドと同様に、ペプチド類似薬物であるβ-ラクタムの

トランスポーターを介した消化管吸収においてほぼ支配的な役割を果たしていることが

実証された。さらにアシクロビル（抗ウイルス薬）のバリンエステル誘導体であるバ

ラシクロビルのように、ペプチド結合を分子内に持たない薬物とPcpT1との相互作用を

検討することは、PcpT1の基質認識性に新しい知見を与えるとともに、経口剤の分子設

計に重要な知見を与えることが期待できた。そこで、ヒトPcpT1（hPcpT1）発現卵母細

胞を用い、バラシクロビルのhPcpT1による輸送特性を解析した。hPcpT1によるバラシク

ロビルの輸送には、濃度依存性（Ｋｍ＝５．９４±１．９１ｍＭａｎｄＶｍａｘ＝１．６８±0.25

,mol/hl/oocytc）、酸性条件下で高い輸送活性を示すｐＨ依存性が観察された。また、その

取り込みは、PcpT1の基質で阻害されたが、アシクロビルやバリンによっては影響を受

けなかった。これらの結果は、ペプチド結合を持たない化合物についてもPcpT1の基質

として認識・輸送されることを示す初めての知見である。

以上、PcpTlは小腸上皮に存在し、幅広く薬物を認識するだけでなく、その消化管吸
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収に対して支配的な寄与を示すことが明らかになった。このような、特徴あるオリゴペ

プチＦトランスポーターを利用することによって、薬物の消化管吸収の向上と組織選択
的薬物デリバリーの可能性について検討した。

２Pepmおよびオリゴペプチハ輸送系をﾉﾘﾋﾟﾘ用した組織選択的薬物デリバリー

本研究では、吸収に優れないアミノ酸類似薬物のジペプチド化によりPcpT1をター

ゲットにした薬物の吸収改善を試みた。パーキンソン病の最も有効な治療薬である

L-dopaを用いて、そのプロドラッグとして合成されたL-dopa-L-PhcがhPcpT1に認識・輸
送されることをhPcpT1発現卵母細胞を用いて直接的に証明した。さらに、ヒト消化管

での吸収`性を評価するために、ヒト小腸上皮細胞モデルであるCaco-2細胞を用いてその

透過`性を検討した。L-dopa-L-PhcをCaco-Z細胞の単層膜のapical側に投与した場合、

L-dopaと比較して、L-dopaおよびその代謝物であるdopammeのbasolatcral側への透過量は

有意に増加した。また、この透過量は、Gly-Sar存在下で著しく減少した。これらの結果

は、ジペプチド誘導化によって、PcpT1をターゲットにした薬物の消化管吸収改善の可

能性を強く示すものと考えられた。

さらに、薬物デリバリーの全く新しい概念として、幅広い基質認識`性と限られた組織

分布を示すオリゴペプチﾄﾐ輸送系の組織による発現量の違いを利用した薬物デリバリー

の可能性について検討した。まず、このデリバリーの可能性を示すために、hPcpT1安定

発現株HcLa-hPcpT1を構築し、ヌードマウスにこの細胞株を移植し腫瘍を形成させ、

体内で比較的安定な[3H]camosinc（B-Ala-His）の腫瘍移行性を測定した。［3H]Camosincの

腫瘍移行性は組織-血漿間分配係数（Ｋｐ値）で解析した。CamosincのhPcpT1を過剰発現

した腫瘍組織へのＫｐ値は、hPcpT1を発現しないHcLa細胞を用いて腫瘍を形成させた場

合と比較して約4倍、オリゴペプチド輸送活性を持たない筋肉への移行`性と比較して約７

倍、さらに細胞間隙マーカーである['4C]イヌリンの腫瘍移行`性と比較して約5倍、とい

う顕著な増加を示した。このジペプチＦの腫瘍移行性増大は、組織依存的な発現を示す

オリゴペプチド輸送系を利用した薬物デリバリーの可能‘性を実験的に証明する結果と考

えられた。この仮説に基づき、実際の腫瘍へのペプチド類似薬物の組織移行性の増大を

目的として、様々な癌細胞においてオリゴペプチド輸送活性を検討した。まず、ヒト繊

維肉腫、HTL1080細胞で、［1℃]Gly-Sarの取り込みを検討した。HT-1080細胞による

[1℃]Gly-Sarの取り込みには、温度依存性、濃度依存性（Ｋｍ＝11.4±３．３mMandVmax＝

２６．８±4.0,mol/15ｍｍ/mgprotcm）、ｐＨ依存性、および様々なジおよびトリペプチドによ

る阻害効果が観察され、既知のPcPT1に類似するものの完全に一致しない、新しいオリ
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ゴペプチド輸送系の関与が示された。しかし、正常繊維芽細胞であるIMR-90では、

[1℃]Gly-Sarの取り込みにはこのようなトランスポーターの関与は見いだされなかった。

HT-1080細胞以外にも、Ｔ24、SW684、およびSK-Hcpl細胞などでもこのようなオリゴペ

ブボチＦ輸送活性が観察されたが、全ての癌細胞に見られる共通の性質でないことも明ら

かになった。また、RT-PCRの結果、これらいずれの癌細胞においても、PepT1および

PcpT2の発現が認められず、既知のトランスポーターの関与の可能性は小さいと考えら

れた。オリゴペプチドトランスポーターの発現を利用した薬物デリバリーを実際に行う

ために、生理的に活性を持つ癌細胞の存在を示唆したことは、非常に重要な意義がある

と考えられた。そこで、HTL1080細胞をヌードマウスヘ移植して形成させられた腫瘍へ

の[3H]carnosmcの移行性を測定し、対照として筋肉への移行性と比較した。

[3H]Camosmeの腫瘍におけるＫｐ値は、筋肉と比較して約2倍、イヌリンの腫瘍ヘの移行

性と比較しても約2-3倍増加した。さらに、腫瘍組織切片による[3Ｈ]carnosincの取り込み

1哀、非標識camosinc存在下で有意に減少した。これらの結果は、癌細胞に備わる性質

を利用すれば、腫瘍組織へのペプチド類似薬物の移行性を増大させることが可能である

ことを示している。このような癌細胞に見られるオリゴペプチド輸送活性の生理的役割

については現在のところ不明である。今後、薬物デリバリーの有用性を論じるためだけ

でなく、癌細胞の生命維持機構を理解するためにも、癌細胞でのオリゴペプチド輸送活

性のメカニズムを解明することは重要であると考えられる。

【結論】本研究は、これまでの過去の知識の集積に基づき、PePT1が小腸上皮細胞刷

子縁膜に存在し、天然のペプチドと同様にペプチド類似薬物である13-ラクタム抗生物

質の消化管からの吸収に支配的な役割を果たしていることを実証した。さらにバラシ

クロビルのPcpT1による輸送が確認できたことは、PcpT1の基質認識にはペプチド結合が

必須でないことを証明するものであり、今後、経口剤の分子設計に重要な知見を与える

と考えられた。また、特徴ある生体膜輸送系を有効に利用することにより、難吸収`性薬

物の消化管吸収の改善と腫瘍組織をターゲットとした薬物の組織選択的な移行性制御の

可能性を示唆できたことは、新しい薬物デリバリーシステムの構築が可能であることを

強く示すものである。また、複数の癌細胞にみられたオリゴペプチＦ輸送活性は、薬物

デリバリーだけではなく、旺盛に増殖する癌細胞のメカニズム解明にも新しい知見を与

えることが期待される。今後、分子レベルでの実体の解明が、必要不可欠である。最後

に、本研究は、詳細な生体膜輸送研究に基づき積極的にそれを応用した薬物デリバリー

の可能性を実験的に、かつ応用的に示した点で、薬物の体内動態制御に極めて新しい概
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念を提示するものであると考える。

学位論文審査結果の要旨

当該論文に対する個別審査後，平成11年２月２曰の口頭発表における質疑応答の結果を踏まえ，協議の結
果，次の通り判定した。

本研究は，ラット及びヒト小腸からクローニングされたオリゴペプチドトランスポーターＰｅｐＴｌ遺伝子発

現系を用いて，ＰｅｐＴｌの薬物構造認識・輸送に関して以下に列挙する新規な知見を得ると同時に，オリゴペ

プチドトランスポーターの限定された組織分布特｣性を利用した組織選択的ドラッグデリバリー戦略に新しい
道を開いた。

①新たに作成した抗PepTl抗体による免疫組織染色によって，ＰｅｐＴｌは小腸刷子縁膜上にのみ発現し，
結腸には発現していないことを明らかとした。

②PepTl発現アフリカツメガエル卵母細胞を用いて，様々なβ－ラクタム抗生物質，ＡＣＥ阻害剤，バラ

シクロビルが天然のオリゴペプチドと同様に飽和型キネテイックスに従って輸送されることを実証した。

③PepTlのコード領域に対するアンチセンスＤＮＡ処理によって，ラット及びウサギ小腸由来poly(A)＋
ＲＮＡによるＰｅｐＴｌの発現がオリゴペプチド及びβ_ラクタム抗生物質の輸送をほぼ完全に抑制された

ことから，ＰｅｐＴ１はβ－ラクタム抗生物質の消化管吸収に支配的な役割を演じていることが示された。

④PepTl安定発現HeLa細胞を移植したヌードマウスにジベプチドを効率よくtargetingできることを実

証した。また，数種の腫瘍細胞にオリゴペプチドトランスポーターが発現していることを発見し，腫瘍

細胞移植実験によってジペプチドを腫瘍組織選択的にtargetingできることを示した。

以上の研究成果は，オリゴペプチドトランスポーターの構造認識・輸送特`性に基づいた薬物経口デリバリ

ー研究に貢献するばかりでなく，薬物を組織選択的にデリバリーする道を開くなど薬物動態領域に重要な知

見を与えるものであり，博士(薬学)論文に値すると認める。
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