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序論

気管から 17・23分岐した最先端部分を呼吸領域と言い、この部位には、ガス交換の場であると同

時に薬物の吸収部位としても重要となる肺の最小単位である肺胞が存在する σatton&Byron， 2007) 

σig. 1)。肺胞は、数がヒトで4-5億個であり、消化管に匹敵する 100m2以上の表面積を有する (Ochs

ら， 2004)。肺胞上皮は、 I型細胞及びH型細胞の2種類の上皮細胞から構成されており、肺胞表面

の 90%以上を覆っている I型細胞は主にガス交換の場として機能している σatton，1996; Forbes， 

2002)0 1型細胞は厚さ M・0.2μmの非常に薄い扇平上皮細胞であり、細胞内小器官に乏しく、肺胞

表面から毛細血管までのE間住は0.5-1.0凹nしかない。一方、 I型細胞聞に散在する立方形のH型細

胞は、肺胞表面の約 10%を覆うに過ぎないが、細胞数はI型細胞を上回っている。またH型細胞に

はapical側に働械毛があり、特有の細胞内小器官としてサーファクタントの産生・分泌を行ってい

るlamellar恥dyが柄主している(patton，1996; Fo巾es，2002)。肺胞表面は、このE型細胞のlamellar

加dyから分泌されるサーファクタン トを含む薄い液体の層で覆われており、 surfactantprotein、

albumin、immunoglobulinG (IgG)、岡山fe出n等の生理学的に重要なタンパク質が存在している

σ甜:on，1996)。通常、肺胞腔内のalbumin濃度は約5mglmLと、血紫中のalbumin濃度 (40mglmL)と

比較して極めて低く保たれている但出血gsら，2004)。しかし、急性呼吸窮迫症候群 (acuterespiratOl)' 

dis町田町ndrome;ARDS)や急性肺障害 (acutelung injury; ALりなどの肺浮腫時には、サーファクタ

ントの表面張力が著しく上昇し、それに伴い間質圧や血管周囲圧を低下させる。その結果、血管内

から albuminをはじめとする血柴タンパク質などが肺胞腔内に漏出し、肺水腫が形成される。 この

ため、病態からの回復

過程において albw世n

等のタンパク質の肺

胞腔からのクリアラ

ンスは重要なプロセ

スであると考えられ

ている仰are& 

Ma仙思2000)σig.2)。

肺胞腔からのタンパ

ク質のクリアランス

機構としては、マクロ

B 

Inlerstitium 

sacs 

Endothel回lcell

Fig.l. The schematic diagrams ofthe aIlway (A) (patton & Byron， 200η 
and the alveolous (B). 



ファージによる食作用、細

胞間隙輸送 (paracellular

route)、 経細胞 輸送

(回nscytosis)等の種々のメ

カニズムが提唱されている

が、これまでのタンパク質

輸送に関する研究報告や分

子サイズを考慮するとエン

ドサイトーシスを介した細

胞内取り込みと分解、ある

いはトランスサイトーシス

が最も重要な経路であると

考えられる(p甜on，1996; 

H出血19Sら， 2004)σig.3)。

また肺浮腫等の肺障害時に

は、 E型細胞の増殖因子で
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Fig. 2. Mechanisms important in the r四 olutionof acute lung 
inj町 ，and the acute respiratory distress syndrome.仰a陀&
Matthay，2倒防)

ある keratin∞:ytegrow白色.ctor(KGF)の作用によってE型細胞が増殖し、その後増殖したH型細胞

は、損傷部分の修復のためにI型細胞に形質転換することから、H型細胞はI型細胞のprogenitorcell 

としての機能を有していることが知られている ゆ1acDonald& Hill， 2002; Warburton & Bellusci， 

2004)。

近年、 バイオテクノロジーの進展により、多くのタンパク質・ペプチド性医薬品が供給されてい

るが、その多くは消化管からの難吸収性及び短い生体内半減期のため、主に甘す剤としての使用に

限定されるのが現状である (A伊 ら，2001)。患者のQualityofLifeあるいは安全性・利便性等を改善

¥ 

Paracellular route 

「一一」一一一寸

Transcellular route Alveolar space 

，-----1ー~ Type 11 cell 
Type 1 cell 

Capillary 

Fig. 3. Transport pathways across alvωlar epithelia. 
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するためにも、注射剤に代わる製剤の開発が望まれている 但釦III加n，

1995)。その候補のーっとして、吸収部位として肺に着目 した吸入剤

の開発が盛んに行われており、 これによってタンパク質・ペプチド性

製剤の全身作用を可能にすることが期待されている (Scheuchら，

2006)。上述の肺の組織学的鞘教から、 肺は一般的にタンパク質・ ペ

プチド性医薬品の吸収部位として適した環境を有すると考えられて

いる。実際に、insu1inを経肺投与した場合、 消化管や鼻のような他の

非侵襲的経路と比較してバイオアベイラピリティーが大きいことが

知られている (Owensら，2003)。このように、注射剤としての使用に

限られていた insulinの経肺投与製剤に関する研究開発が進んでおり、

臨床試験においても有効性や安全性が確認されている (Ga1anら，

2006)。また insulin以外にも、タンパク質性医薬品ではじめて吸入剤化

/ 、

Fig. 4 . Exubera⑧ 

(Masnョnd陀a&
Qua“rin，2帥め.

された薬物として、分子量剥 33，000の嚢胞性線維症治療薬の陀combinanthuman DN脱 が米国で承

認されている σrede池田nら， 2006)。さらに、タンパク質 ・ペプチド性医薬品のgrowthhonnone、

ca1citonin， granulocyte colony stimulating factor等についても肺吸収に関する研究が行われている

(Scheuchら，2006;Pattonら，2000)。

しかしながら、 insulinのドライパウダー型吸入製剤として開発されたExubera@は (M出回ndrea&

Qua位也，2006)σig.4)、皮下投与時と比較して吸収が速やかであるものの、バイオアベイラピリティ

ーは約 10%であり充分とは言い難く、改良の余地があると思われる (Gun加r& Dhand， 2007)。実際

に、insulinの肺における吸収性を高める試みもなされている (Bahhadyら，2007;Hussainら，2004)。

このよ うに、タンパク質・ペプチド性医薬品の吸収メカニズムを解明することは、 吸収性に優れた

経肺投与製剤の開発としりた観，点からも非常に重要であると考えられる。上記のa1buminの場合と

同様に、 タンパク質 ・ペプチド性医薬品の吸収メカニズムの 1っとして、 トランスサイ トーシスが

考えられるが、その詳細については不明であり、特に肺胞上皮I型細胞及びE型細胞間で比較検討

した報告は乏しい。

本研究では、肺胞表面に存在する a1bumin等のタンパク質のクリアランス機構、 及びinsulinをは

じめとする経肺投与製剤の吸収機構を解明するために、ラット肺から初代培養した肺胞上皮細胞を

用いて、 H型細胞から I型細胞への形質転換と a1buminまたは insulinの輸送システムとを関連づけ

て解析した。
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本論

第I章 ラット肺胞上皮細胞の初代培養条件の最適化

肺胞上皮は、形態的・機能的に異なるI型細胞及びE型細胞の2種類の上皮細胞から構成されて

いる。肺胞表面積的にはI型細胞が9併も以上と大部分を占めているが、細胞数で比較した場合、 E

型細胞はI型細胞数より多く存在している。これらを考慮すると、肺胞上皮細胞における物質輸送

を評価する場合、 I型細胞及びE型細胞の両細胞において比較検討し、その寄与率を明確にするこ

とは重要であると考えられる。

物質の輸送特性を詳細に評価する手法として、初vi，仰細胞モデ、ルは有用で、あり、肺胞上皮細胞に

限らずあらゆる組織の細胞モデルが汎用されている。一般に、細胞モデルは初代培養伊imaIY

culture)と株化細胞(∞llline)に分類される。初代培養は、手技の煩雑さ、限られた単再蜘胞収量等

の問題点を有するものの、株化細胞と比較してinvivoの特性をより反映したモデルとして位置づけ

られている (Steimerら，2∞5)。また、ラットを用いた肺胞上皮E型細胞の初代培養は再現性が高く、
ヒトの初代培養と比較しても、類似した特性を示すことが報告されており、ラット初代培養肺胞上

皮細胞は有用なモデルであると考えられている(Ma創出ら，1996)，

そこで本研究では、肺胞上皮細胞における物質輸送を評価するために、ラット初代培養肺胞上皮

細胞を用いた。 1970年代より、ラット肺からの肺胞上皮H型細胞の初代培養法に関して多くの報

告がなされており、 E型細胞の初代培養法が確立されている ρobbs，1990)0報告されている単離法

の中で、本研究ではRichardsらによって報告された不連続Percoll密度勾配遠心法により E型細胞

の単離を行った(Richardsら， 1987)，上述のように肺が障害を受けた場合には、その修復のために

H型細胞はI型細胞に形質転換するが、初代培養した肺胞上皮E型細胞も、通常の培養で培養日数

の増加に伴って E型細胞の特性を失い、 I型様細胞へと形質転換することが知られている (Ch田k

ら，1989)。さらに、 I型細胞自身は分裂・増殖しないと考えられており、 E型細胞は、 E型細胞だけ

でなく I型細胞のprogeni旬，rcellとしても機能している(uhal， 1997)0また、 E型細胞の形質転換を

制御する種々の因子も報告されており、これらを制御することでH型細胞の特性を保持しようとす

る試みがなされている(Wangら，2007)，一方で、 E型細胞から形質転換したI型様細胞はI型細胞

の特性を示し、 I型細胞のモデ〉レとして澗凋されている (S鈴加erら， 2005;wi副iams， 2003)，なお、 I

型細胞の単離も手技の点からは可能であり、いくつかの報告がなされているが、 E型細胞の単離法

に比べて煩雑で収量はH型細胞の約 10分の 1程度である等の理由から、その利用が制限されてい
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る (Chenら，2004;saka伊mi，2006)。

このような報告に基づき本章では、E型細胞及びI型細胞の両モデル実験系の確立を目的として、

形質転換に影響を及ぼす因子として細胞の播種密度に着目し、 H型細胞の特性を維持できる培養条

件、あるいはI型様細胞へと形質転換させるための初代培養条件の最適化を図った。

アルカリホスファターゼ活性の評価第1節

まず、ラット肺からE型細胞を単離後、培養日数に伴ってE型細胞としての特性をどの程度の速

さで失うかを検討するために、肺胞上皮E型細胞で特に高い活性が認められるアルカリホスファタ

ーゼ活性を評価した(Edelsonら， 1988)0なお単離した H型細胞は、問chardsらの報告に基づいて

35・mmcul加redishに4XI061田:l1sを播種した。単離直後のH型細胞または数日間培養した細胞のホモ

ジネートを用いて、基質であるp-m加phenylphosphateと共に3'fCで15または30分間インキュベー

トし、生成したp-nitrophenolを測定することによりアルカリホスファターゼ活性を言判面した。アル

カリホスファターゼ活性は単離直後のH型細胞が最も高い活性を示し、培養6日固まで検討したと

ころ培養日数の増加と共に速やかに活性は低下した σig.5)。

民
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第2節 ラット初代培養肺胞上皮E型細胞の形態学的変化

高密度で播種し培養した細胞は、低密度で播種し培養した細胞よりもE型細胞の特性を長期間維

持できると報告されていることから(Reynol，也ら， 1999)、高密度で培養した後に出来るだけ短期間

のうちに使用した細胞がE型細胞の特性を、一方低密度で培養し、一定期間培養することにより I

型様細胞に形質転換させた細胞が I型細胞の特性を示すと仮定した。播種密度を 1""8 X 106 

∞llsI35・mmculture dishに、また培養日数を 1""8日に変化させ、経目的に位相差顕微鏡により形態

観察を行い、最もE型細胞またはI型細胞の形態を示す培養条件を検証した。なお、形態勃視察

は細胞形態(立方上皮または扇平上皮であるか否か)に加え、 E型細胞の有する形態学的特徴であ

る加nellar加dy(層状封入体)の有無も評価の指標として行った。

まず、単離したE型細胞は播種後完全に接着するまでに2日間を要したため、 E型細胞の培養条

件として、培養期間は最低2日間必要であると考えられた。そこで、培養2日後にコンフルエント

となる播種密度を検討したところ、 4X 106 cellsl35・mmdishで播種した場合、 2日間の培養ではコン

フルエントに達しなかった σig.6A)。そこで、播種細胞数を5X 106 cellsl35・mmdishに増加させた

ところ、コンブルエントに達した σig.6B)"また、 5X106∞也135・mmdishで播種し、 2日間培養し

た細胞は立方上皮様の形態を示し、 H型細胞に特有のオノレガネラである lamellar加dyが観察された

σig.6B)。なお、 5X 106 cells/35・mmdishで播種し3日間培養した細胞は、一部lamellar加dyが消失

しかけている細胞が認められた σig.6C)。

一方、 4X106∞Usl35・mmdishで播種し6日間培養した細胞は、完全にI型様細胞に形態転換して

おらず、 lamellar加dyが一部残っていた σig.7A)"そこで、播種密度を2X 106 cells/35・mmdishまで

下げたところ、培養6日目において細胞はほぼ完全に扇平化してI型様細胞に形態転換し、 lamellar

加dyもほとんど消失していることが観察された σig.7B)。なお、播種密度を lXI06∞llsl35・mmdish

まで下げた場合、一部鱗佐化している細胞が認められた σig.7C)。従って、 5X106∞lls135・mmdish

で播種し2日間培養した細胞 σig.6B)は、E型細胞の形態を保持しており、また2X 106 cellsl35・mm

dishで播種し6日間培養した細胞 σig.7B)はI型様細胞へと形態転換しているものと判断した。
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A B C 

Fig.6.Ph魁何ontrastmicrographs after seeding isolated rat aIVωlar匂下IIepithelial ceUs. 

A: The∞Lls were cul山路dfor 2 days after seeding 4xl 06 cells/35-mm dish. B: The ceLls were cultured 

for 2 days after s民ding5xl0
6 
cells/35・mmdish. C: The∞l1s were cultured for 3 days after s民ding

5xl0
6 
cells/35-mm dish. magnification x200. 

A B C 

Fig.7.Ph魁e-contrastmicrographs a貨ers舵 d面gisolated rat 術的Iar匂官IIepithelial ceUs. 

百lecells were c叫加redfor 6 days after s民ding4xl 06 cells/35・mmdish (A)， 2xl06 ceLls/35・mmdish 
(B) or lxl06∞11s/35・mmdish (C). magnification x200. 
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第3節 I型細胞及びH型細胞特異的マーカー遺伝子のmRNA発現変動

前節においてE型細胞の形態を示した5X 106 cellsl35・mmdishで播種し2日間培養した細胞、及

びI型細胞の形態を示した2XI06回llsl35・mmdishで播種し6日間培養した細胞を用いて、 E型細胞

及びI型細胞に特異的に発現しているマーカー遺伝子のmRNA発現の解析を行った。その結果、 I

型細胞マーカーであるrattype 1 cell 4此 Daprotein (RTI 4の(Gonzalezら， 2005)、insulin・likegrowth 

factor bindingprotein 6 (IGFBP6) (Gonzalezら，2005)、muL倣 -ugresistance protein 1 a抑止la)仰cElroy&

K出戸r，2004)及びcaveolin・1(Gonzalezら，2005; McElroy & K邸戸r，2004)のmRNA発現は、培養2

日後と比較して培養 6日後の細胞において著しく高く (5・50倍)、一方 H型細胞マーカーである

sw.かtantpro.仰 B(SP-B) (Gonzalezら， 2005)及びchemo.肋 e-inducednet胤 IfJhilicchemo.緋 'actant・1

(CINC-l) (Gonzalezら，2005)のmRNA発現は、培養6日後において著しく低下していた σ-15%of 

day2)σable 1)。すなわち、各細胞のマーカー遺伝子のmRNA発現A勃庁における結果は、先の細胞

形態の結果と対応していた。以上の結果を踏まえて、 5X 106 cellsl35・mmdishで播種し2日間培養し

た細胞をE型細胞、 2X106∞11sl35・mmdishで播種し6日間培養した細胞をI型様細胞として以降の

実験を行った。

Table 1. Change in曲ee玄.pressionlevel of marker gene mRNA in rat alvω，lar epithelial cells 

Genename day2 day6 
Ratio 

{day 6/gay 2) 

Typel 回 11marker 

RTI40 0.12:t 0.07 1.55土0.19柿 12.6 

IGFBP6 0.37士0.07 2.00 :t 0.46 * 5.5 

mdr1a 0.15:t 0.10 2.17士0.65* 14.2 

伺 veolin-1 0.21土0.15 11.26土1.67柿 52.5 

Type 11 cell marker 

SP-B 1.26土0.12 0.19:t 0.02帥 0.15 

CINC-1 1.17土0.12 0.03土0.01帥 0.03 

To凶 RNAw，ぉe油田凶from血e切11scultw吋おr2 or 6 days after seeding 5 or 2xl06切llsl35・mm

dish， r時間tively.官lemRNA expression w:倍加均百dby real-'伽 ePCR Each val即時問問臨the
mean土SEof relative expression level oormalized by GAP DH mRNA (0 = 3). *pく0.05，柑t<O.OIvs. 
day2. 
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第4節小括

肺胞上皮のI型細胞及びE型細胞間における物質輸送を比較検討することを目的として、本章で

はラットから肺胞上皮H型細胞を精製単離し、初代培養肺胞上皮H型細胞及びI型細胞のモデル実

験系の確立を試みた。まず、 Percollを用いた不連続密度勾配遠心によりラット肺から肺胞上皮 E

型細胞を単離したところ、収量は約30x 106 cellslmtであり、この値は以前に報告された値と同程度

であった侭ichardsら，198η。

第1節では、H型細胞で特に高い活性が認、められるアルカリホスファターゼ活性を評価した結果、

アルカリホスファターゼ活性は、単離したH型細胞を培養した後速やかに低下した。このような播

種開始後の急激な活性低下は過去の報告と一致しており(Edelsonら，1988)、培養日数の増加に伴い

H型細胞としての特性が消失していくことが確認された。

そこで第2節では、播種密度及び培養日数を変化させることにより E型細胞からI型様細胞への

形質転換の制御を試み、 E型細胞及びI型細胞としての特性を最もよく示す培養条件を検討した。

その結果、各培養条件における細胞形態観察により、 5XI06切断35・mmdishで播種し2日間培養し

た細胞はE型細胞の形態を示し、一方2XI06切断35・mmdishで播種し6日間培養した細胞は、 I型

様細胞へと形態転議していることが確認された。

次に、 I型細胞及びE型細胞の特異的マーカー遺伝子が数多く発見されていることから、これら

のrnRNA発現を解析することにより、上記で選択されたE型細胞及びI型細胞モデ、ルとしての培

養条件が適しているか否かを検討した。今回選択した I型細胞マーカーである R'fl40、IGFBP6、

nu.か1a及びcaveo/in・IのrnRNA発現は培養 6日後の細胞において、一方H型細胞マーカーで、ある

SP-B及びCINC・1の発現は培養2日後において著しく高く、これらの結果は先の細胞形態の結果と

対応していた。Gonzalezらの報告 (2005)によると、単離したE型細胞を形質転換させたI型様細

胞と単離直後のI型細胞の聞には、 I型細胞及びE型細胞マーカーのrnRNA発現に相関性が認、めら

れないマーカーも一部存在していることが指摘されている。しかし、今回の検討したマーカー遺伝

子のrnRNA発現は、本研究における E型細胞及びI型様細胞において、各細胞のマーカー遺伝子

として合致する発現プロファイルを示した。さらに当研究室において、 I型細胞マーカ-mdr1aの

機能タンパク質である P-gly，∞pro旬inσ-gp)の機能を評価した結果、培養6日後の細胞で観察され

たP-gp機能は、培養2日後の細胞ではほとんど認められなかった(未発表データ〉。

以上の結果を踏まえて、5XI06∞llsl35・mmdishで播種し2日間培養した細胞はE型細胞モデルと

して、 2XI06回 llsI35・mmdishで播種し6日間培養した細胞はI型細胞モデルとして活用できるもの

と判断した。
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第H章肺胞上皮細胞における各種高分子物質の取り込み活性の比較

肺胞上皮におけるタンパク質の輸送に関して、これまでに多くの研究がなされている。例えば、

肺胞腔中に存在するタンパク質としてalbw曲、 IgG及び回nsferrin等については、関与するレセプ

ターの情報も含め、肺胞上皮細胞における輸送機構に関して既に報告がなされている侭加&Malik，

2003)0しかし、各タンパク質問の輸送活性の違いや、 I型細胞あるいはH型細胞のいずれで輸送効

率が高いかに関しては不明な点が多い。そこで本章では、第I章において確立したE型細胞及びI

型細胞モデルを用いて、代表的な高分子物質のクリアランスを比較検討した。さらに、本研究のM

vI，仰における結果を初vIVoへ外持することを視野に入れて、肺における各種タンパク質の取り込み

に対する、 E型細胞及びI型細胞の寄与率の算出を試みた。

第1節 DNA量測定に基づいた細胞数の評価

一般に、細胞における物質の取り込み活性の評価法として、細胞タンパク当たりの取り込み量が

用いられる。しかし、肺胞上皮における物質取り込みに対するE型細胞及びI型細胞の各寄与率を

算出するためには、肺における各細胞の細胞数あるいは表面積に関する情報に基づいて、細胞当た

りあるいは表面積当たりの取り込み活性を至訓面する必要があると考えられる。そこで本研究では、

E型細胞及びI型細胞モデルにおける細胞数を、DNA量から推定することにより細胞当たりの取り

込み活性の算出を試みた。まず単離直後の既知数のH型細胞を用いて、そのDNA量を測定するこ

とにより、 E型細胞1個当たりのDNA量を7.0pgと算出した。一般に細胞のDNA量は、細胞種に

よらず不変の値 (7.0P'i/'田町を示し江>owns&Wi凶nger，1983)、今回の値はこの値と一致するもので

あった。次に、先の章で確立したE型細胞及びI型様細胞として使用する場合の培養条件において

DNA量を測定し σig.8A)、この値を7.0p'i/I∞11を用いて細胞数に換算した σig.8B)，さらに、 DNA

量の測定を行ったサンプルのタンパク量も測定することによりタンパク量当たりの細胞数を算出

した結果、E型細胞は132X106 cellslmgprotein、I型様細胞は5.7x 106 cellslmg proteinとなった σig.

8c)0 II型細胞における値はI型様細胞の約2.3倍であり、この結果は、 E型細胞の方がI型細胞よ

りも小型な細胞であるという事実と対応していると考えられる。

-10 -



C 
_ 15∞ 
c 
書1250
hEL --

55孟
53500 
言250
。
Type 11 cell Type I-like cell 

B 

∞

∞

∞

∞

 

a句
向

。

内

4

4

E

{zg百
E
E
・凶円亙

-8マ
O
F
X
)

』

E
EコE
=

曲。
。

A 

。
Type 11 cell Type I-like cell 

n

u

a

u

n

u

 

内

4

4

E

a

，

吉
田
一
万

E
E
・ω目
立
。
ユ
)

H
E
S
C
0
0
〈

Z
ロ 5 

Type 11 cell Type I-like cell 

Fig.8. Quanti胞tiveanaIysis ofDNAωntentand回目number in rat aIV回IIarepithelial田:IIS.
A:DNAcon臨lt戸r35・mmdish was measured in alvlω，lar type n and ty戸I-like田lls.B:百leDNA
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nUIllber阿 mg∞H卵白in.E叫∞lUIllflrepre蹴 lts血em回n土SE(n=3).

第2節 各種高分子物質の取り込みクリアランスの比較解析

H型細胞及びI型様細胞において、各種高分子物質の31'Cにおける取り込みクリアランスを、ま

ずタンパク量当たりで算出した後 σig.9A)、第1節で求めたタンパク量当たりの細胞数を用いるこ

とにより細胞1個当たりの取り込みクリアランスに変換した σig.9B)。なお、各基質の取り込み量

は、fluore釦e泊i回出∞yanateσITC)標識体を用いて定量した。その結果いずれの評価法においても、

mC-albumin及び FITC-insulinの取り込みクリアランスは他の高分子 σITC-IgQFπC-trans島凶n，

mC-dex回n;4及び70ωa)と比較して極めて高かった。De油加は液性エンドサイトーシスマー

カーであり、その取り込みに特殊な輸送系は関与しないと考えられている。従って、albuminやinsulin

の取り込み過程には、何らかの特殊な輸送システムが関与することが示唆された。さらに、細胞当

たりの取り込みクリアランスで評価した場合、検討した高分子物質の中で、FITC-albumInの取り込み

クリアランスが最も高く、またE型細胞における値はI型様細胞と比較して高値を示した。一方、

mC-insulinにおける検討では両細胞でほぼ同程度の取り込みクリアランスを示した。
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Albwnin及びinsulin取り込みに対する肺胞上皮E型及びI型細胞の寄与率の算出第3節

肺胞表面におけるH型細胞及びI型細胞の寄与率を算出するために、肺における細胞数比、 E型

細胞数:1型細胞数=1.5: 1を用いた σa肌 1996)。温度依存的な取り込みクリアランスは、

FITC-albw凶nではE型細胞:1型細胞=2.4: 1であったことから、細胞数比を用いることにより取り

込みの寄与率はE型細胞:1型細胞.=78:22と見績もられた σig.l0)。またFITC-insulinにおいては、

取り込みクリアランスがH型細胞:1型細胞，=0.77:1であったことから、寄与率はE型細胞:1型

FITC-insulin FITC-albumin 

細胞=54:46と算出された σig.l0)。
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Fig.l0. Up凶recl回ran偲 per白目。fFlTC-album面andFlTC-ins凶inin alvω，lar type 11 and type 

I-Iike ceUs. 
百leuptake ofFITC-albumin or FITC・insulinw値目白m鈴dbysub回cting∞11surfa∞binding at 40C 
from旬凶cellas蜘 iationat 370C in type 11 (open∞lwnn) and type I-like (closed∞lwnn)∞:lls.Each 
∞lwnnrep向田ntsthem回n土SE(n = 3-4). **p<O.Ol VS. type 11回11.
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第4節小括

第l節では、 invii仰の細胞実験により求められた取り込み活性から、 invivoすなわち肺全体での

取り込み活性を予測することを目的として、細胞1個当たりの取り込み活性を評価した。肺での取

り込み活性を予測する方法として、形態的に異なる 2種類のE型細胞及びI型細胞の細胞数あるい

は表面積の情報に基づいた評価法が考えられる。本実験条件では、各細胞の表面積を正確に算出す

ることは困難と考えられたため、各細胞の細胞数を音羽面することにより invivoへの外挿を試みた。

本研究では細胞数を評価するために、細胞のDNA量を測定した (C邸aroneら，1979)。なお、トリプ

シン処理により細胞を単一にし、これらをカウントすることにより細胞数の評価を試みたが、完全

に単一にすることが困難であり正確な呈訓面は不可能であった。単離直後のE型細胞のDNA量 (7.0

pg/I田11)、E型細胞・I型様細胞のDNA量及びタンパク量により、タンパク量当たりの細胞数を見績

もったところ、 E型細胞の値はI型細胞の約23倍となった。この結果は、 E型細胞の方がI型細胞

よりもIJ型の細胞であることと対応していると考えられる。

この値を用いて第2節では、細胞1個当たりの各種高分子物質の取り込み活性を算出した。その

結果、E型細胞及びI型様細胞共にFITC-a1bUI凶1及びFITC-insulinの取り込み活性が特に高くかっ、

これらは dex加nの取り込み活性よりも極めて高かったことから、何らかの特殊な輸送システムが

関与していることが示唆された。

第3節では、 FITC-a1bUIsin及てy.FITC-insulinの温度依存的な取り込み湖由こついて、肺における

H型細胞及びI型細胞の寄与率の算出を試みた。ここでは、肺においてE型細胞はI型細胞よりも

約1.5倍多く存在していると仮定することにより、各細胞の寄与率を見積もったσ甜on， 1996)0温
度依存的な細胞1個当たりの取り込みクリアランスから算出したところ、肺におけるFITC-a1bUIsin

の取り込みの寄与率はE型細胞:1型細胞.=78:22と見績もられた。また、肺におけるFITC-insulin

取り込みの寄与率はH型細胞:1型細胞.=54:46となった。現在のところ、肺における E型細胞及

びI型細胞の寄与率を見績もった報告は見当たらな1t¥従って今回の手法は、肺胞上皮細胞を用い

た物質輸送実験の結果から、初vivoでの外挿を視野に入れた肺における輸送効率を予測する上で有

用であると考えられる。また、細胞の有する取り込み能力に基づいて考えた場合、 E型細胞は表面

積的に占める割合は小さいものの細胞数ではI型細胞よりも多く、特にa1bUIDinに関してはH型細

胞で高い取り込み活性を示したように、 E型細胞はタンパク質の取り込みにおいて重要な役割を担

っていることが示唆された。
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第田章肺胞上皮細胞におけるalbur凶n輸送特性の解析

第E章において、FITC-albuminの取り込み活性は他の高分子物質 (insulin、IgG、回nsferrIn、dextran)

と比較して、 E型細胞及びI型様細胞ともに高いことが示された。これまでに、 albuminのようなタ

ンパク質の輸送機構に関する研究から、最も可能性のある経路としては、エンドサイトーシスによ

る取り込み経路が有力である 0弘stingsら，2∞4;Kim & Malik， 2003)。エンドサイトーシスは、小胞
形成に関与する機能タンパクの違いにより分類した場合、主にクラスリン介在性及びカベオラ介在

性エンドサイトーシスに分類される (Conner& Schmid， 2∞'3; Mayor & Pa伊no，200ησig.11)。クラス
リン被覆小胞は、クラスリン重鎖と軽鎖各3本からなる三胸精造が、受容体タンパク質やアダプタ

ータンパク質AP2と共に形成するサッカーボール様の膜陥入構造体である(直径~120nm)。クラス

リン介在性エンドサイトーシスは、細胞質側をクラスリンで覆われた膜領域がくびれて陥入した後、

小胞として摘み取られるものである。エンドサイトーシス経路の中でクラスリン介在性エンドサイ

トーシスは最もよく研究されており、この経路を介して内在化するレセプターも回nsfe出nreceptor、

low density lipoprotein rec叩旬Ir(LDLR)伽凶ly等、数多く報告されている(Conner& Sclu凶d，2003)，

一方、カベオラとは直径~nmのフラスコ状の層部品入構造体であり、クラスリンとは形態的に異

なる全く別の物質取り込み装置であると考えられている。カベオラは、カベオリンというタンパク

質より形成され、一部の細菌毒素やウイルスの細胞内侵入経路であることも明らかになっている。

また、カベオラにはコレステロールやスフィンゴ糖脂質などの脂質に加え、 Gタンパク質や各種キ

ナーゼなどの細胞内情報伝達に関わるタンパク質が集まっており、細胞内情報伝達装置でもあると

言われている(Conner& Sclu凶d，2∞'3;Mayor & Pagano， 2007)。
これまでに、肺胞上皮n型細胞におけるalbuminの取り込みには、即60(;剖bondin)及びカベオラ

が関与することが報告されている(Johnら，2001)。一方、当研究室の検討では、培養肺胞上皮E型

細胞R回~1Nにおける albumin の取り込みには、クラスリン介在性エンドサイトーシスが関与する

ことを報告した(Yumotoら，2006)，従って、肺胞上皮E型細胞におけるalbuminの取り込み機構に

関しては未だ議論の余地が残されている。さらに、 I型細胞におけるalbuminの取り込みに関しては

報告が少なく、 E型細胞との直接比較も行なわれていなし九

そこで本章では、 FITC-albuminの取り込み機構について、エンドサイトーシス経路を中心に E

型細胞及びI型様細胞間で比較検討した。
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Fig. 11. The c1assitication of endocytic pathway (Mayor & Pagano， 200η. 

第 l節目TC-albuminの細胞内移行の基本特性

Alburninは分子量約67，000の酸性タンパク質で、血中に豊富に存在しており、血柴中タンパク質に

占める割合は約60%である。Albununは主に腰質浸透圧の調節に関与しているが、アミノ酸、リン

脂質、 ホルモン、ビリノレピン、薬物など様々な物質のキャリアとして、生体の恒常性維持に重要な

役割を果たしている σ弘川但s，2006)。本章では、 FITC-alburninを用いて、ラット初代培養肺胞上皮

細胞における取り込み特性について検討した。

FITC-alburninの細胞内移行特性を解析するために、まずFITC-albunun取り込みの時間及び温度依

存性について検討した。なお、以降の検討では、取り込み活性は細胞タンパク量当たりの取り込み

量により評価した。3プCにおけるFITC-albwninの取り込みは、 E型細胞及びI型様細胞共にインキ

ュベーション時間60分までほぼ直線的に増加した σig.12A)。また、 H型細胞における取り込み活

性がI型様細胞よりも高い活性を示したことは、 前章で述べたことと一致していた。一方、インキ

ュベーション60分における 4
0
Cの値は、3プCに比較し顕著に低く、明確な温度依存性を示した σig.

12B)。さらに、共焦点、レーザー顕微鏡を用いて、 FITC-alb山由n(50μ.glmL)と3アCまたは40Cで60

分間インキュベーションしたH型細胞を観察したところ、 3iCにおいては細胞内にFITCの蛍光が

点状に認められたが、4
0
Cにおいてはほとんど認められなかった σig.13)。これらの結果より、 H

型細胞及びI型様細胞における F汀C-alb山叫n取り込みには著しい温度依存性が認められ、特殊輸送

系の関与が考えられた。
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Fig. 13. Conf侃 al加町民祖国ngmicrographs of type n epithelial cells. 
A丘erFITC-albumin (50μglrnL) uptake by type II cells grown on gl出sbo抗omc凶加redishes for 60 

min at 370C (A) or at 40C (B)， ceUs were ob田rvedby confocallaser scanning microscopy. 
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そこで、 E型細胞における FITC-a1bumin取り込みの濃度依存性について検討した。その結果、

さらに、FITC-a1bUI凶n取り込みは非線形性を示し、飽和過程の存在が示された σig.14)。

Eadie-Hofs協 plotにより解析したところ、 FITC-a1b凹ninの取り込みには、親和性の異なる少なくと

も2種の取り込み機構の存在が示唆された σig.14)。また、Michaelis・M印刷式より、速度論的パ

ラメーターを算出したところ、Table2に示す値が得られた。さらに、以後の実験に使用した50μ.glmL

における各輸送システムの寄与率は、高親和性輸送が 98%、低親和性輸送がo.併も、非特異的な輸

送(結合)が1.1%と算出された。
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Tablel.回neticparameters ofFITC-albumin upωabyalv伺，lar勿peIIceUs.

K Vmax 附n

(IJUhlmg protein) (lJglhlmg protein) (mglmL) 

2.00 
23.7 0.076 Higha而nity

50.8 

-18 -

30.5 

百le田伊rame加'SWI町田由m飽dbyana1y泊g也担σig.14A) using Michaelis-Menten叫凶tion.
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Michaelis-Menten equation 

Vmax1・S . Vmax2・S + K.S 
Km1 + S Km2+ S 

V:蹴 ofFITC-albuminu附ke(阿hlmgprotein) 
Vmax: maximal rate ofFITC-albumin (μ.glh/mg protein) 
Km: Michaelis-Men蜘∞出回lt(mglmL)
K: diffusionlbinding∞凶凶lt(μlhImgprotein) 

S:∞n∞凶説onofFITC-albumin (mglmL) 

第2節目TC-albw凶n取り込みのエネルギー依存性

エンドサイトーシスは、多数の因子が協調的に働くことにより細胞膜の一部が陥没して細胞内に

物質を取り込む、エネルギーを要するダイナミックなイベントである。また、レセプタ一介在性エ

ンドサイトーシスの制御因子の 1っとして、エンドソーム内の酸性化が挙げられる(Nelson& 

Harvey， 1卯9)。細胞内に取り込まれたリガンドとレセプターの解離に、このエンドソーム内の酸性

化が必要であり、酸性化はエンドソーム膜に存在するv邸uolarW-ATP，脱がエンドソーム内にプロ

トンを供給することによりなされることが知られている刷出on&泊四郎1卯9)。

そこで、 FITC-albuminの細胞内移行に及ぼすエネルギー代謝阻害剤 ωdiumazide (NaN3)、

2，4-d凶回'phenol(DNP)の影響、及びvacuolarW -ATP，ぉe~且害剤 bafilomycinA} (BAF)の影響につい

て検討を行った。まず、 NaN3、DNPで10分間前処置した後、それらを町C-albuminと共存させて

取り込み実験を行ったところ、 FITC-albuminの取り込みはE型細胞で、はコントロールの約 10-20%

まで、 I型様細胞ではコントロールの約35%まで低下した σig.15)oBAFは30分間の前処置のみ行

い、その後細胞を洗浄し、 FITC-albw凶nを添加しインキュベーションしたところ、 E型細胞ではコ

ントロールの約1郡もに、 I型様細胞では約400もに有意に低下した σig.15)。従って、 E型細胞及びI

型様細胞いずれにおいても、 FITC-albuminの細胞内移行にエネルギー依存性及びレセプタ一介在性

エンドサイトーシスの関与が示された。
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F抱:.15. Effi舵tsof me旬加Ucinhibito四 anda vacuolar I互にATPaseinhibitor 00 FITC-albumin 

uptake by alvωlar勿pen (A) aod type I-Iike (B) epitbe，)jal ceUs. 
百leu仰keof FITC-albuminσo附'mL)w，錨m郎副吋at370C for 60 min. Cells were蜘制wl血
10 mM sodium azide (NaN3) plus 5 mM 2-dω，xy-D-g1u∞田(2∞G)，1 mM 2，4-d凶航司phenol(DNP)， 
or 100 nM bafilomycin Al (BAF). Each column問pre田ntsthe mean土 SE(n = 3・6).柿'p<O.01vs. 
∞ntrol. 

第3節 町rC-alb田凶nのエンドサイトーシス機構の解析

前節において、 レセプタイト在性エンドサイトーシスの関与が示唆されたことから、その詳細な

機構について検討した。まず、 FITC-albuminの細胞内移行におけるクラスリン介在性エンドサイト

ーシスの関与についてE型細胞及びI型様細胞間で比較解析した。 2種類の阻害剤、すなわちクラ

スリンと被覆小胞の結合に必要となるアダプタータンパク質AP・2のクラスリン小胞への集合を限

害する chlOIproma泊施(CPZ)(Wangら， 1993)及びクラスリンの隣り合う 2つのシステイン残基と結

合し、安定な 5員環構造を形成することでクラスリン介在性エンドサイトーシスを阻害する

phenylarsine oxideσ'AO)侭uckertら，2003)を用いて検討を行った。なお阻害剤は、 PAOでは 10分間

の前処置のみ、 CPZでは 10分間の前処置に加えてFITC-albuminと共存させてインキュベーション

中も処置を行った。CPZ及びPAO共に、E型及びI型様細胞いずれの細胞においても、FITC-albumin

の取り込みを低下させた σig.16)。また、 これらの阻害剤の阻害効果は、 E型細胞の方がI型様細

胞よりも強し可頃向を示したことから、クラスリン介在性エンドサイトーシスの寄与はE型細胞の方

が高いことが推察された。
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F培.16.Effiぽ飽ofinhibitorsof cla曲巾.-mediatedendocy伽 isonFITC・album恒up凶 reby
aIV回lartype n (A) and type I-Iike (B) epi曲elialcells. 
百1eup匂keofFITC-a1bumin (50阿'mL)w;部 m伺組制at370C for 60 min. CelIs were trea凶 wi白
斜.4μM(30μ，glmL) chlOlpromazine (CPZ) or 3μM phenylarsine 0討deσ'AO)ぉ describedin 
Ma凶a1sand Methods. Each∞lumn represents血em，倒1土SE(n= 3).帥p<0.01vs.∞ntrol. 

さらに、クラスリン介在性エンドサイトーシスを阻害することが知られている、高浸透圧及びカ

リウム枯渇処置の影響についても検討を行った。これらの処置は、膜に介在しているクラスリン格

子を取り除き、クラスリン被覆小胞を消滅させることにより、クラスリン介在性エンドサイトーシ

スを臨書すると考えられている但加鎚nら，1993)，高浸透庄処置は、高浸透圧buffi釘 (920mOsm)で

プレインキュベーションした後、基質を含む高浸透圧bufferでインキュベーションを行った。カリ

ウム枯渇処置は、まず、カリウムフリーの低浸透圧(146m伽 n)bufferで5分、続し、てカリウムフ

リーの等張bu島r(311 mO掴1)で5分プレインキュベーションすることにより、細胞質内のカリウ

ムを枯渇させた。その後、基質を含むカリウムフリーの等張bufferでインキュベーションすること

により一割面した。その結果、カリウム枯渇処置では但害効果が小さいものの、両処置により E型細

胞及びI型様細胞におけるFITC-a1bun由取り込みは阻害された σig.17)0
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ラット初代培養肺胞上皮細胞に、クラスリン構成要素の 1つであるclatl凶1heavy chainのまた、

mRNAが発現しているか否村閥、したところ、E型細胞及びI型様細胞共にmRNA発現が認められ

た σig.18)0
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以上の結果から、 E型細胞及びI型様細胞において albuminはクラスリン介在性エンドサイトー

シスにより取り込まれ、何らかのレセプターが関与することが示された。A1buminを取り込むレセ

プターとして、腎近位尿細管細胞においてメガリン及びキュピリンの関与が報告されており

(Christensen & Birn， 2001 & 2002)、これらのレセプターは肺胞上皮E型細胞においても発現している

との報告がある(Kolleckら，2002)。そこでR下PCRにより、本研究において確立した初代培養条件

で培養した肺胞上皮E型細胞及びI型様細胞においても発現しているか否か確認した。その結果、

プライマーから予想される位置に(メガリン，646bp;キュピリン，652bp)、ポジティブコントロール

として用いたラット腎皮質、 H塾細胞及びI型様細胞全てにおいてメガリン及びキュピリンm胎 ..J"A

由来のバンドが検出された σig.19)。なお、逆転写を行わなかったサンプルに(RT(ー))については

バンドが検出されなかったことから、検出されたバンドはゲノム DNA由来のものではないことが

確認された。
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次に、クラスリン以外でよく知られているカベオラ介在性エンドサイトーシスの関与について解

析した。阻害剤としてまず、 indomethacinσND)を用いた。町Dは、カベオラの内在化と細胞膜ベ

シクルのリサイクリングを阻害すると言われている(vi蹴rら， 2ω4)0別Dを 10分間前処置後、

FITC-albw凶nと共存させてインキュベーションしたところ、 FITC-albw凶nの取り込みは両細胞にお

いて変化しなかった σig.20)。さらに、他のカベオラ介在性エンドサイトーシス阻害剤である

ny蜘血1(NYS)及びmethyl-fkyclode出 n例CD)の影響ついても検討した。 NYS及びMCDは、カ

ベオラ形成に必要な細胞膜のコレステロールを膜から引き抜くことにより、カベオラ形成を阻害す

ると報告されている侭加ら，2007;Si民法arski&whi伽ker，20位)。阻害剤処置は、別Dと同様に10

分間の前処置に加え、基質と共にインキュベーションすることにより行った。その結果、別D及び

MCDいずれも、両細胞におけるFITC-albwnin取り込みに対して阻害効果は認められなかった σig.

20)。従って、 E型細胞及びI型様細胞におけるFITC-albwnin取り込みには、カベオラ介在性エンド

サイトーシスは関与しないことが示された。
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E型細胞内移行後の FITC-albwninの分解消失第4節

一般に、細胞内に取り込まれたタンパク質やペプチドは後期エンドソームを経由してリソソーム

へ移行し分解される経路、あるいはインタク トなままトランスサイトーシスされる経路が考えられ

リソソームは膜に存在する ATP依存性のプロトンポンプにより、内部はpH5付る (Gekle，2005)。

近に維持されており、酸性領域に至適 pHをもっ加水分解酵素が局在している。また、 E型細胞は

オルガネラが発達しており、リソソームが柄主している尽Jbal，1997; Johnら，2001)。一方、 I型細胞

はオルガネラがほとんど存在していないと言われており、リソソームはほとんど機能していないと

考えられる 尽Jhal，1997)。そこで、 H型細胞内に取り込まれた FITC-albuminの分解消失について

pulse-chase解主斤を行った。2日間培養した細胞にFITC-a1bumin(50μ.glmL)を添加後 60分間インキ

ュベーションし、 FITC-a1buminを含まないbu島rに置換した後、さらにインキュベーションした時

の細胞サンプルを用いて SDS-PAGEを行った後、ゲル中の蛍光をフルオロイメージアナライザーで

検出した。

その結果、分子量約 67，000付近にインタクトな FITC-a1buminのバンド及びゲル先端に分解した

また横軸に時間、縦軸に細胞内のインタク トなFITCと思われるバンドが検出された σig.21A)。

このプロットから、イFITC-a1buminの残存量(%ofO min)をとり片対数プロットした (Fig.21B)。

ンキュベーション時間依存的に細胞内のインタクトなFITC-a1buminは減少、し、経時的に分解されて

いることが確認された。また、プロットは直線性を示したことから、細胞内から l次過程に従い消

失することが示され(ke=O.0088min-')、その細胞内消失半減期は約 80分と算出された。
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第5節肺胞上皮細胞における FITC-albuminの経細胞輸送

肺胞上皮細胞においてFITC-albur凶1は、クラスリン介在性エンドサイトーシスによって取り込ま

れることが明らかlこなった。ラット初代培養肺胞上皮細胞において albuminは、 apical側から加田I

側の方向依存的に輸送されることが報告されている例縮凶awaら， 2000;阻mら， 2003)。そこで、

本研究で初代培養したラット肺胞上皮細胞において叩i伺1側から加調1側へalbuminが輸送されてい

るか否か検討した。

E型細胞としての増殖には、日brobl制 gro叫 1白C旬fσ'GF)白milyであるKGFσGF-乃が関与して

いることが知られている仰acDnald& Hill， 2002)0また、 E型細胞からI型細胞への形質転換は、

岡田fonninggro叫 1白ωrslσ'GFsl)によって制御されていると言われている(Bhaskaranら，2006)。

KGFは、炎症性サイトカインやステロイドホルモン等の府般によって、繊維芽細胞及び微小血管内

皮細胞から分泌され、パラクリンによって作用する φ1ac加ald&阻止2002)。一方、 TGFslは肺胞

上皮細胞から分泌され、その分泌の程度によってE型・I型形質転換がオートクリンによって制御さ

れている(Bhaskaranら， 2006)。そこで、このようなinvivoに近い培養条件にするために、 KGFを

添加した培地を用いて、単離したII型細胞をTranswelI唖上で培養し、6日後に輸送実験に使用した。

この時の膜抵抗値(回m叩他elialel訓 icalresis剛院TEER)は約5000・cm2であり、報告されている

TEER値と比較して低かった例臨曲awaら，2ωO;Kimら，2ω'3)。そこで本実験では、開問問llularro臓

を介して輸送される FITC-albw凶nを補正するために、出odan血 Biso也i∞:yanate標識 dextrran

侭ITC-de油加)(-70kDa)を用いダブルトレーサー解析を試みた。今回用いたdex加nは、 albur凶nと

同程度の分子量約70，000のものを用いた。 RITC・de油加の輸送量で補正したところ、 FITC-albumin

のapicalからbasal方向への輸送が観察され、インキュベーション5時間後において凶剖側へ輸送

された量は、叩ical側に添加したFITC-albw叫nの約0.76%となった σig.22)。
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第6節小括

前章において FITC-albuminは、 E型細胞及び I型様細胞共に FITC-insulin、FITC-IgG及び

FITC-transferrinに比べて取り込み活性が高く、また取り込み過程には何らかの特殊な輸送システム

の関与が示唆された。また、 H型細胞における取り込み活性はI型様細胞よりも高いことが明らか

になった。そこで本節では、エンドサイトーシス経路を中心にFITC-albuminの取り込み機構につい

て、 E型細胞と I型様細胞間で、比較検討を行った。

まず第l節では、 FITC-albw凶n取り込みの基本側室を音刊面した。 E型細胞及びI型様細胞共に、

FITC-albumin取り込みはインキュベーション 60分まで時間依存的に増加した。また、取り込みに

は両細胞共に著しい温度依存性が認められ、このことはE型細胞において共焦点レーザー顕微鏡観

察によっても確認した。またE型細胞を、リソソームを染色するLy:回，Trackerredでインキュベーシ

ョンしたところ、リソソームと同様に内部pHが酸性であるlamellar加dyも染色された (Chanderら，

1986) (白tanot shown)。しかし、共焦点レーザー顕微鏡で観察されたlamellar加dyの細胞内局在は

FITC-albw凶nの局在とは異なるものであった。このことから、 E型細胞によって取り込まれた

FITC-albuminはlarnellarbodyには新子せず、 RLE-61N細胞で示されたように、一部リソソームに移

行する可能性が考えられる(Yumo加ら，2006)。

さらに、H型細胞におけるFITC-albun由取り込みの濃度依存性について検討したところ飽和性を

示し、少なくとも2種の取り込み機構の存在が示唆された。また、 H型細胞の高親和性輸送におけ

るKm値は、培養E型細胞RLE-61Nでの値 (0.13mglmL)と同程度であった σumoω ら，2006)。

そこで、高親和性輸送が98%を占める 50μ.glnιのFITC-albuminの取り込み特性を検討した。エ

ネルギー代謝阻害剤の影響について検討したところ、 E型及びI型様細胞共にFITC-albumin取り込

みは有意に臨書され、エネルギー依存性が示された。

また、レセプタ一介在性エンドサイトーシスの関与について、 vacuolarW-ATP蹴阻害剤である

BAFを用いて検討を行ったところ、両細胞共にFITC-albumin取り込みは有意に阻害された。また、

vacuolar It岨?蹴の阻害によりレセプタイト在性エンドサイトーシス活性が低下したことを示す

報告がある (Sぉ誌iら， 2001; 11北anoら， 2004)。以上の結果より、 E型細胞及びI型様細胞における

FITC-albw叫n取り込みには、エネルギー依存的なレセプター介在性エンドサイトーシスが関与する

ことが考えられた。この結果は、ラット初代培養肺胞上皮細胞において、 a加凶がレセプタ→ト

在性エンドサイトーシスによって取り込まれるという報告と一致するものである(Mats北awaら，

2∞0;回mら，2ω13)。次に、レセプタイヤ在性エンドサイトーシスの中で最もよく知られているクラ
スリン及びカベオラ介在性エンドサイトーシスの関与について検討した。クラスリン介在性エンド
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サイトーシスの阻害剤及び阻害処置を用いて検討したところ、 H型細胞及びI型様細胞のいずれに

おいてもFITC-albumin取り込みは減少した。従って、肺胞上皮細胞におけるalbumin取り込みには

クラスリン介在性エンドサイトーシスが関与していることが考えられた。また当研究室において、

培養肺胞上皮H型細胞RLE-61NにおけるFITC-a1buminの取り込みにはクラスリン介在性エンドサ

イトーシスが関与することを報告しており、これは今回の結果を支持するものである(Yumoω ら，

2006)。

さらに、カベオラ介在性エンドサイトーシスの関与についても検討したところ、両細胞において

この経路の阻害剤によってFITC-albuminの取り込みは阻害されなかった。今回の結果とは対照的に、

ラットから初代培養したH型細胞におけるalbumin取り込みには、卸60及びカベオラが関与すると

の報告がある σo加ら，2001)。しかし、第1章においてE型細胞は伺V∞lin・1のmRNA発現が極め

て低いことが確認されσhl>le1)、また伺Vωlin-lのタンパク発現は肺胞上皮E型細胞において低い
ことが確認されている(Campbellら，1卯9)0さらに上述のように、培養肺胞上皮E型細胞RLE-61N

においてクラスリン介在性エンドサイトーシスは関与するが、カベオラ介在性エンドサイトーシス

は関与しないことを報告している(Yumoω ら，200の。従って、少なくともE型細胞においては、カ

ベオラ介在性エンドサイトーシスはalbumin取り込みに関与しないと考えられた。

一方、I型様細胞で観察されたalbuminの取り込みがI型細胞自身の有する特性を反映したもので

あるか、それともE型細胞の特性が残存していることに由来するものであるかは断定出来ない。 E

型細胞と I型様細胞においてalbun血の取り込み機構が同様であったことからは、前者の可能性が

考えられるが、 p-卸機能がE型細胞及びI型様細胞間で異なっていた(未発表データ)ことを考え

合わせると、後者の可能性も否定できない。

クラスリン介在性エンドサイトーシスに関与するレセプターの中で、 albuminのエンドサイトー

シスに関与するものとしてメガリンやキュピリンが知られており、これらは特に腎臓における

albuminのエンドサイトーシスにおいて重要な役割を担っていることが報告されている

(Christensen & Birn， 2001 & 2002)0メガリンやキュピリンの発現は、ラット初代培養肺胞上皮E型細

胞においてタンパクレベルでの発現が確認されており侭olleckら，2ω12)、本実験において用いたE

型細胞及び I型様細胞においても、mRNA レベルでの発現を確認した。また、今回算出された E

型細胞におけるぬn値 (76μg1mL)は、腎近位尿細管上皮細胞で求められた値σ・20μ，glmL)と近い
ものであった (Gekle，2005)。さらに、これらの値はラットから精製したキュピリンと albuminの解

離定数Kd0.63 J.1M (40 ~mL)とも近似していた(Birn ら， 2(00)。さらに最近、見虫の中腸において、

albuminのエンドサイトーシスにメガリン様レセプターの関与が報告され、またalbur凶n取り込みの

ぬn値も2凶1(133μg1mL)と近似していた(白崎巾lliら，2008)0これらのことから可能性の1っと
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して、メガリン及びキュピリンがE型細胞及びI型細胞における albuminの取り込みに関与するこ

とが示唆される。しかし、この仮設を支持する直強的なエピデンスは現段階では見当たらず、siRNA

(small inte品:res田 RNA)等のレセプターを同定するための更なる研究が必要である。一方、当研究

室のRLE-61N細胞における検討では、 nativealbumin (非標識albumin)の見かけのKm値は、 10.6

mglmL(l58凶0と同細胞におけるFITC-albm凶1の高親和性輸送の胎n値に比べて高い{直を示すこ

とを報告した(y町noω ら， 2006)。今回の初代培養肺胞上皮細胞ではnativealbuminの親和性につい

ては検討していないため、レセプターに関して議論するには、この点についても検討を加える必要

があると考えられる。また、親和性の異なる2つの結合部{立をもっ1種類のレセプターが関与して

いるか、親和性の異なる2種類のレセプターが関与しているかは不明であり、これに関しても更に

詳細な検討を行う必要がある。

次にpul田・ch蹴解析により、H型細胞内に取り込まれたFITC-albuminの挙動について、SDS・.PAGFJ

フルオロイメージアナライザーを用いて検討した。その結果、 E型細胞内の町rC-alb山凶nは経時的

に分解し、その消失半減期は約80分と算出された。この値は、阻.. E-61N細胞において同様の検討

を行った時の値とほぼ一致していた。なお、今回の検討では共焦点顕微鏡観察によってリソソーム

とFITC-albw凶1の局在は確認が出来なかったものの、 RLE-61N細胞での場合と同様に、細胞内に

エンドサイトーシスされたFITC-albm凶nは一部リソソームで分解を受けるものと考えられる。

さらに、肺胞腔側から細胞内に取り込まれた後、血中方向へ輸送されるか否か検討するために

Transwe1l8を用いて検討を行った。 RITC-de油加 (70kDa)の輸送量で補正することにより

FITC-albuminのapical側から basal側への輸送を評価したところ、輸送が確認された。今回の検討

では、 H型細胞の維持因子として知られているKGFの存在下で培養を行った。一般的に、 H型細胞

及びI型細胞として評価するためのTranswell'唾上での培養条件としては、培地へのKGFの糊日の有

無により培養条件を変化させて行っている報告が主流である(Wideraら，2003; Bahhadyら，2008)0

実際に、 Trm凶welI唖上に播種したE型細胞をKGF存在下で培養を行い、非存在下と比較してH型細

胞マーカーの発現が高く、 I型細胞マーカーの発現が低いことを示す報告がある(Borokら，1998a&

1998b)。しかし、 KGFの有無のみでは、 E型細胞及びI型細胞モデルを確立するには不充分である

可能性がある。さらに、KGFの有無て培養した細胞において、マーカー遺伝子の発現を確認する等、

細胞特性の解析も同時に行った上で輸送実験について議論している報告は見当たらない。これらの

ことを考慮に入れ、実験に使用した培養6日後における細胞は、細胞タイプを特定せず肺胞上皮細

胞として用いた。従って今後の課題として、Trm凶well'唖上に播種したE型細胞を、強固なtightjuoction 

を形成させた状態でE型細胞として維持する培養条件、あるいはI型様細胞へと形質転換させるた

めの培養条件を確立することが必要である。
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活IV章肺胞上皮細胞における insulin輸送特性の解析

Insulinは等電点が5ム分子量が約5，800の21個のアミノ酸から成るA鎖と 30個のアミノ酸か

ら成るB鎖が2つのジスルフィド結合によりつながった構造を持つ。Insulinのように比較的分子サ

イズの小さいタンパク(ペプチド)の場合、細胞間隙輸送⑪沼田ellularro脚)と経細胞輸送

(trans句協同の両方の輸送経路が可能性として考えられる σ'atton， 1996)0ヒト初代培養肺胞上皮I

型様細胞を用いた検討において、 insulinの見かけの透過係数は de油加と同程度であり、特殊な輸

送システムは関与しないことが示唆されている但町ら，2006)0一方、肺胞上皮細胞聞のtightjunction 

は、他の上皮細胞よりも強固であることが知られており σa腕 1996)、肺胞上皮細胞において

出ul泊の細胞間隙輸送⑪沼部ellularro胸)の寄与は小さいものと推測される。さらに、ラット腎近

位尿細管上皮細胞における insulinの取り込みに対して、エンドサイトーシスレセプターの1つであ

るメガリンの関与が報告されている(Orlandoら，1998)。また、メガリンは肺胞上皮細胞においても

発現が認められている侭.011田kら，2002)0従って、エンドサイトーシス経路が、肺胞上皮における

insulinの輸送に関与することはイ分に考えられる。しかしながら、肺胞上皮細胞におけるh四hの

輸送機構に関してはほとんど情報がなく、またH型細胞及びI型細胞間での取り込み機構や取り込

み活性の違いに関しても不明である。そこで本章では、 E型及びI型様細胞を用いて、insu1inの取

り込み機構明割主について検討した。

第1節 FπC-insu1inの細胞内移行の基本特性

まず、 FITC・insulin取り込みの温度依存性について検討したところ、 31'Cでの見かけの取り込み

に対する 4"Cでの表面結合の割合が、 E型細胞では約6(}-700も、 I型様細胞では約5(}-6aもと高かっ

たため (datanot shown)、以降のFITC-insulin取り込み実験においては、 37"Cでの見かけの取り込み

量から4"Cでの表面結合量を差し引いた値(取り込み量)により評価した。 FITじinsulin取り込みの

時間依存性について検討したところ、 E型細胞及びI型様細胞において、インキュベーション時間

60分までほぼ直線的に増加した σig.23)0次にinsulin取り込みの濃度依存性について、FITC-insulin

(20μ.glmL)と非標識insulin(1ル1980μ，glmL)を共存させることにより音判面した。Insulinの取り込みは、

E型細胞及びI型様細胞共に飽和性を示し σig.24)、Eadie-H位協plotにより解析したところ各細胞

におけるKm値及びVmax値はTable3に示す値となった。また、 H型細胞におけるKm値はI型様

細胞の値よりも小さい値を示した。
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Table3.路neticparヨmetersof FITC-Ins叫inuptake by aIVωIartype 
I1and typel・.likeceUs.

Type 11 倒 l

T卯eトlike偲 11

Km 

(mglmL) 

0.944 

3.00 

Vmax 

(pglhlmg pro担in)

158 

240 

百le田開rame卸'Swere邸白na凶句， analyzing也飽σig.24) using 
Eadie-Hofs臨 plot

第2節 FITC-insulin取り込みのエネルギー依存性

FITC-Insulinの細胞内移行に及ぼすエネルギー代謝阻害剤 NaN3、DNPの影響、及び vacuolar

『・ATP蹴限害剤BAFの影響について検討を行った。なお、各限害の処置条件はmC-albumin取

り込み実験と同様とした。 Figure25に示すように、 NaN3及びDNP処置により FITC-Insulin取り込

みは完全に阻害された。一方BAF処置は、 H型細胞におけるmC-Insulin取り込みしか阻害しなか

ったσ抱.25)。従って、少なくともE型細胞においては、一部レセプタ一介在性エンドサイトーシ
スによってinsulinが取り込まれている可能性が示唆された。

-32 -



A 

ω 
.:Jt! 
120 

.gJ -=-100 0.。
コb
cg 
コ0
ωー-c:: 0 
0ミ
ト-

L 

80 

60 

40 

20 

o 
N.D. N.D. 

Control NaN3 DNP 
+2000 

* 

Control BAF 

B 

笠 120
-e -::-100 0.0 
圃圃聖 ‘-
EE80 
コ。
ω』
c。
φ笠
ト-

L 

60 

40 

20 

O 
N.D. N.D. 

Control NaN3 DNP Con廿01BAF 
+2000 

Fig. 25. E古田tsof me旬加，ficinhibi旬rsand a vacuolar ff"-ATPase inhibitor 00 FITC-ins叫祖
uptake by alv伺 lartype n (A) aod type 1.・1ike(B)epI'曲elialcells. 
百leup匂keofFrrC-~ulin(20μ，glmL)品Ir60 min was estimaおdin type II and type I・likecells. Cells 
W即位田制 WI血 10mM田diumazide (NaN3) pl凶 5mM  2-d回Ixy-D-glU∞田 οDOG)，1 mM  
2，4-dini回phenol(DNP)， or 100 nM ba血omycinAl (BAF). Each column repre田nts血em伺n土SE(n
=3).予<0.05vs.∞ntrol. N.D句Notde勧d吋.

第3節 mc-insulinのエンドサイトーシス機構の解析

H型細胞において、一部、 レセプタ一介在性エンドサイトーシスが関与している可能性が示唆さ

れた。そこでまず、クラスリン介在性エンドサイトーシスの関与について検討を行った。 クラス

リン介在性エンドサイトーシス阻害剤である CPZ及びPAOの影響について検討したところ、 E型

細胞及びI型様細胞共にFrrC-insulin取り込みは阻害されなかった σig.26}，なお今回検討したCPZ

及びPAOの濃度は、FffC-albuminの検討において阻害効果が認められた濃度を用いた σig.16}， 

さらに、高浸透庄及びカリウム枯渇処置の影響についても検討した結果、 I型様細胞における高浸

透圧処置を除いて、阻害効果は認、められたものの阻害の程度はわずかであった σig.27)。しカ亙し、

I型様細胞において~ulin と同程度の分子量である町rC-dextran(4 kDa)の取り込みに及ぼす高浸透

圧処置の影響についても検討したところ、有意に阻害された σig.28)。以上の結果より、クラスリ

ン介在性エンドサイトーシスは、 E 型細胞及び I 型様細胞における FrrC-~ulin 取り込みには関与

しない可能性が示された。
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クラスリン非介在性エンドサイトーシス経路はさらに、ダイナミン依存性によって分類される

例ayor&Pa伊no，2007}，ダイナミンは大分子量GTP蹴の1つで、くびれた膜領域が小胞として摘

み取られる際に作用することが知られている侭irchha山田ら，2008)。防咽旬開はダイナミンG官邸

活性の阻害剤で、ダイナミン依存性エンドサイトーシスを阻害する侭irc抽a蹴nら，2008)0そこで、

FITC-insulin取り込みに及ぼす舟倒却胞の影響について検言寸ずることで、ダイナミンが関与してい

るか否か制面した。町nasoreの処置は、 10分間のプレインキュベーション後さらにFITC-insulinと

共存させてインキュベーションすることにより行った。その結果、匂咽soreは両細胞における

FITC-insulin取り込みを阻害し、その阻害効果はE型細胞において特に顕著であった σig.29)。
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次に、クラスリン介在性以外のダイナミン依存性エンドサイトーシス経路として、カベオラ介在

性エンドサイトーシスの関与について検討した。限害剤として NYSを用いて検討したところ、 H

型細胞及びI型様細胞いす"tlAこおいても、NYSはFITC-insulinの取り込みを阻害しなかった σiち30)0
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第4節 FITC-insulin取り込みに及ぼすタンパク質共存の影響

前節において、 FITC-insulinのエンドサイトーシス経路について、 E型細胞では主にダイナミン

依存性エンドサイトーシスによって、 I型様細胞では主にダイナミン非依存性のエンドサイトーシ

ス経路によって取り込まれていることが示されたが、詳細な経路は不明である。そこで、エンドサ

イトーシス経路によって輸送されると考えられる代表的なタンパク質で、あるalbumin及びb叩 'zyme

を用い、これらを共存させた時の FITC-insulin取り込みに及ぼす影響について検討した。まず、

albw凶n(10 mglmL)を共存させることによってFITC-insulinの取り込みは有意に阻害され、 H型細

胞ではコントロールの17%まで、 I型様細胞では42%まで低下した σig.31)。一方、 lysozymeを共

存させることにより、 E型細胞における FITC-insulin取り込みは約22倍充進し、 I型様細胞におけ

る取り込みは約1.7倍元進した σig.31)。
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F抱..31.Effi民包ofa1bumin and Iys但~e 00 FITC-insulin up旬keby aIVωlar type n姐 dtype 
1-阻recells.

百leuptake ofFITC-insulin (20μ，glmL)品if60 min was estima総dintypell(o阿 1∞lumn)and type 
I-like (closed∞lumn) cells. Cells were田at吋 wl血 albwnin(10 mglmL)町lysozyme(10 mglmL). 
Each∞lumn田:pre田nts也em回n土SE(n=3).柿jJ<O.01VS. con回1.
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第5節肺胞上皮細胞内から血中方向へのFITC-insulinの輸送

これまでにinsulinの肺胞上皮における経細胞輸送について数多く報告されており、insulinはapica1

方向及びbasal方向への輸送量が同等であり、I型細胞及びE型細胞における輸送量も同等であると

の報告がある(B油h拘 Fら，2007)0また、加叩血1の見かけの透邑係数は、 de油加(4kDa)と比較して

ほぼ同等であるとの報告もある(B町ら， 2006)，そのため、今回の検討ではE型細胞をTransweU⑧

上で培養し輸送実験前にTEERが約15∞Q・cm2であることを確認したものの、輸送の方向性をー制面
するには充分とは言い難い。そこで、細胞内に取り込まれたFITC-insulinがbasal側すなわち血中方

向へ輸送されているか否かについて焦点をあて検討した。まず、 FITC-insulin(50または100μWmL)

をapi，伺l側に添加し、60分間インキュベーションし細胞を淵争した後、FITC-insulinを含まないbuffer

に置換し、さらに60分間インキュベーションを行った時の、細胞内に取り込まれたFITC-insulinの

basal側への輸送を評価した。その結果、細胞内に取り込まれたFITC-insulinはbasal側へ輸送され

ていることが示された σig.32)0
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wl由PBS・buffi町 in血e油期間ofFITC占lSulinfor 60 min. Transport ofFITC-insulin from in回cellular
∞m伊rtment旬血ebasal side was m伺却red.Each point即時制.tsthem削土SE(n=3).
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第6節小括

肺胞上皮H型細胞及びI型様細胞を用いて、エンドサイトーシス経路を中心にFITC-insulinの取

り込み機構について検討した。

ます努1節では、 FITC・出血取り込みの基本糊主を評価した。温度依存的なFITC-insulinの取り

込みについて検討したところ、 E型細胞及びI型様細胞における取り込みはインキュベーション時

間の増加と共に増大した。また、エネルギー代都且害剤によって両細胞における FITC-insulin取り

込みは完全に阻害されたことから、エネルギー依存性が示された。さらに、両細胞において凶ulin

取り込みの濃度依存性について検討したところ、共に飽和性が認められた。そこでまず、 vacuolar

W-ATP紙阻害剤BAFの影響について検討したところ、 FITC-insulin取り込みに対する阻害効果は

E型細胞においてのみ観察された。これらの結果より、 H型細胞では一部、何らかのレセプターを

介するエンドサイトーシス経路が関与し、 I型様細胞で、はレセプターが関与しないエネルギー依存

的な経路が関与する可能性が考えられた。

そこでH型細胞及びI型様細胞において、 FITC-insul面取り込みに関わるエンドサイトーシス経

路について検討を行った。まず、クラスリン介在性エンドサイトーシスの関与についてその阻害剤

を用いて検討したところ、 H型細胞及びI型様細胞共にFITC-in測lin取り込みに対して阻害効果は

観察されなかった。今回用いた各限害剤の濃度は、初代培養 E型細胞及び I型様細胞さらには

RLE-61N細胞におけるFITC-albumin取り込みに対して阻害効果が認められた濃度である。さらに、

クラスリン介在性エンドサイトーシス阻害処置である高浸透圧及びカリウム枯渇処置の影響につ

いても検討したところ、 FITC-insulin取り込みはわずかに阻害された。ただし、高浸透圧処置は I

型様細胞におけるFITC-insulin取り込みのみならず、 FITC-de油加(4kDa)の取り込みも有意に阻害

した。また高浸透圧処置は、 HeLa細胞においてクラスリン介在性エンドサイトーシスに加えて、

液性エンドサイトーシスマーカーの FITC-de油加の取り込みも阻害したとの報告もある(Laneら，

2∞4)。そのため、高浸透圧処置はクラスリン介在性エンドサイトーシスに特異的な阻害処置とは言
い難いものと考えられた。これらの結果を総針句に考えると、両細胞における FITC-insulinの取り

込みにはクラスリン介在性エンドサイトーシス経路は関与しない可能性が示された。

クラスリン非介在性エンドサイトーシス経路については未だ不明な点が多いが、近年、その特性

や分類に関して研究が進められており、報告がいくつかなされている。エンドサイトーシス経路の

分類基準としていくつかの基準が存在するが、クラスリン非介在性エンドサイトーシス経路は、ダ

イナミンの依存性によってさらに分類することができる(Mayor&Pa伊no，2007)。ダイナミンはエ

ンドサイトーシスにおいて、くびれた膜領域が小胞として摘み取られる際に作用することが知られ
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ている。そこで、ダイナミン依存性について検討するために、ダイナミン GTP，脱阻害剤である

d戸邸oreを用いて検討を行った。その結果、舟唄回聞はE型細胞及びI型様細胞いずれにおいても

FITC-insulin取り込みを阻害したが、阻害効果はII型細胞において特に顕著で、あった。 I型様細胞に

おいて観察された骨m回開による限害効果は、形質転換後においても残存しているH型細胞の特性

である可能性も否定できない。従って、 I型様細胞におけるFπC-insulin取り込みには、ダイナミン

依存性エンドサイトーシス経路の関与も一部あると考えられるが、主にダイナミン非依存性のエン

ドサイトーシス経路が関与しているものと推察される。

次にクラスリン以外のダイナミン依桝生の経路である、カベオラ依存性エンドサイトーシスにつ

いて検討した。阻害剤として NYSを用いて検討したところ、 E型細胞及び I型様細胞における

FITC-in剖h取り込みに対して限害効果は認められなかった。従って、両細胞における凶ulinの取

り込み過程には、カベオラ介在性エンドサイトーシスは関与しないと考えられる。

MayorやPa伊noによるエンドサイトーシス経路の分類によると、クラスリンにもカベオラにも依

存しない、経路の実態が明らかになりつつある。この分類と本研究における結果に基づいて考える

と、 E型細胞ではクラスリン非依存性かっカベオラ非依存性でありダイナミン依存性の経路として

貼 oA調節経路が、 I型様細胞ではダイナミン非依存性の経路としてCDC42またはARF6調節経路

が関与する可能性がある(Mayor& Pa伊 10，200η。肺胞上皮E型細胞及びI型細胞における insulin

の詳細な取り込み機構を特定するには更なる検討が必要であるが、両細胞における取り込みシステ

ムは、 albur叫nの場合とは対照的に細胞間で異なることが明らかになった。

H型細胞においては、レセプタ一介在性エンドサイトーシスの関与が示唆された。Insulin取り込

みに関与すると考えられるレセプターとして、泊四linレセプターが可能性の1っとして考えられる。

しかし、 h叩linレセプターは肺胞上皮細胞の基底膜側に発現していることを示唆する報告がある

侭加&Malik，2∞13;Yamaharaら，1994)。また、今回のculturedish上の培養条件では、 insulinが基底
膜側へ到達していることは考え難しL さらに、 insulinレセプターのinsulinに対するKd値は、ラッ

ト初代培養肺胞上皮細胞においては約2.0X10.3μ，glmLと報告されている (Sug油araら，1984)。この

値は、今回の検討で算出されたKm値(II型細胞，0.944 mglmL; 1型様細胞，3.00mglmL)とは大きく

異なるものである。従って、肺胞上皮細胞における insulinの取り込みには、 insulinレセプターは関

与しないものと考えられた。他の組織におけるレセプターに関する情報として、メガリンはラット

腎近位尿細管上皮細胞における insulinの取り込みに対するレセプターであるという報告がある

(白'landoら， 1998)0しかし、他にこれを支持する報告は見当たらず、肺胞上皮細胞においての情報

は皆無であり、メガリンの関与の有無については今後の検討が必要である。

また他の車邸哉における insulin取り込みに関しては、血管内皮細胞におけるh到hの取り込みに関
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して数多く報告があり、カベオラを介したinsulinの取り込み過程において、 insulinレセプター及び

insulin-like growth fac旬Ir1 rec叩tor(IGF-IR)の関与が示唆されている(Wangら，2006)。また、カベオ

ラには情報伝達系に関わるタンパク質が集合しており、カベオラの陥入に関わる cSrc-kinaseの阻害

や、 insulinレセプターのシグナル伝達経路に関与するphosphatidylinositol3・kina鎚(pI3・kina田)の阻

害によってinsulinの取り込みが低下することが示されている(Wangら，2008)0本研究の肺胞上皮細

胞における insulin 取り込みには、カベオラ介在性エンドサイトーシス及ひ~insulinレセプターは関与

しないと考えられるものの、これらのシグナル伝達経路がinsulin取り込みに関与するか否かは不明

であり、このような観点からの解析も必要であると考えられる。

第皿章において、クラスリン介在性エンドサイトーシスによって取り込まれることが明らかに

なったalbw曲、及びその他のタンパク質としてIy田zyme(14 kDa)を用いて、 FITC占lSulin取り込み

に及ぼす影響について検討した。その結果、albw凶nはII型細胞及びI型様細胞におけるFITC-insulin

取り込みを阻害したが、逆にIysozymeは両細胞におけるFITC-insulin取り込みを充進させた。これ

らの結果から、 albumin及びinsulinは一部共通の経路によってエンドサイトーシスされていること

が示唆された。可能性のある共通の経路として、 E型細胞においては、クラスリン介在性でもカベ

オラ介在性でもないレセプター介在性のエンドサイトーシス経路が考えられる。その lつの可能性

として、スカベンジャーレセプターを介したエンドサイトーシスが挙げられる。Albumin及び凶ulin

は生理的条件ではアニオンとして存在しており、スカベンジャーレセプターはアニオンをリガンド

とする。また変性albw凶nについては、スカベンジャーレセプターによってエンドサイトーシスさ

れることが報告されている (Steinbreche巳1卯9)0一方、 I型様細胞においてはinsulin取り込みにレセ

プターは関与しないことが示唆されたため、共通の経路としては吸着性エンドサイトーシスが考え

られる。また、 Iy:ω'zymeによるFITC-insulin取り込みの充進作用は、カチオン性のIy:ω勾lsleとアニ

オン性のinsulinとの静電的相互作用による可能性が示唆された。この例として当研究において、カ

チオン性ポリアミノ酸である poly・L-ornithineによって、肺胞上皮細胞におけるFITC-insulinの取り

込みが充進されることを明らかにしている(未発表データL

以上、 albw凶nと同様に白田linの取り込み機構について検討した結果、 albumin及びinsulin間で

取り込み機構が異なる結果となった。考えられる理由として、輸送されるリガンドの分子サイズや

電荷の違い等が考えられるが、これらの要因のみで説明するには限界があり、物性の違いによって

エンドサイトーシス経路の分類を議論することは困難であると考えられる。Albw凶nのエンドサイ

トーシス機構に関する情報を例に挙げると、腎近位尿細管上皮細胞ではメガリンを介したクラスリ

ン介在性エンドサイトーシスによって、血管内皮細胞では即60を介したカベオラ介在性エンドサ

イトーシスによって取り込まれることから (Gekle，2005)、同じタンパク質であっても組織によって
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異なる経路で取り込まれる可能性があり、また組織によってレセプターの局在も異なるため、タン

パク質の特性によって取り込み経路を分類することは容易ではない。そのため、今回得られた

albuminやinsulinの取り込み特性に関する知見に加え、他のタンパク質の取り込み特性についても

解析することで、タンパク質とその取り込み経路に関する情報を収集することが必要である。また

レセプターによって認、識されるタンパク質の部位を明らかにすることで、その部位を利用した製剤

設計により、より吸収性に優れた経肺投与製剤の開発への応用も期待される。

最後に、 Transwel1⑧上に培養した肺胞上皮細胞において、 apII回1側から細胞内に取り込まれた

FITC-insulinは一部、加担I側へ輸送されていることを確認した。しかし、第皿章でも述べたように、

血中方向へのトランスサイトーシス経路や輸送効率についてE型細胞及びI型細胞間で、比較解析す

るためには、強固なtightjunctionを有しかっE型細胞及びI型細胞の特性を保持した初代培養細胞

モデルを確立する必要がある。
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結論

以上本研究では、肺胞表面に存在するa1bumin等のタンパク質のクリアランス機構、及びinsulin

をはじめとする経肺投与製剤の吸収機構を解明するために、ラット肺から初代培養した肺胞上皮細

胞を用いて、 H型細胞からI型細胞への形質転換とa1bun血あるいはinsulinの輸送システムとを関

連づけて解析を行った。

第I章 ラット肺胞上皮細胞の初代培養条件の最適化

ラットから肺胞上皮E型細胞を精製単離し、初代培養E型細胞及びI型細胞のモデル実験系を確

立した。単離したH型細胞を5X 106 cellsl35・mmdish (54X 104 cellslcm2)の密度で播種し、 2日間培

養した細胞は肺胞上皮E型細胞モデルとして、単離したE型細胞を2XI06∞llsl35・mmdish (22 X 10
4 

cellslcm2)の密度で播種し、6日間培養した細胞は肺胞上皮I型細胞モデルとして活用できることが、

細胞形態及びH型細胞・I型細胞に特異的に発現しているマーカー遺伝子のmRNA発現解析により

示された。

第E章肺胞上皮細胞における高分子物質のクリアランスの比較

初代培養肺胞上皮H型細胞及びI型細胞モデルを用いて評価することにより、a1bw凶n及びinsulin

の取り込み活性は、 IgGやtransferrin等の他の高分子物質と比較し著しく高いことが明らかになっ

た。

第皿章肺胞上皮細胞におけるa1bumin輸送特性の解析 σig.33)

FITC-a1buminの取り込み活性について、細胞1個当たりの取り込み活性を算出したところ、肺胞

上皮H型細胞の活性はI型細胞よりも約2.4倍高く、肺における細胞数比をE型細胞江型細胞.=1.5

と仮定した場合、肺胞表面における取り込みの寄与率はE型細胞が4分の3以上を占めることが明

らかになった。また取り込み過程には、 H型細胞及びI型細胞共にクラスリン介在性エンドサイト

ーシスが関与し、カベオラ介在性エンドサイトーシスは関与しないことが示された。
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第N 章肺胞上皮細胞における insulin輸送特性の解析 σig.33)

肺胞上皮H型細胞及びI型細胞当たりのFITC-insulinの取り込み活性は、ほぼ同等であり、 肺胞

表面における取り込みの寄与についてFITC-albuminの場合と同様に算出したところ、 H型細胞及び

I型細胞は同等に寄与していることが明らかになった。一方、取り込み経路はH型細胞及びI型細

胞間で異なり、H型細胞では主にダイナミン依存性かっクラスリン ・カベオラ非依存性の経路によ

って、 I型細胞では主にダイナミン非依存性の経路によってエンドサイトーシスされることが示さ

れた。

以上の知見は、肺胞表面に存在する albumin等のタンパク質のク リアランス機構の解明や、 insulin

をはじめとするタンパク質・ペプチド性医薬品の経肺投与製剤開発のための有用な情報になるもの

と考えられる。

Albumin Insulin 

Type 11 cell Type 1 cell Type 11 cell Type 1 cell 

Cell number in the lung Type 11 cell : Type 1ω11 = 1.5 : 1 

也竺 Contribution of 
uotake in the lun 

I Clathrin-~ependent I Endocytic pathway 
Clathrin-dependent I 
Type" cell 

Type I cell 

笠竺)

Clathrin-independent 

Type I cell 

Dynamin-independent 

|潟J阻
Fig. 33. The contribution of aJVωIar type 11 and type 1 ceUs to albumin and insulin intemalinltion 

and their end侃 yticpathway. 

The di宜erencesof the size among arrows re自民t廿ledifferen印 sof the uptake activity of albumin or 

insulin among type n or type 1印 IIs.
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実験の部

回使用薬物

初代細胞培養用の試薬として用いたDulbeωo'smod出edEagle medium-nu凶entmixture F・12(1:1) 

(DMEMIF-12)、pe凶cillin・姐-eptomycin、白ngizone及びtrypsin(1:250， powd的はInvitrogen社より、ウ

シ胎児血清 (fe凶 bovine田nlln;FBS)は第一化学より、PercollはGEヘルスケアバイオサイエンス社

より購入した。

試薬として d印可ribonud伺毘 1from bovine伊附田s(DN槌e1)、日uores∞in 回出ocyana飽

σITC)・labeledalbumin 仔1TC-albumin)from bovine serum、FITC也lSUlinfrom bovine pancreas、

FITC-immunoglobulin G仔百C-IgG)from human田nlln、FITC-回nsf凶 nfrom加vme、FITC・d既倒n

(average mol民ularweight， 4及び70kDa)、rhodamineB isothi∞yanate-Iabeled de幻m 侭ITC・de油m

average molecular weight ~ 70回 la)、insulinfrom bovine pancreas、bo吋ne悶 umalbumin (BSA)、伺1f向叩凶

DNA (Type I， fibrous)、bafilomycinAl (BAF)、phenylarsine0刻化σ'AO)、indomethacin(IND)、 ny醐泊

。NS)、命nasore(SIGMA)、bisbe田凶deH 33258 fluorochrome trihydrochloride (Ho民国33258)、sodium
azide (NaN3)、2，4-dinitrophenolρNP)、chlo中lrom担問 (CPZ)(ナカライテスク株式会社)、

2-dωIxy-D-glU∞由。OOG)(関東化学株式会社)、 tylosin、methyl・β匂匂lode:油恒例CD)(和光純薬工業

株式会社)、NucleicAcid pur姐叫onkit仰agE油前知r・RNA)、RT-PCRkit侭.everTraDぉ:h)、SYBR@G悶 1

R伺I曲nePCRMas町Mix.(東洋紡)、m∞mbinantHuman Kera曲locytero叫 lE配旬Ir(1ζGF)(P回R凹'EC町

を使用した。その他の試薬は市販特級品を用いた。

問使用機器・器具

培養器具としてプラスチック製35・mmculture dish、35・mmgl部sbo伐omculture dishは岩城硝子のも

のを、 12・.wellCellBIND@ Surfa∞p協及び6-wellpolyca出onatemembrane Transwell@は、Coming社の

ものを用いた。実験に使用した機器・器具としてハンドホモジナイザー :IKAウルトラタラックス

下8(1KA LABORTECHNIK)、プログラムテンプコントロールシステム:mode; PC701 PC707 (ASTEC)、

電源装置:AE-8300 クロスパワー150(150 v/3.8) (l¥.π0)、泳動装置:AE-6100サプ、マージアガロ

ース電気泳動装置 (SlllMADZ1.乃、紫外可視分光光度計:UVI60A(SlllMADZ1.乃、蛍光分光光度計:

F・3∞oFluo悶 m∞S阿加pho加m出 rAxiovert 2ωM (Carl ZEISS)、共焦点レーザー顕微鏡 :LSM5
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Pascal (Carl ZEISS)、膜抵抗測定器:Millicell ERS testing devi∞φ佃lipore)を用いた。

[町 ラット肺胞上皮E型細胞の単離と初代培養

肺胞上皮E型細胞の単離は、 Sp白血c伊血ogen・freeSpra伊e-Dawley雄性ラット(体重:12ふ200g)の

肺より、不連続Percoll密度勾配遠心法により行った侭ichardsら，198η。ラットをベントパノレピター

ル (30mWkg)の腹腔内投与により麻酔をかけ、頚静脈よりへパリン (500U/kg)を投与した。気管

支切開を行い、カニューレ (o.d.1.52 mm)を気管支に固定し、腹部大動脈及び大静脈を切断した。

その後右心室より、 23G針付き50mLシリンジを用いて0.15MNaCHこより肺が完全に白くなるまで

還流した。気管支のついた肺を摘出し、マクロファージを除去するために気管支カニューレより0.15

MNaCl(約10mL)でι7回洗浄した。 025%トリプシン含有SolutionB (133 mM NaCl， 5.2 mM KC1， 

1.89 mM CaCh， 1.29 mM MgS04， 2.59 mM phosphate bu能r，10.3 mM HEPES bu能r，1 mg加Lglu∞田，

pH7.4)で1回洗浄した後、再期市をトリプシン溶液で満たし、 31Cの0.15MNaCl中で肺を吊るしな

がら、気管支カニューレに挿入した50mLシリンジにトリプシン溶液を入れ、約3.3mUminの速度で

30分間滴下した。 トリプシン処理後、気管、気管支及び気道を取り除き、ろ紙上で肺の水分を除去

した。ガラスシャーレ上で肺をはさみ及びチョッパーで1・2mm3になるまでミンスした。 FBS(5mL)

を加えてトリプシン反応を停止させ、 250μglmLDNase 1含有SolutionA (SolutionBからCaCh及び

MgS04を除去した溶液)を加えて計ヨOmLの肺組織懸濁液とした。得られた肺組織懸濁液をプラスチ

ック製三角フラスコに移し、 31C湯浴中130由。kes加泊で4分間振蓋させた。その後氷上で、懸濁液

を2及。~層綿ガーゼの順でろ過し、さらに150及び15 凹nナイロンメッシュの順でろ過し、細胞懸濁

液を得た。この細胞懸濁液を、不連続的にPercollで比重の勾配をつけた層(高比重層及び低比重層)

の上に重層した。なお、高比重層の密度は1.089glmL、約実は5%FBS含有10河olutionA (1 mL)、Percoll

(6.49mL)及ひ索留水 (2.51mL)とし、低比重層の密度は1.040glmL、組成は5%FBS含有10河olution

A(1 mL)、Percoll(2.72 mL)、蒸留水(623mL)及び:phenolred (50μL)とした。また、低比重層のphenol

問dの最終濃度は、 0.001%(w/v)で、あった。重層した調製液を4'C、 250gでお分間、スイングロータ

ーにより遠心した。高比重層及び低比重層の境界のH型細胞を含有する層を回収し、 50JlglmL 

DN出eI及び120μ.glmLtylosin含有田lutionAで計40mLとなるように懸濁した。4
0

C、200gで5分間遠心し、

得られた細胞を37
0

Cの100伍BS、100町ImLper白出n、100μ.glmLstr甲tomycin及て1025μg1mL白ngizone

含有DMEMIF-12で懸濁した。得られたH型細胞数は約30X106∞llS!l闘であり、回llv抽出町yはトリノミ

ンブ、ルー染色により 90%以上であることを確認した。細胞はC~インキュベーター内 (37'C、 5%

COr95%air)で上記の培地を用いて培養し、培地交換は2日毎に行った。
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実験用として、特に断りのない場合、 35・mmdish及び12・.wellpl御の場合は54x 104 cellslcm2で播種

し2日後に、あるいは22X104，∞Us/cm2で播種し6日後に使用した。また、多孔性フィルター上への培

養はふ.wellTranswell@を用い、 cl山町側に培地2.6mL、 well側(表面積4.7cm2、孔径0.4凹n)には、

albumin輸送実験で、は100X104∞lVcm2の細胞密度になるように1.5mLの細胞懸濁液を添却して培養

後6日目に使用し、 insulin輸送実験では88X104回町em2で播種後5日目に使用した。なお培養2日目以

降の培地は、上智音地にIOnglmLKGFを添加したものを用いた。

肝] 実験方法

1) A肱alinephospha飽民活性

単離直後のH型細胞または、 E型細胞を35・mmdish上に43X104∞llslcm
2で、播種した細胞を用い

た。単離直後のE型細胞 (4X106個)を遠心分離後上清を除去し 0.9%NaClを加えた細胞、あるい

は培養後O.矧 NaClで2回淵争しセノレスクレーパーでかき取った細胞を、ハンドホモジナイザーで

ホモジナイズした細胞サンプルを用いた。 p-ni加phenylphosph蹴 (18m勘Oを含む 50mM g1ycine 

buffiぽ(pH92)0.5 mLに上記細胞ホモジネートを加え、 37'Cで15あるいは30分間インキュベートし

た。0.6MNaOH 2.5 mLで即志を停止させた後、1，700gで10分間遠心分離し、上清の吸光度 (410nm)

を測定した。また、サンプル中のタンパク量の測定はLowty法により行った(Lowtyら，1951)。

2) RT-PCR法

i)RNAの抽出

Nucleic Acid purification Kit : Mag-E油田知r@-RNA-を用い、取扱説明書に記載されたプロトコール

に従い、細胞より旬凶RNAを抽出した。

ii)R下PCR

R下.PCRK託:ReverTrn助 sh1Mを用い、取扱説明書に記載されたプロトコールに従い、 lU-PCRを

行った。逆転写即跡、 65'C5分侭NA高次構造の分崎、 4
0
C5分の後、逆転写酵素供:verTrn 

A印加)を加え、 42'C30分(伸長反町、 99'C5分(逆転写の熱変性)、 4'C5分を行った。ただし、

mRNA由来のバンドであることを確認するため、逆転写酵素の代わりにDEPC処理水を加えた、逆

転写即芯を行わなし、サンプルも調製し上記反応を行った。

PCR反応はTable4に示す条件にて行った。 1サイクル目の熱変性の際に、 DNA合成酵素(KOD

Dぉh勺を加えた(ホットスタート法L
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iii)アガロースゲ、ル ο%)による電気泳動

アガロースゲルにTBEbufi町 (89mMTris・bom旬、 2mMEDTA)を加え、ゲルを作製した。電気泳

動後、 bu街にethidiumbromideを0.1μglmLとなるように加え、件50分間染色した。その後、 uv

トランスイルミネーターを用いて増幅されたDNAのバンドを観察した。

Table 4. Primer sequenc回 andPCR conditions for R下PCR.

Gene seq田n僧
Dena知間百.on Al鳴aling Exter裕樹1 cyde 

name (F: forwarcl R:剛 e鴎)

F5'・ACACCGCTICTGCCGTCT-3' 
94.C(1 min) 68・C(1min) n・C(30銭お) 39 m句aJin

R 5'-TCTGAGCACTCCCGAGGAAC-3'・

F 5'-GCCTGCCCCATITATCTCTIC-3' 
94・C(1 min) 69・C(1min) n・C(:羽目c) 35 ω'bilin 

R 5'-CGCCGTITCTIACCTCCAA-3' 

3) R，回1・tImePCR法

RNAの抽出、逆転写即芯は阻二PCR法の時と同様に行った。

PCR反応は、 SYBRG悶 n@Realt泊施PCR地取rMixを用い、取扱説明書に記載されたプロトコー

ルに従って行った。 PCR反応は、まず熱変性を95"C1分行い、その後95"C5秒(熱変性)→ 60"C

5秒(プライマーのアニーリング)→nOc15秒(伸長即おを、 40サイクル行った。各タンパク

質に対するプライマーをTable5に示す。 PCR反応の後、融解曲線分析を行い、非特異的産物が生

成されていないことを確認した。
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Table S. Primer sequenc錨 for問 al-timePCR. 

Gene Aα湾ssion おquen<ョョ
Positionof 

Pr凶uctsize

name number (F:わrward R:隠，ve間}
ampli侮dDNA

φp) 。bp}
F5'・AGCCCAGAACATCATCCCTG-3'・

GAPDH NM 017α)8 676-8弱 181 
R5'・CACCACCTTCTTGATGTCATC-3' 

F 5'-GCCATCGGTGCGCTAGAAGATGATCTT・.3'
Rη'40 uon97 3品δ∞ 1田

R5'二GTGATCGTGGTCGGAGGTTCCTGAGGT-3' 

F5'二CCGCAGACACTTGGATTCAGT-3' 
IGFBP6 BC叩9742 458-519 位

R5'にTTGCTCCGCCTCTGAAGAC-3' 

F5'・GATGGAATTGATAATGTGGACA-3'
rndr1a AF25π'46 1997-2138 142 

R 5'-GTACGTCGTCATCCAGAGT -3' 

F 5'-CAGCATGTCTGGGGGTJ抽AT・2
伺 V倒件7 Z4白14 25-147 123 

R 5'-TGCTTCTCATTCACCTCGTCT -3' 

F 5'-GCTGAGCGTTACACAGTACTTCTAC・3・
SP-B BC0724邸 723ト浪路 74 

R5'・ACCAGGCCACAGACTAGCT-3' 

F 5'-GGGTGTCCCCAAGTAATGGA-3' 
α'NC-1 D11444 312-383 72 

R5'・CAGAAGCCAGCGTTCACCA-3'

4) 細胞DNA量の測定(白羽roneら，1979)

35・mmdish上で2または6日間培養した細胞をO.抑制aClで2田淵争し、 31'CのEDTA溶液 (137mM 

NaCl， 3 mM KCl， 8 mM Na2田'04，1.5 mM KH2PU4， 1.1 mM D-gI剛院0，613mM EDTA， pH 7.4)を加

えセルスクレーパーでかき取った。得られた細胞懸翻扱び単離直後の既知数のH型細胞を、室温、

1，000 gで10分間遠心分離した。 O.明10NaClを加え、 2回同条件で遠心分離することにより洗浄し、ベ

レットをI%SDSで溶解した。溶解した細胞溶液をO.OI%SDSとなるようにSSC(由n也吋図面lecitI説e)

bufi町(154mMNaC~ 15 mMNa3-Ci回総，pH7.0)で希釈後、 21Gシリンジで懸濁した。 Bis加凶nideH

33258 fluorochrome凶hydroch1oride(Hωchst 33258) in SSC buffer (0.8μ1:Y'mL)lmLを細胞溶液2mLに

添加し、遮光中室温で10分間インキュベーションした。 DNAと結合したH側 hst33258の蛍光を蛍光

分光光度計にて、励起波長(Exci凶ionwavelen俳;Ex) 360 nm、蛍光波長但nissionwavelength; Em) 

450nm、Bandpass 10 nmで、測定した。なお、ca1f血lymusDNAを標準物質として用いた。

-50-



5) FITC標識体の細胞内移行解析

り取り込み実験

実験には以下のphosph栂・buffe岡田line(pBS)を用いた。

PBS(・)(pH 7.4) : 137 mM  NaC~ 3 mM  KC~ 8 mM  Na2HP04， 1.5 mM KH2P04 

PBS(+)(pH7.4) : PBS(ー)with 0.1 mM Cach， 0.5 mM MgCh 

PBS(G) (pH 7.4) : PBS(・)with 0.1 mM  Cach， 0.5 mM MgCh， 5 mM D-Glu∞田

K+自明PBS(+)(PH 7.4) : 137 mMNaCl， 8 mMNa2回 04，2mMNaH2P04， O.lmM Cach， 0.5 mM  MgCh 

K+盛田PBS(G)(pH 7.4) : K+盛田PBS(+) with 5 mM D-glucose 

35・mmdishまたは12・wellpl御上で培養した細胞を用いた。培地を除去した細胞をPBS(G)で2回

出争し、 31'Cまたは40CのPBS(G)で10分間プレインキュベーションした。その後、 PBS(G)を除い

て基質溶液を添加し、一定時間インキュベーションした。溶液を除去した後に、氷冷した PBS(+)

で3回出争した。例外として、加ulin取り込みの濃度依存性の検討では、 PBS(G)またはPBS(+)の代

わりにE盛田PBS(G)またはK畳間PBS(+)を用いた。その際、インキュベーション瀦夜には、非

標識insulinを含むFITCinsulin (20 J.tgfmL)を用いた。なお、非標識insulin溶液の調製は、非標識insulin

をO.lMHClで溶解後、 K+盛田PBS(G)bu能Tで希釈し、溶液のpHをO.lMNaOHで7.4に調整する

ことにより行った。

取り込み実験後の細胞に氷冷PBS(+)を加えセノレスクレーパーでかき取り、 4
0

C、9，838gで3分間

遠心分離後、 PBS(+)を添加しもう一度同条件で、遠心分離を行った。上清を取り除いた後、

O.l%Tri旬nX-100in PBS(ー)で懸濁した。ボルテックスをかけながら30分間放置した後、 5，600g、3

分間遠心分離を行い、上清を蛍光分光光度計にて、励起波長(Exci凶 onwavelength; Ex) 500 nm、蛍

光波長(Emissionwaveleng血;Em)520nm、Band戸田10nmで測定した。検量線溶液は器具への吸着

を防ぐため、 O.l%BSAを含むO.l%Triω，X-1OOinPBS(守を用い調製した。なお、細胞懸濁液のタンパ

ク量はBSAを標準物質として用い、LoWl)'法により定量した(LoWl)'ら，1951)0

ii)阻害剤処置

阻害剤の調製として、 10mMNaN3、5mM2DOG、1mMDNPはPBS(+)に、 CPZ(28、84μ附、別D

(100凶の、MCD(5mM)はPBS(G)に溶解した。また、 100nMBFAは0.1% dimethyl sulfoxide (DMSO) 

を含むPBS(G)に、 NYS(32、54凶の、 PAO(3凶の及び命naso問 (30、60凶OはO.5%DMSOを含む

PBS(G)に溶解した。薬液のpHは全て7.4に調整した。各阻害剤は10分間のプレインキュベーシヨ

ン時より添加し、その後基質と共存させた。例外として、 BAF、PAOはプレインキュベーション時

のみ添加した。また、プレインキュベーションはBAFのみ30分間とした。
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iiりクラスリン阻害処置。弘nsenら，1993)

実験には以下に示すbu宜ぽを使用した。

HEPES buffぽ(pH7.4) (311 mO甜1): 140 mM NaC~ 10 mM KC~ 20 mM HEPES， 1 mM CaCh， 1 mM 

MgCh， and 1 mglmL D-glu∞田

K+倉田buffi町(pH7.4) (296 mOsm) : HEPES bu能:Twithout 10 mM KCI 

K+盛田hypo旬凶csh∞kbuffer(pH7.4)(146mOsm): Mixtw右ofK+盛田buffi町:dH20= 1 : 1 

Hyper初回cbuff町(PH7.4)(920 mOsm) : HEPES bu能rwi由450mM sucrose 

高浸透圧処置は、培地を除去した細胞を、 HEPESbufferで5分間、続いてHY(悶伯凶cbufferで10

分間プレインキュベーションした後、 Hy戸巾凶cbu島rで調製した基質薬液を31Cで60分間インキ

ュベーションすることにより行った。

カリウム枯渇処置は、培地を除去した細胞を、HEPESbuffer-→K+盛田hypo旬凶csb∞kbuffer→K+盛田

bu能rの)1頂に5分間ずつプレインキュベーションし、その後K+盛田bufferで調製した基質薬液を31C

で60分間インキュベーションすることにより行った。

6) 共焦点レーザー顕微鏡観察

実験には35・mmglass bottom dishにH型細胞を86X104印 l1sで播種し2日間培養した細胞を用い

た。培地を除去した細胞をPBS(G)で2回出争し、 37"Cまたは4"CのPBS(G)で10分間プレインキュ

ベーションした。その後、 PBS(G)を除いてFITC-albumin(50μglmL)を添加し、 60分間インキュベ

ーションした。溶液を除去した後に、氷冷したPBS(+)で5分間ずつ3回狗争し、共焦点レーザー顕

微鏡にて観察した。

η 輸送実験

6・wellTranswell@上で培養した細胞を用し、た。
i) FITC-albumin及びRITC-dextranの輸送解析

培地を除去した細胞のapi叫側及び加組側をmedium仔BSfree)で1回洗浄後、mediumσBSfree) 

を添加し 30分間プレインキュベーションした。その後、 mediumを除いて FITC-albumin及び

RITC-de油加を共存させた溶液をapical側(1.5mL)に、 mediumをbasal側 ο.6mL)に添加した。

インキュベーション1、2、3、4及び5時間毎に加泊1側のサンプリングを行い、サンプリング直後

には、サンプリングした量と同量のmediumσBS free)を添却した。なお、インキュベーションは

C~インキュベータ- (31C、 5%C~-95%泊)内で行った。

サンプリングした溶液の蛍光測定は、 FITC-albuminの場合、 O.1%BSAを含む O.1%Triω，X-100in 
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PBS(うとなるように全量 1mLに希釈した後、蛍光分光光度計にて細胞内移行解析時と同条件で測

定した。 RITC-de油加の測定は、 FITCの蛍光測定後のサンプノレ750J.1LにpH3.0の酢防官撤アンモ

ニウム溺夜を250件闘日し、蛍光分光光度計にて、励起波長(Exci凶 onwavelen紳;Ex)562nm、蛍

光波長(Emissionwavelen，併1;Em) 585 nm、Bandpass 20 nmで測定した。

ii) FITC-insulinの輸送解析

培地を除去した細胞のapical側及び加回1側をPBS(G)で1回洗浄後、 PBS(G)を添加し30分間プ

レインキュベーションした。その後、 PBS(G)を除いてFITC-insulinをapical側(1.5mL)に、 PBS(G)

を加却1側 (2.6mL)に添加した。インキュベーション60分後にPBS(G)で3回淵争し、 PBS(G)に置

換後さらにインキュベーションした。インキュベーション60分後に、加錨1側のサンプリングを行

った。 FITC-insulinの蛍光測定は、 FITC-albuminの場合と同様に行った。

8) インタクト FITC-albuminの検出

i)PulstH:加盟解析

E型細胞を54x 104 cellslcm2で播種し2日間培養した細胞を用いた。培地を除去した細胞をPBS(G)

で2回洗浄し、 31'Cの PBS(G)で 10分間プレインキュベーションした。その後、 PBS(G)を除いて

FITC・albumin(50μgmL)を添加し 60分間インキュベーションした後、 FITC・albw凶nを含まない

PBS(G)に置換し、さらにインキュベーションを行った。インキュベーション後の細胞に氷冷PBS(+)

を加えセルスクレーパーでかき取り、 4
0

C、9，838gで3分間遠心分離後、 PBS(+)を添加しもう一度

同条件で遠心分離を行った。上清を取り除いた後、 bromophenolblue含有l伺dingbuffer (2% SDS， 50 

mM Tris-HC~ 1併もg1y'∞rol，6% 2・merc叩，toethanol)を加え、ボルテックスで懸濁し30分開放置した。

その後、 5，600g、3分間遠心分離を行い、上清を-80"Cで保存した。使用時には溶解後5分間の煮

沸を行った。

iりSDS-PAGE(SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動)

電気泳動はSDS・，PAGEにより行った。ポリアクリルアミドの濃度を濃縮層では3.75%、分離層で

は100もとして調整し、ゲノレを作製した。上記サンプルを20J.1Lずつアプライした後、室温にて一定

電流で泳動した。泳動終了後、ゲル中の蛍光をFLA・2000にて検出した。
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