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研究目的

近位尿細管は、 腎における、 重炭厳イオンの再

吸収の大部分を担っている(1)。 慢性代謝性アシドーシス、

慢性呼吸性アシドーシス、 カリウム欠乏、 及び糸球体認

過重の慢性増加 (hy~erfiltration) などの病飯では、 近

位尿細管における水素イオンの排池と、 それに伴う重炭

酸イオンの再吸収が増加していることが知られている(2 

16)。

この腎における適応現象は、 蛋白レベルでは、 近位尿細

管管腔側の Na!H交換輸送体、 ナトリウム クエン 酸 共

輸送体、 また側底側のナトリウム一重炭酸共輸送体 (Na!

( H C 0 3 ) 0)、 リン酸依存性グルタミネース及びホスホヱノ

ールピルビン酸カルボキシキナーゼなどの活性増加を伴

うことが知lられている。 これらの蛋白は、 実僚に細胞膜

輸送体として近位尿細管細胞からの酸排 t世に関わったり

あるいは、 アンモニア生成に関係することにより腎にお

ける酸の排池に寄与していることが知られている(2 -14)。

実験動物において慢性代謝性アシドーシスの病 態を作り、

腎尿細管を単縦して、 正常の状態下 で実験しても、 これ

らの尿 細管細胞がおかれていた 病態下での特性は失われ

ずに持続している。

ー



蛋白合成阻害剤 サイ
は転写阻筈剤アクチノマイシン D、腎近m i c r 0 p e r f u s i on、m 1 C r 0 p u n c L u re、この持続効巣は、

確認されてい
クロヘキサミドにより阻害されることが、などの実験システムにお(vesicle) 位尿細管細胞膜様品

細胞外 pllの低下によるアミ
この実験結巣より、る(1 7)。生音養細胞系においても、認められてきた(2 -16)。いて、

ド非感受性 Na/H交換輸送体の活性上昇は、
ロライ

長期的細胞蛋白レベルでのこの持続効果が認められ、

蛋白 合

細胞外 p同もとの状腹に戻して L効また、成に依存し、Na/H交換愉適応現象であることが示唆されている(17)。
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わかった。よ長が持続することが、輸送体の基質に対する送体の活性噌加の特徴としては、

Na/H変換輸送体の、V m a x が増加することが示され親 和性 は変わらずに、

ト線維芽細胞では生じなかったため、

活性阻害剤であるアミ ロライ
Na/H 逆輸送体は、

された。

腎の適応現象を鋭策する易

ている(3 ， 6 ， 8， 9 ， 11)。
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上ドに対する感受性と、実際の疾患モデルに近似させることができる利点が
.d‘ 
EニE、

b、
わゆる Housekeepingの性絡を待つものと、現象を解析する際に関与している因子が多く、あ る反面、

アミロライドの誘導体である EIPAに対する感受性

11 !' 'f~ 弘、

主 に側底側に存

EIPAに対す

管腔側に局在する。 主

ものに分類される(1 8)。Il!の持続投与に逆に問 題を複雑化することも 有りえる。

体は、
Na/H よる慢性代謝性アシドーシスモデル動物における、

上皮細胞 では、
( 1 C 5 0が nM域)、が高くアシドーシスの腎近位尿細管交換紛 送体活性の上昇は、

一方上皮特典的な Na/II逆輸送体は、
在する。

糸球体泌過重の変
細胞に対する直後的な作用以外にも、

( 1 C 50は uM域)、る感受性は低く神経内分泌の~響が凶わっていると怨体液因子、化や、

EIPA非感受性である、養細胞においては、細胞外 pHの低下そのこれらの因子を排除し、像される。

ウサギ尿細管

および EIPA感受性である

Na/II 逆輸送体の活

OKP 細胞、由来初代培養細胞、近位尿細管細胞に対する効果を観察するために
ものの、

酸性主宮地における、
MCT細胞において、近位尿細管由来培養細胞を笑験系として使用した白

プタ近位また Igarashiらは、
性上昇が報告されている。

尿細管由来主音養細胞である LLCPK1細胞において、細胞外
ウサギ近位尿細管培養細胞においては、

障費性培

側底側の EIPA感受性の異なる 2

種類の Na/H逆輸送 体の活性が共に上昇したことを報告し

管股側、地においては、
アミ

細胞外

7.10まで低下させると 48時間後に、

ロライド非感受性 Na/H交換輸送体の活性上昇が、

pllを 7.40より、

-3-

ている(19)。
この適応現象

pHを再び 7.4に戻して測定しでも認められ、

-2-



N a / H逆輸送体の i宣伝子 (N11 E)については、 これま 腎近イ立尿細管制胞の増大 (hypertrophy)を生ずることが知

られており、 プロテインキナーセ C を介する情報伝達系

の闘与が示唆されている(22)。

本論文においては、 腎近位尿細管由来培養細胞

である HCT細胞において、 細胞外 pHを低下させたときに生

じるアミロライド感受性 Na / 11交換輸送体活性の上昇に、

プロテインキナーゼ C を介する情報伝達系が関与よてい

でいくつかの cDNAがクローニングされている。 N11 E -1 は、

アミロライド感受性である IIousekeepingの Na/II逆輸送体

に相当し、 腎近位尿細管に特典的な Na / H逆輸送体ではな

いが、 HCT細胞で、 細胞外 pHを 7.4 より 7.0に低下させて

埼養することにより、メッセンジャ-R N A レベルは

24時間後に 3倍に増加し、 同機の実験条件において、 線

維芽細胞では、 N H E -1のメッセンジャ -RNAレベルは減

少した。 またラットのアシドーシスモヂルにおいても N11 

るか検討を加える。 -
A
 

ι
 

E四 lのメッセンジャー RNAレベルは増加していた (20)。

以上の実験結果は、 細胞外 pHの低下に伴う Na/II逆輸送体

の 適応現象が 、 尿細管特異的 Na / H逆輸送体と共に、

Housekeepingの Na/II逆輸送体も活性化することを示して

いる。 一 方線維芽細胞では、 IIousekeepingの Na/H逆輸送

体の発現は細胞外 pHの低下により抑制されることより、

腎近位尿細管細胞と線維芽細胞においては、 細胞外 pHの

変化に対する細胞応答のメカニスムが異なる可能性があ

ることを示唆している。

..]1、、

J ;! 

‘ .，‘ 

近年ぺプチドのリセプターを介した細胞への作用機序に

つき、 細胞内の情報伝達系の解析が急速に進みつつある。

特にプロテインキナ ー ゼ C は、 イオンチャネルの活性制

御や、 細胞の滑殖や癌化に広く関わり、 細胞内情報伝達

系において非常に重要な位置を占めている醇素である(

21)。 慢性アシドーシスモデル、 及び糸球体法過の増 加 は、

-4- -5-



研究方法

1) M C T細胞の継代培養

S V 4 0ウイルスで形質転換したマウス近位尿細管由来

細胞株 (MC T細胞)は、 5 %牛胎児 血清加 RP M I培

地で継代培養した (20)。 実 験に際しては、 MCT細胞は、

ぺニシリン (100 U/ml)、 ストレプトマイシン (100 ugl血I

)、および 5%胎児牛血清加 DMEM/F12府地で培養

し、 実験前 48時間及び実験中は、 血清を除いた主音地を使

用した。 “酸性"培地は、 コントロールの崎地に塩酸で

滴定し、 重炭酸濃度を 50% にしたも のを用いた。

2 )細胞内 pHの測定

ガラスカバーグラスに細胞を培養し、 p H感受性の蛍光

色素 BCECF(2'，7'ーbis (carboxyethyl)ー5ー(an d 6) 

carboxYfluorescein)のアセトキシメチルエスチル体を

40分間 37
0

Cでインキユ ベー トし細胞に取り込ませた。 細

胞を繕地でリンスしたあとに、 カパースリップをコンピ

ユーター制御された吸光光度計 (SLM8000) 内の

キユベットに固定した。 キユ
ベット内は 10 mllminで海流

-6-

されるシステムを持ち、 細胞外に漏出した蛍光色素は、

キユ ベット内に貯留 すること なく、 すみやかに除去され

る(1 7)ロ 蛍光色 楽 B C E C Fは、 )jj}J起波長により、 p H 

感受性が 変 化する特性を持つ。 波長 450 n mで励起させた

場合、 蛍光信号は、 細胞に取り 込まれた色素 量を主に反

映し、 細胞内 p Hによる 彫響が最少になる。 すなわち p

H感受性が最小となる。 波長 500 叶で励起させた場合は、

蛍光信号は、 細胞内色素量に加え 細胞内 p H に平正変

化が最大になり、 p H感受性が最大になる。 従 っ て、 波

長 500 nMでの信号を波長 450 nMでの信号で除した比 r( 

500/450)は細胞内に取り込まれた、 色素重に関わらず、

細胞内 p H を反映すると思われる。

細胞内 pH (pHi) の測定は、 高 K'-Nigericin法によ

り、 p H iを信号比 r(500/450)で検堂することにより求

めた。 すなわち十 1H 'イオノフォアである Nigericin で、

細胞を処理し、 細胞外液のカリウム濃度を細胞内と等し

くすることにより、 細胞内 p H を細胞外被の任意の p H 

にクランプしたときの、 波長 450 nmと 500 nm での信号比

r(500/450)を求め、 細胞外液の p Hを変化させることに

より細胞内 p H と r(500/450)の関係の検量線を求めた(

17)。

ー7



3) N a / H交換輸 送 体活性の測定:

C02 / HC03 緩衝系の存在しない系において細胞をアンモニ

ア (N H 3 )・アンモニアムイオン (NH， . )を含む、 無ナト

リウム緩衝液で港流し、 平衡状態に達したのちに、 アン

モニア (N 11 3 )・アンモニアムイオン(N H，・ )を、 滋流液

より除くと、 アンモニア(N 113 )は、 速やかに細胞膜より、

細胞外に流出するもの の、 アンモニアムイオン(N H，・)は、

細胞膜より、 細胞外に流出できずアンモニア (Nlh)と水

業イオン(Hつに分解されるため、 細胞内 p Hの低下をみ

る。 、低下した細胞内 p H は、 細胞外液に再びナトリウ

ムを加えることにより、 ナトリウム濃度依存的に急速に

回復するo N a / H交換輸送体活性は、 p H i低下後の最低

値における、 ナトリウム依 存性の p I-! i初期上昇速度で

評価した(1 7)0 

測定に際し用いた標準緩衝液の組成は次の通りである:

N a 1 3 8皿H， K 4・5mH， Ca J・lmH， Hg 1・5m M ， 

Cl 147.7 mM， HEPES 15 mM 

ナトリウムを含まない緩衝液においては、
ナトリウムは、

等モルのコリンにより置換された。 また、 NH3/NH，'溶液

においては、 さらに 20 m Hのアンモニアでコリンを誼換し

た。

すべての緩衝液は、 N-methyI-D-g]ucammoniumhydroxide 

-8-

を用い、 p H 7.4に滴定したe

培養細胞は、 まず標鍛緩衝液により滋流され、 細胞内 pH 

が 一定 値を 示 したことを確認したのち、 ナトリウムを含

まない N113 / N H， .緩衝液により 5分間滞流した。 その後、

滋流液を、 コリン緩衝液 (0N a) に替えることにより、 細

胞内 pHは急速に低下し、 最低{直に達する。 その後に濯流

液をナトリウム緩衝液に替えると、 細胞内 pHは急速に上

昇する。 この時の細胞内 pHの alkalinizationのカープの

接線の傾き (dpHilH) により Na/II交換輸送体活性を評価

した。

細胞の buffer capacityは、 NH3/NH，'パルスに対する、 細

胞内 pllの変化により、 評価できる。

[NHa]i 

buffer capacity= 

/:; p 11 i 

[NHa]iは NH3/NH，'を、 コリン緩衝液に替える直前の pH i ， 

細胞外 [NH，]，細胞外 pHより計算できる。

このとき、 dpHi 

X (buffer capacity) 

d t 

が、 plliが最低値での Na/II交換輸送体活性を表わす。

-9-



図 1に、 濯流液の変化による、 plliの 変化を示す。

20 。。
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i.9 
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工
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6.7 
2 4 6 日 10 

TIME， min 

図 1: Na/H交換輸送体活性の評価

百E流液の変化に伴う p11 iの変化

文献上、 buffer capacity は実験条件に関わらず、 変化

を認めないことが多い(17，23)。

今回の実験でも、 buffer capacity の実験者宇聞での変化

は認められなかったため、 Na / 11交換輸送体活性は

dpHi/dtにより評価した。

ー10-

4 )ノーザンプロットによる、 メ ッ セ ンジ ャ ー RN A量

の 評 価

I音義細胞からのメッセンジャー RNAの州出は、 Chirgwinの

方法に従 っ た(24)。

培養細胞は guanidinium thiocyanateを加えてホモジネ

イトし、 CsClをクッシヨンとして、 超遠心したのち、 フ

エノール/クロロホルムにより抽出し、 エタノールによ

り沈澱させた。 P01 Y.-A + R N A は、 oligo-dTクロマトグラフ

ィーにより精製した。 Poly-A+RNAは、 ホルムアルデヒド

を含むアガロースゲルで電気泳動したのち、 ナイロンフ

イルターにトランスフアーした。 ノ}ザンプロットのた

めのプロープは、 各々のプラスミドを適当な制限 酵 素に

て切断したのちに、 アガロースゲルによる電気泳動によ

り生成した DNA templateにより作られた。

すなわち、 CA Tプロープは、 pBLCAT3 の XhoI/NcoI

insert (550 base pairs) (25) が、 切り出され、 GAPDH は、

l・1k bの Ba皿IlIlHindIII insert (26)が用いられた。

protooncogene である c-f 0 s と c-J u nについては そ れ

ぞれ 2.2 k bと 2.6kbの cDNA (27，28) が用いられた。

これらのプロープは、 Klenow fragmentによる、 random 

p r 1皿lng により、 活性が、 5d08 cpm/ug 以上のものを使

用した。 プロープは、 Nensorb (Dupont)により、 カラム

生成をした。

ナイロンフイ lレターは、 5xSSC (0.75 M NaCl; 75mM Na3 

一11



Citrate)， 5XOenhardL's (Picoll， PVP， BSA 各 1mg/m1 

)， 0.5% SOS， 50% formamide，および 0.5 mg/mJ の

denatured salmon tesLes DNAにより、 42 0 Cで

prehybridizeされ、 プロープ が加え られ た。

フィルターはそののち IxSSC，0.1% SOS 200cで 15分 間、

次に O.lxSSC，1% SOS 550Cで 1時間洗浄された。

フィルターは、 ー700cでフィルムに感光さ れ、 現像された

オートラジオグラムは、 レーザーヂンシトメトリーによ

り定量した。

ノーザンプロットは、 GAPDHのメッセンジャー RNAレベ

ルを RNA量のコントロールとした。

5 )細胞内遺伝子導入および CAT測定

c -J u nおよび c-fos の遺伝 子産 物が、 ONA に結合する

A P - 1結合部位 (TRE elements;5' -AAGCATGA 

GTCAGACA-3' )を 6回結合させたヌクレオチドを作成し、

interferon promoterを持つ、

C A T (Ch1ora阻phenico1 Acethy1 Transferase)の上流

域に婦人したプラスミド (p6XTRE/IPNCAT)を、 neomYCln 

耐性獲得遺伝子であるプラスミド (pSV2-Neo) と共に、

Lipofectin (sRL， Bethesda，U.S.A・)を用いて、 MCT 細胞

内 lこ導入した(29)。

10 % rBS 加 RP M I!音地に 400 ug/m1の G-4 18を加え継代

-12-

培養することにより、 transfectants を選択した。

プロテインキナーゼ C を活性化することにより、 A P ー

l活性も上昇させることが知られているホルポー ルエス

テルを positive contro1 として、 CAT活性の上昇 と、

CATメッセンジャー RNAの発現をスクリーニングした。

細胞は 2 日間同 ー の培 地で培養したのちに 実 験プロトコ

ールの開始 3日前 より DMEM/F12培 地(ペニシ リン、 スト

レプトマイシン加)に変更した。

培養皿より、剥離した細胞を、 10 0 u 1の 0.25M TRIS 

pH7.8溶液中に撹持、 冷凍、 溶解を繰り返し、 細胞膜を磁

駿し、蛋白を摘出した 。 CA T活性は、 100 u gの蛋白を

1 u 1の 14C-chloramphenico1(25 uCi/m1)， 20 ulの

4.0 mM acety1 Coenzyme A， 70 u1の 1.0M TRIS，pH7.8に

加え、 37 oCで 50分間インキユベートし、 1 m Mのエチ ル ア

セテートで反応を止めた。

遠心後上消を蒸発させ、 沈澱を 10 u1のエチルアセテート

で溶解し、 シリカゲル上にスポットし、 請書層クロマトグ

ラフィーをクロロホルム・メタノールのタンクで行い、

展開後請書層タロマトグラフィーを X線フィルムに感光し

た。

CAT活性の定量は、 クロマトグラフィーより、 シリカゲル

を削り取り液体シンチレーシヨンカウンターで測定した。

C A Tベクターを細胞内に導入されていない細胞では

CAT活性は認められなかった。

13・



0.5 

Pく0.001 NS 2.0 

結巣

# 1 酸性培地における、 腎近イ立尿 細管由来主音養細胞

Na/H交換輸送体活性の上昇におけるプロテイン

キナーゼ Cの役割

C 
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¥ 
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Na/H交換輸送体に対する細胞外 pllの持続的低下に、 プロ

テインキナーゼ C が関与しているとすれば、 プロテイン

キナーゼ C を不活化することにより、 駿性培地の効巣も

消失すると考えられる。
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図 2: 駿性培地における Na/ll逆輸送体活性上昇

に対するスブインゴシンの効巣。

プロテインキナーゼ C の抑制には 2つの方法を用いた。

スフインゴシンは、 プロテインキナーゼ C の DAG結合部位

に特異的に結合することにより、 プロテインキナーゼ C

を不活化することが知られている (30，31)。

スフインゴシン(1 0 u M )を、 培地を変更する I2時間前に投

与し、 そののち、 酸性、 正常 pH t昔地にそれぞれ引続き

投与した。 実験の結果を図 2に示す。

対象群では、 24時間の酸性培地での培養により、 Na/H交

換輸送体活性は 47%の上昇を見たが、 スフインゴシンを投

与した群では、 酸性格地の効巣は認められなかった。

縦軸は、 ナトリウム再投与後の pHiの初期上昇速

度を示す。 (dpHildt)

次に、 プロテインキナーゼ C を高濃度のホルボールエス

テルにより、 down-regulateすることにより、 不活化した

(32)。

培地に、 400 nMの PMA を 48時間加えたのちに、 400 nM 

の PM Aを加えた敵性培地の効釆をみた。

実験の結果を図 3に示す。 ホルポールエステルで処理を

していない細胞では、 24時間の酸性指地での培養により、

46%の Na/ll交換輸送体の上昇があ っ たものの、 オ1ルボー

ルエステル投与群では、 酸性堵地の効巣は消失していた。

ー14- ー15-



ホルポールエステル処埋の、対象培地で給養した場合の、
細胞外 pli低下による AP -1活性の増加将 2

Na/Ii交換輸送体活性に対する効采を検討すると、

非投与 iifに tlし 19%の僅かな

ホルボ

プロ遺伝子発現をともなって、制胞外 pIiの低下により、

ールエステル投与群では、

テインキナーゼ C が活性化されることを制べるために、

細胞外 pllの低下の APーl活性への効巣を検討した。

down regulationされる聞にプロ

Na/II交換輸送体活性をテインキナーゼ C が活性化され、

これは、上昇を認めた。

発現が制御されプロテインキナーゼ C の活性化により、
上昇させたことによると考えられた。

共通復基配列をもる遺伝子の多くはその 5'上流領域に、

nuclear facLorである AP -1が結合この復基配列に、ち、
J!<O.05 

転写調節が行われることが明らかになすることにより、
NS P<0.001 

6個の AP -1 :盗基配列をプロモーターに持ったっている。
「一一一「「一一一「

ト2.5 

ドが細胞内に噂入された MCT細胞に対し、CATプラスミ
ト2.0 

細胞外 pH低下がC A 1活性に対する効果を見ることにより、
亡

E 
¥ 

APーl活性を噌加するかどうか調べた。ト
工

デ1.5
て3

トロールコンM C T細胞は実験結果を図 4 に示す。
ト1.0 

¥
一
工
且
百

ホルポールエステル( p 11 7.0)、アシドーシス(p 11 7.3)、

培地を変更し( 100 n M)加コントロール泊地で域養した。
ト0.5 

アシドーシスと PM A た l得点を Oとしたところ 3時間後に、

Conlrol 

24時間この増加は、喜平では CAT活性は 3 ~ 4 倍に上昇し、Acid Co円IrolAcid 

転写によらず、この CAT活性の上昇が、後まで継続した。
PMA Prelrealmenl 

蛋白の翻訳による可能性を否定するためにノーザンプロの効巣nH 
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図 3: 

ツトプロット t去により CATメッセンジャー RNA:t:を評価しを示す。dplli/dt 縦輸は、

図 5に実験結果を示す。た。厳によるプロテインキナーゼ C が、
以上の実験事実は、

Na/II交換輸送体の活性上昇に関与していることを示唆し
細胞内に CATプラスミドを導入された MCT細胞は種守のサ

ドにプラスミが存在するが、イスのメッセンジャー RNA
ている。

組み込まれているインターフエロンプロモ}ターより転

ー17-
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写が開始している場合のサイズは、 1640重量基数である。

このサイズのメッセンジャー RN A掌は 100 nM の PM Aで l

時間および 3時間後に噌加していた。 アシドーシスは、

1時間では CATメッセンジャー RNAの変化をきたさなかっ

たが、 3時間後には、 2.5倍に増加したロ

l _h__  3 h 
c a p c a p 

CAT 
← 1640 nt 

GAPDH 

• 図 5: 細胞外 p11の低下による、 CAT mRNAへの効

1h 論 ω、 121、 24h 

果。 矢印で示した 1640盗基 数 の 転 写 物が、

細胞内に噂入したプラスミドが正しく転写さ れ

三一一生__j! cap 三___!L__p 三___!L__p f..ー主__p

たものと思われる。 GAPDHmRNAレベルは、 コ ン

トロールである。

図 4:細 胞 外 pfl低下の AP -1 活性への効巣。 請書層

クロマトグラフィーによる CA T a s s ayo c: 正常

培地 a:酸性 借地 p: 100 nM PMA 
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梓 3 アシドーシスの c-jun，c-fosに対する効巣。

A P -1活性は実際には、 プロトオンコジーンである c-fos/

c -j u nのダイマーが AP -1部位に結合することにより生じ

る (33)。 細胞外 pHの低下が、 HCT細胞において c-fos，c-

j u nの発現に彫奮するかを検討した。 敵性培地で培養され

た細胞を、 コントロールの細胞(借地の交換をした)と

絞時的にメッセンジャー RNA重の比較をした。 敵性の培地

に交換後、 c -f 0 sのメッセンジャー RNAレベルは、 15から

30分後に、 対象に比べ 2.5倍に上昇し、 そののち急激に

コントロールレベルに戻 っ た(図 6)。 同僚の反応が 3

回の実験で認められた。 また c-J u nに閲しては、 2つのサ

イズの転写物が存在し、 各守が、 酸性借地において、 l 

から 2時間後に、 メッセンジャー RNAレベルは 2倍に上昇

した(図 7)0 c-fosのメッセンジャー RNAが c-J u nのメ

ッセンジャー RNAの上昇に先行するのはプロテインキナー

ゼ C活性化に特徴的である (34，35)。

これらの実験より、 HCT細胞は敵性培地において c-fos，

c -J u nの発現と AP -1活性の増加を 生じることが明らかにな

った。

-20-

___li_m旦
c a 

2立血盟
c a 

生i皿旦
c a 

c-fos 

GAPDH 

図 6:細胞外 pH低下による c-fos mRNAへの効果

時間は、 正常及び酸性指地に移してからの経過

を表わす。
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1 h 2 h 3 h 
c a C a C a 

c-Jun 

GAPDH 

図 7:細胞外 p11低下による、 c-jun mRNAへの効

果。 時間は、 崎地を正常、 酸性崎地 へ 移してか

らの経過時間である。
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考要望

腎近位尿獅l管細胞を厳性上告地にて 48時間借養す

ると、 Na/II交換輸送 体活性の増加を 生じる。 この現象は、

細胞が、 酸性埼地より、 コントロ ー ルの pll溶液に移され

ても消失しない。 またこの効果は蛋白合成阻害剤である

cycloheximideにより抑制される(1 7)。

酸性培地での給養による Na / H交換輸送体活性の噌加は近

位尿細管細胞の特性をもっ埼養細胞株 (HCT， OKP， 

LLC-PKl)にみられるものの、 ヒト線維芽細胞や、 NIH3T3 

細胞では認められず、 細胞特異性があると考えられる。

腎尿細管由来培養細胞において、 アミロライド感受性

Na/II逆輸送体 (HCT，LLCPK1{則底側)およびアミロライド非

感受性 Na/II逆輸送体 (OKP，LLCPKl管股側)が共に細胞外

pHの低下により活性が上昇しており、 また、 HCTおよび

LLC-PKl細胞では、 Na/H交換輸送体の Housekeeping gene 

である NH E -1のメッセンジャー RNAレベルの増加が認めら

れている(19， 20)。 一方 線維芽細胞では、 酸性婿地におい

ては、 N H E -1の発現が減少することにより、 低 pHに対する

細胞応答には細胞特異性があることが考えられる。

主音養近位尿細管細胞においては、 プロテインキナーゼ C

の持続的活性化は、 酸性培地での培養と似た効果をもた

らす。 すなわち、 Na/H交換輸送体活性の 上昇 をもたらす。

この効巣は、 転写および、 翻訳に依存し、 N H E -1のメツセ

-23 



ンジャー RNAレベルの増加を も たらす(21)。

今回、 プ ロテ イン キナー ゼ C を不活 化する こ とにより、

MCT細胞において細胞 外 pllの低下による 効果が消失するこ

とを確認、した。 すな わち、 MCT細胞 で の細胞外 pH低 下 に伴

うNa/H交 換粉送体活性上 昇 には、 プ ロテイ ン キナーゼ C

の活性 化が 必 要で去ることが明らかにな っ た。 また細胞

外 pHを低 下 さ せ ることによ り、 A P -1 活性の上昇が 示 され、

A P -1 活 性が上昇する前には、 immediate early response 

geneである、 c-fos，c-junの発現が増加した。

protooncogeneである c-fos，c-junは血清、 ホル

ポールエステ ル、 EGP，PGP，POGFをはじめと す る細胞成長

因 子 により誘導 され、 細 胞 成長に重要な働きをしている

と考えられている (36，37)。 また細胞成長以外にも 1，25・

d i h y d r 0 X Y v i t a m i n 03、 プロテイ ン キナーゼ C 活性化によ

る骨髄細胞の分化 、 線維芽細胞で の TN F aによる

c 0 1 1 a g e n a s e の発現 、 心筋細胞における、 a-， b -

adrenergicの myosin light chain-2の発現などにも関与

していること が 知られている (38，39)。 興味深いことに、

プロテインキナーゼ C活性化による骨髄細胞の分化誘導

においては NH E -1のメッセンジャー RNAの増加と転写速度

の増加が認められている(4 0)。

動物に酸を長期投与することによ っ て生じる代自射性ア シ

ドーシスモヂルにおいては、 腎近位尿細管 細 胞の hyper-

trophyを生じることが知られており(4 1 )、また腎の

hypertrophyには、 c-fos，c-junが介在していることが知

-24・

られてい る (22)。 今回、 腎近位尿細管由来 細 胞で は、 低

pHでは、 c-fos，c-junの発 現 がみられたことより、 アシ ド

ーシ ス に おける腎の hypertrophyにおい て、 プ ロ テ イ ン キ

ナ ー ゼ C の活 性化の関与が 示 唆 さ れ た。

腎近 位 尿細管のア シ ドー シスに対する適 応 現象は、 ア ミ

ロライド非感受性である、 腎近位尿細管細胞管腔側に特

異 的な Na/H逆輸 送 体により調節されている。 HCT細胞の

N a / H逆輸送体は、 アミロライド感受性のためlIouse-

keepingの Na/H逆輸送体であると考え られ、 実際に腎近位

尿細管細胞管腔 j){IJに特異的な Na/H逆輸送体の、 低 pHへの

応 答におけるプロテインキナーゼ C の意義は明らかでは

ない。 線維 芽 細胞である NIH3T3細胞では、 低 pHにおい て

は、 Na/H逆輸 送 体 活 性は低下し、 N H E -1の発現も抑制され

るが、 細胞外 pH低 下 に対して、 c -J u nの発現はみられず、

また、 c -f 0 sは 3時間後も持続的に上昇する、 蛋白合成阻

害に特徴的な パ ター ン を取ることが報 告 されている(4 2)。

従 っ て、 細胞外 pHの変化に対する細胞応答には、 細胞特

異性があると考えられる。

今回 の 研究では、 N H E -1を持つ HCT細胞において、 細胞 外

pllの低下による Na/H逆紛送体活性上昇における、 プロテ

イ ン キナ ー ゼ C を介する細胞内情報伝達系の関与を明ら

かにした。

ー25・



まとめ

腎近位尿細管由来培養細胞である HCT細胞にお

いて、 酸性培地での培養によりプロテインキナーゼ Cが

活性化 され、 続いて c-fos，c-junがそれぞれ 15-30分、 l 

- 2時 間後に活性化された。 AP -1活性の上昇は 3時間後

に顕著になった。 細胞外 p11の低 下が直 緩プロテイ ンキナ

ーゼ C を活性化するのか、 あるいは、 phospholipaseCま

たは Dより、 プロテインキナーゼ cの活性化が生じるのか

は、 今後の検討課題である。 この現象における AP -1の役

割として、

1) A P -1が直後 Na/II変換輸送体遺伝子の発現を噌加させ

る。

2) A P -1は他の遺伝子産物を噌加させ、 この遺伝子産物

が、 Na/H交換輸送体遺伝子発現を増加させる。

3) AP-lは必ずしも Na/II交換輸送体遺伝子発現には関係

なく他のプロテインキナーゼ Cに よ っ て活性化され

る遺伝子産物が Na/H交換輸送体遺伝子を発現させる。

以上 3つの場合が考えられ、 今後の研究諌題である。

ヒト Na/H逆輸送体遺伝子のうちlIousekeeping geneである

N 11 E -1は、 A P -1結合部位を、 3箇所 5 '上流領域に持 っ て

おり (43)、 これらの AP -1結合部位はプロテインキナ ー ゼ

Cによる遺伝子発現調節に関与していると地測される。

従来、 プロテインキナーゼ C を活性化することにより、

ー26-

短期的に、 細胞膜輸送体活性が謝節を受けることが知ら

れ、 その 機 序の 一 つに、 プロテインキナーゼ C による蛋

白のリン酸化が考えられているものの、 プ ロテイ ン キナ

ーゼ C の持続的活性化による細胞膜輸送体への長期的な

作用についての検討は少ない。 今回、 細胞外 pllを持続的

に低下させる刺激により、 A P -1 活性が、 c-fos，c-junの発

現と共に増加lしたことは、 A P -1が Na/H交換輸送体遺伝子

発現を媒介している可能性を示唆し、 またアシドーシス

により細胞が hypertrophyを生じる細胞内機序の lつであ

る可能性が示唆された。

27-
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