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本論文で使用した略語一覧

Ato　B，　apica1からbasolatera1への溶質輸送

AJ，　adherens　junction、接着結合

AUC，血中濃度時間曲線下面積

BRS，バイカーボネートリンゲル液

B　to　A，　basolatera1からapicalへの溶質輸送

Caco－2　ce11，ヒト結腸癌細胞

C：LSM，共焦点レーザ・一一一・・走査型顕微鏡

DNP，　2，4ntジニトロフェノール

F一アクチン，アクチンフィラメント

FD，フルオレセインイソチシアネート標識デキストラン

FI，蛍光強度

F。，，生物学的利用率

Gt，膜コンダクタンス

ISC，短絡電流

MAR，最大吸収速度
MBP，　maj　or　basic　protein

MDCK　eell，イヌ腎臓の上皮細胞

MEK，マイトジェン活性化キナーゼ

MLCK，ミオシン軽鎖キナーゼ

P、，apica1側の脂質膜を介する溶質の透過係数

P、pp，みかけの透過係数

Pb，　basolatera1側の脂質膜を介する溶質の透過係数

PBS，リン酸緩衝液

PD，自発的膜電位

PI3K，イノシトールー3一リン酸キナーゼ

PKC，フ。ロテインキナーゼC

Pm，全透過係数

Poly－L－Arg（10），分子量8．9　kDaポリーL　e一アルギニン



Poly－L－Arg（50），分子量42．4　kDaポリーL一アルギニン

IPt，ans，細胞内経路を介する溶質の透過係数

Pp、，a，細胞間隙経路を介する溶質の透過係数

SEM，走査型電子顕微鏡

STDHF，　sodium　taurodihydrofusidate

TBS，トリス緩衝液

TEER，経上皮電気抵抗
TJ，　tight　junction、密着結合

T搬、x，最大血中濃度到達時間

RFR，相対的蛍光強度比

R。，apica1側の脂質膜を介する溶質の抵抗

R，，basolateral側の脂質膜を介する溶質の抵抗

Rm，全抵抗

R，。，a，細胞間隙路の抵抗

R、，、。、，経細胞路の抵抗



総論の部



総論の部

緒言

　一般に鼻腔から全身への薬物送達は、肝初回通過代謝がなく、鼻上皮から

の透過性が高いため、低分子薬物に対しては、高い生物学的利用率が得ら

れている。しかしながら、この鼻粘膜ルートを利用した時でさえも多くの生理活

性ペプチド及びたん白質のような水溶性高分子薬物においては、投与量に見

合った十分野薬理効果を得ることが出来ない現状にある［1－3］。この原因とし

て、（1）鼻・気管支粘膜などの呼吸上皮（respiratory　epithelium）は繊毛細胞

（ciliated　columnar　ce11）と粘液を含む杯細胞（mucus－containing　goblet　cell）

の働きによって、外部から侵入した異物を積極的にろ過する機能

（mucocillary　clearance）が備わっており、投与された薬物がこの働きによって

除去されること［4，5］、（2）鼻粘膜にも生理活性ペプチド及びたん白質を分解

するたん白質分解酵素が存在するため、これら薬物が透過する過程で薬理活

性が不活化されること［6－8］、（3）他の粘膜に比べ高分子物質の透過速度は

高いものの、薬物の分子量に依存した透過速度の指数関数的な減少が挙げ

られる［1，2，9］。（1）や（2）は、粘膜付着性のエマルションやマイクロスフィア

などの剤形工夫による鼻腔内滞留性の改善や、酵素阻害剤を添加し、主薬自

身の安定性の向上について多く報告されている［10－13】。しかし（1）や（2）

の改善方法は、薬物の鼻粘膜吸収速度を決定する薬物濃度に関係しており、

膜透過過程における線速度（permeability）を改善しているわけではない。一

方、（3）の改善は、線速度の改善を意味し、高分子薬物の経鼻送達システム

を開発していく上で、最優先事項と考えられる。その改善策の一つとして、化

学的促進剤の利用が考えられる。これまで界面活性剤、胆汁酸塩、脂肪酸塩

など多くの化学的促進剤候補物質がスクリーニングされてきた［14－16］。しかし
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ながら、生理活性ペプチドやたん白質薬物が十分に薬理効果を発揮する程

度まで化学的促進剤を添加すると、これら促進剤のほとんどは、上皮細胞に不

可逆的な障害を与え、製剤開発の過程で断念され、我が国の臨床の場で用

いられたことはほとんどない。

　従って安全性に優れた促進剤候補物質のスクリーニングや開発が世界中、

特に欧州で盛んに行われてきた。その中から、ポリカチオン性のキトサンが見

出され、それを含有させたヒトインスリン（MW　5．8　kDa）やサケカルシトニン

（MW　3．5　kDa）製剤が設計され、現在、両者に関して第一相の臨床試験が実

施されている［17－21］、

　このような背景の中で、我々は、たん白質性医薬品の経鼻吸収性を著しく

改善できる吸収促進剤として、ポリーレアル台命ンを見出した［22］。ポリーL一アル

ギニンは、生理的条件下で、分子内にプラスチャージを有しており、キトサンと

類似した物理化学的特性を有している。ラット鼻腔内に、ポリーL一アルギニンと共

に分子量3kDaのα一心賦性ナトリウム利尿ペプチドやサケカルシトニンを投

与すると、これらの薬理効果が、静脈内投与した場合と同程度まで達成可能

であり［23｝、分子量18．8kDaの癖馬球コu入声刺激因子では、生物学的利

用率を1％から10％まで高めることが可能であった［24］。

　一連の研究結果から、ポリーL一アルギニンのラット腕卿。での高分子吸収に

対する促進効果は、ポリーL一アルギニンの濃度及び分子量に依存的であり、ポリ

ーL一アルギニンー分子あたりの電荷密度に依存して、促進効果が増大すること

が示された［25］。更に、デコンボリューション法により、モデル水溶性高分子と

して、分子量4．4kDaから167　kDaまでのFITCで標識したデキストラン

（FD－4～一150）を用い、ポリ　一L一アルギニンの促進効果を調べると、十分量の

FDsが鼻腔内に残っているにも関わらず、ポリー．L．アルギニンによって増加した

吸収速度が時間依存的に低下することが示された［24，25］。これらの結果は、
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加卿。でのポリーL一アルギニンの促進効果が、促進の強さと持続性によって決

定されていることを示している。特に興味深いのは、ポリーL一アルギニンの促進効

果の持続性であり、その効果は、分子量依存的に時間の経過とともに減少す

ることである。

　加えて、ポリ・・L一アルギニンは、鼻粘膜に対してほとんど障害作用が認められ

ず、界面活性剤や胆汁酸塩のようなこれまでの化学的促進剤の吸収促進効

果が、粘膜に対する不可逆的な損傷作用と密接に関連していたのとは異なり、

これまで知られていない別の機構によって水溶性高分子の吸収を促進してい

ることが推察された［22，24］。しかしながら、in・vitroにおける特徴的な吸収促

進効果を含み、これまでポリーL一アルギニンの作用機構に関してはほとんど解析

されていない。

　そこで、本研究では、ポリーL一アルギニンの吸収促進効果を解析した。第1

編では、in　vtvoにおけるポリ　一L一アルギニンの分子量依存的な作用持続性を

更に詳しく調べ、どのような因子によって決定されているかを明らかにした［26］。

第2編では、in　vilroにおけるポリーレアルギニンによって促進される高分子

薬物の主な輸送経路を決定し［2刀、その結果に基づき、ポリーL一アルギニンの

促進効果を特徴づけ［27］、更にポリーL一アルギニンによって生じるいくつかの細

胞内イベントを明らかにした［28］。以下、検討結果を論じる。
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第1編加卿。におけるポリーL一アルギニンの経鼻吸収促進効果の解析

　Natsumeら及びMiyamotoらはラットを用いて、　in・vivoにおける水溶性

高分子薬物（FD－4）の経鼻吸収に対するポリーL一アルギニンの濃度と分子量の

影響を調べている［22，24，25］。様々な分子量のポリーL一アルギニン（MW　8．9，

45．4，92．O　kDa）を種々濃度で投与すると、　FD－4の生物学的利用率（F。。）は

分子量と濃度に依存して増加した。また、より高分子量のポリ．レアルギニンの

方が低濃度でF。。が増加した。すなわち、高分子量のポリーL一アルギニンの方

が低いモル濃度で高い促進効果を現すことがわかった。これらの結果は、溶

液中の総電荷密度よりも、ポリ・・L一アルギニンー分子あたりの電荷密度に依存し

て促進効果が高くなることを示唆していた。同じポリカチオンである多糖類のキ

トサンも同じような吸収促進特性を有している［17－2　1］。キトサンの電荷密度は、

分子内の脱アセチル化度により決定される。ほぼ同じアセチル化度を有するキ

トサンは、ポリー・L一一アルギニンと同様に分子量依存的な促進効果を示した。一方、

同じ分子量で脱アセチル化度の異なるキトサンは、脱アセチル化度の高いキト

サンの方が促進効果が高かった。このように分子構造が異なってもプラス電荷

という共通の特性が吸収促進効果を現すと考えられる。結果的にポリカチオン

の促進効果のトリガーは、粘液及び粘膜表面のマイナス電荷を有するポリアニ

オン性たん白質とのイオン的相互作用であると信じられている［17－21］。粘液

及び膜表面で起こる出来事が上述のような単一なことだけなのか、さらにより複

雑なことで起こっているのかは詳細に検討する必要がある。

　ポリーレアルギニンを同時投与した場合のFD－4の吸収プロファイルをデコン

ボリューション法により算出すると、ポリーL一アルギニンの濃度に依存してFD－4

の吸収量は増加するが、最大吸収速度（MAR）はあまり変化しなかった

［24，25］。一方、ポリーL一アルギニンの分子量に依存してFD－4の吸収量と
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MARの両方とも増加した［24，25］。これらの結果は、　in・vivoでのポリーL一アル

ギニンの促進効果が、促進の強さと持続性によって決定されていることを示し

ており、ポリーL一アルギニンの濃度は主に効果の持続性を、分子量は促進の強

さと持続性の両方を決定していると考えられた。この分子量依存的な促進の強

さは、上述した一分子あたりの電荷密度と関連しており、鼻粘膜上でのイオン

的相互作用による出来事に関連して解析する必要がある。これに対して効果

の持続性に関しては、一つの疑問が生じた。持続性は、逆にいうと吸収速度が

時間の経過と共に徐々に低下することを意味している。この時間依存的な吸

収速度の減少は、ポリーL一アルギニンによって吸収が促進されたとしても大部分

が吸収されずに鼻腔内に残存していることが予想されるFD－10～FD－150

においても認められた［24］。これまで用いられてきた加卿。吸収実験法は

ポリ弥アルギニンの効果だけを見積もるために他の要素（鼻腔内からの薬液

の物理的除去やmucocillary　clearance）を除いた閉鎖系とした。すなわち、な

ぜ閉鎖系であるにもかかわらず促進効果が時間依存的に減少したかという疑

問である。

　そこで本編では、ラットを用い動態学的に推察されたポリーL一アルギニンの分

子量依存的な作用持続性に関して、加卿。経鼻吸収における水溶性高分

子薬物の吸収性の評価から実験的に確認した。また、ポリ・・L一アルギニンの時

間依存的な促進効果の減少を導く主な要因について調べた。

第1章ポリーL一アルギニンの分子量依存的な作用持続性に関する検討

第1節分子量の異なるポリーL一アルギニンの作用持続性に関する検討

本節では、これまでの動態学的手法によって推察されたポリーL一アルギニン
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の分子量依存的な促進効果の持続性を実験的に確認するために、これまで

のFD－4とポリーL一アルギニンの同時投与実験とは異なる先行投与実験を行っ

た。Fig．1にその実験プロトコールを示す。

　先行投与実験では、まず分子量8．9kDaのポリーL一アルギニン（poly－L－Arg

（10））あるいは分子量42．4kDaのポリーL一アルギニン（poly一レArg（50））を溶

解させた生理食塩液（10mg／m1，25μ1）をラット右鼻腔に先行投与し、あらか

じめ設定した投与間隔の後FD－4生理食塩液（165　mg／kg、25瞬）を同鼻

腔に投与した。投与後のFD－4血中濃度推移を通常の同時投与［FD－4

（16．5mg／kg）＋poly－L－Arg（10）あるいはp◎1y－L－Arg（50）（10　mg／mi），25μ1］

した場合のFD－4血中濃度推移と比較することによって、　poly－L－Arg（10）及

びpoly一レArg（50）の促進効果の持続性を評価した6なお鼻腔内に投与した

薬液が繊毛運動によって咽頭側へ除去されないようにラットに外科的処置を施

し、鼻腔を閉鎖系とした。もし先行投与したポリーL・・一アルギニンの促進効果が前

述した以外の何らかの要因によって減弱するのであれば、その後に投与した

FD－4の吸収に変化がみられると予想される。

　Figs．2及び3にpoly－L－Arg（10）とp◎iy－L－Arg（50）を用いたときの

FD－4血中濃度推移を、　Fig。4に血中濃度推移から求めた血中濃度時問曲
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線下面積AUCo．9hを示す。

　P◎ly－L－Arg（10）を先行投与すると、　FD－4投与の時間間隔が長くなるほど、

poly一レArg（10）とFD－4を同時投与したときのFD－4血中濃度に比べ低く

推移した（Fig．2）。　Poly－L－Arg（50）も同様に投与間隔に依存して血中濃度は

低下した（Fig．3）。　AUCo．ghも投与間隔に依存して低下し、　poly－L－Arg（10）

は4時間、poly一レArg（50）は12時間で、　FD－4だけを投与したときの

AUCo．9k（破線、コントロール）とほぼ等しくなった。
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Fig．　2　Plasma　concentrations　ofFD－4　after　pre－administration　with　poly－L－

Arg　（IO）　in　rats．

○：FD－4　alone（control），⑭：co－and　pre－ad翻鍛lstration　ofpoly一レArg（10）．

（a）：　FD－4　was　co－administered　intranasally　with　poly－L－Arg　（10）．　（b），　（c），：

FD－4　was　admifiistered　intraRasally　at　time－intervals　of（b）　1　h，　aRd　（c）　4　h

after　administration　of　poly－L－Arg　（IO）．

Data　represeRt　the　meaR　±　S．E．　（n＝4）．
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Fig．　3　Plasma　coRcentrations　ofFD－4　after　pre－admiRistratioR　with　poly－L－Arg

（5e）　in　rats．

○：FD－4＆10践e（co蹴ro1），⑭：co－and　pre－ad搬iRlstration　ofpoly一レArg（5◎）．

（a）：　FD－4　was　co－admiRistered　intranasally　vvith　poly－L－Arg　（50）．　（b），　（c），　（d）：

FD－4　was　administered　iRtraftasally　at　time－intervals　of　（b）　4　h，　（c）　8　h　and　（c）

12ha．費er　ad翻頭st罫a重i◎n　ofpely－L－Arg（50）．

Data　representthe　meaR　±　S．E．　（nxx4）．

8



マ
島
鼠
蜘
O
（
幽
綴
㎏
＼
鋼
欄
霞
。
⇔
紛
鼠
）
承
φ
9
b
脚
《

　（a）　PgXy－L－Aifg　（ft　O）

2eeo

亙600

丑200面　　de

800　璽

鵜0

0

　0　　1　　2　　3　　曝

　T董灘e一蓋磁㊧日岡（恥

20eg

亙600

亙2◎0

800

4eg

　o

（b）　PgRy－L－Arg　（SO）

璽　　需

　　壷

　　　　　欝

0　　2　　4　　6　　8　笈。　蓋2

Tfima£一figeServas盈（恥

Fig．　4　Relationship　between　AUCo－gh　of　FD－4　and　time　after
admlnistratioRs　of（a）　poly－L－Arg　（IO）　（le　mg／ml），（b）　poly－L－Arg　（50）　（le

mg／ml）　in　pre一一administration　study　in　rats．　There　was　a　significant

difference　between　the　AUCo．gh　in　pre－administration　studies　and　the

AUCo．gh　following　co－administration　of　FD－4　with　poly－L－Arg　（Student　t－

tesちぶP＜0．05，＊寧P＜0，0◎1）．

The　dotted　line　represeRts　AUCo．gh　ofcontrols．

Data　represent　the　meaR　±　S．E．　（itpt4）．

　これらの結果より、ポリー・L一アルギニンの促進効果は、投与後の時間の経過と

ともに減弱し、ポリーレアルギニンを投与しないときのコントロールレベルまで戻る、

一過的なものであることがわかった。加えて動態学的に推測されたポリーレアル

ギニンの分子量依存的な促進効果の持続性について実験的に確認された。

　これらの結果を、動態学的に再検証した。Figs．2及び3の結果及び

FD－4の静脈内投与で得られた速度論的パラメータを用い、デコンボリューショ

ン法により吸収プロファイルを求めた（Figs．5and　6）。これら吸収プロファイル

で重要な点は、ポリーL一アルギニンを先行投与したとき、吸収のラグタイムが消失

すること、吸収初期に認められるMARが投与間隔が長くなると低下すること、

プロファイル後半の傾きがFD－4のみを投与したときの傾きとほぼ同じであるこ

と、及びpoly－L－Arg（10）とpoiy－L－Arg（50）の先行投与でFD－4の

AUCo．9hがほぼ等しくなった投与間隔4と12時間のときの吸収プロファイ

9



ルがFD－4のみを投与したときの吸収プロファイルとほぼ同じであることが挙

げられる。Figs．2及び3で得られたポリーレアルギニン先行投与時の最高血

中濃度到達時間（Tm、x）の短縮は、吸収のラグタイムの消失によると考えられ

た。これは先行投与したポリーL一アルギニンの効果が部分的に残っていることを

示している。先行投与によるMARの低下は、ポリーL一アルギニンの鼻腔内濃

度の減少よりも、ポリーレアルギニンの分子量（分子構造）に何らかの変化が起

こったことを推測させる。また、吸収プロファイル後半の傾きとプロファイルの類

似性は、鼻粘膜を介するFD－4の透過性がポリーL一アルギニン投与の時間経

過に伴ってほとんど元に戻ることを示している。

　以上、先行投与実験の結果より、ポリーL．アルギニンの促進効果は、一定で

はなく一過的であることが明らかとなった。また、ポリーL一アルギニンは分子量に

依存した作用持続性を示すことが確認された。しかし、このような変化は鼻粘

膜の構造的な変化によっても起こる可能性がある。

　そこで、ポリーL一アルギニンの一過的な促進効果を従来の促進剤と比較する

ために、胆汁酸誘導体であるsodium　taurodihydrefusidate（STDHF，5mg／m1，

25ptl）に関しても先行投与実験を行った。　STDHFはHosoyaらの報告に

おいて、その促進効果と膜障害性が密接に関連していた促進剤の一つである

［15］。Fig．7にsTDHFに関して先行投与実験を行ったときのFD－4の血中

濃度推移を、Fig．8に血中濃度推移から算出されたFD－4のAUC◎一9hと

投与間隔との関係を示す。

　STDHF（5　mg／ml，25μ1）を先行投与した後FD－4を投与すると、ポリーL一ア

ルギニンの場合と同様に血中濃度推移、AUCo．9hのいずれも低下し、投与間

隔4時間でSTDHFの促進効果がほぼ消失した。これらの結果はポリーL一ア

ルギニンと同様にSTDHFの促進効果も一過的であることを示している。
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O：　FD－4　aloRe　（control），　＠：　co－and　pre－administration　of　ST］DHIF

（a）：　FD－4　was　co－administered　intranasally　with　STDew．　（b），　（c），　（d）：　FD－4　was

administered　intranasally　at　time－in｛ervals　of　（b）　1　h，　（c）　4　h　and　（c）　12　h　after

administration　ef　STD｝IF．
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There　was　a　significaRt　difference　between　the　AUCg．gh　in　pre－

administration　studies　aRd　the　AUCe．gh　following　co－admiRistratieR　ofFD－

4with　STDHF（Student‘一tes£，摩P＜0．05，懸Pく0．001）．

The　dotted　line　represents　AUCe－gh　of　controls．

Data　represe艦he搬ea簸±S．E．（n＝＝4）。
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　これらの促進剤の一過的な促進効果を以下のように推測した。（1）促進剤

の鼻粘膜を介する吸収による鼻腔内の濃度低下、（2）水溶性高分子薬物の

吸収を妨げるような鼻粘膜の構造的変化、（3）鼻粘膜の上皮細胞が水溶性

高分子薬物の吸収を妨げるような反応の惹起、つまり逆の細胞膜応答、（4）

鼻粘膜直下の血流の低下に伴う全身循環への薬物クリアランスの減少、（5）

時間依存的な促進剤の不活化である。

　我々の以前の研究において、ポリー・L一アルギニンによって種々分子量のFDs

（FD－4～FD－150）のF。。は、どの分子量も増加した［24］。よってpoly－L－Arg

（10）とpoly－L－Arg（50）自身も吸収される可能性が考えられる。しかしながら

F。。とFDsの分子量との関係から予測すると、ポリーL一アルギニン自身の吸収が

促進されたとしても、poly－L－Arg（10）では70％以上が、poly－L－Arg（50）で

は99％以上が鼻腔内に残存していると推察された。このためポリーレアルギニ

ンでは、（1）の可能性は低いと考えられた。一方、STDHFは、分子量が

625．9であるため比較的速やかに鼻腔内から吸収されることが予想される。

Hosoyaらは、以前に家兎摘出鼻粘膜を介してSTDHFが胆汁酸塩であるデ

オキシコール酸ナトリウム（MW　432．6）よりも素早く透過することを報告してい

る［29］。従ってSTDHFが一過的な促進効果を示した一つの要因として、鼻

腔内から全身循環系への吸収が考えられた。

第2節鼻粘膜表面構造の観察

　本節では、前節で推測した（3）の明らかな鼻粘膜の構造変化がポリーL一ア

ルギニンあるいはSTDHFによって起こるかを調べた。　Fig．9に鼻粘膜上皮

細胞表面構造の走査型電子顕微鏡（SEM）写真を示す。

　Poly－L－Arg（10）（10mg／ml，25μ1）をラット鼻腔内に投与し、4時間後の鼻

13



粘膜表面は、無処置の鼻粘膜表面と比較して何ら構造的な変化を起こしてい

なかった（Figs．9a，b）。更にpoly－L－Arg（50）（10mg／m1，25μ1）をラット鼻腔内

に投与し、4、8、及び12時間後の鼻粘膜表面に関してもpoly－L－Arg

（10）の場合と同様、無処置の鼻粘膜表面（Fig．9a）と比較して構造的変化

がみられなかった（Figs．9c，d，e）。　Miyamotoらは、以前に種々分子量のポリ

ーL一アルギニン（20mg／ml，50μ1）をラット鼻腔内に投与9時間後の鼻粘膜上

皮層をエオジン・ヘマトキシリン染色により病理組織学的に評価したところ、明

らかな組織破壊、炎症性反応がなかったことを報告している［25］。従って、ポ

リーL一アルギニンの一過的な促進効果が、鼻粘膜の上皮細胞表面の明らかな構

造的変化によって水溶性高分子薬物の吸収が妨げられた結果ではないと思

われた。

（a）
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睦、購
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’“1．漂鴛

　　　㌻噛

Fig，　9　Scanning　electron　micrographs　of　nasal　membrane　surface　after

treatment　with　or　without　enhancer　inrats．

（a）　no－treatment，　（b）　4　h　afier　administration　of　pely－L－Arg　（10），　（c）　4　h　after

administration　of　poly－L－Arg　（50），　（d）　8　h　after　administration　of　poIy－L－Arg

（50），　（e）　12　h　after　administration　of　poly－L－Arg　（50），　（D　15　min　after

administrationof　STDHF，（g）2hafter　administration　of　STDHF．

Scale　bar：　7，5　pm．
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　一方、STDHF（5　mg／m1，25μ1）をラット鼻腔内に投与し、15分後及び2

時間の鼻粘膜表面は、明らかな構造的変化を起こしており（FigS．9f，9）、

STDHF投与15分後で繊毛が絡まり上皮細胞が部分的に陥没していた。こ

のような変化が生じたときにSTDHF投与後のFD－4の吸収速度が最大に

達した（Tm、x，約15分）。よってSTDHF投与後の早い時間帯では鼻粘膜

の透過を促進させるような構造変化が生じたと考えられた。これは、Marttinら

が、STDHF投与15分後に鼻粘膜を共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察

したとき、FD－4の強い蛍光が鼻粘膜断面で観察されたことからも支持される

［30】。一方、STDHFを2時間処理した場合、ほとんどの繊毛が倒れ、部分

的に上皮細胞から消失している像が観察された。更に4時間後ではこのよう

な構造変化が進んでいた（data　not　showの。この結果からSTDHF先行投与

後の一過的な促進効果は、STDHFが鼻粘膜を透過する過程で時間の経過

とともに起こっている鼻粘膜構造の変化が関係している可能性が考えられた。

第3節ポリーL一アルギニンの繰り返し投与の影響

　第1節において推察した理由のうち、（1）と（2）はポリーL一アルギニンの一

過的な促進効果を起こす可能性が低いと考えられた。一方、STDHFは（1）

と（2）の理由が、部分的に関係していると推察された。

　本節では、ポリーL一アルギニンの一過的な促進効果が、第1節で推測した

（3）鼻粘膜上皮細胞が水溶性高分子薬物の吸収を妨げるような反応を惹起し

たことによるものか、（4）鼻粘膜直下の血流が低下したことによるものか、ある

いは（5）時間依存的にポリー・・L一アルギニンが不活化されることによるものかを明

らかにするために、ポリーL一アルギニンの繰り返し投与実験を行った。Fig．10に

そのプロトコールを示す。Poly－L－Arg（50）（10mg／ml，25μ1）を右鼻腔に投与
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Fig．10　Experimental　protocel　in　repeated　administration　study　in　rats．

し、一定時間経過後poly－L－Arg（50）（1e　ng／m1，25鉢1）とFD－4（16．5　mg／kg，

25S．t1）を共に同鼻腔に投与した。ポリーL一アルギニンとの比較のためにSTDHF

（5mg／m1，25μ1）に関しても繰り返し投与実験を行った。もし、ポリーL一アルギニ

ンの一過的な効果が先行投与したポリーL一アルギニンによって推測した（3）の

ような鼻粘膜が吸収を妨げるような反応を起こした場合や（4）のように血流の

低下による全身循環系への薬物クリアランスの低下が起こっていると、再びポリ

ー・k一アルギニンを投与してもポリーL一アルギニンによる促進効果は認められないと

考えられる。一方、STDHFの一過的な効果が先行投与したSTDHFの（1）

のような吸収による効果が主であるとすると、再びSTDHFを投与すると促進

効果が認められ、（2）のような高分子が透過しづらいような構造変化を引き起

こすとすると、再びSTDHFを投与しても促進効果は認められないと考えられ

る。

　Fig．11にpoly－L－Arg（50）を繰り返し投与したときのFD－4の血中濃度プ

ロファイルを、またFig．12にそのときのAuc◎一9hと投与間隔との関係を示す。

投与間隔を6，12，及び24時間と拡げても、poly－L－Arg（50）を再び投与

すると、FD－4の血中濃度は、通常の同時投与の場合（time－interva1：0h）

とほとんど同じような推移を示し、最高血中濃度、Tma，ともにほぼ同じ値となっ

た。
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Fig．　11　Plasma　concentrations　ef　FD－4　after　repeated－administration　with　poly一

レArg（50）in．　ra宅s．

O：　FD－4　alone　（control），　tw：　co一　and　repeated－admiRistration　ofpoly－L－Arg　（50）．

（a）：　FD一一4　was　co－administered　intranasally　with　poly－L－Arg　（50）．　（b），　（c），　（d）：

FD－4　was　administered　intranasal　ly　at　time－intervals　of（b）　4　h，　（c）　8　h　and　（c）

12　h　after　administration　ofpoly－L－Arg　（50）．

Data　representthe　mean　±　S．E．　（n＝　4）．
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Fig．　12　Relationship　between　AUCo．gh　of　FD－4　and　time　3fter

admi薙is甑io登s　of　poly－L－Arg（5◎）（10鵬9／翻）in　repea宅ed

admifiistratieR　study　in　rats．

There　was　no　slgnifuant　difference　between　AUCe．gh　ilt

repeated　administration　study　aRd　the　AUCo－gh　obtained

following　co－admiRistration　of　FD－4　with　poly－L－Arg　（5e）．

The　dotted　liRe　represents　AUCo．gh　ofcontrol．

Da重a　represe爺ts　the！nean±SE．（R　：4）．

　また、これら血中濃度プロファイルから算出したAUC◎一9hも投与間隔0時

間の時とほぼ同様のAUC◎一9hとなった（P＞0．05、　Student’s　9－test）。加えて、

Fig．4bの結果から予測すると投与間隔が6時間の場合、先行投与した

poly－L－Arg（50）の効果が約50％残存しているにもかかわらず、繰り返し投

与しても、ほぼ100％の促進効果を示した。これらの結果より、ポリーL一アルギニ

ンの効果は、繰り返して投与しても同じ様に高分子薬物の吸収を促進するとい

う点で、可逆的であることがわかった。また、鼻粘膜上皮細胞の応答、あるいは

血流の低下は、ポリ・・L一アルギニンの促進効果が一過的であることの要因では

ないと思われた。

　一方、STDHFを繰り返し投与すると、　FD－4の血中濃度は、投与間隔に

依存して減少し（Fig．13）、先行投与実験の結果とほぼ同じAUCo．9hとなった

18



（Fig。14）。これはSTDHFの促進効果が不可逆的であることを示している。従

って、STDHFが一過的な促進効果を示したのは、先行投与したSTDHFの

吸収によることが主な要因ではないと考えられた。ここには示さないが、粘膜の

脂質二重層を主に透過する脂溶性の低分子薬物のフルルビプロフェン（MW

244．3，オクタノール／水分配係数3．86）をSTDHFの先行投与後に投与し

ても良好に吸収されたことから、血流低下の影響も少ないと考えられた［31j。

それゆえ、先行投与したSTDHFによって鼻粘膜の上皮細胞は高分子薬物

の吸収を妨げるような不可逆的な損傷を受けた可能性が高く、前節の推察を

支持している。また、この繰り返し投与実験：法は、新規経鼻吸収促進剤のスク

リーニングにも応用できる可能性を有すると考えられた。
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Plasma　concentrations　of　FD－4　after　repeated－administration　with

O：　FD・一4　aloRe　（ccRtrol），　tw：　co一　and　repeated－administration　ofFD・一4．

（a）：　FD－ag　was　co－administered　intranasally　with　S’IDHIF．　（b），　（c）：　FD－4　was

administered　intranasally　at　time－intervals　of（b）　1　h，　（c）　4　h　and　（d）　12　h　after

admiRistration　ofSTI）］HIF．

Data　represent　the　mean　±　S．E．　（n＝　4）．
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Fig．14　Relationship　between　AUC，．，，　of　FD・一4　aRd　time　after

administrations　of　S’IDHIF　（5　mg／ml）　in　repeated－administratioR　stgdy　in

rats．　There　vvas　a　sigRificant　difference　between　the　AUCe．gh　in　repeated－

ad！ninistration　s加dles　and　the　AUC（）．gh　fell◎wing　co－admi益istration　ofFD－

4　with　STDHIF　（Studeftt　t－test，　＊P　〈　O．05，　＊“P　〈　O．OO1）．

The　dotted　line　represents　AUCo．gh　of　coRtrols．

Data　represe難賃he　mea帰国S．E．（薮＝4）．
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第4節鼻粘液中でのポリーL一アルギニンの分解性の評価

　前節までの結果からポリーL一アルギニンが一過的で可逆的な吸収促進効果を

示したのは鼻腔内に投与されたポリ　一L一アルギニンが時間依存的に不活化され

ることによることが、大きな要因である可能性が高くなった。

　ポリーL一アルギニンが不活化される可能性は、粘液成分や粘膜表面のアニオ

ン性物質（シアnムチン等［32］）とのイオン的相互作用による複合体の形成と、

ポリーL一アルギニンの酵素的分解が考えられる［7β］。このうち、複合体の形成

は鼻腔内の活性なポリーL一アルギニンの量（数）を減少させるため、分子量の異

なるポリーL一アルギニンを同じ濃度で投与すると、分子量の大きいポリーレアルギ

ニンの方がモル濃度が低いため、フリーのポリーL一アルギニン、すなわち活性の

あるポリーレアルギニンの数は減少すると考えられる。よってポリーL一アルギニンの
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分子量が大きいものの方が促進効果の持続時間は短くなると考えられた。しか

し、第1節の結果より、分子量の大きいポリーL・・アルギニンの方が促進効果の

持続時間が長く、かつMiyamotoらの検討で、　poly－L－Arg（10）の促進効果

とその1／4の濃度のp◎ly－L－Arg（50）の促進効果がほぼ等しかったことから

［24，25］、複合体形成は主な要因ではないと思われた。そこでもうひとつの可能

性であるポリーL一アルギニンの鼻腔内での酵素的な分解について検討した。そ

の結果をFig．15に示す。
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Fig．　15　Degradation　of　poly－L－Arg　（10）　（10　mg／ml）　and　poly－L－Arg　（50）

（10　mg／ml）　in　the　diluted　nasal　drip　and　Ringer　solutien　containing

trypsin．

（a）　poly－L－Arg　（10）　in　the　diluted　nasal　drip，　（b）　poly－L－Arg　（50）　in　the

diluted　nasal　drip，　（c）　poly－L－Arg　（10）　ift　Ringer　solution　containing

trypsiR，　（d）　poly－L－Arg　（50）　in　Ringer　solution　containing　trypsiR．

O：　Ringer　solution，　＠：　Fluid　1　（e．593　mg　protein！150　pl），　as：　Fluid　II

（1．28　mg　protein／150　pl），　O：　Ringer　solution　coRtaiRing　O．055　IU

trypsiR，　A：　Ringer　selution　containing　1．1　IU　trypsin．

Data　represent　the　rrtean　±　S．E．　（R　：6）．
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Poly－L－Arg（10）　（10mg／ml，25μ1）とpoly－L－Arg（50）　（10mg／ml，25μ1）

の両者とも、ラット1匹の粘液を緩衝液で希釈して調製した溶液（Fluid　I，二

二で経時的に分解し、その速度はpoly－L－Arg（10）の方がp◎ly－L－Arg（50）

よりも速かった（Figs．15a，b）。この傾向は、異なる活性のトリプシン（0．051U、

1．11U）溶液中でも同様であった（Figs．15c，d）。

　更にラット2匹分の粘液から調製した希釈溶液（Fluid　II，△）中の分解速

度は、Fluid　Iよりも速く、ポリーレアルギニンは、粘液に含まれる酵素の含量

（たん白質含量；Fluid　I：F厩d　II＝1：2）に依存して分解されることが明らか

となった。このことは、インタクトな粘液中ではポリーL一アルギニンが更に速く分解

されることを示している。類似した傾向が、活性の異なるトリプシン溶液中でも

認められ、ポリーL一アルギニンの分解速度は、1．1　luのトリプシン溶液の方が

0．051Uのトリプシン溶液よりも速かった。

　以上の結果より、ポリーL一一アルギニンの吸収促進効果が一過的で、かつ可逆

的であったのは、鼻腔内中での酵素的な分解によることが要因の一つであるど

考えられた。また、分子量が大きなポリーL一アルギニンの方が、促進効果が持続

したのは、鼻腔内での安定性が高かったことによると考えられた。

第5節本章の小括及び考察

　本章では、Miyamot◎ら［24，25］によって動態学的に推察されたポリーL一ア

ルギニンの分子量依存的な作用持続性を、ラットを用いたin　vlvoにおける水

溶性高分子薬物FD・・4の経鼻吸収性の評価から実験的に確認するとともに、

ポリーL一アルギニンの時間依存的な促進効果の減少を導く主な要因について検

討した。

　分子量の異なる2種類のポリーL一アルギニン［poly－L－Arg（10）（10　mg／ml）
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及びpoly－L－Arg（50）（10mg／ml）］の先行投与実験から、いずれのポリーL一アル

ギニンも投与間隔が長くなるほど促進効果が減弱した。促進効果がほとんどな

くなるまでに要する時間は、poly－L－Arg（50）の方がpoly－L－Arg（10）よりも

約3倍長く、ポリーレアルギニンは分子量に依存した作用持続性を示すことが

実験的に確認された。このことは、またポリ　一L一アルギニンの促進効果が一定で

はなく一過的であることを示している。ポリーレアルギニンが示した一過的な効果

は、胆汁酸誘導体であるSTDHFで認められた上皮細胞の不可逆的な構造

変化と関連する効果ではなかった。最近、111umらは，カチオン性ポリサッカ

ライドであるキトサンをラット鼻腔内に先行投与し，一定時間経過後，鼻腔内に

インスリンのみを投与した時の血糖降下作用を試験した［17］。その結果、キト

サンは鼻粘膜を損傷せずに、キトサンの投与時間に依存してインスリン血糖降

下作用が減少したことを報告した。彼らはこのキトサンの一過的な効果をtight

junctionの一時的な開口、あるいは吸収部位からのキトサンとインスリンの繊

毛運動による除去の結果であると推察している［17】。111umらは、無麻酔、鼻

腔開放系の実験系を用いたため、一過的な効果に対するmucocillary

clearanceの影響は著しく大きい［13，17］。一方、著者は、麻酔、鼻腔内閉鎖

系の実験系を用いたため、muc◎cillary　clearanceの影響は無視できる

［13，26］。従って、この一過的な促進効果をポリー一L一アルギニンが示す主な理由と

して、ポリーL一アルギニンの鼻腔内からのmucocillary　clearance以外による消

失と、吸収促進に対抗する吸収抑制または現状回復を起こす鼻＊二二の反応

が考えられる。後者のような逆の反応は、生体の交感神経系と副交感神経系

による調節機構のようなことが想像される。このような反応が起こっている場合

は、再び同じ濃度のポリーL一アルギニンを投与しても促進効果は示さないと考え

られる。一方、前者の場合は、再びポリーL一アルギニンの促進効果が現れると考

えられた。先行投与したポリーL一アルギニンの促進効果が消失する時間に、再

23



びポリーL一アルギニンを投与すると、ほぼ100％の促進効果を示した。また、

50％の効果が残存している時間にポリーL一アルギニンを再び投与した場合や、

促進効果が消失するのに要した時間の2倍の時間において再びポリーレアル

ギニンを投与した場合でも、100％の促進効果を示した。これらの結果は、ポリ

ーL一アルギニンの一過的な促進効果を示す主な要因がポリーL一アルギニンの鼻腔

内からの消失によることを示唆している。加えて、ポリーL一アルギニンを繰り返し

投与しても同じ促進効果が得られたことから、吸収を促進するという点でポリーレ

アルギニンは可逆的な効果を示すことが明らかとなった。

　投与したポリーL一アルギニンが分子量依存的に鼻腔内から消失する過程の一

つに、ポリーレアルギニンが鼻腔内から全身循環系へと吸収されることが考えら

れる。この場合、ポリーL一アルギニンの分子量を考慮すると、主な要因とはならな

い［241。もう一つは、ポリーL一アルギニンが何らかの要因によって不活化されるこ

とが考えられた。不活化による鼻腔内からの消失の可能性は、他のポリカチオ

ンに関する報告からも高いと考えられる［33－35］。キトサンやポリーL一リジンのよう

なポリカチオンがヒト結腸癌由来の培養上皮細胞単層Caco－2モデルにおい

て、洗浄除去することによって、増加した上皮透過性が24時間以内に元の

レベルにまで回復することが示された［33－35】。更に、Caco－2モデルにおいて、

キトサンをapica1側に20分適用した後、フレッシュなメディウムに交換しても

60分経過した時点では、膜透過性が充治したままであったが、キトサンを除

去した後、ポリアニオン性のヘパリンを含むメディウムにて、上皮層を更に洗浄

すると60分以内に膜透過性がコントロールレベルまで回復したことが報告さ

れた［33］。これは、メディウム中のキトサンを除去しても、上皮層表面にイオン

的相互作用によって結合したキトサンまでは除去できなかったために上皮透過

性の促進作用が持続したが、ポリアニオン性ヘパリンを含むメディウムで洗浄

すると、より多くの上皮層表面に結合したキトサンが除去され、促進効果が減

24



少したものと推察された。このように生理的条件下で分子内にプラスチャージ

を多数有するポリーレアルギニンを含むポリカチオン性物質は、上皮表層のアニ

オン性部位とイオン的相互作用を起こし、上皮透過性を一時的に増加させ、

それが除去されると増加した膜透過性が元のレベルに戻る特性を有すると考

えられた。

　このような実験的な効果の消失は、ln　vivoでは、不活化のような現象によ

って起こると思われる。その一つに、ポリカチオンであるポリーL一アルギニンと粘

液成分の一つであるポリアニオン性のシアロムチン［32］とのイオン的相互作

用による複合体の形成が考えられるが、これは分子量の異なる活性なポリーL　一一ア

ルギニンの量（数）を相対的に減少させるため、一過的な促進効果の要因と

しての可能性は低いと思われた。

　そこで、もう一つの可能性として考えられるpoly－L－Arg（10）及び

poly－L－Arg（50）の分解性を評価した。いずれのポリーL一アルギニンも希釈した

鼻粘液中で、またトリプシン溶液中で酵素的に分解され、酵素濃度に依存して

分解速度が速くなり、低分子量のポリーL一アルギニンの方が高分子量のポリーレア

ルギニンよりも速く分解した。よってポリーレアルギニンが分子量依存的な一過

的な促進効果を示した要因の一つとして、分子量依存的な酵素的分解が考え

られた。またこの結果は、分子量の大きいポリ．L一アルギニンほど、みかけ上鼻

腔内で安定であるため、効果が持続することを示している。

　鼻粘液中にはマスト細胞由来のトリプシン型セリンプロテアーゼ（トリプター

ゼ）［刀、あるいは気道上皮由来のトリプシン様酵素［8］が含まれており、炎症

時やアレルギー患者ではその分泌量が増加することが知られている。両酵素

はトリプシン同様、たん白質のアルギニン残基の。末端側を選択的に切断す

るため［7，8］、投与されたポリーL・一アルギニンはおそらく、これら酵素によって主

に分解するものと考えられた。Fig．8で示される分解性の結果は希釈粘液中
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のそれであり、インタクトな粘液中では、上述した酵素によってさらに速くポリーL一

アルギニンは分解されると推察された。加えて、Fig．8で示されるポリーL　一一アルギ

ニンの分解プロファイルは、初期の分解速度が非常に遅いことからポリーL一アル

ギニンが単純な一次分解あるいは併発分解反応によって分解されているわけ

ではないことを示している。すなわち、この分解プロファイルは、ポリー・L一アルギニ

ンが併発・逐次型の分解反応によって分解されている可能性が高いことを推

測させる。この場合、粘液中で分解されても促進効果を現すのに十分な分子

量を有する活性なポリー・L一アルギニンは、Fig．8で示されるより早い時期にほと

んどなくなると考えられる。Miyamotoらの研究により、ポリーL一アルギニンの分子

量は促進作用の持続性に加え、効果の強さも決定していた｛24，25］。加えて、

レアルギニンモノマーでは促進効果が認められていない［22］。どの程度の分

子量まで、ポリーL一アルギニンの促進効果を示すかは定かではないが、　L一アルギ

ニンダイマーやトリマーにはほとんど促進効果はないものと推察される。このよう

に、ポリーL一アルギニンの鼻腔内での分解は、一過的な効果を示す最も大きな

因子であると考えられる。しかし、このことを確認するためには、今後どのような

分解物が、どのような時間で出現するかを定量する必要がある。

　以上、ポリーL一アルギニンは、加卿。において分子量に依存して一過的で、

かつ可逆的な促進効果を示す吸収促進剤であることが明らかとなった。

　このような特性は、ペプチド及びたん白質医薬品の薬力学に合わせた投与

設計が可能となり、副腎皮質刺激ホルモン（MW　4．5　kDa）、成長ホルモン

（MW　22　kDa）あるいは黄体形成ホルモン（MW　29　kDa）のようにその血中濃

度をパルス型にするのが望ましいものに対しては、比較的低分子量のポリーL一ア

ルギニンを使用することで達成でき、二二に薬理効果の持続が望まれるバソプ

レシン（MW　1．1　kDa）やインスリン（MW　5．8　kDa）、あるいは薬理効果の発現

に有効血中濃度の長時間の持続を必要とする穎粒球コロニー刺激因子
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（MW　18．8　kDa）やエリスロポエチン（MW　30　kDa）の場合には比較的高分

子量のポリーL一アルギニンを使用することで達成できると思われる。また、このよう

な特性を有するポリーL一アルギニンは、インターフェロンα（MW　20　kDa）のよう

に生体の日周リズムにあわせた時間薬理学の概念に基づく悪性腫瘍及び慢

性肝炎に対する治療設計［36，37］においても応用可能と考えられる。従って、

ポリーレアルギニンは、臨床的にその有用性が期待されるたん白質様水溶性高

分子薬；物のtime－controlled　transnasa1　delivery　systemの開発に有望である

と思われた。
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第2編ln　vitroにおけるポリーL一アルギニンの鼻粘膜透過促進効果の解析

　前編の結果より、ポリーL・アルギニンの促進効果は一過的で、かつ可逆的な

吸収促進剤であることが明らかとなった。

　従って、界面活性剤や胆汁酸塩のような従来の化学的促進剤の吸収促進

効果が粘膜に対する不可逆的な損傷作用と密接に関連していたのとは異なり、

別の機構によって水溶性高分子の吸収を促進していることが推察された。しか

しながら、初卿0における特徴的な吸収促進効果を含み、これまでポリーL一ア

ルギニンの作用機構に関してはほとんど解析されていない。水溶性高分子薬

物が鼻腔内から全身へ移行するためにはその律速過程である鼻粘膜上皮層

を透過しなければならない。薬物の上皮層を介した輸送経路は経細胞路

（transcellular・route）と細胞間隙路（parace1Mar　rGute）の二つの経路が存在

する。従ってポリーL一アルギニンがどちらの輸送経路を促進しているかを調べる

ことは、その促進機構を明らかにする上で重要であると考えられる。

　更に、ポリーL…アルギニンを含むポリカチオンが鼻粘膜の上皮細胞間隙経路

の透過性を主に促進する可能性が高く［33－35］、その経路における上皮バリ

アー能を形成する細胞間接着複合体に及ぼす影響を調査することが必要で

ある。上皮細胞膜の隣接する細胞同士の接着は、主にtight　juncti◎n（TJ）と

その直下のadherens　juncti◎R（AJ）によって制御されている。　TJはTJ膜貫

通型たん白質であるoccludin、　claudin、　JAMなどや、　TJ裏打ちたん白質で

あるZO－1、ZO－2、　ZO－3、7H6などが、またAJはAJ膜貫通型たん白質で・

あるE－cadherinやAJ裏打ちたん白質であるカテニンが細胞間接着分子と

して機能し、TJ並びにAJはこれら接着分子の集合体によって細胞接着複

合体を形成していることが知られている［38－41｝。特に、TJは、細胞間隙部

の物質透過を制限するためのバリアー機能と細胞の極性を維持するためのフ
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エンス機能を有している［39］。またAJ構造の変化は結果的にTJ構造の

変化をもたらすことも知られている［41］。

　そこで本編では、3章に亘ってポリーL一アルギニンの鼻粘膜透過促進効果

の解析をin・vitro家兎摘出鼻粘膜にて行った。

第1章ポリ・L・アルギニンによる透過促進経路の同定

　本章では、ポリーL・アルギニンによって促進される溶質の輸送経路を決定す

るために共焦点レーザー走査型顕微鏡（CLSM）にて上皮層を介した水溶性

高分子（FD－4）の蛍光像を観察した。また付随して起こるポリ・L一アルギニンに

よる膜たん白質の分布の変化を免疫抗体法により視覚化し、輸送経路と関連

付けた。加えて、Ussing型diffUsion　chamberを用いた電気生理学的手法

により、溶質の輸送パラメータと鼻粘膜の電気生理学的パラメータの関係から

CLSM観察結果の妥当性を評価した。

第1節　FD－4の透過経路の視覚化

　　Fig．16にFD－4（2．5　mg／ml）とMW　42．4　kDaのポリー：L一アルギニン（5

mg／ml）をapica1側に適用し、120分経過した後の鼻粘膜のCLSM画像

を示す。ポリ・L・アルギニン非存在下（コントロール）において、apica1表面で細

胞周辺にFD－4の蛍光が観察された。また細胞内にもわずかに検出されたがそ

の蛍光強度は細胞周辺よりも弱く、はっきりしなかった。これに対して、ポリーL一ア

ルギニン存在下では、鼻粘膜のapical側表面から7．2μmの深さまで、細

胞間隙部位に強いFD－4の蛍光が観察された。また、矢印で示したように細

胞表面にみられる強い蛍光は、細胞断面（3．6，7．2pm）では細胞間隙部位

29



にのみ観察された。

　これらの結果より、ポリ・L・アルギニンは家兎摘出鼻粘膜において、FD－4の

細胞間隙路の輸送を優先的に促進ずると考えられた。

Epithelial

surface

一3．6　pm

一7．2　pm

Contro且
With　poly．レArg

　（5mg／ml）

Fig．16　ConfocaL　laser　scanning　microphotographs　ofrabbit　nasat

epithelium　after　a　120－min　apptication　ofFD－4（2，S　mglml）with　poly－

L－Arg　（5　mglml）．

Series　of3horizontat　cross－sections　from　O　pm　to－7．2　pm，　taken　at

steps　of3．6　pm　thickness．

Scale　bar：30　pm．

第2節電気生理学的解析

　前節の観察結果を電気生理学的に解析するため、Ussing型diffusion

chamberに摘出鼻粘膜を装着し、電気生理学的パラメータ（自発的膜電位、
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PD，短絡電流、　Isc、経上皮電気抵抗、　TEER）をモニターしながら、ポリ・L一ア

ルギニンの促進効果を調べた。

　鼻粘膜上皮を介する溶質の透過が単純拡散に従い、経細胞路と細胞間隙

路の両方によるとすると、全透過係数Pmは、（1）式となる。

　P　m　：（1－oc）　P　trans　＋　oc　P　para　…・・・・・・・・・・・・・・・・…　（1）

ここで、Ptransは細胞内経路を介する溶質の透過係数、Pparaは細胞間隙路

を介する溶質の透過係数、αは全透過面積に対する間隙部の有効面積率

である。経細胞学の透過性はapica1側の脂質膜とbasolatera1側の脂質膜

の透過抵抗が支配的であるのでPtransは（2）式で表される。

P論，＝・　BT＋意一一一（2）

Pt・an・一： u㌔一一一一く2り

ここで、Paはapica1側の脂質膜を介する溶質の透過係数、

basoiateral側の脂質膜を介する溶質の透過係数である。

（b、（2’）式より、Pmは（3）式となる。

　　　　　　P　a’P　b　　　　　　　　　　＋　（x　P　para　・・・・・・・・・・・…　（3）　P搬＝（1一α）
　　　　　　Pa＋Pb

もし、溶質の透過が経細胞路優位とすると、（3）式は

　　　　　　　P　a・P　b　　　　　　　　　　　・・・…一一・・一一・・一一・・一…　（4）　Pm　ig　（1一一（x）

　　　　　　　Pa＋Pb

溶質の透過が細胞間隙路優位とすると、（3）式は

　P　m　aj　oc　P　para　・一一一・一…一・一・一…一一・一・一・・一・・一・・…一・　（5）

と簡略化できる。

Pbは

一方、鼻粘膜を介する全抵抗、Rmは経細胞路と細胞間隙路が並列に存在

31



するので（6）式で表される。

±t　”：　R’itllilllirans＋　R－llEtlfflra　”””””””・”””（6）

ここでRtransは経細胞路の抵抗、Rparaは細胞間隙路の抵抗である。ただし、

apica1側の脂質膜とbaselatera1側の脂質膜は直列に存在するのでRtrans

は（7）式となる。

　R　traRs　ut　R　a　＋　R　b　一・・一・一・一一・…一…一一…一・一・…一・・一　（7）

　（6）、（7）式よりRmは、

孟一R。峯Rb＋R這一一《呂）

となる。

本実験系で電気生理学的な手法により求まる自発的膜電位（PD）は、

apica1とbasolatera1側の膜電位差であり、それを打ち消すための短絡電流

（lsc）は、膜の最も1eakyな部分である主に細胞問隙路のイオン輸送電流と

考えられる。従って、これら2つのパラメータを用いてオームの法則より算出さ

れる経上皮電気抵抗（TEER）は、（7）、（8）式を反映せず、

　R　m　＝：　TEER　＃　R　para　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　（9）

となる。一般にPmとRmは

Pm＃　Trtff．r　t…一一一・一・・一一・…一一一一・一一一一一一一（10）

と表されるので、（5）、（9）式より

Pm≒αP醐≒R論一一一（U）

となる。αPparaをみかけの透過係数Pappとおくと
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P卿≒ぜ㈱一一一一一（12）

となる。Rparaを膜コンダクタンスGtとして表すと

Rp…＝： ””．”””“一一・一一一一・一一一一…一一
@（13）

となり、（12）式は

　P　app　：Gt　・一・・一・・一・一・・・・・…一・一・・・・・・・…一・一・一…一t一・一…一　（14）

となる。従って、もしポリーL・アルギニンによって、経細胞路と細胞間隙路の両方

の透過が促進される場合と経細胞路が促進される場合、すなわち（3）、（4）式

が成立する場合は、PappとGtとの間には、比例関係が認められないと考え

られる。一方、ポリ・レアルギニンによって細胞間隙のFD－4透過が促進された

場合、（14）式よりPappとGtとの間には直線関係が認められると考えられ

る。

　Fig．17にFD－4の累積透過量とTEER値の経時変化を示す。
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Fig．17　Effects　ofpoly－L－Arg　concentration　on　the　FD－4　permeatioR　（a）

and　T£ER（b）across癒e　rabbit　nasal　epithel沁搬．（○）contro1；（醗）with

O．05　mg／ml　poly－L－Arg；　（　A）　with　O．5　mg／ml　poly－L－Arg；　（tw）　with　5

mg／ml　poly－L－Arg．　Closed　arrow：　apieal　application　of　poly－L－Arg　and

FD－4　（2．5　mg／ml）．　Data　represent　mean　±　S．E．　（n　：3－5）．
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鼻粘膜を介したFD－4の輸送は、ポリ・L・アルギニンの濃度に依存して増加し

（Fig．2a）、　TEERは濃度に依存して減少した（Fig．2b）。これらの結果は細胞

間隙路が拡がりFD－4の透過が増加したと考えられた。そこでポリーL一アルギニ

ンによる透過性の増加とTEERの減少との関係について評価した。　FD－4の

みかけの透過係数（Papp）は式（15）より算出した。

　　　　　　　　　　　dQ／dt
　P　app　（em／see）　：　　　　　　　　　　　　　　　一一・一一一・一一・　（IS）
　　　　　　　　　　　A×　Co

ここで、dQ／dtΦ9／sec）はFD－4の定常状態フラックスであり、　CoΦ9／ml）

は、ドナー側の初期FD－4濃度、　A（cm2）は、鼻粘膜の有効表面積である。

　膜コンダクタンス（Gt）はPDとIscから計算されたTEERと（13）式より

算出した。Fig．18にFD－4のPappとGtとの関係を示す。
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Fig．18　Relatienship　between　Papp　ofFD－4　aRd　Gt　in
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（○）contro1：（圏）with　poly．L。Arg（◎．05搬g／ml）；（△）with

poly一レArg（0．5　mg／ml）；（⑭）wlth　poly．レArg（5　mg／ml）．
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　その結果、両者の間には、良好な相関が認められた（r2　・O．859）。この結

果よりポリ・L・アルギニンの透過促進が（3）式、（4）式で表されるような経細胞

路優位の効果ではなく、細胞間隙路優位の効果であると考えられた。また、こ

の結果は、前節のCLSMの結果を強く支持するものと思われる。

　以上の結果より、ポリ・L・アルギニンは隣…接する細胞間に何らかの影響を及

ぼし細胞間匿路の抵抗を減少して、FD－4の透過性を促進したと考えられた。

　なお、ポリーL一アルギニンを低濃度で適用した場合（0．05mg／ml）、　FD－4輸

送とTEERは、ポリ・L・アルギニン適用90分でコントロールレベルに回復し

た。（90分から120分の間で算出したFD－4のPapp；6．6　±　O．8×10’7　cm／s、

平均TEER；89．7土0．7％）。

：第3節細胞間接着たん白質に対する影響

　前節までのポリ・L一アルギニンによって得られた効果が、細胞間接着たん白

質の分布に関係するかどうかを評価した。

　Fig．19に家兎摘出鼻粘膜をポリ・L・アルギニンで処理した後のzo－1［43】、

occludin［44］、E－cadherin［45］のCLSM画像を示す。

　コントロールの鼻粘膜では、これらのたん白質は、細胞一細胞連結部位に

連続的なバンドとして局在していた（Figs．19a－c）。これに対して0．5　mg／mlと

5mg／mlのポリ・L・アルギニンを120分間処理すると、細胞一細胞連結部位

のZO－1、　occludin、　E－cadherinのバンドが減少し、細胞内に強い蛍光が観、

察され、これらたん白質が細胞内へ分散した（Figs．19j　一〇）。一方、0．05　mg／ml

ポリ・L・アルギニンにおいては、適用30分でこれらたん白質は細胞内へ分散

したが（Figs．19d－f）、適用120分では、これらたん白質の大部分は細胞間

隙部位に再分布した（Figs．19g－i）。これらの結果から、ポリーL一アルギニンは接
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着たん白質を細胞内に分散させることがわかった。また、ポリ・L一アルギニンの

濃度に依存して細胞一細胞連結部位での接着たん白質の分布が変化するこ

とが示唆された。

　以上の結果から、ポリ・L・アルギニンは接着たん白質を細胞内へ分散させる

ことによって細胞間隙の結合部を開口し、FD－4の透過を促進することが明ら

かとなった。

Contro且

0・05mg／ml

poly－L－Arg

　30　min

O．05　mg　lml

poly－L－Arg

　120　min

O．5　mg　／ml

po且y一レAr9

　120　min

ZO－1

護蟻．

l
　
F

5mg／ml　pt
po且y一レAr9

　120min　ww

d

r

Occludin
E－cadherin

曝r・慧
融

臨

調

Fig．19　lmmunofluorescent　localization　of　ZO－1　（a，d，gj，m），　occludin　（b，e，h，k，n）

and　E－cadherin（c，f，i，1，0）in　rabbit　nasal　epithelium　after　treatment　with　poly－L－

Arg　in　apical　side．　Scale　bar：　15　pm．
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第4節本章の小括及び考察

　本章において、家兎摘出鼻粘膜におけるポリーL一アルギニンによって促進さ

れる水溶性高分子の主要な輸送経路を同定した。

　ポリ・：L一アルギニン存在下、FD－4が鼻粘膜の経細胞路と細胞問隙路のどち

らを介して輸送されているのかをCLSMにて観察すると、鼻粘膜断面では細

胞間隙スペースのみに顕著なFD－4の蛍光が観察された。更に電気生理学

的手法にてFD－4の輸送経路を解析すると、ポリーL・アルギニンの適用濃度に

依存して、鼻粘膜の細胞間隙透過性の指標となるGtが増加し、それに伴っ

てFD－4の鼻粘膜透過性が増加した。両者の間には良好な直線関係が認め

られたことから、CLSMにて観察された細胞間隙を介するFD－4透過の妥

当性が確認された。更に、細胞間接着複合体を形成する接着たん白質の分

布を免疫蛍光法により観察した結果、ポリーL一アルギニンを鼻粘膜のapical側

に適用すると、これら全ての接着たん白質が細胞一細胞連結部位から細胞内

へ分散した。また、より低濃度のポリーL・アルギニンほど、細胞周辺に残存してい

た。従ってポリーレアルギニンは、鼻粘膜において、濃度依存的に接着たん白

質、特にTJたん白質の分布を細胞一細胞連結部位から細胞内に分散させ

ることが明らかとなった。

　これらの結果は、ポリ・L・アルギニンと類似したポリカチオン的性質を有するキ

トサンやその誘導体（N一トリメチルキトサン）あるいはポリ・L一リジンが、Caco－2

細胞単層やイヌ腎臓の培養i上皮細胞であるMDCK細胞単層における

FD．4や14C一マンニトールの透過性とGtが直線関係にあった結果と一致す

る［33，45，46】。従ってポリカチオン牲の物質は、上皮の種類に関係なく、その

細胞間隙透過性を優先的に増加すると考えられた。

　キトサンやポリーL一リジンのようなポリカチオンは、Caco－2細胞単層において、
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TEERを減少させるが、洗浄除去することによって24時間以内に完全に

TEERが元のレベルに回復することが示された［34，35】。本章において、0．05

mg／mlポリ・L一アルギニンのapica1側適用30分後のFD－4の透過性の増

加とTEERの減少が120分以内に完全に元の状態に回復した。これに一

致して、ZO－1、　occludin、　E－cadherinは、30分で細胞内に分散していたが、

120分で大部分が細胞間隙部位に再局在したことから、低濃度のポリー：L一アルギ

ニンは、本実験条件下（120分）では可逆的な促進効果を示すことが示唆さ

れた。一方、予備的検討において、ポリーL・アルギニンを30分間適用後、ポリ

ーL一アルギニンを洗浄除去すると、05mg／m1のポリ・L・アルギニンにおいては、

80％までTEERの回復が見られたが、5mg／m1のポリーL・アルギニンでは試験

時間以内で回復しなかった。これはポリーレアルギニンが鼻粘膜表面のアニオン

性分子とのイオン的相互作用による吸着を示し、洗浄除去しきれなかったもの

と推察される。また、本実験条件下では、ポリー・L一アルギニンの酵素的分解を最

小限度に抑えるために、透過実験を行う前にフレッシュなリンゲル液に入れ換

えている。このためポリーレアルギニンの作用が持続したものと考えられた。以前

の検討において、Natsumeらは、　in・vitroにて5mg／m1のポリ・L一アルギニン

が膜成分の漏出を引き起こすような細胞障害性を示さなかったことを報告して

いる［22］。加えて、Miyamotoらは、　in・vivoにてポリ・L・アルギニン（20

mg／m1）を鼻腔内投与後のラット鼻粘膜において、組織病理学的変化がほと

んどないことも報告している［25】更に、FD4吸収に対する10mg／m1のポリ

・L一アルギニンの促進効果が、一過的で、かつ可逆的であることを前編にて明ら

かにした。従って、ポリーL一アルギニンもキトサンやポリ・L一リジンと同様に、TJを

可逆的に開口させ、水溶性高分子薬物の経粘膜吸収を促進すると思われる。

　以上の結果より、ポリーL・アルギニンは、細胞間隙の接着たん白質である

ZO－1、occludin、　E－cadherinを細胞内へ分散させることによって隣接する細胞
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間のTJ並びにAJを開口する結果、細胞間隙経路を拡げ、水溶性高分子

薬物の透過を促進すると結論づける。

第2章ポリ・L・アルギニンの促進効果のキャラクタリゼーション

　前章の結果から、ポリ・L・アルギニンは鼻粘膜の細胞一細胞接着を担うたん

白質を細胞内に分散させることにより高分子薬物の細胞間隙輸送を促進する

ことが明らかとなった。このポリ・・L一アルギニンによる鼻粘膜を介した高分子薬物

輸送に関わる最終的な出来事がどうような過程を経て起こるかは、これまで明

らかにされていない。生理医学系の分野において、遅発性のアレルギーや慢

性炎症に好酸球由来のポリカチオンであるmaj　or　basic　protein（MBP）が深く

関わっていたことから、その代替物としてポリーレアルギニンが研究された

［47，48】。しかしながら、ポリ・一L一アルギニンはMBPの代替物とはならないことが

わかった［49］。このことは、ポリカチオンの立体的な構造によって生体膜に対

する生理作用が異なっていることを示唆している。その後、いくつかの研究グ

ループによって、ポリカチオンの生理的意義に関していくつか特徴付けられた

が［50－53］、それらの生理作用と細胞間隙輸送の促進作用との問に関連があ

るという報告はなされていない。

　これまで述べてきたように、ポリ・レアルギニン、キトサンといったポリカチオン

が非特異的なイオン的相互作用を出発点として、細胞間隙路の高分子薬物

の輸送を促進したと考えられる。このイオン的相互作用は、赤血球膜で明らか

にされたように膜表面あるいはその近傍の微小なイオン的環境を変化する可

能性［54，55］やその後に、TJやAJの接着たん白質を細胞内に分散させる

ようなある種の特異的な膜たん白質と相互作用する可能性がある。また、細胞

間接着たん白質と直接イオン的相互作用を起こす可能性もある。前者の場合、
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細胞内の閾値に達したイオン分極の発火を間接的あるいは直接的に変化させ

る可能性を有する。このような変化は細胞内のいくつかのイベントに影響し、細

胞間接着部に変化を与えるかもしれない。従ってこのような反応が起こるため

には、細胞内のイオン勾配を形成するためのエネルギー代謝が作動しなけれ

ばならない。一方、後者の場合、接着たん白質がポリカチオンと複合体を形成

する可能性が高い。これは接着たん白質の物性を変化させるので、直接細胞

間回路の輸送を変化させる。従ってこのような変化が起こるためには細胞間隙

部にポリカチオンが存在することが重要である。このようにポリーUアルギニンが

高分子薬物の細胞間隙輸送の促進を導くプロセスを明らかにしていくために

は、ポリーL一アルギニンの透過促進に関わる特性を決定するのが重要であると考

えられる。

　本章では、ポリ・L一アルギニンの促進効果がどのような条件のときに起こるか

を検討した。

第1節ポリーL・アルギニンの促進効果に対する部位特異性の検討

　ポリ・L・アルギニンの促進効果に部位特異性があるかどうかを検討した。その

結果をFig．20及びTable　1に示す。ポリーレアルギニン（5　mg傾1）をFD－4

と共にapica1側に適用すると、　apica1からbasolateta1（A　to　B）方向への

FD－4の輸送はコントロールよりも増加し（Fig．20a）、　FD・・4の透過係数は、

4．78倍増加した（Table　1）。また、　TEERは初期値の57％まで減少した

（Table　1）．

　一方、ポリーL・アルギニン（5mg／m1）とFD－4（25　mg／ml）をbasoiatera1側

に適用すると、Bto　AへのFD－4の輸送は全く促進されず、　TEER値も変

化しなかった（Fig．20b，Table　1）。また、ポリーL・アルギニン（5　mg／m1）をapica1
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側に適用し、FD－4（2．5　mg／m1）をbasolateral側に適用すると、　B　to　Aの

FD－4の輸送は3．16倍促進され（Fig．20c）、TEERが初期値の64％まで

減少した（Table　1）。これらの結果より、ポリ・レアルギニンは、　apica1側に適用

した場合のみ、両方向のFD－4の細胞間隙を介した輸送を促進することが明ら

かとなった

　一方、前編でも使用したSTDHFに関しては、　apical側、あるいは

basolateral側に適用するといずれの場合もFD－4の透過を促進し、　TEERも

減少したため、部位特異的作用は認められなかった（Table　1）。
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Flg．20　Effect　of　apical　and　basoiateral　application　of　poly一レArg　on　FD・

4　permeation　across　the　rabbit　nasal　epithelium．　（O）　control；　（es）　with　5

mg／ml　pQly－L－Arg．　Closed　arrow：apical　application　of　poly。レArg　and

FD－4　（2．5　mg／ml）．　Data　represent　mean　±　S．E．　（n＝3－5）．
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Tab且e　1 Effect　of　apical　or　baso且atera且application　of　enhancets

o皿Papp　of　FD－4　and　TEER

Direction　ofFD－4
transport

Papp（x　10’7　cm／s） TEER（Q－cmZ）

A　te　B　directien

　contrel（S｝

apical　S　mglml　poly－L－Arg（4）

apical　S　mglm］STDHF（4）

S．67　±　1，00

27．13　±　1．97＊　［478elo］

27．74　±　2．96’　［4890！o］

SS．60　±　1，17

31．42　±　1，9S．　［57010］

18．37±4，39’　［33“le］

B　to　A　directien

control（S）

basolateml　5　mglml　poly・レArg（5｝

apical　S　mglml　poly－L－Arg（3）

basoLateral　S　mglml　STDHF（4）

6．34＝ヒ0．72

3．41ヨヒ0．83皐　［54％】

20，05　±　1．27．　［31601．］

32，14±3．63．［50701．］

56．93ヨヒ5．83

60．4S±8，42　［1060f．］

36，S2±5，16＊　［6401b］

25，23＝ヒ3．11寧　［44％］

A；apical　side，　B；basolateral　side

Papp　and　average　TEER　were　calcutated　from　50　minto　120　rnin，

’：P〈O，05y．s．　contro］，（）：n，［］：ratio　to　contro］，　Data　represent　the　mean±S．E．

Contro1

5rng／ml
poly－L－Arg

　120　min

Fig．21　lmmunofluorescent　localization　of　ZO－1　（a，d），　occludin　（b，e）　and　E－

cadherin　（c，D　in　rabbit　nasal　epithelium　after　treatment　with　poly－L－Arg　in

basolateral　side．　Scale　bar：　15　pm．

Fig．21にbasolateral側にポリ・L・アルギニン（5　mg／ml）を適用して120
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分経過後、前節同様、ZO－1、occludin及びE－cadherinを抗体染色したとき

のCLSM像を示す。これら全てのたん白質は、ポリーL一アルギニンをapica1

側に適用したときとは異なり（Figs．　z　gm－o参照）、　controiと同様に細胞一細

胞連結部位に局在していた（Fig．21）。この結果は、ポリーL・アルギニンを

basolateral側に適用しても接着たん白質の分布を変化させるような作用を示

さないことを示唆している。従って、ポリーL一アルギニンは部位特異的な促進効

果を示すと考えられた。ポリーL一アルギニンの効果がbasolatera1側で現れなか

ったことは、2つの点で重要と思われる。一つは、ポリーL・・アルギニンが直接細

胞間接着たん白質に作用していないことを強く支持したことである。前節で述

べたようにポリーL一一アルギニンが直接接着たん白質に作用するためには、複合

体を形成し物性変化を伴う必要がある。AJよりもbas◎lateral側に位置する

接着部にはデスモソームとGap　luncti◎Rがある。これらはTJに比べてはる

かにバリアー機能が乏しいため［38－411、basolatera1側ヘポリー一L一アルギニンを

適用すると、少なくともAJまでポリーL一アルギニンが到達しやすいと考えられる。

従ってE－cadherinの分布を変化させるはずであるが、E－cadherinの分布は

変化しなかった。

　もう一つは、apica1側の粘膜上でのみ反応が起こる可能性を高くしたことで

ある。Apica1側の粘膜上皮に存在するチャネルたん白質やトランスポーター

への作用、あるいはポリーL一アルギニンのpinocytosisなどが考えられる。加え

て、イオン的相互作用による膜表面あるいは近傍のイオン環境の微小変化は

basolatera1側に適用しても起こるため、この効果が直接的でないことも示唆さ

れる。また、ここには示さなかったが、ポリーL一アルギニンをbasolatera1側に適

用したとき、PDとIscのいずれもほとんど変化がみられなかったことから

［55】、起電力を生じるNa＋，　K＋一ATPaseに対する膜の外側からの作用はない

と考えられた。
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　このようにポリーL一アルギニンの促進効果は、細胞内代謝エネルギーを利用し、

細胞内の何らかのイベントを介して起こる可能性が高いと考えられた。

第2節ポリ・L一アルギニンの促進効果に対する細胞内代謝の影響

　前節にて、ポリーレアルギニンの促進効果が、細胞内イベントを介して起こるこ

とが推察されたため細胞内代謝の影響を調べた。鼻粘膜をあらかじめ、代謝

阻害剤である2，4一ジニトロフェノール（DNP）やNa“，　K＋一ATPase阻害剤で

あるウアバインで前処理した後、FD－4の透過実験を行った。その結果をFig．

22に示す。DNP（1　mM）あるいはウアバイン（1　mM）で30分間前処理す

ると、PDとIscが完全に消失した。この鼻粘膜にポリーL一アルギニン（5

mg／m1）をFD－4（2．5　mg／m1）と共にapica1側に適用すると、　FD－4の透過は

促進されず、P。ppは。◎ntr◎1のそれとほぼ同じであった。一方、TEERは、

それぞれ14％、39％減少した。これらの結果は、ポリーレアルギニンの促進効

果が細胞内代謝（バイアビリティー）と関連していることを示している。また、ウア

バインで前処理した鼻粘膜において、ポリ・L一アルギニンは、FD－4の透過性を

全く促進しなかったにもかかわらず、有意にTEERを減少させた。一つの推

論として、ポリーL・アルギニンが、Na＋，　K㌔ATPaseを阻害した細胞において、能

動的なイオン輸送［56｝や細胞容積調節機構［57］に関係するような他O細

胞内制御過程を誘発した結果、強制電流に対する以上の電位が生じ、みかけ

上TEERが減少したことが考えられた。

　以上の結果を総合すると、ポリーL一アルギニンは細胞活動が維持された状態

で透過促進効果を現し、細胞内代謝回転を何らかの形で利用するイベントを

介して細胞間接着部位のたん白質を細胞内へ分散させ、高分子薬物の細胞

間隙透過性を促進したと考えられた。
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Fig．22　Effe¢ts　of　DNP　（lmM）　and　ouabain　（lmM）　on　increased　FD一一4

permeation　iRduced　by　poly－L－Arg　across　rabbit　nasal　epithelium．

There　was　a　sig鍛ifica擁dif琵reace　between　the　poly．レArg－induced

increase　in　Papp　of　FD－4　pretreatment　with　and　without　metabolic

inhibitors　（Stgdent　t－test，　＊“p　〈　O，OOI），　Data　represent　mean　（n）　±　S，E．

第3節本章の一括及び考察

　本章では、ポリ・Lアルギニンの促進効果を特徴づけるために部位特異性と

細胞内代謝能の影響に関して検討した。

　ポリ・L一アルギニンは、apica1側に適用した場合のみ両方向（A　to　B，　B　to

A）のFD－4の透過を促進し、　basolatera1側に適用してもFD－4の透過（B

to　A）を促進せず、　TEERも減少しなかった。更に、basolatera1側にポリーL一ア

ルギニンを適用しても、apica1側に適用したときにみられたZO－1、　occludin、
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E－cadherinの細胞内への内在化がみられず、これら接着たん白質の分布に

は影響しなかった。また、ポリ・L・アルギニンの促進作用と細胞内イベントとの関

連性を調査するために、細胞内代謝能を低下させた鼻粘膜にてポリ・L一アルギ

ニンの促進効果を試験した。その結果、ポリ・L一アルギニンはDNPあるいはウ

アバインで前処理した鼻粘膜ではFD－4の透過性を促進しなかった。

　これらの結果は、鼻粘膜上皮細胞におけるポリーレアルギニンの促進効果が、

非特異的な膜表面のイオン環境の変化［54，55｝によって起こるものではなく、

部位特異性を有することから、apica1膜上の特異的な分子とのイオン的相互

作用によって起こると考えられた。更に、ポリ・・L一一アルギニンが直接、接着たん白

質の物性を変化させる（例えば、イオン的相互作用による複合体形成）結果、

これらたん白質を細胞内へ分散させるのではなく、細胞骨格たん白質（F一アク

チン）の収縮、細胞間接着たん白質のリン酸化等のエネルギーに依存した細

胞内イベントを介してこれらたん白質を細胞内へ内在化させると考えられた。

　本研究による家兎鼻粘膜におけるポリーL一アルギニンの部位特異的作用は、

以前にMDCK細胞単層とCace－2細胞単層にて報告されたポリーL一リジンと

キトサンがapical側に適用した場合のみTEERを減少した結果と一致した

［33，45］。このように、ポリーL・アルギニン、ポリーL一リジン、キトサンのようなポリカチ

オン性物質が共通の機構で細胞間隙透過性を促進するかどうかは明らかでは

ないが、その物理化学的特性からapicai膜上の特異的なアニオン性分子と

イオン的相互作用を起こすことが考えられる。これらポリカチオンのうち、哺乳

動物の精巣中に多量に存在するポリカチオン性核たん白質であるプロタミン

（アルギニン含量70％）及びポリーL一リジンが、腎糸球体上皮細胞単層や

Caco－2細胞単層において、　apica1側でイオン的相互作用した後に、吸着介

在性のエンドサイトーシス（adsorptive－mediated　end◎cyt◎sis）によって細胞内

へ内在化した像がSEM及びCLSMにて観察された［35，50］。これらポリカ
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チオンの内在化は、40C［50］、あるいは細胞内代謝能を低下させた細胞

［35］では起こらなかったことから、この内在化過程に細胞内エネルギーが必

要であることが推察された。更に興味深いことに、蛍光標識したポリーL一リジンの

Caco－2細胞への内在化が分子量の大きいものほど、より効率的に細胞内へ

取り込まれていることが示された［35］。これに反して、蛍光標識したキトサンは

Caco－2細胞表面のみに局在し、細胞内ではほとんど検出されなかった［33］。

従って鼻粘膜におけるポリーL一アルギニンの細胞間隙透過性の増加に対して、

ポリ・・L・アルギニンの内在化過程が必要であるかどうかを調べることが残されて

いる。

　生理医学系の分野において、気道過敏症や喘息患者の呼吸上皮は、不可

逆的な損傷が病理所見として見受けられ、健常人と比較して多数の好酸球が

浸潤していたことから、好酸球由来のMBPが気道上皮の損傷に深く関わっ

ていると考えられた［47，481。MBPは分子内に1個の酸性アミノ酸と17個

のアルギニンを含む分子量13．8kDaのポリカチオン性たん白質である［47］。

精製したMBPを培養家兎気道上皮細胞層に適用すると、粘膜損傷を伴っ

て上皮透過性が充進ずることが示された［48】。また、気道上皮におけるMBP

の膜障害性を再現するために、多くの研究者によってMBPの代替物として

ポリーL一アルギニンが使用されたが、ポリーレアルギニンはMBPによって生じるよ

うな気道上皮の損傷を全く引き起こさず、上皮透過性を充進させることが示さ

れた［49］。この違いは、両ポリカチオンの2次元あるいは3次元構造の違

いによる細胞表層あるいは細胞内での安定性と、暴露時間に依存したサイトカ

イン放出等のシグナル経路が異なっていることが示唆され、これらポリカチオン

間での高次構造の解析が必要であると思われた。最近、腎糸球体において、

プロタミンが、ポドカリキシンと呼ばれるシアログリコプロテインとイオン的相互作

用を起こした後に、糸球体のslit　diaphragmと呼ばれる部位に高濃度に局在
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するZO－1のアイソフォームたん白質をoccluding－type　junctionsへと分布さ

せることが報告された［53】。また様々な上皮において、カルシウムホメオスタシ

スに重要な役割を果たすCa2“感受性受容体（Ca2÷一sensing　recep重or）が膜

上に局在することが報告され、カルシウムイオン、マグネシウムイオンとともにポ

リーレアルギニンが、そのリガンドとして働くことが示された［51］。また、培養した

気道上皮の杯細胞において、ポリーL一アルギニンはATP依存的なムチン分泌

を抑制することが示された［52］。このように、ポリカチオンは上皮細胞に対して

様々な生理作用を示すことが報告されたが、このような作用が細胞間隙輸送

の促進作用との間に関連があるという報告はない。

　鼻粘膜においてポリカチオンと特異的に相互作用する候補分子は今のとこ

ろ同定されていないが、本実験により、ポリーL一アルギニンをbasolatera1側に適

用した場合、PDとIscが全く変動しなかったこと［55｝や起電性のNa＋，

K＋一ATPaseをウアバインで阻害した鼻粘膜では、ポリーL一アルギニンの促進効

果が現れなかったことから、apica1側の膜のみに限局するイオンポンプ、イオ

ンチャネル、イオントランスポーター等の膜機能性たん白質が、ポリカチオンと

相互作用する候補として挙げられた。これら膜機能性たん白質はapica1膜あ

るいはbasolatera1膜に選択的にソーティングされ、　TJのフェンス機能によっ

て拡散が制御されているために、外界との物質および情報のやりとりを不断に

行うことを可能にしている。従って、ポリーレアルギニンは、少なくともbasolatera1

側に限局しているNガ，K－ATPaseに対しては直i接作用しないことが示唆さ

れた。以前に我々は、ポリーL一一アルギニンをapica1側に適用するとIscとPD

が一過的に増加し、その後のPDの低下に付随してTEERが低下すること

を見出している［55，58，59］。加えてこのIscの一過的な増加はapica1側に

限局するクロライドチャネルとカリウムチャネルの活性化に起因することを明らか

にした［58，59】。これらチャネルの活性化は細胞容積の減少［60，61］、あるい
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は細胞内カルシウムやプロテインキナーゼC（PKC）等のシグナリング分子等

の関与が推測される［62］。従って、これらチャネルの活性化とポリーL一アルギニ

ンの鼻粘膜透過促進との関連性を更に詳細に検討することが残されている。こ

のように鼻粘膜上皮のapica1膜上において、ポリ・L・アルギニンと特異的に相

互作用する特定の分子を同定するためには、更なる検討が必要であると思わ

れる。

　以上、ポリーL一アルギニンが家兎摘出鼻粘膜において、細胞間隙透過性を促

進するには、まずapica1側の構成成分である脂質、たん白質、多糖類と相互

作用することが必要であり、その後の細胞内イベントを介して起こる接着たん白

質の分散には、細胞内のエネルギー代謝が必要であると結論づける。

第3章　ポリ・L・アルギニンの細胞内イベントに与える影響

　肋vitroにおけるこれまでの検討結果からポリ・L・アルギニンは、鼻上

皮細胞のapica1膜の構成成分に作用し、エネル￥’　v”に依存した細胞内イ

ベントを介して粘膜上皮層の細胞間隙透過性を優先的に促進することが

わかった。ポリ・L・アルギニンが細胞内イベントを介して細胞間隙の透過

性を増加する機構を検討するためには、上皮細胞間隙のTJやAJの構

造的特徴や機能制御機構を理解することは重要である。

　TJは上皮細胞層の細胞接着複合体の中で最もapica1側で隣接する細

胞間接着装置の一部であり［38－41］、TJを構成する接着分子は膜貫通型

たん白質、裏打ちたん白質並びに細胞骨格たん白質であるアクチンフィ

ラメント（F一アクチン）から成る。occludinは、　claudinやJAMと共に

膜貫通型たん白質に分類され、上皮バリアー能の役割を担うたん白質の

一つであると考えられている［38］。ZO－1は、　ZO－2やZO－3と共に
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occludinやclaudinの裏打ちたん白質に分類され、膜貫通型たん白質の

細胞一細胞連結部位の局在性を安定化するだけでなく［38］、様々な刺激

に応じて自身がシグナリング分子として働くことも想定されている

［39，40】。また、ZO－1は細胞骨格たん白質であるFアクチンと結合する

サイトも有している［41］。

　TJの発生と維持は、　cAMP、　PKC、　G－protein、ホスホリパーゼC、ジアシル

グリセロール等、様々なシグナリング分子によって調節されていることが報告さ

れている［63－66］。特にカルシウムはシグナリング分子による調節に深く関わっ

ており、またTJの形成過程に必須であり細胞接着複合体の機能維持に対し

て中心的な役割を果たすことが知られている［38－41］。従ってポリーL一アルギニ

ンによって誘発される細胞内イベントにカルシウムが関係する可能性が高い。

　更にTJ接着たん白質の中でZO－kと◎ccludinは、両者とも

phosphopτoteinsであることが特徴づけられ［67－69］、上述したシグナリング分

子に加えて、細胞内セリン／スレオニンキナーゼ［38－41］、チロシンキナーゼ

［38－41］、マイトジェン活性化キナーゼ（MEK）［70］やイノシトールー3一リン酸キ

ナーゼ（PI3K）［71］あるいはRhoキナーゼ［72｝によってこれらたん白質が

リン酸化される場合や細胞内セリン／スレオニンホスファターゼ［73］やチロシン

ポスファ野口ゼ［74］によってこれらたん白質が脱リン酸化されることによって

細胞内分布が変化することが報告された。従って、ポリーL一アルギニンによって

TJの接着たん白質が細胞内に分散する過程においてリン酸の脱着が関与す

ることが考えられる。

　そこで本章では、ポリーL・アルギニンがカルシウム依存的な機構、あるいは

細胞内たん白質のリン酸化・脱リン酸化機構と関連して細胞間隙透過性を促

進しているかどうかを評価した。
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第1節ポリーL・アルギニンの促進効果に及ぼすカルシウムの影響

　前述したように細胞間隙の透過性はTJとその直下のAJによって制限さ

れており、これらを構成する接着たん白質は様々な細胞内シグナリング分子や

化学物質によって、その発現や細胞内分布が変化することが知られている

［38－41］。中でも細胞内カルシウムの動員を引き起こすカルシウムイオノフォア

ー［38，75］やオレイン酸塩［76］やカプリン酸塩［77］は、最終的に細胞骨

格を形成するアクチンフィラメントを収縮させることによって、これら接着たん白

質を細胞内ヘエンドサイトーシスさせる機構に関与することが提唱されている。

そこで本節では、ポリーL一アルギニンがカルシウム依存的な機構に関連して細胞

間隙透過性を促進しているかどうかを評価した。

第1項細胞内カルシウム動員系とポリ・L・アルギニンの促進効果との関連性

　ポリ・Lアルギニンの促進効果と細胞内カルシウムの動員との関係を見積もる

ために以下のようなプmトコールにより透過実験を行った。FD－4（2．5　mg／m1）

のみをapical側に適用しgo分後、阻害剤をapica1側に加え、適当な時

間（45－90分）前処理した。その後、ポリ・L・・アルギニン（0．2mg／m1）をapica1

側に適用した。

　（15）式に従って、FD－4の透過係数Pappを算出した。阻害剤で前処理

した場合やポリ・L・アルギニンの適用によってFD－4のPappとGtがどのくら

い変動するかを見積もるために、（16）、（17）式及び（18）、（19）式により、それ

ぞれ透過係数比、Papp　ratioと膜コンダクタンス比、Gt　ratioを算出した。

　Fig．23に細胞内カルシウム貯蔵部位におけるCa2＋一ATPase阻害剤である

thapsigargin（1　pM）［79】存在下、及び非存在下における鼻粘膜を介する
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　FD・・4透過性とTEERに対するポリーLアルギニン（02　mg／ml）の影響を

示す。

　ポリーL一アルギニンの適用によって増加したFD－4の透過性（Fig。23a，劔と、

減少したTEER（Fig．23a，○）は、thapsigarginで鼻粘膜を前処理すると、

TEERがわずかに上昇し、それに伴って、　FD－4の透過も低下した。しかし、そ

の後、ポリーL一アルギニンを適用すると、FD－4の透過は増加し（Fig．23b，㈱）、

TEERも減少した（Fig．23b，○）。この時のFD・一4の透過促進比と膜コンダクタ

ンス比は、それぞれ2．5倍及び2倍に増加した（Figs．24a，b参照）。これら

の結果は、ポリーL一アルギニンの促進効果がCa2㌔ATPase阻害剤である

thapsigarginで処理しても抑制されないことを示している。従って、ポリ・L一アル

ギニンの促進効果に細胞内カルシウム貯蔵部位からのカルシウムの放出は関

与していないと考えられた。

　次にポリーL一アルギニンの促進効果が細胞外からのカルシウム流入を介して

起こっているかを調べた。

　Fig．24にその結果を示す。受容体作動性カルシウムチャネルブロッカーで

あるSK＆F－96365（100　PtM）［79］あるいはL・型電位依存性カルシウムチャ

ネルブロッカーであるnifedipine（50　PtM）［76］で処理した後、ポリーL一アルギ
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ニン（0．2mg／ml）を

apica1側に適用しても、

FD－4の透過とGtは

増加した　（Figs．

24c，d，m）。これらの結果

より、鼻粘膜の細胞外か

らのカルシウム流入をブ

ロックした状態でもポリ

・L・アルギニンの促進効

果が生じることが示され、

少なくともこれらプロッカ

ーに感受性のあるチャ

ネルを介したカルシウム
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　　　　　　　　　　　　rabbit　Rasal　epitheligm．
　　　　　　　　　　　　Arrows；　applieatioA　ofpoly－L－Arg　or　A23187．

　　　　　　　　　　　　Data　represent　mean　±　S．E．　（it　：6）．

の流入とポリーL・アルギニンの促進効果には関連がないことが示唆された。

　ポリーレアルギニンの促進効果が、上述したようにカルシウムイオノフォアーや

カプリン酸塩のように細胞内カルシウム動員の下流のシグナル、つまり動員さ

れたカルシウムがカルモジュリンと複合体を形成し、ミオシン軽鎖キナーゼ

（MLC：K）を活性化し、　F一アクチンの収縮を導くことによって細胞間接着たん白

質をエンドサイトーシスさせる機構［38，77］と関連するかどうかを調べた。

　鼻粘膜をカルモジュリンアンタゴニストであり、MLCKの阻害剤であるW－7

（100pM）［38，80］で処理した後、ポリ・L一アルギニン（0．2　rng／ml）を適用した。

ただし、W－7は、単独でも高濃度ではPDを著しく低下させることが知られて

いるため［81】、W－7の50％阻害濃度に近い900　PtMの濃度で用いた。そ

の時のFD－4の鼻粘膜透過性とGtの増加した割合をFig．24eに示す。

　W－7で処理した鼻粘膜においても、FD－4の透過とGtは、　W－7で処理し
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ていない場合と同様に増加した（Fig．24e）。従って、ポリ・L・アルギニンの促進

効果は、MLCKの活性化を介したF一アクチンの収縮による機構と関連しない

ことが示唆された。

　ポリ・L一アルギニンが他のカルシウム流入経路を介して、あるいは非特異的に

何らかの要因により細胞内カルシウムイオンの増加を引き起こす可能性が考え

られたので、カルシウム指示薬（fluo－3）を鼻粘膜細胞に負荷した後、ポリ・L一

アルギニンを適用し、CLSMにてカルシウム指示薬に由来する蛍光強度を経

時的にモニターし、ポリーL・・アルギニンを鼻粘膜に適用する直前の蛍光強度に

対する相対的蛍光強度比（RFR）を算出した。なお、カルシウムイオノフォア

ーであるA23187（1μM）をポジティブコントロールとして用いた。その結果を

Fig．25に示す。

　0．2mg／mlのポリ・L一アルギニン添加ではRFRの顕著な変化は認められず

（Fig．25a）。10倍濃度のポリ・L一アルギニンの添加でもRFRに影響を及ぼさ

なかった（Fig．25b）。一方、カルシウムイオノフォアーであるA23187（1μM）

では、一過的にRFRが増加した（Fig．25c）。これらの結果は、ポリ・L一アルギ

ニンを適用しても特定のカルシウム流入経路に加え、非特異的な何らかの要

因による細胞内カルシウムイオンの増加を引き起こしていないことを示してい

る。

　以上の結果よりポリーL・アルギニンは細胞内カルシウム動員と無関係にFD－4

の細胞間隙透過性を促進する可能性が高いと考えられた。

第2項ポリーL・アルギニンの促進効果に及ぼす細胞外カルシウムの影響

　細胞外カルシウムは上述したように細胞間接着複合体の維持に必須であり

［38－41】、in　vitro培養上皮細胞単層のメディウム中のカルシウムをEDTA
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によるキレート処理あるいは除去すると、これらの接着たん白質が細胞質中へ

内在化することが知られて

いる［38－41］。またキトサン

やポリ・L・リジンが細胞外カ

ルシウムを置換、あるいは

除去することによってカル

シウム要求性の接着たん

白質を内在化することが推

察された［35，82］。

　そこで、ポリ・L・アルギニ
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Fig．26　Effect◎fhigh　conceatra重ion　of　Ca2＋（4．2　mM）in

bo重h　apical　and　basola‡eral　bathing　fi駐ids　on　PapP　of

FD－4　and　Gt　induced　by　pol》なレArg　in宅he　rabbi重Rasal

epithelium．　Data　represent　meaR±S．E．（n＝4）．

ンの促進効果と細胞外カルシウムとの関連性を調べるためにapicai側及び

basolatera1側のメディウム中のカルシウム濃度を通常の1．4　mMから4．2

mMに増加させた後、ポリーL・アルギニン（0．2　mg／m1）を適用した。その結果

をFig．26に示す。

　Ussing　chamberメディウムのカルシウムを通常よりも3倍の濃度に変更し

た場合、電気生理学的パラメータはほとんど変動せず、FD－4の鼻粘膜透過

性にも影響iを及ぼさなかった（Fig．26b，副。一方、ポリーL一アルギニンを加えても、

FD－4の透過とGtはやはり増加した（Fig．26b，u）。この結果は、細胞外カル

シウム、特に接着複合体の機能維持に関連するカルシウムに対して、ポリーL一ア

ルギニンは影響しないことを示している。この結果はまた、第1章で推察した

ポリーレアルギニンが接着複合体に直接作用しないという結果を支持している。

　以上、第1及び2項の結果より、ポリーL一アルギニンは、カルシウム非依存

的な機構によって鼻粘膜の細胞間隙経路の透過を促進すると考えられた。

第2節ポリ・L・アルギニンの促進効果に及ぼす種々キナーゼ・ホスファター
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ゼの影響

　TJ　i接着たん白質の中で、　zo－1とoccludinの両たん白質は、共に、チロ

シン、セリン、スレオニン残基が豊富に存在するphosphoproteinsであり、これ

らのリン酸化の程度によってその細胞内分布が制御されていることが報告され

ている［67－69］。両たん白質は、ポリーL一アルギニンによっても細胞内へ分散し、

DNPやウアバインによって細胞代謝能を低下させた鼻粘膜において、ポリ・・L一

アルギニンは細胞間隙のFD・一4の透過を促進しなかったことから、ポリ・L一アル

ギニンが細胞内のキナーゼ、あるいはホスファターゼの活性化に影響を及ぼし

ている可能性がある。

　そこで本節では、ポリ・L・アルギニンの促進効果が、細胞内のキナーゼ、ある

いはホスファターゼの活性化によって生じた結果であるかを検討するために細

胞内のキナーゼ、またはホスファターゼを特異的に抑制する阻害剤を比較的

高濃度で用いて、ポリ・L一アルギニンの促進効果が抑制されるかどうかを検討し

た。

　Fig．27にポリーL一アルギニンの促進効果に対する種々のキナ・一一一・・ゼ、ホスファ

ターゼの影響を示す。受容体型チロシンキナーゼ阻害剤であるgenistein（30

μM）［69，74］及び非受容体型チロシンキナーゼ阻害剤であるPP2（50μM）

［83］の前処理では、ポリ・L・アルギニン（0．2mg／m1）による促進効果を抑制し

なかった。これらの結果は、ポリ・L・アルギニンの促進効果がチロシンキナー・一・一ゼ

の活性化を介しているわけではないことを示唆している。同様にマイトジェン活

性化キナーゼ（MEK）阻害剤であるPD98059（50　ptM）［70］やイノシト・・一

ルー3－Yン酸キナーゼ（PI3K）阻害剤であるLY294002（50μM）［71］によっ

てもポリ・L・アルギニンの促進効果は抑制されなかった（Fig．26）。これらの結果
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Data欝epresent　mea苅±S．E．（n＝　4）．

は、ポリ・L一アルギニンの促進効果がMEK及びPB：Kのシグナル伝達経路

を含むチロシンキナーゼカスケード［70，71］に関連していないことを示してい

る。

　Rhoキナーゼの活性化はTJの形成に重要な役割を示すことが示されて

おり、この活性化はMLCホスファターゼを抑制し、結果としてMLCKを活

性化することが知られている［72］。しかしながら、Rho関連キナーゼ阻害剤で

あるY27632を前処理した鼻粘膜においても、ポリーL・アルギニンの促進効果
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は抑制されなかった（Fig．27）。

　これに対して、セリン／スレオニンキナーゼ（特にPKCに対して選択性が高

い）阻害剤であるrottlerin（100ドM）［84］あるいはG66983（10μM）

［85］の前処理では、ポリ・L・アルギニンによって増加するFD－4の透過性を有

意に減少した（P＜0．05，vs　no　treatment）。また膜コンダクタンス比も有意では

なかったが、減少傾向にあった。よって、ポリ・・L・アルギニンは、家兎摘出鼻粘

膜においてこれら阻害剤に感受性のあるセリン／スレオニンキナーゼを活性化し、

細胞接着たん白質のセリン／スレオニン残基をリン酸化する可能性が示唆され

た。さらに、ポリ・L・アルギニンによって増加するP、pp比とGt比の両者は、セ

リン／スレオニンホスファターゼ阻害剤であるokadaic　acid（100　nM）［62，68］で

は抑制されなかったが、チロシンポスファタ一塁阻害剤であるdephostatin（50

PtM）［86｝によって顕著に抑制された（P＜0．05，vs　no　treatment）。

　以上の結果から、ポリ・L・アルギニンは、これら阻害剤に感受性のある細胞内

のセリン／スレ野比ンキナ曲譜（PKC）とチロシンポスファターゼの両方の活性

化を引き起こす結果、FD－4輸送を促進するものと考えられた。残念ながら、

rettlerinまたはG66983と、　dephostatinを同時に鼻粘膜に適用するとPD

とTEERが著しく低下し、鼻粘膜上皮細胞のインチグリティーが維持できなか

ったため、両方を同時に評価することができなかった。

　次にこれら阻害剤で前処理した鼻粘膜にポリーL・アルギニンを適用したときの

zo－1とoccludinの分布を免疫蛍光法にて評価した。その結果をFig．28

及びFig．29に示す。

　セリン／スレオニンキナ一思阻害剤であるrottlerinあるいは、　G66983で前処

理した鼻粘膜では、zo－1、occludinの分布に影響を及ぼさず、これらたん白

質は、コントロールと同様、細胞一細胞連結部位に連続的なバンドとして検出

された（Figs。28a，b，e，f，i，j）。これら阻害剤で処理した鼻粘膜にポリ・L一アルギニ
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Fig．28　Effects　of　PKC　inhibitors　on　poly－L－Arg－induced　immunofluQre．scent

localization　ofZO－1　and　occludin　in　the　rabbit　nasal　epithelium，

Scate　bar：　15　pm．
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Fig．29　Effects　of　tyrosine　phosphatase　inhibitors　on　poly－L－Arg－induced

immunofluorescent　localization　of　ZO－1　and　occludin　in　the　rabbit　nasal

epithelium，

Scale　bar：　15　gm．

ン（0．2mg／ml）を適用すると、阻害剤で処理していない鼻粘膜にポリ・L・アル

ギニン（0．2　mg／ml）を適用した場合と同様、　occludinは細胞内へ分散した

（Figs．28d，h，1）。しかし、　zo－1は大部分が細胞間隙部位に残存していた

（Figs．　28c，g，k）．

　これとは逆に、チロシン脱リン酸化阻害剤であるdephostatinで処理した鼻
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粘膜にポリ・L・アルギニン（0．2mg／m1）を適用すると、　ZO4は阻害剤で処理

していない鼻粘膜にポリーL一アルギニンを適用した場合と同様、細胞内へ分散

したが（Figs．29c，　g）、大部分の◎ccludinは細胞間隙部位に残存していた

（Figs．29d，h）。なおdephostatinを処理した鼻粘膜では、　ZO－1、◎ccludinの

分布に影響を及ぼさず、コントロール同様、細胞一細胞連結部位に連続的な

バンドとして検出された（Figs．29a，b，e，f）。これらの結果は、ポリーL一アルギニン

がrottlerinやG66983に感受性のあるセリン／スレオニンキナーゼ（PKC）

を活性化してzo－1を細胞内へ分散させる一方で、　deph◎statinに感受性

のあるチロシンポスファターゼを活性化して、◎ccludinを細胞内へ分散させて

いるものと考えられた。すなわち、ZO4のセリン／スレオニン残基のリン酸化と

occludinのチロシン脱リン酸化が、これらの酵素の活性化によって起ったもの

と推察された。

　従って、ポリーL一アルギニンは、鼻上皮細胞のapica1膜構成成分に作用し、

カルシウム非依存的な細胞内イベントを介する機構によって、ZO－1のセリン／

スレオニン残基をリン酸化する一方で、◎ccludinのチロシン残基を脱リン酸化

し、これらたん白質を細胞内へ分散させる結果、TJが開口し、細胞間隙路が

拡がり水溶性高分子薬物の透過を促進すると結論づける。

第3節本章の小括並びに考察

　本章では、ポリーL・アルギニンの吸収促進効果がTJのassemblyと

disassemblyの制御に重要な役割を果たすカルシウム依存的なシグナルに関

連しているかどうか、更に、TJたん白質のリン酸化及び脱リン酸化を生じさせ

るようなシグナルに関連しているかどうかを検討した．

　家兎摘出鼻粘膜において、ポリ・L・アルギニンによるFD－4の促進効果は細
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胞内カルシウム動員経路を阻害しても起こり、鼻粘膜にポリーL・アルギニンを適

用しても細胞内カルシウムレベルは変化しなかった。またカルシウム動員によっ

て起こるF一アクチンの収縮を抑制する阻害剤で処理してもポリーレアルギニン

の促進効果に影響を及ぼさなかった。これらの結果より、ポリ・レアルギニンの

促進効果に細胞内カルシウム動員系は関与しないと考えられた。

　ポリ・L・アルギニンと類似した物理化学的特性を示すポリ・L・リジンやキトサン

の促進効果が細胞外カルシウムの置換、あるいは消失によってカルシウム要

求性の接着たん白質（おそらくE－cadherin）を細胞内へ分散されることが推

察された［35，82】。そこで、ポリーL・アルギニンの促進効果と細胞外カルシウムと

の関連性を調べるためにapical側及びbasolatera1側のメディウム中のカル

シウム濃度を通常よりも高くしたが、ポリ・L・アルギニンの促進効果に影響しなか

った。予備的検討において、メディウム中のカルシウムをフリーにした場合、Gt

とFD－4の透過性は増加した。また前章にてポリーL一アルギニンをbas◎iatera1

側に適用した場合にE－cadherinの分布が変化しなかった。従って、ポリ・L・ア

ルギニンの促進機構は、カルシウム要求性の接着たん白質、特にAJからの

カルシウムの置換あるいは除去によるものではないと考えられた。加えて、AJ

たん白質の分散に引き続いて起こるTJたん白質の分散による機構［41］も

否定されると思われる。

　最近、PKCアイソフォームであるPKCλあるいはPKCζ（atypical　PKC）

がMDCK細胞単層の細胞間隙部位に限局し［87］、　TJ裏打ちたん白質で

あるZO－2やPAR　3、PAR　6等のpartitioning－defectiveたん白質と結合す

ることが報告された［88］。これらPKCアイソフォームはカルシウム非依存的に

活性化されることが知られており、TJの発生や極性維持に影響を及ぼすと考

えられている。一方、ポリーL一アルギニンは様々な細胞種においてセリン／スレオ

ニンキナーゼであるカゼインキナs・・一・ゼやPKC、polycation－stimulated
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phosphataseを活性化することが報告されている［89－91］。　TJ接着たん白質

の中でzo－1とoccludinは、両者ともphosphoproteinsであることが示され

［67－69］、様々なシグナリング分子によってその細胞内分布が制御されているこ

とが知られている［63－66｝。従って、ポリーL一アルギニンの促進効果が、細胞内

のキナーゼあるいはホスファターゼの活性化を引き起こす結果、これら接着た

ん白質を細胞内へ分散させる可能性が考えられた。そこで種々キナーゼ、ホス

ファターゼ阻害剤にて鼻粘膜を処理した後のポリ・L一アルギニンの促進効果を

調べた。その結果、セリン／スレオニンキナ竪紙阻害剤とチロシンポスファタ一更

阻害剤で処理した鼻粘膜において、ポリーL・アルギニンの促進効果が顕著に低

下した。従ってポリーL・アルギニンは、細胞内でこれら阻害剤に感受性のあるセ

リン／スレオニンキナーゼあるいは、チロシンポスファターゼの活性化を引き起こ

すことが推察された。更にこれら阻害剤を前処理した鼻粘膜にポリ・レアル島民

ンを適用したときのZO－1とoccludinの分布は、セリン／スレオニンキナーゼ

阻害剤で処理した鼻粘膜ではocclud沁は細胞内へ分散するが、　z《）一1は

細胞一細胞連結部位に残存しており、チロシンポスファタ・・一…一ゼ阻害剤で処理し

た鼻粘膜では、ZO－1・は細胞内へ分散したが、　ecel“dinは細胞一細胞連結部

位に残存していた。

　ZO－1はPKC活性化剤であるホルボールエステルによって細胞内へ分散

するが［92］、TJ発生過程におけるZO－1のTJ方向へのソーティングの際

にもPKCの活性化が必要とされている［38－40｝。　OccludiRは分子内のリン

酸化レベルが高い場合に細胞一細胞連結部位に分布し［68］、メディウム中の

カルシウムの除去、あるいは細胞内ATPレベルの低下によって分子内のリン

酸化レベルが低くなり、細胞質中へ分布することが示された［68，69】。最近で

は、これら接着たん白質のリン酸化／脱リン酸化によるmembrane　trafHcking

機構が分子レベルで明らかにされつつある［93］。従ってポリーL一アルギニンによ

64



って活性化されたセリン／スレオニンキナーゼやチロシンポスファターゼがそれ

ぞれzo－1とoccludinのリン酸化・脱リン酸化レベルに影響を与えることは

十分に考えられ、ポリ・Lアルギニンによって活性化される細胞内のセリン／スレ

オニンキナーゼとチロシンポスファターゼによってzo－1とocciudinが細胞

内へ分散することが強く示唆された。

　これまでに報告されているポリカチオンによるキナーゼの活性化機構は、ポリ

カチオンが吸着介在性エンドサトーシスによって細胞内に取り込まれ、細胞内

で直接酵素に結合し、これらキナーゼの活性化部位をアロステリックに刺激す

る結果［90，91］、あるいは細胞内でポリカチオンがキナーゼの基質を集合させ

る結果［90】であると想定されている。従って、前章の考察に述べたように、ポ

リーレアルギニンの促進効果の発現に、ポリーL一アルギニン自身の細胞内への内

在化が必要かどうか、またポリーL一アルギニンを適用した時の細胞内のキナーゼ、

ホスファターゼの活性化の程度、加えてZO－1、Occludinのリン酸化レベルを

分子レベルで詳細に検討することが残されている。

　以上、ポリ・L・アルギニンは鼻粘膜apical膜上の構成成分と相互作用し、

自身の内在化あるいは、カルシウム非依存的なシグナリング分子の活性化を

導くような細胞内イベントを介して、キナーゼやホスファターゼを特異的、あるい

は非特異的に活性化させ、ZO－1のセリン／スレオニン残基をリン酸化する一方

で、occludinのチロシン残基を脱リン酸化し、これらたん白質を細胞一細胞連

結部位から細胞内へ分散させる結果、TJが開口し、細胞間隙路が拡がり水

溶性高分子薬；物の透過を促進すると結論づける。

65



結論

　本研究では、これまでの研究結果を基に、麺卿。におけるポリーL一アルギニ

ンの分子量に依存した促進効果の持続性に関して更に詳細に検討し、その主

な要因を明らかにするとともに、ポリ　・yアルギニンがいかにして鼻からの水溶性

高分子薬物の吸収を促進するかをin・vitroにて解析し、以下の結論を得た。

　（1）　鼻腔内に投与したFD－4の吸収は、分子量＆9　kDaの

p◎1y－L－Arg（10）及び42．4　kDaのp◎1y・L・Arg（50）を併用すると、　FD－4を

単独で投与した時よりも著しく増加するが、その後粘液中での酵素的な分解を

主な要因として、活性なポリーL一アルギニンが鼻腔内から徐々に減少し、その結

果促進効果が減弱して、一過的な促進効果を生じたものと考えられた。従って、

ポリーレアルギニンを再度、FD－4と共に鼻腔内に投与すると、新たに加えられ

たポリ・L・アルギニンによって、同様の促進効果を示す、すなわち可逆的な効

果を示したと思われた。

　また、鼻腔内に投与したポリ・L一アルギニンが分子量依存的な効果を示した

のは、ポリ・L・アルギニンの分子量依存的な粘液中の酵素的な分解が考えられ、

分子量の大きいものほど鼻腔内で安定であったことによると推察された。このよ

うにポリ・L・アルギニンは、一過的で、かつ可逆的な吸収促進効果を示し、その

効果はポリアルギニンの種類を変えることによって調節が可能であると考えられ，

た。このようなポリーL・アルギニンの特性は、高分子薬物の経鼻送達の開発を進

めるうえで非常に有用でありペプチド及びたん白質医薬品の薬力学に合わせ

た全身送達が可能であると考えられた。
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　（2）　ln・vitro家兎摘出鼻粘膜でのモデル水溶性高分子薬物（FD－4）の

鼻粘膜透過に及ぼすポリー：L一アルギニンの促進機構を電気生理学的手法並び

にC：LSM観察により検討した結果、ポリ・L一アルギニンは適用濃度依存的に

細胞間接着複合体であるTJ及びAJの構成たん白質を細胞内へ分散させ

ることによって鼻粘膜細胞間隙のFD－4の透過性を優先的に高めることが明

らかとなった。このような作用はポリーL一アルギニンをbasolateral側に適用して

も起こらず、apica1側に適用した場合のみ起こり、細胞内代謝が低下した鼻粘

膜ではポリーL・アルギニンの促進効果が認められないことから、ポリ・L・アルギニ

ンの促進効果は部位特異性を示すこと、つまり粘膜上の何らかの構成成分で

あるリン脂質、たん白質、多糖類等に作用し、細胞内代謝に関連するような機

構によって起こることが考えられた。そこでポリ・IL・アルギニンの促進効果と細胞

内イベントとの関連性を調査した結果、ポリ・bアルギニンはカルシウム非依存

的な機構によって細胞内のセリン／スレオニンキナーゼを活性化し、TJの接着

たん白質であるZO4のセリン／スレオニンン残基をリン酸化することによって

ZO－1を細胞内へ分散させる一方で、細胞内のチロシンポスファターゼを活性

化し、occludinのチmシン残基を脱リン酸化することによって、　occludinを細

胞内へ分散させる結果、細胞間野路が拡がり、高分子薬物の透過を促進した

と考えられた。

　従ってポリ・L・アルギニンは、これまでの界面活性剤や胆汁酸塩とは異なり、

鼻上皮細胞の生理的機能を利用した機構によってTJ並びにAJたん白質

を細胞内に分散させ、隣接する細胞間の密着並びに接着結合を開口する結

果、細胞間隙路が拡がり、水溶性高分子薬物の吸収を増加させる吸収促進

剤であることが明らかとなった。

これらの知見は、臨床的にその利用が期待される生理活性ペプチドやホル
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モン、ワクチン等のたん白質様水溶性高分子薬物のTransnasa1　delivery

systemの開発に有用な情報を提供するものと思われる。
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実験の部



実験の部

第1編

第1章

（1）試薬

　FD・・4、ポリ・L一アルギニン塩酸塩（分子量8．9　kDa及び45．5　kDa）、ト

リプシンtype　II：［豚膵液より抽出、トリプシン活性（α一N一ベンゾイルーL一

アルギニンエチルエステルを基質として）：1，130units／mg，　pH　7．6］をシグ

マーアルドリッチ（St　Louis、　MO、　USA）より購入した。　STDHFは、　Leo

Pharmaceuticals（Bullerup，　Denmark）より分与された。フルオレサミン、

塩酸L一アルギニンを和光純薬工業（大阪）より購入した。その他の試薬

は、全て市販の特級品を使用した。

（2）外科的処置

　体重240－260gの雄性ウイスターラット（埼玉実験動物供給所、埼玉）

の腹腔内にウレタン生理食塩液（25w／v％、1g／kg）を投与し麻酔した。

Fig．30に示すようにラットを固定台に背位固定した後、　Hiraiらの方法

［94］に準じてラットに外科的処置を施した。まず正中線に沿って喉を切

開し、気道を露出した気道を確保するために気管にポリエチレンチュー

ブ（Hibiki　No．8）を挿管した。またFig．30右のラット断面図のように
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鼻腔から口腔への試験液の漏れを防ぐために食道に外径2mm、内径1

mmのシリコンチューブ　（先端は塞がれている）を挿管した。更に鼻腔

から口腔に抜けている穴（鼻腔蓋菅）にも試験液の漏出を防ぐため組織

用接着剤にてシールした。この処置の後、ラットを実験に用いた。全て

の実験は、城西大学の生命科学センターの動物使用マニュアルに従って

行った。

（3）In・vivo　FD－4鼻腔内投与実験

　ラットを外科的処置した後、生理食塩液に溶解させたFD・・4（16．5

mg／kg、200　mg／ml）とpoly・LArg（10）（10　mg／ml）あるいは、　poly・L－Arg

（50）（10mg／ml）をポリエチレンチューブを連結させたマイクロシリンジ

にて右鼻腔内に共投与した（Fig．30参照）。

　先行投与実験は、poly・L・Arg（10）（10mg／ml）、　poly・L・Arg（50）（10mg／ml）

あるいはSTDHF（5　mg／ml）を含有する生理食塩液（25　pl）をラット右

鼻腔内に投与した。投与して一定の時間が経過した後、FD－4生理食塩

from　jugular　yein

Fig．　30　Schematic　representatlon　of　in　vivo　nasal　absorption　study　in　rats．
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液（16，5mg／kg、200　mg／ml）を同鼻腔内に投与した。　Poly－L－Arg（10）、

poly－L－Arg（50）及びSTDHFとFD－4の鼻腔内投与の時間間隔は、

poly－L・Arg（10）の場合は、1及び4時間とし、poly－L－Arg（50）の場合は、

4、8、及び12時間とし、STDHFの場合は、1、4、及び12時間とし
た。

　繰り返し投与実験は、poly・L・Arg（50）（10　mg／ml）及びSTDHF（5

mg／m1）を含有する生理食塩液をラット右鼻腔内に投与し、一定時間経過

後、poly・L－Arg（50）（10　mg／m1）とFD－4を含有した生理食塩液（165

mg／kg、25　p1）を同鼻腔に同時投与した。時間間隔は、　poly－L－Arg（50）の

場合は、6、12、及び24時間とし、STDHFの場合は、1、4、及び12

時間とした。

　全ての実験：において、経時的に血液（O．15　m1）を右頚静脈より採血し、

遠心（40C、18，000×9、5分間）することにより血漿を得た。

（4）走査型電子顕微鏡（SEM）による鼻粘膜表面構造の観察

　麻酔した雄性ウイスターラットをin　vivo　FD－4鼻腔内投与実験と同様、

外科的処置を施し、poly一レArg（10）（10mg／m1）、　poly・L－Arg（50）（10mg／ml）

あるいは、STDHF（5　mg／m1）を含有する生理食塩液（25　pt1）を右鼻腔内

に投与した。一定時間経過後、鼻中隔ごと取り出し、4◎Cで5時間5％

グルタルアルデヒドPBS溶液（pH　7．4）で組織を固定した。鼻中隔を

種々濃度のエタノール（50，70，90，100％，それぞれ10分つつインキュ

ベート）で順次脱水した後、臨界点乾燥装置（HCP－2、頓立製作所、東京）

で乾燥させた。鼻粘膜をHitachi　X－650走査型電子顕微鏡（Hitachi　Ltd．）

にて観察した。
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（5）ラット希釈粘液の調製

　麻酔した雄性ウイスターラットを外科的処置の項と同様に処置した。

ただし鼻粘液を得るため食道チューブの先端を塞がずに開放系で行った。

　リンゲル液［NaCI（150　mM）、　KC1（5　mM）、　NaH2回忌4（5　mM）、200μ1，

pH　7．6］を満たしたシリンジにポリエチレンチューブを連結させ食道中

に挿入した。その後、リンゲル液をポリエチレンチューブを介して食道

から鼻腔内に挿入した。30分後、空気で満たしたシリンジにて両鼻腔内

より希釈粘液150μ1を得た。この溶液をFluid　Iとした。

　より濃厚な鼻希釈粘液（Fluid　ll）を得るために、1匹のラットから得た

Fluid　I（150μ1）に50μ1のリンゲル液を加え、この溶液を別のラットの

鼻腔に注入した。30分後、上述したように150μ1の溶液を得た。この

溶液をFluid　IIとした．　Fluids　IとHの蛋白含量は、ウシ血清アルブミ

ンを標準として、それぞれ0593士0．0465mg／150　p　1、1．275±0．0794

mg／150μ1であった。

（6）ポリ・L一アルギニンの分解実験

　ポリーL一アルギニンの分解実験をB6hlenら［95］の方法を利用して行

った。Poly－L－Arg（10）（10mg／m1）あるいは、　poly－L－Arg（50）（IO　mg／ml）を

含有するリンゲル液（25μ1）にFluid　Iあるいは、　Fluid　II（150　ii1）を加

え、37℃でインキュベートした。経時的に5μ1をサンプリングし、1．5

mlの0．05　Mリン酸緩衝液（pH：8．5）で希釈し、撹絆しながら0。3　w／v％

フルオレサミン含有1，4一回忌キサン溶液500叫を加え、37℃で15分

間インキュベートした。分解したポリ・L・アルギニンーフルオレサミン生
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成物とL・アルギニンーフルオレスカミン生成物由来の蛍光強度を蛍光分

光光度計（RF－5000、島津製作所、京都）にて励起波長390　nm、蛍光波

長475nmで測定した。この蛍光は、ポリーL一アルギニンを含んでいない

溶液から希釈粘液のバックグラウンドを差し引くことにより補正した。

ポリーL・アルギニンの分解率（％残存率）を下記の20式により算出した。

Degradation　ratio　　（FI　of　L．Arg－FI　of　degraded　poly．レArg）

（％remaining）　　　　FI・fレArg
×　100　一一（20）

ここでFI　ofL・Argは、アルギニンモノマーーフルオレスカミン生成物

由来の蛍光強度であり、FI　of　degraded　poly－L－Argは、分解したポリ・L・

アルギニンーフルオレスカミン生成物由来の蛍光強度である。

　トリプシン（o．0551uあるいは、　1．11u）溶液中でのpoly－L－Arg（10）

あるいは、poly－L－Arg（50）の分解実験も同時に行った。トリプシンは、

ペプチドのL・Argの。一末端側を限定的に加水分解するため、モデルプ

ロテアーゼとして使用した。

（7）FD－4の定量

　血漿をホウ砂リン酸緩衝液（0．2M，　pH　85）で100倍希釈し、蛍光分

光光度計（RF…5000、島津製作所）にて励起波長495　nm、蛍光波長515

nmで血漿中FD－4濃度を測定した。血漿データを非線形最小2乗法（ア

ルゴリズム；Damping　Gauss－Newton法）により解析した。　FD－4の時間

曲線下面積（AUC◎一9h）を台形公式から算出した。

（8）統計処理
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　統計解析をStudefit’s　1－testにて実行した。　p＜0．05を有意であると判

定した。

第2編

第1章

（1）試薬

　FD－4、ポリーL一アルギニン塩酸塩分子量42．4　kDa及びヤギ血清は、シ

グマーアルドリッチより購入した。マウス抗ZO－1モノクローナル抗体、

マウス抗eccludinモノクローナル抗体をZymed　Lab◎ratories　Inc．（San

Francisco、　cA、　usA）より購入した。ラット抗E－cadherinモノクロー

ナル抗体をTa：KaRa・Shuzo・Co．，：Ltd（京都）より購入した。　FITC－conjugated

goat　affinity　purified　antibody　to　IgG及びローダミンーco司ugated　goat

affinity　purified　antibody　to　lgGをICN　Biomedcals（lrvine、　CA）　より

購入した。その他、全ての試薬は特級品を使用した。

（2）家兎摘出鼻粘膜の調製

　体重25－3．O　kgの雄性日本白色種家兎（東京実験動物、東京）を、　NIH

の“Principles　of　Laboratory　Animal　Care”に従い［96］、炭酸ガス実験動物

安楽死装置（KN－750－1、夏目製作所、東京）にて徐々に二酸化炭素濃度

を増加させ安楽死させた。鼻中隔を取り外し、鼻中隔左右の鼻粘膜（呼

吸上皮）を丁寧に剥離した。余分な部位を取り除いた後、摘出した鼻粘
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膜を注意深く有効透過面性0．5

cm2の組織用アダプターに装

着し、これをFig．31に示す

Ussing　chamberにセットした。

鼻粘膜の生存性を維持させるた

めに37±10Cで95％02－5％

CO2ガス気流下、pHの変動を防

ぐために両サイドにバイカーボ

ネートリンゲル液（BRS）を4

mlを満たした。BRSの組成は、

NaCl　（125　mM）．KCI　（5　mM），　10

mM　NaHCO，，　NaH2PO4　（1．2

mM）、　CaC12（1．4　mM）、　D一グルコ

ース（11mM）である。

Ca］omel
　　　　　elec¢rode

@　　　Sah－agar　bridg

Q　　難　　　　　　　　　1「　　　　　　　　　感

@　　　　　　　　7．．

@　　　一

1
　
幽

Ag〆AgC
?ｌｅｃｔｒｏ?

1
：

1「

F

　　Short　circllit　current　amplifier

Fig，　31　Schematic　representation　of

Ussing　type　dit－fusion　chamber

（3）電気生理学的パラメL一・タの測定

　全ての実験を短絡電流測定装置　（CEZ－9100、日本光電、東京）　を使

用し、open－circuit状態で行った。自発的膜電位（PD）を、先端が組織の

中央付近にセットした2対の塩橋（KCI　4　M中に3％寒天を含む）を連

結したカロメル電極にて測定した。短絡電流値（ISC）は、それぞれのチ

ャンバー内にAg／AgC1電極を挿入し、経時的に短時間（約3秒間）短

絡状態に切り替えることで測定した。経上皮電気抵抗（TEER）は、オー

ムの法則に従い、（21）式から算出した。
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　　　　　　PD
TEER＝：　rrg；E，1“一Ju2i．　A　””’”’””一”””一・…・一“”一（21）

ここでAは、膜の有効透過面積（0．5cm2）である。溶液抵抗（＜100Ω・

cm2jを自動電位固定ユニットにて補正した。第2編で使用した家兎摘

出鼻粘膜の平均PDは、6．8±O．8　mV、　Iscは、121土17μA／cm2、TEER

は、56．6士5．9Ω・cm2（n　・204）であった。

（4）FD－4透過実験：

　電気生理学的パラメータ（PD、　IscそしてTEER）が定常状態に達し

た後（120分以内）、ポリ・L・アルギニンの酵素的分解を最小限にするため

にapical側とbasolateral側のBRSをフレッシュなBRSに交i換した。

なお液交換による電気生理学的パラメータの変化がないことを確認した。

FD－4透過実験は、　apical側のBRSをFD－4（最終濃度2．5　mg／m1）、ポ

リ・L一アルギニン（最終濃度0．05－5mg／ml）を含むBRS（pH　7．2－7．5）に交

i換することにより開始した。Basolateral側から経時的に120分まで1

mlをサンプリングした。

（5）FD－4の定量：

サンプル100μ1をホウ砂・リン酸緩衝液（0．2M，　pH　85）で50倍希釈

した．FD－4の蛍光を前編と同様の方法にて測定した。

（6）FD－4の輸送経路の観察
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　電気生理学的パラメータが安定した後、フレッシュなリンゲル液に交

i回した。Apica1側をポリー：L一アルギニン（5　mg／m1）とFD－4（2．5　mg／ml）を

含有するBRSに交換し、120分後、鼻粘膜をUssing　chamberから取り

外し、リン酸緩衝液［PBS、　NaH2PO4（13mM）、　Na2HPO4（87　mM）、　NaC1

（51mM）、　pH　7．4］で洗浄した。その後、室温にてホルマリン（3．75％）PBS

溶液中で8－10時間固定し、組織を1：1のグリセリンPBS溶液で満た

したスライドガラスとカバーガラスの間に挟み、鼻粘膜中のFD・・4の蛍

光を前編と同様、CLSMにて観察した。共焦点イメージは、正立型顕微

鏡；Zeiss　Axioplanに油浸対物レンズZeiss　Ne◎fluar（63倍、開口数1．25、

carl　zeiss、　oberkochen、　Germany）を装備したMRc－600レーザーシ

ャープシステム（Bio－Rad　Laboratories、　Richmond、　CA、　USA）にて観

察した。FD－4の蛍光を488・nmアルゴンレーザーにて励起し、全ての実

験：を3回つつ行った．

（7）TJ接着たん白質とAJ接着たん白質の分布

　電気生理学的パラメータが安定した後、ポリ・L一アルギニン（0．05、05

及び5mg／m1）をapica1側に添加し、30分及び120分後、鼻粘膜を

Ussing　cham．berから取り外し、トリス緩衝液（TBS、50　mM　tris－HC1、　pH

7．4、　150mM　NaC1）にCaC12（10　mM）を含有する液（TBS－Ca）にて15

分間鼻粘膜を3回洗浄した。その後、鼻粘膜組織をホルマリン（3．75％）一

TBS－Caにて10分間室温で固定し、抗体の組織浸透性高めるために

Triton　X－100（0．25％）を含有するTBS－Caにて50分間室温にて処理し

た。組織をその後、50％ヤギ血清一TBS－Ca溶液にて30分間ブロッキン

グした後、組織を一昼夜、4℃にて各種一次抗体（1：100マウス三一ZO－1
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モノクローナル抗体、　1：50ラット抗一E－cadherinモノクローナル抗体、

1：100マウス抗一〇ccludinモノクローナル抗体）を含有する50％ヤギ血

清一TBS－Ca溶液をインキュベートした。　TBS－Caにて15分間、3回洗浄

後、組織を2時間室温にて2次抗体である50倍希釈した
FITC－conjugated　goat　anti－mouse　IgGあるいは、25倍希釈した

rhodamine－conjugated　goat　anti－rat　lgGを含有する50％ヤギ血清一TBS－Ca

溶液中でインキュベ・一トした。蛍光標識した組織を細切（4－5mm2）し、

スライドガラスとカバーガラスとの問に挟み、接着たん白質の分布を

CLSMにて観察した。共焦点イメージは、　MRC－600レーザーシャープ

システム（Bio－Rad　Lab◎ratories）を用い、2次抗体の蛍光をアルゴン

（488nm）／クリプトン（568　nm）レーザーにて励起させた。画像は、0．2

障1ごとの深さのCLSM像を20枚複合させたものを1枚の画像として表

示した。全ての実験を3回ずつ行った。

（8）データ解析

　FD－4透過実験にて得られた結果より、みかけの透過係数（P、pp）と

TEERを算出した。0．05　mg／m1のポリ・L一アルギニンの場合、　P、PPと

TEERの算出は、それぞれ40分から70分、20分から40分の値か

ら算出し、それ以外の実験は、50分から120分の値から算出した。

（9）統計処理

　統計解析をStudent’s　t－testにて実行した。　p＜0．05を有意であると判

定した。
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第2章

（1）試薬

2，4一ジニトロフェノール（DNP）およびウアバインは、和光純薬工業

（大阪）から購入した。その他の試薬は、全て市販の特級品を用いた。

（2）家兎摘出鼻粘膜の調製

前章と同様の方法にて家兎摘出鼻粘膜の調製した。

（3）電気生理学的パラメータの測定

前章と同様の方法にて、電気生理学的パラメータを測定した。

（4）ポリーL・アルギニンの部位特異性の評価

　ポリ・L一アルギニンの部位特異性を評価するために、前章と同様の方法

により、家兎摘出鼻粘膜をUssing　chamberに装着し、電気生理学的に安

定になった後、ポリーL・アルギニン（5mg／m1）あるいは、　STDHF（5　mg／m1）

とFD－4（2．5　mg／m1）をbas◎1atera1側に加えた。経時的にapica1側から

1m1をサンプリングし、　FD－4の透過量を測定した。また、ポリーL一アル

ギニン（5mg／m1）をapical側に、　FD－4（2．5　mg／m1）をbasolateral側に

それぞれ加え、経時的に1m1をサンプリングした。
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（5）ポリ・L・アルギニンの促進効果に対する細胞内代謝能の影響

　ポリーレアルギニンの作用に対する鼻粘膜の細胞内代謝能の影響を評

価するために、前章同様、家兎摘出鼻粘膜をUssi簸g　chamberに装着し、

電気生理学的に安定になった後、輸送実験を開始する前に鼻粘膜を30

分間、代謝阻害剤であるDNP（1　mM）あるいは、　Na＋，　K＋一ATPase阻害剤

であるウアバイン（1mM）を前処理した。　DNPは、　apica1側と

basolatera1側の両方に適用し、ウアバインは、　bas◎iatera1側のみに適用

した。この処理により、Iscは完全に消失し、　TEERは、125％増加し

た。フレッシュなBRSで2度鼻粘膜を洗浄した後、　ポリ・L・アルギニ

ン（5mg／m1）あるいは、　STDHF（5　mg／ml）とFD－4（2．S　mg／m1）をapica1

側に適用し、経時的にbas◎1atera9側から1mlをサンプリングした。

（6）FD－4の定量

サンプル100μ1を前章と同様の方法にて測定した。

（7）TJ接着たん白質とAJ接着たん白質の分布

　電気生理学的パラメータが安定した後、ポリ・L・アルギニン（5mg／m1）

をbasolatera1側に添加し、120分後、鼻粘膜をUssing　chamberから取

り外し、前章同様、CLSMにてZO－i，◎ccludin，　E－cadherinの分布を観察

した。
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（8）データ解析

　部位特異性の実験にて得られた結果よりFD－4のPappを50分から

120分の値を用いて算出した。

（9）統計処理

　統計解析をStudent’s・t・・testにて実行した。　p＜0．05を有意であると判

定した。

第3章

（1）試薬

　SK＆F－96365．　thapsigargin．　genistein．　PP－2．　W－7．　PD98059．　LY294002．

G66983、rottlerin、　okadaic　acid及びdephostatinはCalbiochem（San　Diego、

CA、　USA）から購入した。　Y27632はWelfide（大阪）から分与された。

Nifedipine、　fluo　3－AM及びA23187は和光純薬工業（大阪）から購入し

た。Y27632はWelfide（大阪）から分与された．その他の試薬は、全て

市販の特級品を用いた。

（2）家兎摘出鼻粘膜の調製

1章と同様の方法にて家兎摘出鼻粘膜の調製した。
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（3）電気生理学的パラメータの測定

1章と同様の方法にて、電気生理学的パラメータを測定した。

（4）阻害実験

　1章同様、鼻粘膜をUssing　chamberに装着し、30分経過後、　apica1側

にFD－4（最終濃度2．5　mg／m1）を加えた。90分後、阻害剤をapica1側

に適用し、45－go分間インキュベートした。阻害剤としてnifedipine（50

mM、45分間）、　SK＆F963654（100μM、75分間）、　thapsigargin（1　geM、

45分間）、genistein（30　ptM、75分間）、PP2（50μM、45分問）、W－7（100

μM、90分間）、Y27632（100μM、75分間）、　PD98059（50μM、75分

間）、LY294002（50μM、75分問）、　G66983（10μM、60分間）、　rottlerin

（100艮M、60分間）、okadaic　acid（o．1μM、60分間）、dephostatiA（50μM、

60分間）を使用した。その後、apical側にポリーL・アルギニン（o．2　mg／ml）

を適用した（120分間）。Basolatera1側からは、常に15分おきに0．5　m1

サンプリングした。

（5）FD－4の定量

サンプル100昌1を1章と同様の方法にて測定した。

（7）細胞内カルシウムイオンの測定

家兎鼻中隔を取り出した後、片側の鼻粘膜を剥離し、もう片方の鼻粘
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膜は鼻中隔から剥離せずに鼻中隔ごと細かく切り（4－5mm2）、鼻粘膜の

apical側が上になるように直径2cmのペトリ皿と鼻中隔を組織用瞬間

接着剤にて固定した。ペトリ皿に37QCのBRS（4　ml）で満たし、95％02

－5％CO2混合ガスでバブリングしながら60分間インキュベートした．

その後、カルシウムフリーのBRS（一Ca2り液と入れ換え、カルシウム指

示薬であるfluo　3－AM（5　ptM）を負荷して、37℃で60分間インキュ

ベートした。その後、サンプルをBRSで2回洗浄し、4m1のリンゲル

液を満たしたペトリ皿に入れた。CLSMシステム（MRC－600　Lasersharp

System，　Bio－Rad：Laboratories）を用い、488　nmのアルゴンレーザーにて

鼻粘膜細胞に取り込まれているわずかなカルシウム指示薬に起因する蛍

光を確認し、ペトリ皿にポリーL・アルギニン（最終濃度0．2または2

mg／m1）あるいは、カルシウムイオノフォアーであるA23187（最終濃度

1PtM）を加えた。測定は15秒間隔で行い、画像をコンピューターに記

録した。対物レンズには水浸対物レンズ（倍率40倍、開口数0．8、

Achroplan、　Car1　Zeiss、　Oberkochen、　Germany）を使用した。得られた画

像のカルシウム指示薬に起因する蛍光強度をComos　Software（Bio－Rad

Laboratories）にて定量化し、相対的蛍光強度比（RFR）を（22）式よりで

算出した。

　　　　　（F　一一m　BG）
　　　　　　　　　　　・・一一一一一一一一一一一一一一一一一　（22）　RFR　ur
　　　　　（FO　一　BG）

ここで、FOは、時間0の時の蛍光強度であり、Fは、各時間での蛍光

強度である。BGは、バックグラウンドの蛍光強度である。

（8）TJ接着たん白質の分布
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　電気生理学的パラメータが安定した後、ポリ・L一アルギニン（0．2mg／m1）

をapica1側に添加し、　i　20分後、鼻粘膜をUssing　chamberから取り外

し、前章同様、CLSMにてZO－1，◎ccludinの分布を観察した。加えて、

阻害実験より得られた結果より、rottlerin（100　pt　M、60分問）、　Gδ6983

（10　ptM、60分間）、dephostatin（50　ptM、60分間）を鼻粘膜のapical側

に適用しインキュベートした。その後、ポリーL一アルギニン（0．2mg／ml）を

apica1側に添加し、120分後、鼻粘膜をUssing　chamberから取り外し、

これらたん白質の分布を観察した。

（9）統計処理

　統計解析をStudeRt’s　t－testにて実行した。　p＜0．05を有意であると判

定した。
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