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略　号

本論文中に使用した略号について以下に記載する。

AUC：　area　uRder　the　blood　coRcentratioR　一　time　curve

BSA：　bovine　serum　albumiR

cDNA：　complementary　DNA

CLr：　renal　clearance

CLtot：　total　clearance

cMOAT：　canalicular　multispecific　organic　anion　transporter

Cp：　plasma　coficeRtration

cRNA：　capped　RNA

E2：　estradiol

E2　17P　一　G：　estradiol　17P　一　glucuroRide

EDTA：　ethyleAediarr｝iRetetra　acetic　acid

EHB］R：　eisai　hyperbilirubit｝ria　rat

GAPDH：　glyceraldehyde　一　3　一　pbosphate　dehydrogenase

GFR：glomerular創tratioR　rate

HPLC：　high　performance　liquid　chromatography

Da：　da｝ton

NPT：　sodium　dependent　phosphate　traRsporter

MBS：　modified　Barth’s　medium

mRNA：　messenger　ribom｝cleic　acid

MRP：　multidrug　resistance　associated　protein

OAT：　organic　anion　transporter

OAT　一　K：　kidney　一　specific　organic　aRieR　transperter

oatp：　orgaRic　anion　transporting　polypeptide

ORX：　orchidectomy

OVX：　ovariectomy

PAH：p　一　aminohippuric　acid

PCR：　polymerase　chain　reaction

PFCA：　perfiuorocarbexylic　acid

・
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PFOA：　perfiuorooctanoic　acid

RT　一　PCR：　reverse　transcription　coupled　polymerase　chain　reaction

SDR：　Sprague　一　Dawley　rat

SDS：　sodium　dodesyl　sulfate

T：　testosterone

Ty2：　biological　half　life

TBS：　tris　buffered　saline

TCA：　taurochoric　acid

Tris：　tris　（hydroxymethyl）　aminomethane

Vd：　volume　of　distributioR
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緒　言

ペルフルオロオクタン酸（PFOA）は、オクタン酸の炭素に結合した水素が

すべてフッ素に置換された化合物であり、特殊な物理化学的性質をもち、界

面活性剤や乳化剤として、あるいは他のフルオm化合物合成の原料として使

用されているP2】。　PFOAは極めて安定な化合物であり、生体内あるいは環

：境中で全く分解されない［70］。

　　　F　　　　F　　　　F

　　ElflEIEF＼レ1＼レ1＼！／1＼！／COO“
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Fig．　Chemical　structure　of　PFOA

　最近の研究から、北米やヨーロッパに生息する野生生物（鳥類、水棲哺乳

類や魚類：など）からPFOAやペルフルオロオクタンスルホン酸が検出されて

おり、PFOAによる環境汚染が広がっていることが明らかとなってきた［14、

23、24］。ヒトにおいては、1980年代にフルオロ化合物製造工場労働者の血液

中から高濃度のPFOAが検出されたと報告され、その後の研究によって一般

人の血液中からも微量のPFOAが検出されることが明らかとなった［1、2、

67］。工場退職者の追跡調査からヒトにおけるPFOAの半減期は150　一13．49

年と推察されている［2】。このようにPFOAは、環境中や動物そしてヒト体内

に長期間にわたり残存する懸念が高まってきた。米国の環境保護局は、2000

年からペルフルオロ化合物の規制をはじめ、我が国においては、2002年12

月に化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律（いわゆる、化審法）の指

定化学物質に指定された。このような流れをうけてPFOAの主要製造元であ

る米国の3M社は2003年に自主的にPFOAの製造を中止した。しかしながら、

現在もPFOAは一部の企業により製造されており、また、環境中もしくは生

体内で代謝されてPFOAを生じるペルフルオロ化合物も使用されていること

　　　　　　　　　　　　　　　　1



から、環境中におけるPFOAは今後も増加すると予測されている。

　一般人がPFOAの暴露を受ける経路は十分に解明されてはいないが、食物

連鎖による生物濃縮や、工業製品からの直接暴露などが考えられている。

PFOAのヒト健康に対する影響については工場労働者を対象とした疫学調査

から甲状腺機能の低下のリスクや膵臓、精巣あるいは前立腺などを含む男性

生殖器系のガンにより死亡するリスクなどが上昇することなどが指摘されて

いる［1、2、52｝。PFOAは、今後、長期間環：境を汚染し続けることが予測さ

れるため、この化合物の体外への排泄の機構を解明することは、生体内に残

存したPFOAの排泄を促進させる解毒法の開発につながると考えられる。

　ラットを用いたこれまでの研究から、PFOAの生体作用には顕著な性差があ

ることが判明している［28、29、30］。生体作用における性差には、体外への

排泄過程が関係している可能性が高い。そこで本研究ではラットにおいて

PFOAの排泄に性差が生じる機構を検討し、この結果をもとにPFOAの腎臓

からの排泄機構の解析を行った。以下に本研究の結果と考察を述べる。
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第1章 PFOAのラットに対する作用の性差［36・37・38］

　ペルフルオロカルボン酸（PFCA）のラットに対する作用の代表的なものに

べルオキシソーム増殖作用がある［22］。PFOAを投与すると雄性ラットに対

しては肝臓のペルオキシソームβ酸化酵素を誘導するが、雌性ラットにはほと

んど誘導作用を示さないことが報告されている［29］。PFOAが動物体内で全

く代謝されないことから、PFOAの作用の性差はこの化合物の体内動態が雌雄

ラットで異なることによる可能性が考えられる。これまでPFOAを簡便に定

量する方法がなかったため、PFOAの体内動態について詳しく研究した報告が

ほとんどなかった。近年、HPLC一蛍光検出器を用いた高感度で簡便な定量法

が開発された［51］。本章では、PFOAの生体作用に性差が生じる機構を調べ

るために、肝臓のペルオキシソームβ酸化酵素の誘導を指標としてPFOAの用

量と作用の関係を調べるとともに、PFOAの動態解析を行った。

第1節 ペルオキシソームβ酸化活性に対するPFOAの作用

　ラットにPFOAを1日1回5日間投与した場合の肝臓ペルオキシソームβ

酸化活性をFig．1－1Aに示した。雄性ラットにおいてPFOAは投与量依存的

にペルオキシソームβ酸化活性の上昇を引き起こした。一方、雌性ラットでは

20mg／kg体重を投与した場合でもペルオキシソームβ酸化活性の上昇は認め

られなかった。図には示していないが、投与量を130mg／kg体重まで増加させ

ても雌性ラットでは同酵素活性の上昇はほとんど認められなかった。この時

のPFOAの肝残存量をFig．1－1Bに示した。雄性ラットでは、投与量の増加

にともない肝残存量が増大し、投与量10mg／kg体重以上では、40戸9／9肝臓で

ほぼ一定の値を示した。しかし、雌性ラットでは、投与量20mg／kg体重の場

合でもPFOAの肝残存量は非常に低く検出限界（1μg／g肝臓）以下だった。し

たがって雌性ラットにおいてペルオキシソームβ酸化活性が誘導されないの

は、誘導に必要とされる量のPFOAが肝臓に残存していないためと考えられ

る。
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Fig．　1　一　1　Dose一　dependency　of　the　iRduction　of　hepatic　activity

of　peroxisomal　B　一　oxidatioR　（A）　aRd　accumulation　of　PFOA

（B），　Male　（ee）　and　female　（as）　rats　were　admiRistered　with

PFOA　at　indicated　doses　once　a　day　for　5　days，　Val“es　are

means　±　S．D．　for　fo“r　rats．　＊，　DiffereRces　are　statistically

signi行cant　be細een　male　and角male　rats（Pく0．05）．
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Fig．1－2　Plasma　concentration－time　profiles　ofPFOA．　Male（ee）and

female　（tw）　rats　were　intravenously　inj　ected　with　PFOA　at　a　dose　of

48．63　ptmol／kg　of　body　weight．　Values　are　means　±　S．D．　for　three　or　four

rats．
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　上述した結果より雌雄ラットではPFOAの体内動態が大きく異なっている

ものと予想される。そこで、血中からのPFOAの消失を雌雄両性ラットで比

較した。PFOA（48．63μmol／kg体重）を静脈内に単回投与し、血漿中のPFOA

の濃度変化を経時的に調べた（Fig．1－2）。血液中からのPFOAの消失には明

らかに性差があり、雄性ラットに比べると雌性ラットははるかに消失が速か

った。また、雌雄ラットとも血漿中の消失が2相性を示していたので、この

結果を2一コンバートモデルにあてはめ、非線形解析ソフトMULTIを用いて

動態パラメーターを算出した（Table　1－1）。　PFOAの全身クリアランス（CL，。t）

は雄ラットに比べ雌性ラットで44倍高かった。また、雌性ラットの生物学的

半減期（T　y2）は、雄性ラットの1／70であった。分布容積（Vd）にも性差が認

められたが、C：Lt。tの差を説明できるほど大きなものではなかった。したがっ

て、CL，。tにみられる性差は、　PFOAの組織親和性が異なるために生じるので

はないと考えられる。

Table　1－1　Toxicokinetic　parameters　of　PFOA　in　rats

Male Female

　　CLtot
（mL／min／kg　b．w．）

　T　y2　（d　ay）

Vd　（mL／1〈g　b．w．）

O．035　±　O．OIO

5．68　±　O．99

345．6　±　57．3

1551　±　O．559　＊

O．08　±　O．03　＊

211．2　±　28．2　＊

CLt．t，　total　clearance　of　PFOA；　Tii2，　half　life　ofPFOA；　Vd，　vol“rne　of

distribution；　b．w．，　body　weight．　Values　are　means　±　S．D．　for　three　to　four

rats．　”　Differences　are　statistically　significant　between　male　afld　female　rats

（P　〈　O．05）．

第2節　　PFOA腎クリアランスにおける性差と性ホルモンの影

　　　　　響

PFOAは生体内で全く代謝を受けないことが知られている［2、69］。したが

ってPFOAのT　y2における性差はPFOAの排泄速度の差を反映しているもの
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と考えられる。また、PFOAの主要な排泄経路が尿であることがVanden・Heuvel

らによって示されている［70］。そこで、PFOAの尿中からの消失の性差を評

価するために、PFOAの腎クリアランス（CLr）を非定型的方法により求めた。

CLrは、ラットにPFOA（48．63　pmol／kg体重）を静脈内に単回投与し、経時的

に5時間採尿および採血を行い、CLrを求めた。　Fig．1－3に示したように、

CLrにも顕著な性差がみられ、雌性ラットは雄性ラットに比べて約13倍高い

値を示した。次に、ρFOAのCLrに対する性ホルモンの影響について検討し

た。雄性ラットを去勢（ORX）すると、PFOAのCLrは約4倍上昇した。また、

雄性ラットにエストラジオールを投与（E2）した場合にもCLrは約25倍上昇

した。次に去勢した雄性ラットにテストステロンを投与すると（ORX＋T）、　CLr

は、雄性ラットを去勢した（ORX）ラットに比べ約1／13に低下し、コントロ

ールの雄性ラットよりも低い値を示した。また、雌性ラットにテストステu

ンを投与した時（T）にもCLrは低下した。雌性ラットから卵巣を摘出した場

合（OVX）、　PFOAのCLrは、コントロールの雌性ラットと差がなかった。一

方、卵巣切除後にエストラジオールを投与すると（OVX＋E2）、　CLrは大きく低

下した。

　CLr測定時の15、300分後の血中濃度（Cp15min、　Cp300mi。）、血中濃度一時間

曲線下面積（Area　under　the　plasma　concentration　一　time　curve、　AUCo．300　mi。）およ

び300分間の尿中排泄率をTable　1－2にまとめた。コントロールの雄性ラッ

トと雌性ラットを比較するとCplsmin、　Cp300mi，およびAUCo－300．mi、に有意な差は

認められなかった。雄ラットの4群（no㎜al、　E2、　ORXおよびORX＋T）で比

較すると、Cp15mi，は、コントロールの雄性ラットと比較して、去勢した雄性

ラット（ORX）および去勢後にテストステロンを投与したラット（ORX＋T）

で高かった。Cp300mi，は、去勢した雄i性ラット（ORX）および雄性ラットにエ

ストラジオールを投与（E2）すると有意に低下し、去勢後にテストステロン

を投与（ORX＋T）すると有意に高くなった。　AUCo．300　mi、は去勢後にテストス

テロンを投与したラット（ORX＋T）でやや高く、雄性ラットにエストラジオ

ールを投与（E2）するとやや低下した。雌性ラットの4群（normal、　T、　OVX

7
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Fig．　1　一3　Renal　clearanee　of　PFOA　in　the　rats　under　different　hormonal　states．

Valt｝es　are　means　±　S．D，　for　three　or　four　rats．　N．　Rormal　male　er　female　rats：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）　一一Vi］LA」LM．JL　JL－AV－」LV　WjL　A．VXLA」LV．iV　」LWVVp

ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　fefnale　rat；　E2，

treatmeRt　with　estradiol；　T，　treatment　with　testosteroRe．　”’b，　Differences　among

four　experimeRtal　groups　of　male　rats　are　statistically　significaRt　witho“t　a

comrnon　s叩erscript（P〈0．05）．　x’y，D｛fferences　among　four　experimental

gro叩s　of　fbmale　rats　are　statistically　significant　without　a　common　s遺perscript

（P　〈　O．05）．
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Table　1　一　2 Effects　of　sex　hormones　on　PFOA　kinetics

（A）　Male　rats

Normal E2 ORX ORX＋T

CPIsmin

（nmol／mL）

CP300min

（nmol／mL）

AUCo．300　min

（pmol’miR／mL）

Urinary　excretion

（O／o　ef　dose）

298．51　±　22．30a　286．27　±　31．41a 334．46　±　15．58a・b　370．21　±　28．27a

232．66　1　12．27a　202．18　±　16，22　C　218．22　±　20．33a・C　26093　±　6．97　b

71．92　±　3．39a

2．45　±　1．39a

62．01　±　5．46a

4．34　±　1．gsa・C

68．36　±　O．7sa

8．77　±　IA6a

74．81　±　1．6sE・b

O．71　！　O．32a

（B）　Female　rats

Normal T ovx OVX＋E，

CPIs　min

（nmol／mL）

CP300　min

（mnol／mL）

AUC　o－300　min

（＃mo1纏搬i難／mL）

Urinary　excretion

（o／o　of　dose）

336．37　±　61．44X　329．69　±　32．29X

185．30　±　3189X　221．16　±　21．89X

66．62　t　12．97X

28．14　S　4．39X

69．67　±　5．SgX

5．21　±　O．92Y

295．19　±　2．83X

匪6239　＝虻　47．ggx

55．82　±　7．71X

25．94　！　15D3　X

316．94　±　72．60X

165．76　±　60．23X

54．30　±　14．16X

3．04　±　2．75Y

ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　female　rat；　E2，　treatmeRt　with

estradiol；　T，　treatment　with　testosterone；　Cpis　min，　plasma　coRcentration　of　PFOA　at　15　min

after　PFOA　administration；　Cp300　．i．，　plasma　concentration　of　PFOA　at　300　min　after　PFOA

administration；　AUCo－300　．i．，　area　“nder　the　plasma　concentration　time　curve　（e　一　300　min）．

”一CC　Differences　among　four　experimeRtal　groups　of　male　rats　are　statistiCally　significant

without　a　common　sgperseript　（P　〈　O．05）．　X’Y，　Differences　among　four　experimental　groups

ef　female　rats　are　statistically　significant　without　a　commoA　superscript　（P　〈　O．OS）．
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およびOVX＋E2）で比較すると、　AUCo．300　mi。、　Cp15miRおよびCp300mi、に有意な

差はなかった。これらの結果より、PFOAのC：Lrは、雌雄ラットともにテス

トステロンにより抑制されることが明らかとなった。一方、エストラジオー

ルは雌雄両性のラットに対し、異なる影響を示した。すなわち、雄性ラット

では促進的に作用しているのに対して、卵巣を摘出したラット（OVX）には

抑制的に作用していた。

第3節 PFOA腎クリアランスに対するマンニトール定速静注

の効果

　予備的な実験でPFOAの血漿蛋白結合率95％以上であった。また蛋白結合

率には性差がないことが報告されている［13］。ラットの平均糸球体ろ過速度

（GFR）が240　一　360　mL／h／kg体重であることから血漿蛋白結合率を95％とす

ると血中遊離型分率（fp）から求めた遊離型PFOAの糸球体ろ過速度（fp・

GFR）は12　一18　mL／h／kg体重である。この値とCLrの値を比較すると、ほと

んどの性ホルモン状態のラットでCLr＜fか・GFRである。このことからPFOA

は尿細管管腔から再吸収されることが考えられる。そこで本節では、PFOA

の尿細管管腔からの再吸収の有無を検討した。

　マンニトール液を流速0．1mL／minで静注すると開始2時間後には尿量が安

定し、注入速度とほぼ同じ尿排出速度（o．1mL／min）となった。　Fig．1－4に

PFOA静注後の尿中排泄率に対するマンニトール液静注の影響を示した。

PFOAの尿中排泄率は、マンニトール液の注入により雌雄ラットとも約2倍上

昇した。尿流速の増加によりPFOAの排泄が高まったことから、　PFOAは、

雌雄ラットとも腎尿細管で再吸収されるものと考えられる。PFOAの尿中排泄

の性差が尿細管からの再吸収過程によるものかどうかを検討するために、さ

まざまな性ホルモン状態でマンニトール静注下でのPFOAのCLrを求めた

（Table　1－3、　Fig．1－5）。　Table　1－3に示したようにマンニトール存在下では非

存在下におけるPFOAのCLr比がいずれの性ホルモン状態でも有意に上昇す

ることからこれら全てのホルモン状態においてPFOAは再吸収されるものと

10
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Table　1－3 Effects　of　sex　hormones　on　PFOA　kinetics　with　mannitol

infusion

（A）　Male　rats

Normal E2 ORX ORX＋T

CPs　min

（nmol／mL）

CP300mln

（RrRol／mL）

AUC　o－300　min

（ymol’miR／mL）

UriRary　excretion
（o／o　of　dose）

1簸crease　upO難

搬anr疑量tol量RfuS量on

308．15　±　40．54a　315．35　±　14．25a　3S252　±　15．71a　380．39　±　48．44a

215．50 ±　49．60a　132．71　±　1333　b

66．76　±　16．47a

4．92　±　1．62a

1．89　±　O．89a

48．13　±　6．34a

　　　　　　　　　　　b
21，62　S　8．48

　　　　　　　　　　b
5．21　±　2．27

127．17　！　34．40a　246．80　±　22．84a

53．39　±　5．57a

48．72　±　ll．93C

7．32　±　2．22a

75．77　±　6．50a

1．82　±　O．09a

　　　　　　　　　　b
256　±　O．13

（B）　Female　rats

Normal T OVX OVX＋E2

CPs　min

（nmol／rriL）

Cp300m…貸

（nmol／mL）

AUC　om300　min

（ymol’miR／mL）

Urinary　excretion
（O／o　of　dose）

IRcrease　upon

mannitol　iRfusion

356．39　±　43．77X　365．86　±　28，14X

69．66　±　37．93X

34．92　±　6．28X

50．46　±　6．64X

4．24　±　2．18X

193．06　±　17．20X

66．04　±　4．25Y

13．84　±　284Y

3，24　±　O．61X

244．57　±　9．80Y

22．03　±　3．87Y

1883　±　O．52Z

69．76　±　3．66X

7．48　±　O．43X

332．09　±　37．31X

121．17　±　9．87X

47．26　±　3．09　X・Y

36．70　±　9．6sX・Z

4．78　±　2．90X

ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　female　rat；　E2，　treatment　with

estradiol；　T，　treatment　with　testosteroRe；　Cpis　．i．，　plasma　coRceRtration　of　PFOA　at　15　min

after　PFOA　administratioR；　Cp300　．k，，　plasma　coAcentratioR　of　PFOA　at　300　rnin　after　PFOA

admiRistratieR；　AUCo－300　．i．，　area　under　the　plasma　concentration　tirfle　curve　（O　一　300　min）．

Val“es　are　means　±　S．D．　for　three　to　six　rats．　”一C，　Differences　among　foL｝r　experimental

groups　of　male　rats　are　statistically　significant　withot｝t　a　common　superscript　（P　〈　O．05）．　”’Z，

Differences　among　four　experimental　groups　of　female　rats　are　statistically　significant

without　a　commoR　superscript　（P　〈　O．05）．
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13



考えられる。マンニトール存在下におけるPFOAのCLrは、マンニトール非

存在下と同様に性ホルモンにより変動した（Fig．1－5）。　CLr値は雄性ラット

より雌性ラットで約25倍高かった。去勢した雄性ラット（ORX）のC：Lr値は

コントロールの雄性ラットより13倍高く、コントn一ルの雌性ラットの値に

近くなった。エストラジオールを投与した雄性ラット（E2）では、雄性ラット

に比べ、約7倍CLrの上昇がみられた。去勢した雄性ラット（ORX）および

雌性ラットにテストステロンを投与（T）すると、C：Lrはそれぞれ0．703、7．170

mL／h／kg体重とテストステnン投与により低下した。雌性ラットの卵巣を切除

（OVX）すると、　C：Lrは約2倍上昇した。卵巣を切除後にエストラジオールを

投与（OVX＋E2）するとCLrは雌のコントロールの約1／2にまで低下した。こ

れらの結果から、マンニトール共存下でも雌雄ラットともPFOAのCLrは、

テストステロンにより抑制されることが明らかとなった。一方、PFOAのC：Lr

に対するエストラジオールの効果は雌雄ラットで異なり、雄性ラットでは増

加が、雌性ラットでは減少がみられた。Table　l－3に示したように、　CPI5min

に差はみられなかった。また、Cp300mi、およびAUCo，300　mi。には性差が認められ

たが、これは雌性ラットにおいてPFOAの尿中への排泄が進み、血漿濃度が

低下したためと考えられる。また、Cp15mi。にはさまざまなホルモン状態のラ

ットでほとんど差がみられなかったことから、CLrの性ホルモンによる変動

は、PFOAの分布ではなく、腎臓からの排泄機構に差があることによるものと

考えられる。

第4節 PFOA腎クリアランスに対するプロベネシドの効果

　本研究で検討している性ホルモン状態のうちCLrの大きな雌性ラットおよ

び卵巣を摘出したラット（OVX）では、　PFOAが尿細管からの分泌により尿中

へ排泄されている可能性が考えられる。PFOAは有機酸であることから有機酸

輸送担体を介して輸送され、排泄されている可能性が考えられる。そこで、

有機酸輸送担体を幅広く阻害することが知られているプロベネシドのPFOA

14



のCLrに対する影響を検討した。　Table　1－4に示したように雄性ラット、去

勢した雄ラット（ORX）、雌性ラットおよび卵巣切除ラット（OVX）の全てに

おいて、プロベネシドによりPFOAのC：Lrの低下が認められた。　PFOAのCLr

は、プUベネシド存在下では、性ホルモンにより影響を受けなかった。この

ことから、PFOAは尿細管管腔に分泌を受けており、この分泌過程が性ホルモ

ンによりCLrの変動が起こる主な過程であると考えられる。プロベネシド定

速静注下でのPFOAの体内動態の変化についてまとめた（Table　1－5）。プnベ

ネシド共存下ではCp300mi、の有意な上昇が認められた。300分後の肝臓と腎臓

に残存するPFOAを定量し血中濃度との比を算出して比較したところ、肝臓／

血漿中PFOA濃度比（CLi。，，／Cp300mi。）はプロベネシド存在下でほとんど変化が

なかったが、腎臓／血漿中PFOA濃度比（CKid。cy／Cp300min）はプロベネシド存在

下で大きく低下した。このことは、プロベネシドがPFOAの腎臓への取り込

みを阻害することを示している。

Table　i－4　Effects　ofprobenecid　on　renal　clearance　ofPFOA

Maie Female

Probenecid Normal ORX　Nermal
　（mL／h／kg　body　weight）

ovx

　　十

Inhibition

　（o／o）

2．ll　±　O．93　27．ll　±　8．24

O．64　±　O．21＊　O．82　±　O．32＊

66．6 96．9

44．42　±　13．94

1．02　ix　O．60＊

97．6

107．93　±　6．16

O．70　±　O．31＊

99．4

ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　female　rat．　Values　are　means　±　S．D．　for

three　to　six　rats．　“，　Differences　are　statistically　significapt　from　the　value　without

probenecid　infusion　（P　〈　O．05）．

15



Table　1　一　5 Effects　ofprobenecid　on　tissue　distribution　of　PFOA　in

OVX　rats．

Probenecid Cp300min CLiver／CP300min Ckiditey　／CP30emin

（nmol／mL）

162．38　±　47．99 0．75　±　O．29 1．58　±　O．63

十 226．34　±　37．94＊ O．69　±　O．10 O．09　±　O．04＊

OVX　ovariectomized　fbmale　rat．　Values　are　means±　SD。　fbr　three　to　six　rats．
　　　ラ
＊，Diffbrences　are　s重atistically　significan重倉om癒e　value　w曲。装t　probenecid

i曲sion（P＜0．05）．
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第5節 考　察

　本章における検討から、PFOAの生体作用に性差が生じる原因が一部明らか

となった。PFOAを連続投与すると、ラット肝臓のペルオキシソームβ酸化酵

素活性の誘導作用は雄性ラットでは顕著であるのに対し、雌性ラットでは全

く作用がみられなかった。肝臓に残存しているPFOAを定量したところ、雄

性ラットでは肝臓に多く残存していたのに対して、雌性ラットでの残存量は

検出限界以下であった。このようなPFOAの肝残存量に性差が生じる原因は

PFOAの全身クリアランスの違いを反映したものであり、雌雄両性のラット間

で44倍もの差が認められた。このことからPFOAの生体作用は消失過程で性

差が生じているものと考えられる。PFOAは生体内で体謝を全く受けないこと、

また、主排泄経路は尿中であり胆汁中への排泄は少ないことが明らかにされ

ている［37、50、70］。pFOAのCLrを測定し、種々の性ホルモン状態のラッ

トで比較したところ、雌雄ラットで10倍以上の差が認められた。このことか

ら、尿中からのPFOAの排泄過程がPFOAの生体内残存量を決定する重要な

因子であると考えられる。しかし、尿中排泄率が性ホルモン状態により変化

しているにもかかわらず、CLr測定時の血中濃度（Cp15mi。、Cp300mi。およびAUC）7

については、性ホルモン状態の違いによる変動はほとんど認められない。こ

のことから、PFOAの血液中からの消失には尿中排泄だけでなく、PFOAの体

内分布も関与しているものと考えられる。したがって、PFOAの分布の変動も

また、PFOAの生体内残存量を決定する因子の1つであると考えられる。PFOA

の尿中排泄は性ホルモンにより調節されていることが明らかとなった。雌雄

両性のラットにおいて、テストステロンはPFOAの尿中排泄に対し抑制的に

作用した。一方、エストラジオールは、PFOAの尿中排泄に対し、正常な雄性

ラットには促進的に作用したにもかかわらず、卵巣を切除したラット（OVX）

に対しては抑制的に作用した。このように、エストラジオールの影響が性ホ

ルモン状態により大きく異なるのは、PFOAの体内分布が異なることと関係が

あるのかもしれない。しかし、その詳細は、現在のところ、明らかではない。

　一般的に腎臓における栄養素や薬物・毒物の挙動は、①血中遊離型物質の

　　　　　　　　　　　　　　　　17



糸球体からのろ過、②尿細管での分泌、③尿細管からの再吸収の3つの行程

を経る。多くのミネラルは、糸球体でろ過され、尿細管で各種輸送担体によ

り再吸収される。この機構は内分泌系と密接に共役していて血中の各種ミネ

ラルバランスの恒常性に重要な役割を果たしている。グルコースやアミノ酸

などの生体に必須な有機化合物は、糸球体からろ過されるとすぐにNa’と共役

した輸送担体を介して近位尿細管からほぼiooo／，再吸収される。物質によっ

ては複雑な行程を経て尿中へ排泄されるものもある。尿酸は、糸球体でろ過

された後近位尿細管ですぐに担体により99％が再吸収されるが、その後再度

分泌され尿細管管腔へ排出後、再び再吸収を受ける。このいずれの行程にも

輸送担体の関与が証明されている。PFOAがどのような行程を経て尿中へ排出

されるかについてこれまでほとんど研究されていない。本章の実験結果から

PFOAが腎尿細管で再吸収を受ける可能性が考えられる。

　再吸収は単純拡散あるいは能動輸送によって起こる。単純拡散の場合は、

濃度勾配、pH、　pKa、脂溶性などの因子によって決まる。この単純拡散によ

り再吸収される酸性および塩基性薬物が知られている。しかし、PFOAはpKa

が約25と報告されており［2］、生体内ではほとんどがイオン型で存在してい

るものと考えられるので、pH　一分配仮説に従った受動的輸送により再吸収さ

れる可能性は低い。一方、セファレキシンなどのアミノ基とカルボキシル基

を持つ両性イオン型アミノβラクタム系抗生剤は、小腸の場合と同様にジペプ

チド輸送系を介して再吸収され、また、エストラジオール17βグルクロニド

（E217β一G）は、腎尿細管腔に発現しているorganic緬on　transporting

polypeptide　1（oatp　1）により再吸収されることが報告されている［ll、27、64］。

これらのことから、PFOAは尿細管管腔に発現する輸送担体により再吸収を受

ける可能性が高いと考えられる。再吸収過程での性ホルモンの関与について

は、本章で示したようにマンニトールを静注した実験系では、尿細管での再

吸収を完全には阻害することができないため、明確な結論は得られていない

が、マンニトール共存によるクリアランスの上昇率が性ホルモン状態により

異なることから、この再吸収過程にも性ホルモンによる調節があるものと考

えられる。また、本章に示した検討結果からPFOAが尿細管で分泌されるこ
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とが明らかとなった。プロベネシド共存下で腎尿細管上皮細胞へのPFOAの

取り込みが低下していたことから、PFOAのCLrの性差が尿細管分泌過程に

起因するものなのか、再吸収過程に由来するものなのか、それとも両方の過

程が関与しているのかについては、現段階で明確に結論付けることはできな

い。

　本章における検討で判明したPFOAの腎臓での挙動は次の3点に要約でき

る。①PFOAは糸球体からはほとんどろ過されず尿細管分泌によって主に管腔

内に排出される。②管腔内に排出されたPFOAは一部再吸収を受け、残りが

尿中へ排出される。③血液中から腎臓への取り込みにはプロベネシドにより

阻害される能動輸送担体が関与している。分泌または再吸収が性ホルモンに

よる影響を受けるためにPFOAの尿中排泄に性差が生じるものと考えられる。
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第2章 腎皮質切片を用いたPFOAの取り込みの解析

　第1章においてPFOAが尿細管から分泌されることが示された。また、PFOA

の血液中から腎臓への取り込み過程にプロベネシドにより阻害される有機酸

輸送担体が関与していることが明らかとなった。尿細管における分泌過程は、

尿細管上皮細胞を介した経細胞輸送であるので、血液中から尿細管管腔への

物質の輸送は、血管側膜（谷底膜）と管腔側線（刷子縁膜）の2種類の膜輸送

を介して行われている。これらの膜にはそれぞれ特異的な輸送担体が発現し

ている［10］。PFOAはどのような輸送担体により輸送されているのであろう

か？この点についてはこれまで全く研究が行われていない。本章では、腎皮

質切片によるPFOAの取り込みを測定することにより、血管側膜を介した血

液中から尿細管上皮細胞への輸送を評価した。

第1節　PFOAの取り込みの特性

　ラット腎皮質より厚さ50μm、重量約60mgの切片を作製し、［i4C］PFOA

を含む基質子中でインキュベートし、一定時間に取り込まれた基質の量を測

定した。測定は、25℃と0℃で行い、0℃における取り込みを非特異的取り込

みとした。マンニトールは細胞膜を全く透過しないので、腎皮質切片への取

り込みを測定する時に基質の細胞間隙や血管への移行量を評価するのに用い

られている。本研究において、25℃におけるマンニトールの取り込み比（切

片中の濃度／基質液中の濃度）はほぼO．4で一定あった。これは報告された値

と一致していた［19】。本研究の0℃での各PFOA濃度の取り込み比（切片中の

濃度／基質睡中の濃度）もO．4であった。この値は、マンニトールの取り込み

比と一致している。したがって、0℃におけるPFOAの腎皮質切片への取り込

みは、25℃におけるマンニトールの取り込みと同様に、PFOAの細胞間隙や血

管への移行量を評価していると考え、25℃における取り込み値から0℃におけ

る取り込み値を差し引いた値を特異的な取り込みとした。
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　まず、PFOA濃度を0．2　mMとした場合におけるPFOA取り込みの時間依存

性について検討した（Fig．2－IA）。腎皮質切片へのPFOAの取り込みは時問依

存的に増加したが、IO分を超えると速度が低下する傾向が認められた。この

結果から、腎皮質切片によるPFOAの取り込み測定時間を10分に設定した。

次に、PFOAの取り込みにおける濃度依存性をO．2　一10　mMの範囲で調べた

（Fig．2－1B）。10分間でのPFoAの取り込みは濃度依存性を示し、また、特異

的な取り込みには、飽和がみられた。PFOAの濃度を10　mMよりも高い濃度

にすると、PFOAの結晶が析出したため、高濃度における検討はできなかった。

この結果からEadie－Hofstee　plotを行ったが、Y切片が負の値になったため、

KmおよびVm、xを求めることができなかった。しかし、腎皮質切片へのPFOA

の取り込みには時間依存性および温度依存性が認められたことから、PFOA

の腎皮質切片への取り込みには、輸送担体が関与していると考えられる。

第2節 腎皮質切片によるPFOAの取り込みに対する性ホルモ

ンの影響

　第1章では、ラットにおいてPFOAのCLrが性ホルモン状態によって大き

く変動することが示された。そこで次に、このような変動が血液中から尿細

管上皮細胞への取り込み過程で生じている可能性を調べるために、性ホルモ

ンによって腎皮質切片へのPFOAの取り込み速度が変化するかどうかについ

て検討した。第1章と同様の性ホルモン状態のラットから腎皮質切片を作製

し、PFOAの取り込み速度を測定した。　PFOAの濃度は、　C：Lr測定時の初期血

中濃度に近い0．25mMと0．5　mMに設定し、取り込み時間は5分間とした。

結果をFig．2－2に示した。雌雄ラット、雄性ラットにエストラジオールを投

与したラット（E2）、去勢した雄性ラット（ORX）、去勢した雄性ラットにテス

トステロンを投与したラット（ORX＋T）および卵巣を摘出したラット（OVX）

について腎皮質切片へのPFOAの取り込みを比較したところいずれの濃度に

おいても有意な差は認められなかった。これらの結果は、PFOAの血液中から

腎尿細管上皮細胞への取り込み速度は、性ホルモンによって大きく変動しな

　　　　　　　　　　　　　　　　22
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いことを示している。したがって、PFOAのCLrの性差は、　PFOAの腎臓への

取り込み過程で生じるものではないと考えられる。

第3節 考　察

　腎皮質切片を作成する際に尿細管はふさがれると考えられている。したが

って、腎皮質切片によるPFOAの取り込みを測定する実験系は、血管から腎

尿細管上皮細胞内へPFOAの取り込みが評価できる系であると考えられてい

る。本章では、PFOAが尿細管分泌される最初の過程となる血液中から腎尿細

管上皮細胞へと取り込まれる過程において担体輸送が関与し、これが性ホル

モンによって調節されているかどうかを調べるために腎皮質切片を用いて検

討した。

　腎皮質切片へのPFOAの取り込みは、温度依存的、濃度依存的および時間

依存的であった。このことからPFOAは、濃度勾配に従って単純拡散するの

ではなく、担体を介して輸送されるものと考えられる。種々の性ホルモン状

態のラットから作製した腎皮質切片へのPFOAの取り込み速度に大きな差は

認められなかった。この結果は、PFOAの腎尿細管上皮細胞への取り込みには

性差がないことを示しているものと考えられる。しかしながら、本章の結果

では0℃におけるPFOAの輸送量が大きい（Fig．2　一1）。このことから腎皮質切

片へのPFOAの非特異的な吸着が多いことが示唆される。これはPFOAが長

い疎水基をもっためかもしれない。したがって腎皮質切片への取り込み実験

は選択的なPFOAの輸送を十分に評価できていない可能性もある。

　本章における検討の結果から、C：Lrにおける性差は尿細管上皮細胞から尿

細管管腔への輸送過程あるいは、尿細管管腔からの再吸収の過程で生じるも

のであると推定される。
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第3章 腎臓における各種輸送担体mRNA発現量の性ホル
モンによる変動［38］

　腎臓は、さまざまな生体内物質や生体外物質を体外へ排出するとともに、

生体にとって必要な物質の再吸収を行う役割を担っている。これらの過程に

は多数の輸送担体が関与している。近年、腎臓の輸送担体が分子生物学的手

法を用いてクローニングされ、その一次構造が明らかにされるとともに、性

状の解析が行われている［17］。第1章ではPFOAの腎尿細管における輸送に

は何らかの輸送担体が関与しており、これらの担体はプロベネシドで阻害さ

れること、テストステロンにより抑制されることを明らかにした。本章では

PFOAの腎臓における輸送に、既知の有機酸輸送担体が関与しているという作

業仮説を立て、ラット腎臓におけるこれらの有機酸輸送担体の発現量が性ホ

ルモン状態によって影響されるかどうかについて検討した。

第1節 各種輸送担体mRNA発現量の性ホルモンによる変動

　本章では、organic　anion　transporter　familyの3種（OAT　1、2、3）、　organic　anion

transporting　polypeptide　familyの3種（oatp　1、2、　OAT　一一　K）、　sodium　一　dependent

phosphate　transporter　familyの2種（NPT　1、2）とmultidrug　resistance　associated

protein　2（MRP2）の計9種の輸送担体についてmRNAの発現量を調べた。こ

れら9種の輸送担体のラット腎尿細管上皮細胞における発現部位と、輸送の

方向性および駆動力を示した（Fig．3－1）。

　Fig．3－2からFig．3－10には様・々な性ホルモン状態におけるこれら輸送担

体の腎臓におけるmRNA発現量を示した。なお、　mRNAの発現量は、

glyceraldehyde　一　3－phosphate　dehydrogenase（GAPD：H）のmRNA発現量と

の相対値とし、さらに雄性ラットの値を1として表した。

　多くの輸送担体mRNAの発現量は性ホルモンにより変動した（Fig．3－2－

3dO）。これらの結果をTable　3－1にまとめた。
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normal　male　or　female　rat；　ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ova’riectomized

female　rat；　E2，　treatment　with　estradiol；　T，　treatment　with　testosterene．　Values　are

means士S．D．　fbr　3－6rats．　Data　represent　the　value　relative　to　that　of　male　rats．

”’b

C　Differences　among　four　experimeRtal　groups　of　male　rats　are　statistically

significant　without　a　commen　superscript　（P　〈　O．05），”’Y，　Differences　among　four

experimental　groups　of　female　rats　are　statistically　significant　without　a　common

superscript　（P　〈　O．05）．＊，　DiffereRce　is　statistically　significant　between　male　and

female　rats　（P　〈　O．05）．
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Fig．3－5Renal　levels　of　oatp　l　mRNA　i鍛鐵s　under　dif驚re撹hormonal　states．　N，

normal　male　or　female　rat・ORX　orchidec重omized　male　rat・OVX　ovariec℃omized
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　ラ

female　rat；E2，　treatment　with　estra．diol；T，　treatment　with　testosterone；N．D．，　Rot

detec℃ed．　Values　are　means坐S．D．　fbr　3－6rats．　Data　represen賞he　val鵬relative　to

　　　　　　　　　　　　Cl－d　　　　　　　　　　　　　　　，Dif琵rences　among　fbur　experimental　groups　of　male　ra毛s　arethat　of　male　rats．

s重atistically　significallt　without　a　common　superscrip重（P＜0．05）．x’y，Differences

amoRg　fbur　experimental　gro叩s　of　female　rats　are　statistically　significant　without　a

common　superscript（P＜0．05）．＊，　Diffbrence　is　s重atis重icaUy　significan重be重ween

male　and　female　rats（！）＜0．05）．
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Fig．3－6Re難al　levels　of　oatp2　mRNA　in　rats　under　dif琵rent　ho㎜onal　states．　N，

normal　male　or　femaie　rat・ORX　orchidectomized　male　rat・OVX　ovari6ctomized
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヲ　　　　　　　　ラ

艶male　rat；E2，℃reatment　with　estradio1；T，　treatment　with　testosterone．　Values　are

means±：S．D。　fbr　3－6　rats．　Data　representthe　value　relative　to　that　of　male　rats．

Diff珍rences　among　aU　experimental　groups　are　nαstatistically　significant．
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N，　normal　male　or　female　rats　ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，

ovariectomized　female　rat；　E2，　treatment　with　estradiol；　T，　treatment　with

testosterore．　Values　are　means　±　S．D．　for　3　一　6　rats．　Data　represent　the　value

relative　to　that　of　male　rats．　a’b，　DiffereRces　among　four　experirr｝ental　groups　ef

male　rats　are　statistically　significant　witheut　a　cemmon　superscript　（P　〈　0．05）．

＊，　DiffereAce　is　statistically　significant　between　male　and　female　rats　（P　〈　O．05）．
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Fig．3－8Renal　levels　ofNPTI　mRNA　in　rats　under　diffbrent　ho㎜onal　states．　N，

normal　male　or　female　rat書ORX　orchidectomized　male　rat・OVX　ovariectomized
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヲ　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　ラ

female　rat；E2，　treatment　with　estradiol；T，　treatment　with　testosterone．　Values　are

means士S．D．　fbr　3一　6　rats．　Data　represent　the　value　relative　to　that　of　male　rats。

a’b

CDiffbrences　among　fbur　experimental　groups　of　male　rats　are　statistically

significant　without　a　common　superscript（P〈0．05）．　x’ン，Differences　among　four

experimental　groups　of　fbmale　rats　are　statistically　sig簸ificant　without　a　common

superscript（1）＜0，05）．
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Fig．3－9Re難al　Ievels　ofNPT2　mRNA　in　rats　under　dif琵ren重hormonal　states．　N，

登ormal　male　or　fbmale　rat・ORX　orchidectomized　male　rat・OVX　ovariectomized
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ

’fbmale　rat；E2，　treatment　with　es重radio1；T，　treatment　with　testosterone．　Val縫es　are

means±・SD．　fbr　3－6rats．　Data　represent　the　value　relative　to　that　of　male　rats。

a・b
C　Difference・am・ng・f・u・exp・・im・Rt・l　g・・uP・・fm・1・・at・a・e・t・ti・ticaliy

significant　without　a　common　superscript（P＜0．05）．　xツ，DiffereRces　amoRg　f（）ur

experimental　gro叩s　of海male　rats　are　statisticaユly　signi行cant　witho厩acommon

superscript（／）く0．05）．＊，　Difference　is　statistically　significant　between　male　and

female　rats（Pく0．05）．
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Table　3－1　Summary　of　steady　state　mRNA　levels　oforganic　anion

　　　　　　transporters　in　the　kidney　of　rats　under　various　hormonal　states．

OATS　OAT2　OAT3　oatpa　oatp2　OAT－K　NPTX　NPT2　twgRP2

Mft璽e

　Nor搬al

　E2

　0RX

　ORX＋T

〕Fe醗繍亙e

　Normal

　T

　OVX

　OVX＋E2

1　　　1　　　1　　　1　　　1

0．86　2．38　O．86　ND．　O．72

0．91　356　086　O．31　O．96

1．02　1．14　O．64　1．70　O．66

O．65　7．S2　O．89

1．04　4．05　057

0．64　6A3　1．81

0．67　6．15　O．73

1　　　l　　　l　　　l

O．56　1．73　O．15　O．80

0．89　1．55　O．62　O．85

0．62　O．60　O．44　O．96

O．04　O．95　O．36

0．19　O．70　O．4

ND．　1．02　O．47

N．D．　O．73　O．36

O．78　O．43　1．IO

1．19　054　e．79

0．94　O．69　1．05

1．68　O．14　O．93

Values　are　mealls　for　3　一　8　rats．　Data　are　from　Fig．　3　一　2　一　Fig．　3　一・　10．　N．D．，　not　detected；

ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　female　rat；　E2，　treatment　with

estradiol；　T，　treatment　with　testosteroRe．

　性ホルモンによりmRNA発現量が大きく変動したのは、OAT2、oatp　1、OAT－K

およびNPT2であった。

　OAT2は、腎臓での発現部位がラットの系統により異なり、血管側に発現し

ているという報告と、尿細管管腔側に発現しているとする報告がある［7、31、

34】。OAT2はパラアミノ馬尿酸（PAH）、サリチル酸、エストロン3一硫酸など

を基質としていることが明らかにされているが、現在のところ駆動力は判明

していない［31、47、59］。雌性ラットのOAr2　mRNAの発現量は、雄性ラッ

トに比べ約8倍高かった。この発現量は雄性ラットを去勢すると（ORX）増加

し、去勢した雄性ラットにテストステロンを投与すると（ORX÷T）、雄i性ラッ

トと同程度まで低下した。雌性ラットにテストステロンを投与した場合にも

（T）、OAT2のmRNA発現量はやや低下した。卵巣切除した雌性ラット（OVX）

および卵巣切除後にエストラジオールを投与（OVX＋E2）しても、正常の雌性

ラットと大きな差はなかった。

　oatp　lは、尿細管管腔側に発現しており、有機酸をグルタチオン（GSH）と
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の交換輸送により輸送する［4、20、60］。oatp　lのmR：NAは、雌性ラットの腎

臓からはほとんど検出されなかった。去勢した雄性ラット（ORX）ではmR：NA

の発現量が70％低下し、去勢した雄性ラットにテストステnンを投与すると

（ORX＋T）、雄性ラットのL7倍まで増加した。雌性ラットにテストステnンを

投与すると（T）、mRNAの発現量が増大し、雄性ラットの1／5程度となった。

卵巣切除した雌性ラット（OVX）および卵巣切除後にエストラジオールを投

与（OVX＋E2）しても、雌性ラットと同様に検出されなかった。雄性ラットに

エストラジオールを投与した場合（E2）、　mRNAの発現量は大きく低下し、検

出されなかった。これらの結果の一部は以前に報告された結果と一致してい

た［42］。

　OAT　一Kはkidney　一　specific　organic　anion　transporterの略称であり、cDNA配

列が極めて近い（99％）2種類（OAr　一　K1とOAT　一　K2）が報告されている（ス

プライシングバリアントを入れると合計14種類があると報告されている）［44、

55、71］。両者は遺伝子の相同性が非常に高いため、RT　一一　PCR法によるmRNA

の定量において別々に測定することが困難であった。本章ではこの2っをま

とめてOAT　一Kとして定量した。　OAT　一：Kは、腎臓に特異的に発現している

メトトレキサートを輸送する輸送担体としてクローニングされ、尿細管管腔

に発現する両方向性の輸送担体である［45、65］。腎臓でのOAT　一K・mRNAの

発現量は、雌性ラットより雄性ラットでmRNAの発現量が高く、雄性ラット

にエストラジオールを投与したとき（E2）および去勢した雄性ラット（ORX）

でmRNAの発現量が低下した。このようにoatp　1と類似の変化を示したが、

oatp　1とは異なり雌性ラット群での性ホルモン状態の変動による発現量の変

化は認められなかった。

　NPT　familyは最近有機酸を輸送することが明らかにされた輸送担体である

［68］。腎臓に発現しているNPTファミリーは、　NPT　1とNPT2があり両者とも

尿細管管腔側に発現しており、糸球体でろ過されたリン酸イオンの再吸収を

行っている［40、43、48］。NPT2は腎臓でリン酸イオンの再吸収を主に行って

おり、NPT　1の機能を検索する中でPAH：などの有機酸化合物を輸送すること

が確認され、有機酸化合物の排泄担体として位置付けられたものである。

　　　　　　　　　　　　　　　　　37



NPT玉のmRNAは各1生ホルモン状態で大きな変動は示さなかったが、エスト

ラジオールにより発現量が増大する傾向を示した。一方、NPT2に関しては、

エストラジオールによってmRNAの発現が抑制された。この結果は以前報告

された膜ベシクルを用いたりン酸イオンの輸送実験の結果と一致する［3、9］。

　OAT3のmR：NAの発現量は、卵巣を切除した雌牲ラット（OVX）でのみ発

現量の増加が認められ、他の性ホルモン状態では変動しなかった。OAr3は、

腎臓の血管側に発現しており、ジカルボン酸を駆動力としてPAH、エストu

ン3一硫酸などのほか、カチオン輸送体の基質になるシメチジンを輸送する他

の有機酸輸送体ではみられない性質を有している輸送担体である［8、34、39、

62］e

　OArlは、血管側に発現が確認されており、OAr3と同様にジカルボン酸と

の交換輸送系である［34、58、61、66］。この輸送体はPAH、メチル水銀のア

セチル抱合体、メトトレキサートなどを輸送することが報告されている［33、

54、69］。OAr　1はOAT2と逆に雄性ラットにおいて雌性ラットより多く発現

している。この輸送体mRNAの発現量は、雌性ラットにテストステロンを投

与することによって（T）増大し、逆に、雄性ラットにエストラジオールを投

与すると（E2）減少した。

　oatp2は腎臓の血管側に発現しているが、発現量は低く、性ホルモンによる

顕著な変動は認められなかった。

　本章で検討した輸送担体のうち唯一、一次性能動輸送担体であるMRP2

（canalicU　lar　multispecific　organic　anion　transporter、　cMOAT）は、管腔側に発現し

腎臓の細胞内から管腔内へ基質を輸送する［53、56、57］。内因性物質のグル

クロン酸抱合体（E217β　一　G、抱合型ビリルビン）やメトトレキサートなどを

輸送する［35］。MRP2のmRNA発現量は各性ホルモン状態で大きな差違を示

さなかった。

　次に、雌雄両性のラット8群で有意な差が認められた輸送担体について、

さまざまな性ホルモン状態における各輸送担体のmRNAの発現量とマンニト

ール非存在下でのPFOAのC：Lrとの相関性を調べ、　Table・3－2に示した。
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Table　3　一　2 Relationships　between　CLr　ofPFOA　and　mRINA　levels　of

various　organic　anion　transporters　in　rat　kidney

OAT　I　OAT2　OAT3　oatp　l　OAT一一K　NPT2

P

一〇．730　O．751

0．040　O．032

O．734　一〇．629　一〇．S63　一〇．132

0．S77　O．095　O．147　O．755
r，　coefficient　of　correlation；　P，　critical　rate．

　PFOA　CLrとの相関性が有意に高かったものは、　OAT　1およびOAT2であっ

た。oatpl　mR：NAの発現量は、雌性ラットでの発現量が非常に低く雄性ラット

にエストラジオールを投与したラット（E2）、卵巣を摘出したラット（OVX）

および卵巣摘出後にエストラジオールを投与したラット（OVX＋E2）で検出

できなかった。このため、有意な相関は認められなかったが、本研究でmRNA

の発現が検出できなかったホルモン状態を除いて相関性を分析するとPFOA

CLrとoatpl　mRNAの発現量の相関係数（r）は、一　O．915で、危険率（P）は

0。0293となり有意な相関関係が得られた。このように、いくつかの輸送担体

でPFOA　CLrとの相関が認められたことから、これらの輸送担体がPFOAの

腎臓からの排泄に関与しているものと考えられる。これら輸送担体のPFOA

の腎臓からの排泄に対する相対的な寄与率とその輸送の方向性を調べるため

に、PFOA　CLrといくつかの輸送担体との多重相関を調べ、　PFOAの排出に関

与している輸送体の予測を試みた。多重相関は、変数減少法により行い、多

重共線性を考慮して輸送体同士の発現の変動に相関性のあるものは、どちら

か片方のみを計算に用いた。計算の結果、説明変数としてOAT2とOAT3が

残り、重回帰式がY＝1．2672×（OAT2）＋7．7338×（OAr3）一7．4094（R　2＝

O．8194、P＝0。0139）となった。多重相関の相関性は単一輸送体との比較を行

った場合より高くなった。この結果は、PFOAの輸送にOAr2とOAT3の両者

が関与していることを示唆している。
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第2節 考　察

　第1章の結果から、PFOAの腎臓からの排泄にはいくつかの輸送担体が関与

し、プロベネシドにより阻害され、テストステロンにより調節される性質を

もつものと考えられる。そこで、本章では、PFOAの腎臓からの排泄に関与す

る輸送担体を同定するための手掛かりを得るため、既にクローニングされて

いる輸送担体の中から候補をしぼり、これらのラット腎臓におけるmRNAの

発現量を測定した。本章の結果を学術論文として発表した直後に、2つの研究

グループから同様の結果が報告された［5、6、32］。

　本章の結果より、性ホルモン状態によって、いくつかの輸送担体mRNAの

発現量が変動することが明らかとなったので、PFOAのCLrと個々の輸送担

体mRNA発現量の変動に相関性があるかどうか検討したところ、　OAT1およ

びOAT2は有意な相関性を示し、また、条件付きでoatp　lも有意な相関性を示

した。したがって、PFOAの輸送にはいくつかの輸送担体が関与していると考

えられる。変数減少法を用いた多重相関分析によると、OAr2とOAr3がPFOA

の輸送に関与しているという結果となった。したがって、OATI、OAr2、　OAT3

およびoatp　lがPFOAの輸送担体の候補としてうかび上がった。本章における

検討では必ずしも全てのPFOA輸送担体を選び出せるわけではないので、他

の輸送担体がPFOAを輸送する可能性も視野に入れて検討を行う必要がある。
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第4章 MRP2欠損ラットおよび低リン食を与えたラット

を用いたPFOA腎クリアランスの測定

　第1－3章に示した結果は、PFOAの血液中から腎臓尿細管細胞への取り込

み過程、尿細管からの再吸収過程には何らかの輸送担体が関与していること

を示唆するものである。尿細管分泌の過程においては、これら2つの過程に

加えて尿細管上皮細胞から尿細管管腔側に物質を輸送する輸送過程が考えら

れる。尿細管上皮細胞から尿細管管腔への排出を簡便に評価する実験系は現

段階ではない。個々の輸送担体の♂η卿。における役割を明らかにする方法と

しては、これらの輸送担体のトランスジェニックマウスにおけるPFOAの体

内動態の変化を観察することが考えられる。しかし、PFOAの腎臓からの排泄

には種差がありラットとマウスで大きく異なることが平成13年度の住谷の修

士論文研究から明らかになっている［73］。さらに、ラットとマウスでは発現

している輸送体分子に種差があることも報告されている［17］。したがって、

ラットにおけるPFOAの輸送担体の検索にトランスジェニックマウスを用い

ることはあまり良い方法とはいえない。次に、RNA・interferenceによる遺伝子

発現を抑制する方法が考えられる。この方法はラットにも適用可能であり特

異的な遺伝子のみを抑制することができる。しかしながら、輸送担体など配

列の相同性が高い複数の遺伝子から特異的な遺伝子を区別することや、凹型。

での臓器へのターゲッティングの難しさなどの問題を含んでいる。そこで、

本章では、輸送担体が欠損あるいは変動していることが報告されているラッ

トを用いて、PFOAの動態の変化について検証する。

第1節 Eisai　hyperbilirubiuria　rat（EHBR）におけるPFOA腎クリ

アランスの変化

　高ビリルビン尿症ラット、Eisai　hyperbilirubinuria　rat（EHBR）と名付けられ

たラットは、研究の結果からArp依存性のトランスポーター、cMOAr（MRP2）

をコードする遺伝子の2564番目の塩基GがAに置き換わり、ストップコド
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ンとなることによりMRP2が機能的に欠損していることが明らかになってい

る［18］。EHBRは、腎臓の尿細管管腔に発現しているMRP2も欠損している。

本節では、雌雄EHBRのPFOAのCLrをマンニトール存在下で調べた。　EHBR

はSprague　一　Dawley（SD）より出現した変異体であるため、比較対照としてSD

ラット（SDR）を用いた。

　Table・4　一1に示したように、雌雄ラットともSDRと比較してE：HBRの方の

体重が重かった。また、体重に対する肝臓の重量比はEHBRの方が高い傾向

にあり、雌性ラットでは有意差が認められた。SDRとEHBR問の体重に対す

る腎臓の重量比には、雌雄ラットに有意な差は認められなかった。

Table　4－1 Body　weight，　liver　weight　and　kidney　weight　ef　SDR　and

EHBR

　　　　　　　　　Liverfbody　weight　Kidney／body　weight
Body　weight　（g）

　　　　　　　　　　　（×　IOO）　（×　100）

s璽）R

E闘BR

Mkge　273．05±　3．06

　　　　　　　　　　　　＊Fe職胴囲e　　200．05　±　　10．64

Mage　329．48　±　8．12“’”

aseKyxaite　243．08　±　8．17＊’”

3．81　±　O．69

3．06　±　O．09

4．51　±　O．13

397　±　O．11”

O．88　±　O．06

O．87　±　O．08

O．92　±　O．08

O．94　±　0．04

　SDR，　Sprague－Dawley　rat；　EHBR，　Eisai　hyperbilirubinuria　rat．　Values　are　means　±　S．D．

　for　three　or　four　rats．　＊，　Differences　from　the　value　ofmale　rats　are　statistically　significallt

　（P　〈　O．05）．　＃，　Differences　from　the　value　of　SDR　are　statistically　significant　（P　〈　O．05）．

　Fig．4－1AにEHBRとSDRにPFOA（48．63卿01／kg体重）を静脈内に門門投

与した時の血漿中のPFOA濃度（A）と累積尿中排泄量の経時変化（B）を示

した。PFOA静脈内投与後の血漿中濃度の変化には、　EHBRとSDRとの問に

大きな差はなかった。EHBRにも血漿中濃度変化および尿中排泄に性差が認

められた。経時的な尿中排泄率にもEHBRとSDRの間に大きな差は認められ

なかった。Table　4－2には、　PFOAのCLr、投与300分後における肝臓および

腎臓中のPFOAの濃度、肝臓および腎臓と血漿中PFOAとの濃度堵を示した。
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PFOAのCLrには、　SDR、　EHBRともに性差が認められ、　SDRでは雄性ラッ

トより雌性ラットで約10倍高く、EHBRでは雄性ラットより雌性ラットで約

15倍高かった。SDRとEHBRとの問の差は雌雄ラットともに認められなかっ

た。肝残存量、腎残存量についても同様であった。腎臓／血中濃度比は、SDR

では雌性ラットで約2倍高いが、EHBRでは雌雄ラットに有意な差は認めら

れなかった。また、肝臓／血中濃度比は、SDRでは雌雄ラットに有意な差は認

められなかったが、EHBRでは雌性ラットで雄性ラットの約1／2であった。こ

れらのことは、1）SDRでは、腎臓の取り込みが雌性ラットで高いが、肝臓の

取り込みには雌雄ラットで差がないこと、また、2）EHBRでは、肝臓の取り

込みは、雄性ラットの方が高いが腎臓への取り込みには雌雄ラットで有意な

差はないことを示している。すなわち、EHBRとSDRでは、両者ともPFOA

の尿中排泄には同様な性差が認められているが、腎臓や肝臓への分布様式が

異なることが示された。MRP2がPFOAの尿細管管腔への排泄に関与してい

る可能性は低いが、MRP2欠損により変化した要因（輸送担体の発現量の変化、

血漿ビリルビン抱合体の増加など）によってPFOAの動態が異なっていると

考えられる。
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Fig．4－1　Plasma　coRcentratiolt－time　profile　（A）and　cumulative

excretion－time　profile　（B）　ofPFOA　after　a　intravenous　inj　ection　in　SDR

and　EHBR．　Values　are　means　±　S．D．　for　four　rats．　Differences　between

SDR　and　EHBR　are　not　statistically　significant．　“，　Differences　from　the

value　of　male　rats　are　statistically　significant　（P　〈　O．05）．
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Table　4－2 PFOA　kinetics　in　the　SDR　and　EHBR

SDR EHBR

Male Female Male Female

CLr
（mL／h！kg　b．w．）

CLiver　300　min

（imiol／g　liver）

CKidney　300　min

（nmol／g　kidney）

8．130±4．8S1

229．63±55．26

94．21±18．21

　　　　　　　　　串
85．01±21．96

　　　　　　　　　＊
47．05　1　15．25

　　　　　　　　　＊
41．29±17．89

5．485±1．910

213．48±22．28

112．82±26．55

　　　　　　　　　＊
83．83±16．69

　　　　　　　　　串
29．74±　9．83

　　　　　　　　　＊
45．31±13．18

CLiver　／CP 1．264±O．395 1．241士0．151 1．123±O．046
O．565±O．095’・＃

CKidney／CP O．517　±　O．124
　　　　　　　　　＊
1，050　±　O．020 0．609ゴニ0．208 O．865　±　O．104

CLr，　renal　clearance　of　PFOA；　CLi．，，300　mi．，　hepatic　concentration　of　PFOA　at　300　min；

CKidney　300　min，　reRal　concentration　ofP］FOA；　CLiver／Cp，　conceRtratioR　ratio　of　liver　to

plasma　at　300　milt；　CKid．，y／Cp，　concentration　ratio　ofkidRey　to　plasma　at　300　min；

SDR，　Sprague－Dawley　rat；　EHBR，　Eisai　hyperbilirubiRuria　rat．　Values　are　means　±

S．D，　for　three　or　four　rats．　＊，　Differences　from　the　value　ofmale　rats　are　statistically

sig難ificant（P＜0．05）．＃，　Differences　from　the　value　of　SDR　are　statistically　significa耐

（P　〈　O．05）．
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第2節 低リン食によるPFOA腎クリアランスの変化

　腎臓におけるリン酸イオンの再吸収は、小腸からの吸収と並んで生体内の

リン酸イオンのホメオスタシスに重要な役割を果たしている。腎臓における

リン酸イオンの再吸収はほとんどNPT2により行われている［40、43、48］。

腎臓におけるリン酸イオンの再吸収は、食餌性リン酸イオンの摂取量、酸／塩

基代謝、甲状腺ホルモンや副腎皮質ホルモンの血漿濃度などにより制御され

ることが知られている。最近の研究から、これらの変動が尿細管上皮細胞管

腔側膜へのNPT2タンパク質の移行過程と、腎臓のNPT2　mRNA発現量の変

動により起こることが明らかになった［16、46、49］。第3章の結果から性ホ

ルモンにより変動することが示されたので、PFOAの再吸収にNPT2が関与し

ているかどうかを検討した。

　低リン食飼育した雄性ラットではPFOAを静脈内に弓懸投与した後の血漿

中濃度変化には低リン食飼育による影響は認められなかったのに対し、雌性

ラットでは低リン食飼育により上昇が認められた（Fig，4－2）。同様にPFOA

の尿中排泄も雄性ラットでは低リン食飼育による変化は認められなかったの

に対し、雌性ラットでは有意に低下した。その結果、雌性ラットでのみ低リ

ン食：飼育によりPFOAのCLrが有意に低下した。また、雌雄ラットとも低リ

ン食飼育により肝臓へのPFOAの取り込みに変化はなかったが、腎臓への取

り込みが有意に低下していた（Table　4－3）。
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Fig．　4　一　2　Plasma　coltcefttration　一　time　profile　（A）　and　cumulative　excretion－time

profile　（B）　of　PFOA　after　an　intraveAous　inj　ectiofi，　Rats　fed　oR　low　pbosphate

diet　（O．020／e　phosphorus）　for　7　days．　Values　are　means　±　S．D．　for　four　rats．

＊，　DiffereRces　from　the　value　of　male　rats　are　statistically　significant　（P　〈　O．05）．

＃
，　Differences　from　rats　fed　a　normal　diet　are　statistically　significant　（P　〈　O．05）．
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Table　4　一　3 PFOA　kinetics　in　the　rat　fed　on　low　phosphate　diet

Normal　diet Low　phosphate　diet

Male Feraale Male Female

CLr
（rnLfh／kg　b．w．）

1．99　±　1．24
　　　　　　　　　　　＊
47．48　th　14．02 1．14　tt　O．78

　　　　　　　　　　＊＃
22．36　±　4．44

CP　ls　min

（nmol／mL）
308．28　±　33．66　356．39　lr　35．74 314．IO　±　37．75 318．42　±　25．80

Cp　300　min

（nmol／mL）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　寧
236D6　　1　4．64　185．30　±　31．89 229．15　±　1922

　　　　　　　　　　　＊＃
137，72　±　1．42

AUCoF300　min

（pmol”minfmL）
65．86　±　13．32

　　　　　　　　　　　寧
33．72　±　6．56 63．46　±　6．23

　　　　　　　　　　＊＃
47．49　！：　1．56

CLiver／CP 1．17　±　O．08 O．81　±　036 O．79　±　O．20 O．62　±　O．03

CKidney／CP O．93　±　O．14 IAO　±　O，34
　　　　　　　　　＃
O．46　±　O．12

　　　　　　　　　＃
e．6s　±　o．og

CLr，　renal　clearaRce　of　PFOA；　Cis．i，，　p｝asma　concentration　of　PFOA　at　15　min，　C30c　miit，

plasma　concentration　of　PFOA　at　300　min；　AUCo－300　．i，，　area　“Rder　the　plasma　ccRcentration

time　curve　（O　一一　300　min）；　CLi．，，／Cp，　coRcentration　ratio　of　liver　to　plasma　at　300　rr｝in；

CKidney／Cp，　conceRtration　ratio　of　kidney　to　plasma　at　300　min．　Rats　fed　on　low　phosphate

diet　（O．02e／o　phosphorus）　for　7　days．　Values　are　means　±　S．D．　for　three　or　four　rats．

＊，　Differences　from　the　value　of　rnale　rats　are　statistically　significaBt　（P　〈　O．05）．

＃，　Differences　from　rats　fed　a　normal　diet　are　statistically　sigRificant　（P　〈　O．05）．
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第3節 考　察

　EHB：RラットではPFOAのCLrに大きな変動がなかったことからPFOAの

尿中排泄にMRP2はほとんど関与していないことが明らかとなった。また、

低リン食飼育によって雌性ラットのCLrが低下することが明らかとなった。

さらに低リン食飼育がNPT2の発現を上昇させること［46］から、　NPT2が

PFOAの尿中排泄に関与しているものと考えられる。本章の実験で低リン食飼

育した雌性ラットで尿中排泄率の低下が認められたことと第3章で示したエ

ストラジオールによりmRNAの発現量が低下するという結果からから考えて、

NPT2は、　PFOAを尿細管管腔へ排出する可能性が高い。

　本章での検討により、遺伝的あるいは後天的要因で、PFOAの体内動態に変

化が生じることがあらためて認識され、これらの変化の原因が腎臓のみなら

ず、肝臓にもあることが示唆された。この事実は環境化学物質であるPFOA

のヒトへの蓄積性が生理的な条件によって大きく異なってくる可能性を示唆

するものであり、PFOAの汚染の進展に伴い、　PFOAの危険性を予測するため

の情報としても非常に有用であろう。本章で示したEHBRでの実験：のように

PFOAのCLrは変化しないもののPFOAの体内動態に変化が起こり、PFOAの

毒性の発現に違いが生じる可能性もある。ヒトにおけるPFOAの毒性発現を

予測するためには、今後さまざまな病態モデル動物を用いたPFOAの動態解

析が必要である。
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第5章 アフリカツメガエル卵母細胞強制発現系を用いた
PFOA輸送担体の検索［26】

　第1章から第4章に示した結果から、いくつかの輸送担体がPFOAの腎臓

からの排泄に関与していることが示唆された。しかし、これらの輸送体が実

際にPFOAを輸送するかどうかについては情報がない。そこで本章では輸送

体遺伝子を細胞に強制的に発現させてPFOAを輸送するかどうかを調べるこ

とを試みた。本章では、形質膜タンパク質を非常に効率よく形質膜に発現さ

せることができるアフリカツメガエル卵母細胞を用い、同細胞に輸送担体を

発現させ、PFOAの取り込みの上昇が起こるかどうかを検討した。

第1節 oatp　1によるPFOAの輸送

　oatp　1は、腎臓の尿細管管腔側に発現している輸送担体で両方向に基質を輸

送することが知られている（Fig．3－1）。第3章においてoatp　lのmRNA発現

量とPFOAのCLrは部分的に相関が認められた。また、最近oatp　1は腎尿細

管においてE217β　一　Gの再吸収に関与していることが報告された［11、27］。

これらのことから、PFOAがoatp　lにより輸送されることが予測される。

　本章の研究では、oatp　1のcRNAをin　vitr・oで合成し、アフリカツメガエル

卵骨細胞に注入し、3日後にTCAおよびPFOAの取り込みを測定した。　TCA

はoatp　lにより輸送されることが明らかになっている物質であり、本実験のポ

ジティブコントロールとして用いた。TCAのアフリカツメガエル卵母細胞へ

の取り込み量は、oatp　l　cRNA注入群で水注入群の約9倍であった。また、PFOA

の取り込みは水注入群に比べて15倍高かった（Fig．5－1）。このことから

oatp　lがPFOAを輸送することが明らかとなった。
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第2節 NPT2によるPFOAの輸送

　NPT2は、腎臓の尿細管管腔に発現しており、糸球体でろ過されたリン酸イ

オンの再吸収を行っている（Fig．3一一1）。第3章において示したようにNPT2

mRNAの発現量がエストラジオールにより抑制されること、および、第4章

において示したように低リン食飼育により雌性ラットでPFOAのCLrが低下

したことから、卵巣を切除したラット（OVX）におけるPFOAの腎尿細管へ

の排出に関与している可能性が考えられる。そこで、NPT2がPFOAを輸送す

るかどうかをアフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて検討した。生理的

な基質である正リン酸はNPT2　cRNA注入群で水注入に対して有意に輸送が

増加したが、PFOAの輸送には両者に変化は認められなかった（Fig．5－2）。し

たがって、NPT2はPFOAの輸送を仲介しないものと考えられる。

10

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
5

（
受
話
8
＼
曇
。
顕
島
冨
養
慧
P o

：PA：睡

＃

W離er　OAT3

尋5

3＊

蔦

e

W露語　OAT3

Fig．5－3　PFOA　uptake　by　OAT3－expressed　oocytes，　Values　are

means　±　S．D．　for　ten　oocytes．　＃，　Statistically　significant　difference

from　the　vaiue　ofwater　一　inj　ected　oocytes　（P　〈　O．Ol）．

第3節 OAT3によるPFOAの輸送

OAT3は腎臓の血管側に発現しており本研究で用いた種々の性ホルモン状
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態の中では卵巣を切除したラット（OVX）でのみ、そのmRNAおよびタンパ

ク質の発現が上昇する輸送担体である。OAT3が卵巣を切除したラット

（OVX）でのPFOA　CLrの上昇していることと関係があると考え、この発現系

で検証することとした。OAT3の基質となることが報告されているPAHをポ

ジティブコントロールとして用いたところPAHのアフリカツメガエル卵母細

胞への取り込みは、OAT3　cR：NA注入群において水注入群の約22倍の値を示

した。また、PFOAの取り込みも水注入群と比較して約22倍高かった（Fig．5

－3）。このことからOAr3は、　PFOAを輸送することが明らかとなった。

第4節 考　察

　本章の研究からoatp　1およびOAr3がPFOAを輸送する輸送担体として同定

された。これらはPFOAを輸送する輸送担体の存在を直接証明したはじめて

の例である。oatp　lについては、コントロールの雄i性ラット、去勢した雄性ラ

ット（ORX）、去勢した雄性ラットにテストステロンを投与したラット

（ORX＋T）およびテストステロンを投与した雌性ラット（T）の4群において、

腎臓でのmRNAの発現量とPFOAのCLrとの問に負の相関が認められること

から、腎尿細管からの再吸収に関与しているものと考えられる。一方、OAT3・

は、第3章で示されたように、卵巣を切除したラット（OVX）でのみmRNA

の発現が上昇する輸送担体である。本研究で示した卵巣を切除したラット

（OVX）でのPFOA　CLrの上昇はOAT3の発現量の増加によるものである可能

性が考えられる。しかしながら、一方で、腎皮質切片を用いてのPFOAの取

り込みを評価したところ卵巣を切除したラット（OVX）では上昇が認められ

ないことを第2章で示し、これらは、腎尿細管の血管側に発現しているOAT3

がPFOAの輸送を行っていると考えると矛盾ずる結果である。その原因の1

つとして、OAT3以外の輸送担体が血管側からのPFOAの取り込みにOAT3

よりも優位に関与している可能性が考えられる。また、OAr2についてはPFOA

を輸送しないという予備的な結果を得ているものの更に検討を加える必要が

ある。
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第6章 OAT3タンパク質の発現［25｝

　第5章の実験からOAT3がPFOAを輸送する輸送担体の1っであることが

明らかとなった。OAT3　mRNAの発現量は必ずしもタンパク質の発現量を反

映するものではない可能性がある。さらに、輸送担体は、膜タンパク質であ

るため、翻訳されたタンパク質の膜への移行過程で複雑な翻訳後修飾を受け

ることが多い。本節では、異なる性ホルモン状態のラット腎臓から隔膜画分

を調製し、OAr3のウエスタンブmッティングを行い、腎臓におけるOAT3タ

ンパク質の発現量を定量し、mRNAの発現量が膜画分におけるタンパク質の

発現量に反映するのかどうかを検討した。

第1節 OAT3タンパク質発現に対する性ホルモンの効果

　本研究で用いた抗体では、主に69kDaと100　kDaのバンドが認められた、

また、62kDa付近にもバンドが認められた（Fig．6　一1）。　Hasegawaらは、　OAT3

のウエスタンプロッティングを行った際、54kDaと65　kDaの2本のバンドを

検出している［15］。また、Jiらは、同様の実験で72　kDa単一のバンドを得て

いる［21］。GeneBaRkに登録されているアミノ酸配列をもとに算出したOAT3

の分子量は59kDaである。本章で得られたバンドのサイズが他の報告より大

きいため、サンプルバッファーに2一メルカプトエタノール以外にジチオトレ

イトールの添加、サンプルの尿素による可溶化を試みたが、バンドを一本に

収束させることはできなかった。

　69　kDaと100　kDaの2つのバンドについて定量性を検討した。タンパク量

1．7－30pgの範囲で両バンドともタンパク量にほぼ比例してバンドが濃くな

ったものの、完全な直線性は得られなかった（Fig．6－2A、　B）。2っのバンド

の相対値は実験ごとにばらつきがあるため、両バンドともOAr3であると考

え、両バンドを足し合わせてOAT3の発現量としたところ良好な直線関係が

得られた（Fig．6－2c）。種々の性ホルモン状態のラットから調製した粗膜画分

についてウエスタンプロッティングを行い、この検量線にあてはめてOAT3
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Fig，　6－1　Westren　blot　analysis　ofOAT3　in　crude　plasma

membrane　fraction　Qfkidney　in　rats，　Two　bands（100　kl］）a　and

69　kDa）　are　detected．　OVX，　ovariectomi’zed　rat，
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Fig．　6－2　Standard　curve　of　quantification　of　OAT3　protcin．　Standard
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the　chemiluminescence．　100　kDa　band　（A）　69　kDa　band　（B）　and　sum　of

lOO　kDa　and　69　kDa　bands　（C）．
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Fig．　6－3　Renal　levels　of　OAT3　protein　in　rats　under　different　hormonal　states．　N，

normal　male　or　female　rat；　ORX，　orchidectemized　male　rat；　OVX，　ovariectomized

female　rat；　E2，　treatment　with　estradiol；　T，　treatment　with　testosteroRe．　Values　are

means　±　S．D．　for　three　rats．　a’b，　Differences　among　three　experimental　groups　of

male　rats　are　statistically　significant　without　a　common　superscript　（P　〈　O．001）．

X’Y
C　Differences　among　three　experimental　groups　of　female　rats　are　statistically

significant　without　a　common　superscript　（P　〈　O．OO　1）．
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Fig．6－4　Confocal　laser　scanning　microphotographs　ofthe　renal

cortex　ofovariectomized　rat　（OVX）．　Scale　bar，　40　pm；　Magnification

×　400．
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Fig．6－5　lmmunofluorocence　localization　ofOAT3　in　the　cortex　ofrat

kidney．　ORX，　orchidectomized　male　rat；’　OVX，　ovariectomized　rat；　T，

treatment　with　testosterone；　E2，　treatment　with　estradiol．　Scale　bar，　40　pm；

Magnification　×　100．
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タンパク質の定量を行った（Fig．6－3）。粗膜画分中のOAT3の量は、雌雄両

性のラットの間に大きな差はなかった。雄性ラットの3群（nommal、　ORXお

よびORX＋T）で比較すると去勢した雄性ラット（ORX）が他の2群より優位

に高かった。雌性ラットの3群（normal、　OVXおよびOVX＋E2）で比較する

と卵巣を摘出したラット（OVX）において対照群の雌性ラットより約4倍高

い値を示した。雌雄両性のラット6群で比較すると卵巣を摘出したラット

（OVX）でのみ有意に高かった。この結果は、　OAT3　mR：NAを定量した結果と

ほぼ一致していた。種々の性ホルモン状態のラットにおいてOAr3タンパク

質とmRNAには有意な相関が認められた（ノ＝0．703、P＝0．037）。したがって、

OAT3　mRNA発現量は粗膜画分中のOAT3タンパク質の発現量を反映したも

のであるといえる。次に、OAr3タンパク質が腎臓のどの膜に発現しているの

かを調べるため、同じ抗体を用いて、免疫組織染色を行った。共焦点レーザ

ー顕微鏡により倍率400倍で組織の染色度を観察したところ、皮質、髄質外

層の尿細管の血管側でよく染色されていた（Fig．6－4）。一方、髄質内層の尿

細管はそれ程染色されなかった。次に、種々の性ホルモン状態のラットから

作製した腎切片を用いて染色を行い、蛍光顕微鏡で観察し比較した（Fig．6－

5）。OAr3の蛍光強度は、卵巣を摘出したラット（OVX）で顕著に増大してい

たが、その他の性ホルモン状態のラットでは雌雄の正常ラットと大きな差は

認められなかった。この結果は、先のmRNAおよびウエスタンプロッティン

グの結果と一致していた。

第2節 考　察

　第5章における検討によってOAr3がPFOAを輸送することが明らかとな

った。しかし、第2章の腎皮質切片へのPFOAの取り込みの結果は、　PFOA

の取り込みが種：々の性ホルモン状態でほとんど変動しないことを示しており、

この2つの実験結果の問には矛盾がある。そこで、OAr3タンパク質の発現量

が実際にmRNAの発現量を反映しているのかどうかを検討した。本章での検

討の結果、OAr3タンパク質は分子量69　kDaおよび100　kDaの2つが検出さ
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れた。2一メルカプトエタノールやジチオトレイトールにより分子量が変化し

ないことから、この2つの分子量のタンパク質が検出される理由は2量体形

成によるものではなくOAT3タンパク質が糖鎖などの修飾を受けたものであ

ると考えられるが、明確な解答は得られていない。本章の実験では2つの分

子量のタンパク質ともにOAT3であるとし、OAr3タンパク質の定量を行った。

本章の実験の結果、OAr3　mRNAの発現量はタンパク質の発現量を反映して

おり、卵巣を摘出したラット（OVX）でのみ膜画分での発現の上昇が認めら

れた。OAT3タンパク質が卵巣を摘出したラット（OVX）でのみ高発現してい

るにも関わらず卵巣を摘出したラット（OVX）においてPFOAの腎皮質切片

への取り込みがほとんど変化していない（第2章）ことや、PFOAのCLrが卵

巣を摘出したラット（OVX）でもあまり変動しないという事実を考え合わせ

るとラットの腎臓には血管側からのPFOAの取り込みにOAT3以外にもPFOA

を輸送する担体が関与している可能性が考えられる。
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総　括

　本研究はPFOAの生体作用に著しい性差が生じる原因を調べることから開

始した。すなわち、PFOAのラット肝臓のペルオキシソーム増殖作用は雄性ラ

ットにおいて顕著であるのに対し、雌性ラットでは全くみられない。この性

差は肝臓でのPFOAの残存量の差によるものであることをつきとめた。次に、

PFOAの生物学的半減期に大きな性差があり、これが雌雄両性のラットにおけ

るC：Lrの差によるものであることを明らかにした。さらに、　PFOAの尿中か

らの排泄機構には性ホルモンによって調節される輸送担体が関与するという

作業仮説を立て、これを以下の方法で検証した。

①　様々な性ホルモン状態におけるPFOAのC：Lrの評価を行い、調節に関わ

　る性ホルモンが主にテストステUンであることを明らかにした。

②PFOAが尿細管上皮細胞を経て輸送される過程のうち、血液中から尿細管

　上皮細胞への取り込み過程と尿細管管腔から尿細管上皮細胞への再吸収過

　程が輸送担体によるものであることを示した。

③様々な性ホルモン状態において、PFOAのC：Lrと種々の有機酸輸送体の

　mR：NA発現量の変動とを比較し、　PFOAを輸送する輸送担体としてOAT　1、

　OAT2、　OAT3およびoatp　1を候補として絞り込んだ。

④病態あるいは生理状態を変化させた動物モデルの解析からNPT2が

　PFOA輸送体の候補となった。

⑤アフリカツメガエル卵母細胞を用いた輸送実験から、oatp　1とOAT3が

　PFOAを輸送することが明らかとなった。

⑥アフリカツメガエル卵母細胞を用いた輸送実験から、NPT2はPFOAを輸

　送しないことが明らかとなった。

⑦OAT3タンパク質は尿細管の血管側に発現しており、卵巣を切除した雌性

　ラットにおいてタンパク質の発現量が増加していることが明らかとなった。

以上の結果から、PFOAの腎臓からの排出機構の一部が解明された。　PFOA
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は血漿タンパク結合率が高く糸球体ろ過をほとんど受けない。PFOAは血液中

から腎尿細管上皮細胞側底膜に発現しているOAr3により尿細管上皮細胞に

取り込まれ、何らかの機構で尿細管腔に排出された後、管腔に発現するoatp　1

により再吸収を受ける。この再吸収過程がCLrに性差が生じる原因の1つと

考えられる。再吸収を受けなかったPFOAは尿中に排出される。一方、　PFOA

の血液中から腎尿細管上皮細胞への取り込みにはOAT3以外の輸送担体も関

与している可能性も示された。また、雌性ラットではoatp　1がほとんど発現し

ていないにもかかわらずマンニトール存在下でC：Lrが上昇することから再吸

収にはoatp　1以外の輸送体も関与している可能性が考えられる（Fig．）。これら

疑問点の解明には、今後、更に研究を進展させる必要がある。

　これまで、PFOAの尿中排泄機構を分子レベルで解明した例はない。本研

究の成果はPFOAのヒトにおける残留性の予測や排泄促進法を開発する上で

極めて有益な情報となるであろう。
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実験の部

第1章の実験

1．試薬

　PFOA、ウレタンおよび無脂肪酸ウシ血清アルブミン（BSA、　Essentially

Fatty　acid　ffee）はSigma　“一　Aldrich　lnc．（MO、　USA）から購入した。ヘパリ

ン注射液は武田薬品工業から購i入した。ネンブタール注射液は大日本製薬

株式会社から購入した。プロピオン酸テストステロン、安息香酸エストラ

ジオール、プロベネシドおよびd一マンニトールは和光純薬から購入した。

その他の試薬はすべて特級を使用した。

2．動物

1）飼育

　wistarラットおよびWistar　STラットはS：LCから購入した。動物は入荷

後1週問馴化飼育し、正常な個体のみを実験に使用した。動物は自由に飲

水、摂食（CE　一2、日本クレア）させた。動物実験の取り扱いは、城西大

学生命科学センター動物実験規範に従って行った。

2）PFOA投与

　PFOA　O、2．5、5、10、15および20　mgをプロピレングリコール：水（1：1、

v／v）に溶解し、5週齢のWistarラットに体重1kg当り1mしの割合で、1

日1回5日間腹腔内に投与した。最終投与から24時間後に肝臓を摘出し、

生理食塩液で三流後、9倍量のスクロ・・一ス緩衝液（0．25Mスクロース、1

mM　EDTA、10mM　Tris－HC1、　pH：7．4）を加え、テフロンホモジナイザー

を用いホモジネートを調製した。ホモジネートは、β酸化活性測定用には

一80℃で、PFOA定量用には一　30℃で、それぞれ実験まで保存した。

3）外科的処置

uatlj｛　nedi 6週齢のWistar　ST雄性ラットをネンブタール

65



注射液（36mg／kg体重、50　mg／mL）で麻酔し、背位固定後、正中線に沿っ

て陰嚢中心部の皮膚を約IOmm切開した。切開部からはさみとピンセッ

トを用いて右精巣を露出させ、精巣頭部にある精巣動、静脈を包む脂肪組

織を2ヵ所結紮し、2本の糸の問で切断し、精巣を摘出した。左側の精巣

も同様に摘出した。左右の精巣を摘出後、切開した皮膚を縫合し、ヨード

チンキで消毒後、皮下にペニシリンGカリウム（200U／rat、200，000　U／バ

イアル、明治製菓株式会社）を投与した。手術後ラットは、プラスチック

ケージに収容して個々に飼育し、2週間回復させた後実験に用いた。

　二二塑Ω　　6週齢のwistar　ST雌性ラットをネンブタール

注射液（36mg／kg体重）で麻酔し、背位固定後、バリカンで第10肋骨の下

側を中心に左右の毛を刈り、塩化ベンザルコニウム液（0．1％）で消毒後、

腸骨稜と左側の第玉0肋骨の左端を結ぶ線の中心部分の皮膚を縦に切開し

た。内皮も同じ大きさに切開し、腹腔内に見える脂肪の塊をピンセットで

ゆっくり引き出し、脂肪塊の中にある赤紫色、桑実状の卵巣の存在を確認

した。結紮糸（硬質5号）で輪をつくり、子宮の一部とともに卵巣周囲の

脂肪ごと結紮した。結紮糸部分の直下から卵巣を切除した。切除後、腹腔

内に子宮を戻し、内皮および外皮を縫合した。右側の卵巣も同様に摘出し

た。縫合部をヨードチンキで消毒後、皮下にペニシリンGカリウム（200

U／rat）を投与した。手術後ラットは、プラスチックケージに収容して個々

に飼育し、2週間回復させた後実験に用いた。

　性ホルモン投与　　　8週齢のWistar　ST雄性ラットに安息香酸エスト

ラジオール（0．2mg／kg体重／mL　com　oil）を1日1回7日間皮下投与した

（E2）。8週齢のWistar　ST雌姓ラットにプロピオン酸テストステロン（lo

mg／kg体重／m：L・corn・oil）を1日1回IO日間皮下投与した（T）。手術からお

よそ2週間後に、一部の精巣を摘出したラットにはプuピオン酸テストス

テロン（lo　mg／kg体重／mL　com　oil）を1日1回5N間皮下投与した

（ORX＋T）。また、一部の卵巣を摘出したラットには安息香酸エストラジオ

ール（0。2mg／kg体重／mL　corn　oil）を1日1回7日間皮下投与した

（OVX＋E2）。本実験で行ったホルモン処理についてscheme　1にまとめた。
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Male　rat
一一一一一一一一一一一一一一一 N

Treatment　with　estradiol

Orchidectomy
Recovery

2weeks
Treatment　with　testosterone

E2

ORX

（）RX＋T

Treatment　with　testosterone

一一一一一一．一．．一．一in．一一．一一
p｝i　T

Ovariectomy Recove

2weeks
Treatment　with　estradiol

ovx

OVX＋E，

Scheme　1　Experimental　design　for　different　hormonal　states．

ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　rat；　T，

testosterone；　E2，　treatmeftt　with　estradiol．

N，　normal　rat；

treatment　with
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4）タンパク定量［41］

　ホモジネート中のタンパク量は、Lowryらの方法により測定した。標準

物質として牛血清アルブミン（bovine　serum　albumin、　BSA）を用いた。

5）ペルオキシソームβ酸化活性の測定

　肝ホモジネートを酵素源として、シアン存在下でのβ酸化活性を測定し、

ペルオキシソームβ酸化活性とした。β酸化活性は、パルミトイルCoAを

基質とし、反応過程で：NAD“が還元されて生成する：NADHを340　nmの吸

光度を測定することにより行った。反応系は、1mMシアン化カリウム、

0．1％（w／v）Triton　X　一IOO、0．1mM　CoA、0．2　mM　NAD“、12mMジチオトレ

イトール、0．15mg／m：L　B　SA（essentially　fatty　acid　free）、0．03　mMパルミトイ

ルCoA、50　mMリン酸緩衝液（pH　7．5）およびホモジネート（タンパク質

として約30gg）を含み、最終容量1mしとした。反応液を37℃で2分問

予備加温し、パルミトイルCoAの添加によって反応を開始し、340　nmの

吸光度の増加を測定した。吸光度の測定にはUV－300（島津：製作所）を用

いた。：NADPH：の分子吸光係数を6．22×106　Mlcm4とし、4）で定量したタ

ンパク量から比活性を算出し、nmol／min／mg　proteinで示した。

6）腎クリアランスの測定

　マンニトール非存在下　　　ラットにウレタン溶液（O．9g／3．6　mL／0．9％

NaCl溶液／kg体重）を腹腔内に注射し、麻酔を施した。右大腿部および下

腹部を切開し大腿静脈および膀胱にカニューレ（SP　45）を挿入し固定後、

切開部を縫合した。手術後、ラットをボールマンケージ（夏目製作所）に

収容した。手術から1時間後PFOA（48．63μmo1／mL／kg体重）をカニューレ

より急速静脈内投与した。PFOA投与後30、60、120、180、240および300

分後に採尿を、15、45、90、120、150、210、270および300分後に採血

を行った。試料中のPFOAは以下に示す方法で定量した。　PFOA投与後5

時間までのAUCを求め、尿中への排泄量をAUCで除して腎クリアランス

とした。
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　マンニトール存在下　　　ラットをウレタン（0，9g／3．6　mL／0．9％：NaCl

溶液／kg体重）で麻酔した後、大腿部を切開し大腿静脈よりカニューレ（SP

45）を挿入し固定後、切開部を縫合した。手術後、ラットをボールマンケ

ージに収容し、カニューレより10％（w／v）d一マンニトール／0．9％（w／v）塩

化ナトリウム溶液を。．1mL／minの流速で持続的に注入した。注入開始から

2時間後にPFOA（48．63μmo1／mL／kg体重）をカニューレより急速静脈内投

与し、直ちに点滴を再開した。PFOA投与後、2．5、75、225、475、925、

147．5、252．5および300分後に採尿を、5、15、35、70、120、200および

300分後に採血を行った。試料中のPFOAは以下に示す方法で定量した。

PFOA投与後5時間までのAUCを求め、尿中への排泄量をAUCで除して

腎クリアランスとした。

　プロベネシド共存下　　　上記と同様の手術を行い、10％（w／v）d一マン

ニトール／0．9％（w／v）塩化ナトリウム溶液の注入を開始してから15時間

後にプロベネシド（15mg／kg／mL　O．90／e　NaCl）を急速静注した。その後、注

入液を0．15％（w／v）プロベネシド／10％（w／v）d一マンニトール／0．9％（w／v）

塩化ナトリウム溶液に交換し0．1mL／minの流速で実験終了まで持続的に

注入した。マンニトール溶液の注入開始から2時間後にPFOA（48．63

脚ol／mL／kg体重）をカニューレより急速静脈内投与し、上記と同様の実験

を行った。

7）PFOAの定量

　ブUムアセチルメトキシクマリンの合成方法 2一ヒドロキシー4

一メトキシベンズアルデヒド2gをよく乾燥させたナスフラスコにとり、

無水メタノール20mLを加え、マントルヒーターで温めて溶かした。こ

れに3一オキソブタン酸エチル2．4mLを加えて軽く振り混ぜ、ピペリジン

を8滴加えた。沸騰石を入れ、ジムロートに接続し150℃で5分間還流さ

せた。室温で冷却後、生成した結晶を濾三冠、少量のエタノールで洗い、

デシケーター中で乾燥させた。この結晶2gを三角フラスコにとりジクロ

uメタン100mしに溶かし、テトラブチルアンモニウムブロマイド8．89
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を加え溶かした。遮光しながらスターラーで1時間撹搾後、室温で一晩放

置した。生成した結晶を濾取後、デシケーターで乾燥させた。この結晶1

gを三角フラスコにとり、酢酸エチルエ00mLを加え、加温式スターラー

で沸騰するまで温めた。沸騰後から50mしのベンゼンを少しずつ結晶が完

全に溶けるまで加えた。結晶の析出を防ぐためにろ過装置を加温しておき、

速やかにろ過した。濾液放冷後、氷冷した。再び室温に戻し析出した結晶

を濾取後、デシケーターで乾燥させ、一30℃で保存した。

　生体試料からのPFOAの抽出　　　尿試料0．2－1．O　mL、血漿試料50叫

または、臓器ホモジネートO．5　一1．OmLをネジ付試験管にとり、精製水を

加えて容積をLO　mしとした。この試験管に内部標準物質としてペルフル

オロヘキサン酸5nmo1をマイクロシリンジで加えた。さらに、精製水0．5

mL，　1　M炭酸ナトリウム緩衝液（pH　10．0）および0．5　Mテトラブチルアン

モニウム溶液（pH　IO．0）を各1．O　mL加えた。よく撹＃後、10分間超音波

処理した。これにヘキサン：酢酸エチル（i：1、v／v）を4mL加え、16分

間振とうした。800×gで5分間遠心し、上層を別のネジ付試験管に移し

た。下層に再びヘキサン1酢酸エチル（1：1、v／v）を4mL畑え、同様の

操作を2回繰り返し、上層を先のものと合わせた。

　PFOAの誘導体化　　　PFOAの抽出液の溶媒を窒素エバボレーターで

留去した。さらに、ベンゼン05mLを加え再び窒素エバボレーターで溶

媒を完全に留去した。残渣にプロムアセチルメトキシクマリン溶液（2

mg／mL脱水アセトン）3mLを加え、よく撹搾後70℃水浴で25分反応させ

た。反応終了後直ちに氷冷し、一　30℃で保存した。

　HPLCによるPFOAの分離、定量　　　高速液体クuマトグラフ

（HPLC）はしC　10ASおよびLC6A（島津製作所）を用いた。分離用カラムは

Wakosil　II　3　C　18（4．6×50　mm）およびYMC　pack　C　18（4．6×50　mm）を用い、

カラム温度は40℃に設定した。移動相にはアセトニトリル：水（140：60、

v／v）を流速0．8mL／minで用いた。検出には蛍光検出器（RF－10A・XL、島

津：製作所）を用い、励起波長を366nm、蛍光波長を420　nmとした。試料

は注入前に綿栓ろ過し、マイクロシリンジで20μLをHPLCに注入した。
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得られたクロマトグラムは、JASCO　一　BORWIN（日本分光）にて波形処理

した。

　検量線の作成　　　メタノールに溶解したPFOAを05－50　nmo1ネジ付

き試験管にとり、内部標準物質としてペルフルオnヘキサン酸メタノール

溶液5nmolと精製水500μLを加えた。生体試料と同様の方法でPFOAの

抽出および誘導体化を行い、HPLCで分離し定量した。内部標準物質との

面積比からPFOAの検量線を作成した。分析試料中のPFOAの量はこの検

量線から求めた。

3。統計処理

　2群の比較はStudentラsたtestを用いて行った。3群以上の比較には、一

元配置分散分析を行った。有意差のあるものについてはさらに、Sheffeの

多重比較を行い、2群問の有意差を検定した。

第2章の実験

1．試薬

　［1－14C］ペルフルオロオクタン酸（55　mCi／mmol）はBlyChem：Ltd．

（Bellingham、　UK）に合成を委託した。その他の試薬はすべて特級を使用

した。

2．腎皮質切片を用いたPFOAの取り込み速度の測定

D腎皮質切片の作製

　ラットをジエチルエーテルで麻酔し、腹部を正中線に沿って切開後腹部

上行静脈より採血後、左右両腎臓を摘出した。腎臓は生理食塩水で洗浄し、

脂肪および被膜を除いた腎臓をメスで4等分した。腎臓1片をKrumdieck

tissue　slicer（Alabama　Research　and　Development、　AL、　USA）を用いて厚さ

50μmの切片（40－90mg）にした。1片の腎臓から2枚の腎皮質切片を得

た。切片は実験まで酸素ガスを通気したuptake　buffer中に、4℃で保存し

た。
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2）腎皮質切片への取り込み実験［19］

　一組成　　　Uptake　bufferは最終濃度として、120　mM　NaCl、

162mM　KC1、1mM　CaC12、1．2　mM　MgSO4、10　mM　NaH2PO4、：Na2HPO4を

含みpH7．5となるように調製した。　Uptake　bufferには［i4C］PFOAおよび

PFOAを所定の濃度になるように溶解させ、基質液とした。

　取り込み実験　　　酸素ガスを通気したuptake　bufferのみを3m：L入れ

たバイアルに腎切片を一枚ずつ入れふたをして25℃の水浴に浸し、ゆっ

くり振結し（25　min’i）、5分間予備加温した。別途、基質液を3mL加えた

バイアルを準備し、あらかじめ加温しておいた。Uptake　buf蝕中の切片を

基質液の入ったバイアルに移し入れ、反応開始時刻とした。続いて、酸素

ガスを5秒間注入し、ふたを閉め、25℃の水浴に浸しゆっくり振下した。

一定時間（25、5、75、10または15分）後基質獄中から切片をピンセッ

トで取り出し、あらかじめ氷冷しておいた1％BSA（essentially　fatty　acid

free）を含むuptake　bufferを3mしいれたバイアルに入れ、撹搾後この溶液

を除いた。腎切片には新たに氷冷した1％BSA（essentiaUy伽y　acid　ffee）を

含むuptake　bufferを3mL入れ、撹搾後溶液を除いた。腎切片を取り出し、

水分を濾：紙で丁寧に吸い、重量を測定した。腎切片をシンチレーションバ

イアルにいれ、5％（w／w）ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）水溶液！m：Lを

加えふたをして約16時間振塗した（100minゼ1）。腎切片が溶解したことを

確認しシンチレーター（トルエン：Triton　X－100、1：1、　v／v）8m：Lを加え

よく軽愚し、約16時間放置後に、液体シンチレーションカウンター（ア

ロカ社）で放射活性を測定した。別途、基質液の放射活性を測定し、切片

に取り込まれたPFOAの量を算出した。取り込みはnmol／mg　t｛ssueまたは、

nmol／10min／mg　tissueで表した。

3．統計処理

　2群の比較はS加dent’sたtestを用いて行った。3群以上の比較には、一

元配置分散分析を行った。有意差のあるものについてはさらに、Sheffeの
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多重比較を行い、2三間の有意差を検定した。

第3章の実験

1．試薬

　RNeasy　Maxi　kitおよびQuantiTectτM　sYBER　Green　PcR　kitはQiagen

（Germany）から購入した。　Oligotex　一　dT30〈Super＞およびRNA　PCR　kit

（AMV）はタカラバイオ株式会社から購入した。　PCRプライマー各種は

Amersham　bioscience　corp．（NJ、　USA）または、シグマジェノシスジャパン

株式会社に合成を依頼した。フェノールは核酸抽出用のものを和光純薬株

式会社から購入した。電気泳動用のアクリルアミド、ビス（N，　AP　一メチル

ービスーアクリルアミド）、過硫酸アンモニウム、N，　N，　N’，　M，一テトラメ

チルエチレンジアミンはBlo－Rad　Laboratories（CA、　USA）から購入した。

その他の試薬はすべて特級を使用した。

2，腎臓からのmRNAの調製法

1）腎組織からのtotal　RNAの調製

　種々のホルモン状態のラットから腎臓を摘出し、外科用メスで4等分後、

プラスチックバイアルに入れ、液体窒素で凍結し一80℃で保存した。腎組

織からRNeasy　Maxi　kitを用い、　total　RNAを抽出した。　Total　RNA溶液定

量は抽出液の吸光度を波長260nmで測定することにより行った（IA260。m

・40　ng／mL　RNA）。この溶液のtotal　RNAをエタノール沈殿させ、　RNA濃

度が1mg／mL以上になるように適量のRNase　一　free水に溶解した。この溶

液のRNA濃度は、上式のように260　nmの吸光度から算出した。

2）Total　RNAからのmRNAの精製

　1）で得られた溶液1mしに対し1mしの割合でOligotex　一　dT30〈Super＞

を加えよく撹拝し、65℃の水浴で5分間反応させ、さらに3分間氷冷した。

この反応液に、加えたOligotex　一　dT30〈Super＞の0．05倍量の5M塩化ナ

トリウム溶液を加え、37℃で10分間加温した。15，000rpmで3分間遠心
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し、上清を注意深く除いた。沈殿に始めに加えたOligotex－dT30〈Super＞

と同量の10mM　Tris／玉mM　EDTA溶液、　pH　7．5を加え、沈殿をよく懸濁し

た。これを65℃の水浴で5分間反応させ、その後3分間氷冷した。15，000

rpmで3分間遠心し、上清を別のチューブに移した。沈殿にもう一度同量

の10mM　Tris／1　mM　EDTA溶液、　pH：75を入れ、先と同様の操作を繰り返

した。得られた上清はまとめて、フェノール／クロロホルム抽出およびエ

タノール沈殿を行いmRNA濃度が05　mg／mL以上になるようにRNase　一

free水に溶解した。この溶液の吸光度を分光光度計で測定し、　mR：NA量を

定量した。調製した溶液は使用まで一80℃で保存した。

3）フェノール／クロuホルム抽出／エタノール沈殿

　RNA溶液に等量のフェノール：クロロホルム（1：1、　v／v）を加えよく

撹罪した。IO，OOO　rpmで15秒遠心し、上清を別のチューブに移し、等量

のクロuホルムを加え撹期した。これを10，000　rpmで15秒遠心し、上清

を別のチューブに移した。この溶液にエタノールを25倍量加え、よく撹

諭して、一80℃で1－2時間放置した。40C、10，000　rpmでIO分間遠心し、

上清を静かに除いた。得られた沈殿に氷冷した70％エタノールを加え、

再び同条件で遠心した。上清を除き、室温で10分放置して残存するエタ

ノールを揮発させて除いた後、RNase一骨e水に溶解した。

3．RT－PCR法による各種輸送担体mRNAの定量

D逆転写反応

　逆転写反応はRNA　PcR　Kit（AMv）ver．　2．1（タカラバイオ株式会社）を

用いた。逆転写反応系には最終濃度で5mM　MgC12、1×R：NA　PCR　buffbr、

1mM　dNTP　mix、20　U　RNase　Inhibitor、0。125μM　oligo　dTアダプタープラ

イマーを05mしのPCRチューブに加えた。さらに、1UAMV逆転写酵素

および1μgmRNAを入れ、最終容量が20μしになるようにRJNase　一　free

水を加えた。PCRチューブをサーマルサイクラー（Gene　Amp　PCR　system

g700、　Applied　Biosystems、　CA、　USA）にセットし、42℃で30分、99℃で
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5分、5℃で5分間それぞれ反応させた。生成したcomplementary　DNA

（cDNA）は使用するまで一　30℃で保存した。

2）　Polymerase　Chain　ReactioR　（PCR）

　RNA　PCR　kit　AMV　を用いた方法　　　PCR反応系には最終濃度で、

O．1μMプライマー（Table　7　一1）、40　mM　KCI、1．5　mM　MgC12および0．8　mM

d：NTPsを加え、1．25　U　TaKαRa　TagTM、さらに上記1）の逆転写反応生成物

4　pLを加え、　RNase　一　free水を加えて最終容量を50μしとした。　PCRチュ

ーブをサーマルサイクラー（GeneAmp　PCR　system　9700）にセットし、

Table　7－2に示すプログラムを用いて増幅させた。反応後、反応液の一部

を分子量マーカーとともに1．5％アガロースゲル電気泳動にかけた。分離

後、ゲルをエチジウムプロミドで染色した。PCR生成物のサイズをマーカ

ーと比較して確認した。目的の分子量のバンドをゲルから精製し

（GENECLEAN皿kit、　Bio　l　O　1、CA、USA）、D：NAシークエンサー（ABI　PR【SM

310、Applied　Biosystems）によりシークエンスを調べ、正しい位置で増幅

されていることを確認した。目的のバンドの蛍光強度をゲルイメージング

システム（Epi一　Light　UV2000、Aisin　Cosmos）とLuminous　Imagerを用いて

数値化した。PCRに使用した雄性ラットのmRNA量が125　ngから2μ9

の範囲では、測定サイクル数±1サイクルの範囲で定量的に増幅されてい

ることを確認した。結果はすべて雄性ラットの値を1とした時の相対比で

示した。

　リアルタイムPcR法によるmRNAの定量　　　本法にはQuantiTectTM

sYBER　Green　PcR　kit（Qiagen）を用いた。　PcRプレートに2×PCR　master

mixを125μL、0．16μM輸送担体またはGAPD：Hのプライマー（Table・7　一

1）、1）の逆転写反応生成物の10倍希釈液5p：Lを入れ、最終容量が25μし

になるようにRNase　一　free水を加えた。プレートにキャップをし、　PCRプ

レートをサーマルサイクラL一・一・一・（iCycler、　Bio　一　Rad　Laboratories）にセットし、

Table　7－2に示すプuグラムを用いて増幅させた。増幅後、融解曲線を作

製し単一の生成物であることを確認した。また、PCR増幅産物のシークエ
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ンスをDNAシークエンサーを用いて調べ、目的産物であることを確認し

た。NPTI、　NPT2、　MRP2およびGAPDH：については、　mRNAが25　ngか

ら50ngの範囲で定量的に増幅することを確認した。すべての実験におい

て、蛍光強度が500に達する時のサイクル数（スレシホールドサイクル）

を求めた。各輸送担体のmRNA発現量は、　GAPDHのスレシホールドサイ

クルから各トランスポーターのスレシホールドサイクルを差し引き、この

値で2を累乗させることにより求めた。結果は、雄性ラットの値を1とし

た時の相対比で示した。

　4．統計処理

　2群の比較はStudent’s　t一　testを用いて行った。3群以上の比較には、一

元配置分散分析を行った。有意差のあるものについてはさらに、Shdffeの

多重比較を行い、2群間の有意差を検定した。

　多重回帰分析は、マイクロソフト社のEXCELを用いた。説明変数の選

択方法は変数減少法を用いた。変数選択の統計的基準としてF値を用いた。

F値は次式を用いて求めた。

　　　　　　F・・｛（偏回帰係数）／（偏回帰係数の誤差）｝2瓢σ値）2

　F値が2以上ならば有効な変数、2未満ならば不要な変数として変数の

選択を行った［72］。

第4章の実験

1．試薬

　低リン食は、ArN－93M中の無機リン酸濃度O．60／，をO．e20／，に変更させ

た飼料をオリエンタル酵母工業株式会社より入手した。その他の試薬はす

べて特級を使用した。

2．動物

1）飼育

　Wistar　STラット、Sprague　一　Dawleyラット、Eisai　hyperbilirubiuriaラット

（EHBR）はS：LCから購i増した。動物は入荷量1週間馴化飼育し正常な個体
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のみを実験に使用した。動物は自由に飲水、摂食（CE－2）させた。低リ

ン食の実験：では、動物入荷から1週間馴化飼育の後、餌料を低リン食に変

え、1週間自由に摂食させた。動物実験の取り扱いは、城西大学生命科学

センター動物実験規範に従った。

2）腎クリアランスの測定

　第1章実験の部2－6）に示した方法でサンプルを採取し、第1章実験の

部2－7）に示した方法でPFOAの分離定量を行った。

3．統計処理

2群の比較はStuden£’s　t－testを用いて行った。

第5章の実験

i。試薬

　PyアobeSl⑧　DNA　polymeraseはタカラバイオ株式会社から購i乏した。各種

プライマーはAmersham　bioscience　corp．または、シグマジェノシスジャパ

ン株式会社に合成を依頼した。p一［glycyl　1一　14C］PAH（40　Ci／血mol）および

［taurine　2－3H：】TCA（50　Ci／mmol）はAmerican　Radiolabeled　Chemicals　Inc．

（MO、　USA）から、［32P］正リン酸（PO43り（2．9　Ci／mol）はPerkinElmer　Life

Sciences　Inc．（MA、　USA）から購入した。

2．capped　RNA（cRNA）の合成

1）各輸送担体の全長cDNAのクローニング

　第2章の実験2－3）に示す方法で得られたラット腎cD：NAをテンプレー

トとしてTable　7　一1に示したクローニング用各種プライマーセットを用い

てPCRを行った。0．5　mしのPCRチューブに1×Pyrobest⑧　buffer　ll：、TaKaRa

Pyアobesl⑧DNA　polymerase　L25　U、プライマー20　pmolおよび逆転写生成物

5．0μLを加え、最終容量が50μしになるようにRNase　一　free水を加えた。

PCRチューブをサーマルサイクラーにセットし、　Table　7－2に示したプロ
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グラムを用いて増幅した。反応終了後PCR生成物を1％アガロースゲル

電気泳動にかけ、目的の分子量のゲルを切り出し、GENC：LEAN皿Kitを

用いてcDNAを精製した。精製したPCR生成物をT4ポリヌクレオチドキ

ナーゼ（New　England　Biolabs　Inc．、MA、USA）によりリン酸化した（37℃、

5時間）。反応溶液をフェノール／クnロホルム処理して酵素を除き、エタ

ノール沈殿後、適量の10mM　Tris／l　mM　EDTA溶液、　pH　75に溶解した。

2）各輸送担体の全長cDNAのプラスミドベクターへの導入

　プラスミドベクター（pBluescrip重KS　H（＋）、　Stratagene、　CA、　USA）を制

限酵素（EcoR　V、　Sma　1）で平滑末端に切断した後、アルカリホスファタ

ーゼ（タカラバイオ株式会社）で脱リン酸化を行った。反応終了後、生成

物をフェノール／クロロホルム処理して酵素を除き、エタノール沈殿後、

適量の10mM　Trls／1　mM　EDTA溶液、pH：75に溶解した。リン酸化したPCR

生成物と平滑末端に切断し脱リン酸化したベクターを質量比が2：玉にな

るように混合し、D：NAリガーゼ（LigaFast　DNA　Ligation　kit、　Promega、　WI、

USA）を用いて30分室温で反応させた。

3）形質転換（エレクトロポレーション）

　大腸菌（DH5。コンピテントセル）懸濁液に2）の反応溶液1μLを混合し、

エレクトロポレーションキュベット（Bio　一　Rad　Laboratories）にあわ立た

ないように入れた。3分間氷冷後、エレクトmポレーション装置

（MicroPulser、　Bio　一　Rad　Laboratories）にセットし、1．8　KeVの電流を4．4ミ

リ秒流した。エレクトロポレーション後、懸濁液をSOC培地（2％

Bactotyptone．　O．50／o　Bacto　yeast　extract．　I　O　mM　NaCl．　2．5　mM　KCI，　10　mM

MgC12、　I　O　mM　MgSO4、20　mM　glucose）に入れ37℃で1時間振盗培養した。

SOC大腸菌培養液にイソプロピルチオーβ　一一ガラクトシダーゼ（0．1　mg）

と5一プロモー4一クロn－3一インドリルーβ一D　一一ガラクトピラノシド

（2．5μmol）を混合した。この混合液20－100μLをL－Broth寒天培地（1．2％

Agar　purified、1％Bactotyptone、0．50／・　Bacto　yeast　extract、0．50／。　NaCl）に均
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一に蒔き、37℃で約16時間培養した。白色のコロニーをピックアップし、

LBroth液体培地で約16時間培養した。培養液から霜露を回収し、市販の

キット（Flexi　prepTM、　Amersham　Biosciences　Corp．）を用いてプラスミドを

回収した。回収したプラスミド中の目的cDNAについては、電気泳動、制

限酵素処理およびシ・一一一一クエンスを行い目的のcDNAであることを確認し

た。

4）cR：NAの合成

　3）で得られたプラスミドの目的配列のC末端側を制限酵素で切断して

平滑末端とし、T7　RNA　polymerase（RiboMAX　RNA　production　system、

Promega）とRibo　m7G　cap　analogを混合し37℃で4時間反応させた。鋳型

DNAの除去のため反応液にRQ　I　RNase一飴e　DNase（Promega）を添加し、

さらに30分反応させた。この反応液に等量のフェノール：クロロホルム：

イソアミルアルコール（25：24：1、v／v）を加え1分間最南後13，000　rpm

で2分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、等量のクロロホルム：

イソアミルアルコール（24：1、v／v）を加え1分間撹＃後13，000　rpmで2

分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、3M酢酸カリウム溶液とイ

ソプロパノールを遠心上清の体積の0．1倍および等量それぞれ加え、10分

間放置した。13，000rpmで10分間遠心後上清を注意深く除き、沈殿を風

乾後、キット付属のnuclease　一　free　waterに溶解した。この溶液の260　nm

における吸光度を測定し、1　A260ni．＝40μg／mL　RNAからRNA濃度を算出

した。調製した溶液は使用まで一80℃で保存した。

3．アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた輸送実験

1）アフリカツメガエル卵母細胞の調製［63］

　アフリカツメガエル（Xenopus　laevis）の卵巣をコパセティックから入手

した。これをModified　Baith’s　Medium（MBS、88　mM　NaCl、1mM　KCI、0．82

mM　MgSO4．　0．4　mM　CaC12．　0．33　mM　Ca（NO3）2，　2．4　mM　NaHCO3，　10　mM

Hepes／Tris、　pH75）で5回洗浄した。ピンセットを用いて房を裂き、アブ
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リカツメガエル卵母細胞が10　一　20個の塊なるようにはさみで切断した。

切断した塊芋10個を20m：Lバイアルに入れ、コラゲナーゼ溶液（Type　I、

Invitrogen　Corp．、　CA、　USA、2mg／m：L　MBS）2m：Lを加え、ふたをして20℃

で軽く振盤した。1時間後、コラゲナーゼ溶液を交換しさらに1時間振盤

を行った。コラゲナv一一・一・ゼ溶液を除き、BSA溶液（1　mg／mL　BSA／MBS）で5

回、続いてMBSで5回洗浄した。洗浄後のアフリカツメガエル卵母細胞

を実体顕微鏡で観察し、ステージrv　一Vの卵母細胞を選別し、バイアルに

入れてMBSを加え、18℃で約16時間保存した。次に、phosphate　medium（1

mg　BSA／mL　100　mM　K2HPO4、　pH　65）をバイアルに入れ20℃で1時間、軽

く振上した。phosphate　mediumを除き、　BSA溶液で5回、続いてMBSで

5回洗った。アフリカツメガエル卵母細胞をMBS中18℃で16時間保存し、

マイクnインジェクションを行った。

2）マイクロインジェクション

　マイクロピッペット作成器（PN　一3、株式会社成茂科学器械研究所）を

使用してガラス管（31／2　Drummond　replacement　tubes、　Drummond　Scientific

Company、　PA、　USA）からマイクロキャピラリーを作製した。マイクロキ

ャピラリーの先端を直径20μmになるようにマイクロフォッジ（株式会社

成下科学器械研究所）で確認しながら加工した。加工したマイクmキャピ

ラリーをジエチルピロカルボネートで処理した精製水で洗浄し滅菌缶に

保存した。加工したマイクロキャピラリーに後ろからミネラルオイルを充

填し、ミクロマニピュレーター（Nanoject　H、Drummond　Scientific　Company）

にセットし、キャピラリー内の空気を除いた。次に直径3cmディッシュ

の底に濾紙を敷き、MBSで湿らせ、約30個のアフリカツメガエル卵母細

胞をのせ、実体顕微鏡にセットした。2－5μ：しの水またはcRNA溶液をキ

ャピラリYの先端から充填した。実体顕微鏡下、アフリカツメガエル卵母

細胞に30nしつつインジェクションした。アフリカツメガエル卵母細胞を、

静かにバイアルへ移しMBSを入れ、18℃で3日間保存した後、取り込み

実験：に用いた。この間、MBSは毎日交換した。
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2）アフリカツメガエル卵母細胞への化学物質取り込み実験

　取り込み実験　　　Uptake　bufferとしてND96（96　mM　NaCl、2mM　KCI、

1．8　mM　CaC12、1mM　MgC12、5mM　Hepes、　pH7．4）を用いた。基質として、

10　ptM　p　一　［glycyl　1　一　i4C］PAH，　10　pM　［taurine　2　ma　3　H］TCA．　I　OO　ptM　［32P］PO43一

および10μM［1一　i4C］PFOAのいずれかをuptake　bufferに溶解して用いた。

正常なアフリカツメガエル卵母細胞を実体顕微鏡下で選別し、あらかじめ

：ND96を200μL入れた2mLラウンドチューブに10個ずつ入れ、反応開

始まで19℃で保存した。25℃で5分間予備加温後、ND96をピペットで除

き、基質液を200μL入れ反応を開始した。25℃のヒーティングブロック

上で1時間反応させ、この間7分毎に軽く振盤した。氷冷したND96800μL

を加え反応を停止させた。ND96を丁寧にピペットで除き、氷冷した：ND96

1mしで4回洗浄した。アフリカツメガエル卵母細胞を1個ずつ液シンバ

イアルに移し、loo／e（w／v）SDS水溶液500叫を加えバイアルにふたをし

て、血塗式恒温槽で37℃、1時間諒恕し溶解させた（100min”1）。バイアル

にシンチレーター（トルエン：Triton・X　一100、1：1）8m：Lを加え、液体イシ

ンチレーションカウンターで放射活性を測定した。測定結果からアフリカ

ツメガエル血忌細胞への取り込み量を算出した。

4．統計処理

　2群（水注入群と各輸送担体cRNA注入群）の比較はStudent’s　1一tes重を

用いて行った。

第6章の実験

1．試薬

　ウサギ抗ラットOAT3ポリクローナル抗体はトランスジェニック購入し

た。西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギIgG抗体はAmersham

Biosciences　Corp．から購入した。ブuッキング剤（ブロックエース）は大
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日本製薬から購入した。その他の試薬はすべて特級を使用した。

2．ウエスタンプロッティング

1）ラットの腎臓からの粗暴画分の調製［34］

　ラットをジエチルエーテルで麻酔し、腎臓を摘出した。秤量し、7倍量

のスクロース緩衝液（o．25Mスクn一ス、10　mM　Tris　一　Hc1、1mM　EDTA、

pH　7．4、1μg／m：Lロイペプチン、1μg／mLペプスタチンA、　O．1　mMフェ

ニルメチルスルポニル＝フルオリド、0．08μg／mLハμ一トシルー・　L　一一リジル

ークロ隠語チルケトン、5μg／mLアブuチニン、0．1mMベンズアミジン）

を加え、ポッター型ホモジナイザーを用いてホモジネートを調製した。ホ

モジネートの一部をマイクuチューブに分け取り、一　80℃で保存した。残

りのホモジネートを2mしのラウンドチューブに分注し500×g4℃で5分

間遠心した。上清を新しいチューブに移し6，000×gで5分間遠心した。

上清とfiuffy（粗膜球分）層を別のチューブに移し懸濁した。6，000×gで再

度5分間遠心した。上清とfluffyを別のチューブに移して懸濁し、16，000

×gで5分間遠心した。fluffy層を別のチューブに移しスクロース緩衝液

L5　mしに懸濁後、16，000×gで15分問遠心した。　fluf靭層を別のチューブ

に移し適量のスクロース緩衝液に懸濁した。懸濁液をマイクロチューブに

入れ液体窒素で凍結し、使用まで一80℃に保存した。

2）電気泳動および転写

　粗膜画配サンプルに最終濃度3％になるように10％（w／v）SDS水溶液を

加え十分に撹拝した。この一部に63mM　Tris－HC1、pH6．8、2％（w／v）SDS、

6％（v／v）グリセロール、O．002％（w／v）ブuモフェノールブルー、42　mMジ

チオトレイトールとなるようにそれぞれの試薬を添加した。この混合液を

沸騰水浴中で5分間加熱した。放冷後、一定量を12e／，ポリアクリルアミ

ドゲルに導入し電気泳動を行った（20mA、4－5時間）。　SDSで可溶化し

たサンプルは、bicinchoninic　acid法によりタンパク定量を行った。泳動終

了後、ゲルはメタノール処理したポリビニリデンジフルオリド膜とともに、
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Towbin　buffer（25　mM　Tris、192　mMグリシン、20％メタノール）に浸し30

分問平衡化させた。転写装置（Mini・trans　一　bl・t・cell、　Bi・一　Rad・lab・rat・ries）

にセットし、4℃で40mA、16時間通電した。

3）抗体との反応

　転写後メンブレンを取り出し、ブnッキング液（5％（w／v）スキムミルク

を含むTris緩衝液（TBS、0，3　M：NaCI、40　mM　Tris　一’　HCI、　pH　7．0））に浸し、

室温で2時間振盗した。TB　Sで5分間3回洗浄後、ウサギ抗ラットOAT3

ポリクローナル抗体をブロッキング液で333倍希釈した溶液と反応させ

た。室温で1時聞振猛後、0．1％（v／v）Tween・20を含むTBSで5分間3回洗

浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギIgG抗体をブロッキ

ング液で1000倍希釈した溶液と反応させた。室温で1時間振盗後、0．1％

（v／v）Tween　20を含むTBSで5分間3回洗浄した。

4）検出および数値化

　ポリビニリデンジフルオリド膜を、検出試薬（ECL　plus　westem　blo枕ing

detection　reagent、　Amersham　Biosciences　Corp．）と室温で5分間反応させた。

ポリビニリデンジフルオリド膜上の化学発光をルミノイメージアナライ

ザー（LAS　一100plus、フジフィルム）で検出し、バンドごとの化学発光の

強度をImage　gage（フジフィルム）で数値化した。雄性ラットから調製し

た腎粗膜画分のタンパクを用いて異なる量のタンパク質と化学発光強度

をプUットし、検量線を作製した。各試料から得られた化学発光強度を検

量線にあてはめ、得られた値をコントロールの雄性ラットの値との比で表

した。

5）タンパク定量（Bicinchoninic　acid法）

　試料中のタンパク量をbicinchoninic　acid法により定量した。発色試薬は

Pierce（IL、　USA）から購入した。標準物質として、　BSAを用いた。
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3．組織染色

1）腎臓の固定

　ラットの腹腔内にネンブタール注射液（50mg／mL）を50　mg／kg体重の

割合で投与し、また、尾静脈からヘパリンナトリウム注射液（清水製薬株

式会社、40U／mL／kg体重）を投与した。腹部大動脈にカニューレ（SP　45）

を挿入して、カニューレから固定液（4％（w／v）パラホルムアルデヒド、O．I

Mリン酸緩衝液）を流速10m：L／minで流した。30分後に腎臓を摘出し、固

定液に浸した。4℃で6時間放置した。次に、固定液を捨て、25％（w／v）ス

クロース液に浸し、約16時間放置した。25％（w／v）スクロース液を交換

し、6時間放置した後、切片の作製に用いた。

2）組織切片の作製

　組織切片の作製には、大型滑走式ミクuトーム（ROM－670e、大和光輝

工業株式会社）を用いた。固定した腎臓をメスで4等分し、あらかじめミ

クロトームの標本ブロックに凍結組織用包埋剤（Tissue－Tek、　OCT

compound、サクラサイエンティフィックジャパン株式会社）を適量載せ、

その上に腎臓1／4個を切断面が平らになるように載せた。炭酸ガスで急速

冷凍し、30ミクロンの厚さの切片を作製した。作製した切片は、一時的

に氷冷したO．Ol　Mリン酸緩衝液中で保存し、スライドグラス（マイクロス

ライドグラス、スーパーフロV一・一一一スト、松浪硝子工業株式会社）にのせた。

比較したい切片は同じスライドグラス上にのせ、以後の操作がすべて同一

条件となるようにした。

3）染色

　風乾した切片をのせたスライドグラスを染色バットに入れ、0．OI　MPBS

に15分間浸した。次に染色バットを5％（v／v）Triton　x－100を含む。．01　M

リン酸緩衝液に30分間入れた。0．01Mリン酸緩衝液に15分間漬けた後、

液をよく除いてから乾燥させた。スライドグラスに4％（w／v）ブnックエ

ースおよび10e／・（v／v）ヤギ血清を含む0，01　Mリン酸緩衝液をのせ1時間
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室温で放置しブロッキングを行った。ブロッキング液を除きウサギ抗ラッ

トOAT3ポリクローナル抗体20倍希釈溶液をのせ、4℃で一晩放置反応さ

せた。一次抗体溶液を除き、05％（v／v）Triton　X　一100を含む0．OI　Mリン酸

緩衝液で洗浄し、Cy　3標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（Zymed　Laboratories　Inc．、

CA、　USA）150倍希釈溶液をのせ、遮光して室温で1．5時間反応させた。

05％（v／v）Triton・X　一100を含むO．01　Mリン酸緩衝液で30分間洗浄し、グ

ルセロール：リン酸緩衝：液（8：2、v／v）で封入した。

4）　顕そ敷：鏡観察

　蛍光顕微鏡観察には、BXslWl（オリンパス社）を用い、　Cy　3の蛍光を

520－550nmで励起させ、580　nmで検出した。画像はLuminavision（三谷

商事株式会社）でデジタル化した。

　共焦点蛍光顕微鏡観察には、MRC　一　600レーザーシャープシステム（Bio

－Rad　laboratories）を用い、　Cy　3の蛍光をクリプトン（568　nm）レーザー

にて励起させた。画像は、LOμmごとにスキャンを行い、5枚重ねた像を

1枚の画像とした。

4．統計処理

　2群の比較はStudent’s　1　一　testを用いて行った。3群以上の比較には、一

元配置分散分析を行い、有意差のあるものについてはさらに、Sheffeの多

重比較を行い、2群間の有意差を検定した。
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Table　7－1　Primer　sequence　used　for　experiments

Transporter

GenBank
accessloB

Rumber
Purpose Primer Sequence　（5’一3’）

OAT　1

（Slc22a6）

OAT2
（Slc22a7）

OAT3
（Slc22a8）

oatp玉

（Slc21a1）

oatp2

（Slc21a5）

OAT一一K

（Slc21a4）

NPTl
（S星。玉7a1）

NPT2
（Slc17）

MRP2
（ABCC2）

GAPDH

ABOO4559　RT－PCR

L27651 RT－PCR

ABO17446　RT－PCR

L玉9031

U95011

Cloning

RT－PCR

Cloning

RT－PCR

ABO12662　RT－PCR

U28504

L13257

X96393

M17701

RT－PCR

RT－PCR

Cloning

RT－PCR

RT－PCR

d飢W㏄

鵬
瞬

鴨
期
e
　
O

隅
認

鴨
川
e
　
O

e
d

路
鍵

鴨
川
e
　
O

㈹
副

鴨
酬
e
　
O

鵬
認

鴨
閉
e
　
O

柳
町

鴨
捌
e
　
O

e
d

蔦
飢

鴨
酬
e
　
O

鵬
圃

出
隅
e
　
O

川
副

鴨
堺
e
　
O

鵬
認

鴨
酬
e
　
O

㍑
瞬

鴨
酬
e
　
O

説
認
鵬

鴨
期
鴨

e
　
O
　
e

ACAAGCAAGGACAACCCGAA

AGACATAGCCAATCAAGGTGCC

GCAGCCTCCATCAACTACATCA

GCGCACAAGGAAGTAGACCATA

TGGAGGACCTGTGATTGGAGAA

ATAGAACCAGCCAGCGTATGGA

CATCCACCTCCAGTCCAACT

TCCAGAAGGGTACTGCTTGG

CATGAGTGTACTTCTCTCTTGG

ATTCTGCTGGGTC”IVI’GCGTTGG

CAGAAGAACACCATGGAAG

TCTTCCCCAGGGAAATCTTA

GCCTAAGTATCTGGAACAGCAA

CAGCGAGTATATGA．AACAGCCA

TCGCATTCTGCCTATCCTTGTC

GCCTTTATTACACAGCCCCAGG

CTCAGCGAGTGTGCCTGAAC

GATCACAGATGAAGCCGATC

CAGCC’IVIrGCAAACACCACCA

ATGCGGATGGGCAGACGTGT

TCAAGGACTCATTGTGGGTG

GGGCTCTGTAAAAATCCCGT

TCACGGCTTCCTTTCTGAGT

CTTCTTCCAGGACGAGAACG

GACCCCTTCATTGACCTCAACTACA

TGATGGCATGGACTGTGGTCATGAG
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Table　7　一　2 PCR　conditions

PCR　conditions

Transporter Purpose Denature Annealing Extension Cycles

ユ訂0

　醍0

ヨMO

oatp　1

oatp2

0AT－K

NPTl

NPT2

MRP2

GAPDH

Quantification

Quantification

Quantification

CloniRg

Quantification

（Real　time）

Cloning

Qua簸ti負cation

Quantification

Quantification

（Real　time）

Quantification

（Real　time）

Cloning

Quantification

（Real　time）

Quantification

Quantification

（Real　time）

．
mm1　

，

049

．
mm1Q49

0
1
m1　

，

049

SOi089

S51　
，

049

S01　
，

089

．
mm玉049

0
1
m1　

，

049

S51　
，

049

S51　
つ

049

S01089

S51　
，

049

8
m

mi049

S01　
，

049

S03
，

036

S03
，

036

S03036

S03
，

086

S03
，

026

S03
，

035

S03036

S03O

，

36

S03
，

065

S03006

S03
，

056

S03　
，

065

S03O

，

36

S03065

S03D27

S03　
，

027

S03　
，

027

㎞m2027

S03　
，

027

・
mm4　

，

027

S03　
，

027

S03　
，

027

S03　
，
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S03　
，
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㎞m2　
，
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，

027

S03　
，

027

S03　
，

027

壌
1
2
（
∠

　
　
　
バ
7
戸
）
4
つ
」
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（1）

（2）
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（5）

（6）
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（8）

（9）

（10）

引用文献

Revised　draft　hazard　assessment　of　perfl“orooctaRoic　acid　afid　its　salts．　IR　：　U．　S．

Environmental　ProtectioR　AgeRcy　（2002）．

PrelimiAary　risk　assessmeRt　of　the　developmental　toxicity　asseciated　with

exposure　to　perfl“orooctanoic　acid　and　its　salts．　ln　：　U．　S．　Enviromfnental

ProtectioR　Agency　（2003）．

Beers，　K．W．，　Thompson，　M．A．，　Chini，　E．N．，　and　Dousa，　T．P，　B一一Estradiol　inhibits

Na“一Pi　cotraRsport　across　renal　brush　border　membranes　from　ovarectoxnized

rats．　Biochem．　Biopdys．　Res．　Commun．　22X，　442－5　（1996）．

Bergwerk，　A．J．，　Shi，　X．，　Ford，　A。C．，　Kanai，　N．，　Jacq鵬min，　E．，　Burk，　R．D．，　Bai，

S．，　Novikoff，　P．M．，　Stieger，　B．，　Meier，　P．」．，　Schuster，　V．L．，　and　Wolkoff，　A．W

Iminunologic　distribution　of　an　orgaRic　aRion　transPort　protein　ift　rat　liver　and

kidney．ノ伽．　Z！）hysiol．27璽，　G231－8（1996），

Buist，　S．C．，　Cherrington，　N．J．，　Choudhuri，　S．，　Hartley，　D．P．，　and　Klaassen，　C．D．

GeRder－specific　and　developmental　influences　on　the　expression　ef　rat　organic

aRion　traRsporters．　ul　PhaTmacol．　Exp．　Thez　3gg，　145－51　（2002）．

Buist，　S．C．，　CherringtoR，　N．J．，　and　Klaassen，　C．D．　Endocrine　regulatioR　of　rat

orgaRic　anion　transport¢rs．　Drorg　Metab．　Dlspos．　3　g，　559－64　（2003）．

Burckhardt，　B．C．，　and　Burckhardt，　G．　Transport　of　organic　aRioRs　across　the

basolateral　membrai3e　of　proximal　tub“le　cells．　Rev．　Physiol．　Biochem．

Pharmacol，　M6，　95－158　（2003）．

Deguchi，　T．，　Ohts“ki，　S．，　Otagiri，　M，，　Takanaga，　H．，　Asaba，　H．，　Mori，　S．，　and

Terasaki，　T．　Major　rele　of　organic　anion　transporter　3　iR　the　transport　of

indoxyl　st｝lfate　in　the　kidney．　Kidney　lnl．　6　S，　1760－8　（2002）．

Dick，1．M，　and　Prince，　R．L．　The　effect　of　estrogen　o蟹e益al　phosphorus

handling　in重he　ratノ歪〃z．」：ノ＞2ア乃ア。乙2亙，323－30（2001）．

Dresser，　M．J．，　Leabman，　M．K．，　and　Giacemini，　K．M．　TraRsporters　iRvolved　in

the　elimination　of　drugs　in　the　kidney：　organic　anien　transporters　aRd　organic

　cation　transporters．　．f．　PhaTm，　Sei．　98，　397－421　（2001）．

88



（1　1）

（12）

（13）

（14）

（15）

（1　6）

（17）

（18）

（19）

（20）

（2　1）

Gotoh，　Y．，　Kato，　Y，　Stieger，　B．，　Meier，　P．J．，　and　Sugiyama，　Y．　Gender　difference

in　the　oatp　1－me（iiated　tubular　reabsorption　of　estradiolエ7β一D－91ucuronide　in

rats．　Am　1．　Physiol．　282，　E　l　245－54　（2002）．

Guethner，　R．A．，　aRd　Vietor，　M．L．　Surface　active　materials　frorn

perflgorocarboxylic　acid．　lnd．　Eng．　Chem　Proc．　Res．　Dev．　a，　165－167　（1962）．

｝Ian，　X．，　Snow，　T．A，，　1〈emper，　R．A．，　and　Jepson，　G．W．　Binding　of

perfhlorooctanoic　acid　to　rat　and　human　plasma　proteins．　Chem．　Res．　Toxたol．

g6，　775－81　（2003）．

Hansen，　K．J．，　JohRson，　H．O．，　Eldridge，　J．S．，　ButeRhoff，　J．L．，　and　Dick，　L．A．

Quantitative　characterizatioll　oftrace　levels　of　PFOS　and　PFOA　iR　the

Tennessee　River．　Environ，　Sci．　Technol．　36，　1681－5　（2002）．

Hasegawa，　M．，　Kusuhara，　H．，　Endou，　H．，　and　Sugiyama，　Y．　Contribution　of

erganic　anion　transporters　to　the　renal　uptake　ef　anioRic　compounds　and

nucleoside　derivatives　in　rat．　．J．　Pharmacol．　Eup，　Thefl　3eS，　1087－97　（2003）．

Hemando，　N．，　Karim－Jimenez，　Z．，　Biber，　J．，　and　Murer，　H．　Molecular

determinants　for　apical　expression　and　regulatory　membrane　retrieval　ofthe

type　Ila　Na！Pi　cotransporter．　Kidney　lnt，　60，　431－5　（2001）．

Inui，　KI．，　Masuda，　S．，　and　Saito，　H．　Cellular　and　molecular　aspects　of　drug

traRsport　in　the　kidney　Kidney　！nl．　S8，　944一一58　（2000）．

Ito，　K．，　Suzuki，　H．，　Hirohashi，　T．，　Kurne，　K．，　Shimizu，　T．，　and　Sugiyama，　Y．

Molecular　cloning　of　canalicular　multispecific　organic　anion　transporter

defective　in　EHBR．．4m．」り）hysiol．272，　G　16－22（1997）．

Ito，　T．，　Yano，　1．，　Masuda，　S，，　Hashimoto，　Y．，　aRd　lnui，　K．　Distribution

characteristics　of　levofloxacin　and　grepafioxacin　in　rat　kidne＞，．　Pharm．　Res．　g6，

534－9　（1999）．

JacquemiR，　E．，　Hagenbuch，　B．，　Stieger，　B．，　Wolkof17，　A．W．，　and　Meier，　P．J．

Expression　cloning　of　a　rat　liver　Na“一independqnt　organic　aRion　transporter．

PToc．　Natl．　A　cad．　Sc　i．　USA　9　X，　133－7　（1994）．

Ji，　L．，　Masuda，　S．，　Saito，　H．，　and　lnui，　K．　Down－regulation　of　rat　organic　cation

traRsporter　rOCT2　by　5／6　nephrectomy．　Kidney　lnt．　62，　514－24　（2002），

89



（22）

（23）

（24）

（25）

（26）

（27）

（28）

（29）

（30）

Just，　W．W，　Gorgas，　K．，　Hart1，　EU．，　HeiRemann，　P．，　Salzer，　M．，　and　Schimassek，

H．　Biochemical　effects　and　zonal　heterogeneity　ef　peroxisome　preliferation

indgced　by　perfiuorocarboxylic　acids　ii3　rat　liver．　Hepatology　9，　570一・81　（1989）．

Kannan，：K．，　Corsoh蹟，　S．，　Falandysz，」．，　Oehme，　G．，　Focardi，　S．，　and　Giesy，工P．

Perfluoroectanesulfonate　aRd　related　fi｝」iorinated　hydrocarbons　in　mariRe

mammals，　fishes，　and　birds　frem　coasts　of　the　Baltic　and　the　Mediterranean

Seas．　Envか。η．　Sci．　Techito／．36，3210－6（2002）．

Kannan，　K．，　Newsted，　J．，　Halbrook，　R．S．，　and　Giesy，　J．P．

Perfluorooctanesulfonate　and　related　fiuorinated　hydrocarbons　in　mi”k　and

river　otters　from　the　Ui3ited　States．　Envlron．　Scl　Technol．　36，　2566－71　（2002）．

Katakt｝ra，　M．，　Kudo，　N．，　Okazaki，　M．，　HibiRo，　Y．，　and　Kawashirna，　Y．　Sex

hormone　reguiation　ofrat　organic　aRieft　transporter　3　（rOAT3）　expression　iR　rat

kidney．．ノ：Health　S（3え49，233－238（2003）。

Katakura，　M．，　Kudo，　N．，　Tst｝da，　T．，　Mitsumoto，　A．，　Hibino，　Y．，　aRd　Kawashima，

Y　Rat　organic　anion　trallsporting　polypeptide　1　mediates　renal　reabsorption　of

perfluorooctaRoic　acid．　Toxicological　Sclences，　（submitted）．

Kato，　Y．，　Kuge，　K．，　Kusuhara，　H．，　Meier，　P．J．，　aRd　Sugiyama，　Y，　Gender

di衡ence　in　the　urinary　excreti・n◎f・rga難ic　ani・ns　in　ra重s・〃伽灘C・／・　EUp・

Ther．　3ee，　483－9　（2002）．

Kawashima，　Y．，　Uy－Yu，　N．，　and　Kozuka，　H．　Sex－related　differences　inthe

enhancing　effects　of　perfiuoro－octaRoic　acid　on　stearoyl－CeA　desaturase　and　its

infiuence　on　the　acyl　composition　of　phospholipid　in　rat　liver．　Comparisoit　with

clofibric　acid　and　tiadenel．　Biochem．　／．　263，　897－904　（1989）．

Kawashima，　Y．，　Uy－Yu，　N．，　and　Kozuka，　H．　Sex－related　difference　in　the

iRductions　by　perfluoro－octanoic　acid　of　peroxisomal　P一一exidation，　microsomal

l－acylglycerophosphocholk3e　acyltransferase　and　cytosolic　leng－chaiR

acyl一一CoA　hydrolase　in　rat　liver．　Biochem　」．　26g，　59S－600　（1989）．

Kawashirna，　Y，　Matsunaga，　T．，　Uy－Yu，　N．，　and　Koz“ka，　H．　lnduction　by

perfiuorooctanoic　acid　of　microsomal　1－acylglycerophosphocholine

acyltransferase　in　rat　kidRey．　Sex－related　difference．　Biockem．　Pharmacol．　ee，

　1921一一6　（1991）．

90



（3　1）

（32）

（33）

（34）

（35）

（36）

（37）

（3　8）

Khamdang，　S．，　Takeda，　M．，　Babu，　E．，　Noshiro，　R．，　Onozato，　M．L．，　Toj　o，　A．，

Enomoto，　A。，　Huang，　XL，　Narikawa，　S．，　Anzai，　N，，　Piyacha加rawat，　P，　and

Endou，　H．　IRteraction　ofhuman　and　rat　organic　anion　traRsporter　2　with

　various　cephalosporin　antibietics．　Eur．　」．　Pharmacol．　ag6g，　1－7　（2003）．

Kobayashi，　Y．，　Hirokawa，　N．，　Ohshiro，　N．，　Sekine，　T．，　Sasaki，　T．，　Tokuyama，　S．，

Endou，　H，，　and　Yamamoto，　T．　Differential　gene　expression　oforganic　anion

transporters　in　male　and　female　rats．　Bioehem　Blopkys．　Res．　Commun．　290，

482－7　（2002）．

Koh，　A．S，，　Simmons－Willis，　T．A．，　Pritchard，　J．B．，　Grassl，　S．M．，　and　Ballatori，　N．

Identification　of　a　mechanism　by　which　the　methylmercury　antidotes

N－acetylcysteine　aRd　dimercaptopropanesulfonate　enhaRce　urinary　metal

exoretion：　transport　by　the　renal　organic　anion　transporter－1．　Mol．　Pkarmacol．

62，　921－6　（2002）．

Koj　ima，　R．，　Sel〈ine，　T．，　Kawachi，　M．，　Cha，　S．H．，　Suzuki，　Y，　and　Endou，　H．

Immunolocalization　of　multispecifu　orgaRic　anion　traflsporters，　OAT　I，　OAT2，

and　OAT3，　i簸rat　kidney．。ノ：ノ歪〃z．　Soc．ハlepkro／．丑3，848－57（2002）．

Konig，工，　Nies，　A．T．，　Cui，　Y，　Leier，1．，　and　Keppler，　D．　Co切ugate　export

pumps　ofthe　multidrug　resistance　protein　（MRP）　family：　lecalization，　substrate

specificity，　and　MRP2－mediated　drug　resistance．　Biochim．　Biophys．　Acta　gag6ft，

377－94　（1999）．

Kudo，　N．，　Bandai，　N．，　Suzuki，　E．，　Katakura，　M．，　and　Kawashima，　Y，　lnduction

by　perfluorinated　fatty　acids　with　different　carbon　chain　length　ofperoxisomal

P－oxidatioB　in　th，e　liver　of　rats．　Chem，　Biol．　lnteract，　12ag，　119－32　（2000）．

Kudo，　N．，　Suzuki，　E．，　Katakura，　M．，　Ohmori，　K．，　Noshiro，　R．，　，and　Kawashima，

Y．　Comparison　of　the　elimination　between　perfluorinated　fatty　acids　vvith

different　carbon　chaift　lefigth　in　rats．　Chem　Blol．　lnteracl．　g3ag，　203－16　（2001）．

Kudo，　N．，　Katakura，　M．，　Sato，　Y．，　and　1〈awashima，　Y　Sex　hormone－regulated

renal　transport　of　perfiuorooctanoic　acid．　Chem．　Biol．　lnteract．　ft39，　301－16

（2002）．

91



（39）

（40）

（4　1）

（42）

（43）

（44）

（45）

（46）

（47）

（48）

（49）

Kusuhara，　H．，　Sekine，　T，，　Utsunomiya－Tate，　N．，　Tsuda，　M，，　Koj　ima，　R．，　Cha，

S．H．，　Sugiyama，　Y．，　Kanai，　Y．，　and　Endou，　H．　Molecular　cloning　and

characterization　of　a　new　inultispecific　organic　anion　traRsporter　fi“om　rat　brain．

」．　Biol．　Chem．　274，　13675－80　（1999）．

Li，　H．，　and　Xie，　Z．　Molecular　cloning　oftwo　rat　Na“IPi　cotraRsporters：　evidence

fer　differential　tissue　expi”ession　of　transcripts．　Cell．　Mol．　Biol．　Res．　as，　451－60

（1995）．

Lowry，　O．H．，　Rosebroggh，　N．J．，　Farr，　A．L．，　and　Randall，　R．J．　ProteiR

measuremeRt　with　the　folin　pheRol　reagent．　1．　Biol．　Chem　a93，　265－75　（1951）．

Lu，　R．，　Kanai，　N．，　Bao，　Y．，　Wolkoff，　A．W，　and　Schuster，　V．L．　Regulation　of

renal　oatp　mRNA　expression　by　testosterone．　Am　1．　Physiol．　270，　F332r7

（i996）．

Magagnin，　S．，　Werner，　A．，　Markovich，　D．，　Sorribas，　V．，　Stange，　G．，　Biber，　J．，

and　Murer，　H．　Expressien　cloniRg　of　human　and　rat　renal　coitex　Na／Pi

cotransport．　Proe．　Natl．　Acad．　Sci．　U　S　A　9e，　5979－83　（1993）．

Masuda，　S．，　lbaramoto，　K．，　Takeuchi，　A．，　Saito，　H．，　Hashimoto，　Y．，　and　lnui，　K．1．

Cloi｝ing　and　functional　characterization　of　a　new　multispecific　orgaRic　anion

transporter，　OAT－K2，　in　rat　kidney．　Mol．　Pharmacol．　SS，　743－52　（1999）．

Masuda，　S．，　Takeuchi，　A．，　Saito，　H．，　Hashimoto，　Y．，　and　lnui，　K．　Functional

analysis　of　rat　renal　organic　anion　transporter　OAT－K　l：　bidirectional

methotrexate　transport　in　apical　rnembrane．　FEBS　Lett．　4S9，　128－32　（1999）．

Miyamoto，　K．1．，　and　ltho，　M．　Transcriptional　regulation　of　the　NPT2　gene　by

、dietary　phosphate．ノ（idnのノ！nt．6《），412－5（2001）．

Morita，　N，，　Kusuhara，　H．，　Sekine，　T．，　Endou，　H．，　and　Sugiyarr｝a，　Y　Functional

characterization　of　rat　organic　anion　transporter　2　in　LLC－PK　I　cells．　1．

Pharmacol．　Exp．　Thex　298，　1179－84　（2001）．

Murer，　H．，　Hemando，　N，　Forster，1．，　and　Biber，　J。　Proximal加bular　phosphate

reabsorption：　molecular　mechanisms．　Physiol．　Rev，　8e，　1373－409　（2000）．

Murer，　H．，　Hernando，　N，，　Forster，　1．，　and　Biber，　J．　Regulation　ofNa／Pi

transporter　in　the　proximal　tubule．　Annu．　Rev．　Physiol．　6S，　531－42　（2003）．

92



（so）

（5　1）

（52）

（53）

（54）

（55）

（56）

（57）

（58）

Ohmori，　K．，　Kudo，　N．，　Katayama，　K．，　and　Kawashima，　Y．　Comparison　ofthe

toxicokinetics　between　perfiuorocarboxylic　acids　with　different　carbon　chain

length．　Toxicology　a　8aj，　135－40　（2003）．

Ohya，　T．，　Kudo，　N．，　Suzuki，　E．，　and　Kawashima，　Y．　Determination　of

perfiuorinated　carboxylic　acids　in　biological　samples　by　high－performance

liquid　chromatography．　／．　ChTomatogfl　B　72e，　1－7　（1998）．

Olsen，　G．W．，　Burris，　J．M．，　Burlew，　M．M．，　aRd　Mandel，　J．H．　Epidemiologic

assessment　of　worker　serum　perfiuorooctanesulfonate　（PFOS）　and

perfiuorooctanoate　（PFOA）　concentrations　and　medical　surveillance

examinatioRs．　1．　Occup．　Environ．　Med．　ajS，　260－70　（2003）．

Paulusma，　C．C．，　Besma，　P．J，，　ZamaR，　G．J．，　Bakker，　C．T．，　Otter，　M，，　Scheffer，

G．L．，　Scheper，　R．J．，　Borst，　P．，　and　Oude　Elferink，　R．P．　CoRgenital　jaundice　in

rats　with　a　mutation　in　a　multidrug　resistance－associated　proteiR　gene．　Science

27g，　1126－8　（1996）．

Pombrio，　J．M．，　Giangreco，　A．，　Li，　L．，　Wempe，　M．E，　Anders，　M．W，　Sweet，　D．H．，

Pritchard，工B，，　and　Ballatori，　N．　Mercapturic　acids（N－acetylcysteine

S－conjugates）　as　endogenous　substrates　for　the　renal　organic　anion

traRsporter－1．　Mol．　PhaTmacol．　6g，　1091－9　（2001）．

Saito，　H．，　Masuda，　S．，　and　lmui，　K．　Cloning　and　functional　characterization　of　a

Rovel　rat　organic　anion　transporter　mediating　basolateral　uptake　of

methotrexate　in　the　kidRey．　X　Biol．　Chem　271，　20719－25　（1996）．

Schaub，　T．P，，　Kartenbeck，　J．，　Konig，　J．，　Vogel，　O．，　Witzgall，　R．，　Kriz，　W．，　and

Keppler，　D．　Expression　of　the　conj　ugate　export　pump　encoded　by　the　mrp2

gene　in　the　apical　membrane　of　kidney　proximal　tubules．　／．　Am．　Soc．　Nephrol．

8，　1213一一21　（1997）．

Schaub，　T．P．，　Kartenbeck，　J．，　1〈oRig，　J．，　Spring，　1－1．，　Dorsam，　J．，　Staehler，　G．，

Storkel，　S．，　Thon，　W．F．，　and　Keppler，　D．　Expre＄．　sion　ofthe　MRP2　gene－eRcoded

conjugate　export　pump　in　human　kidney　proximal　tubules　and　iR　renal　cell

carcinoma．　X　Am　Soc．　Nephrol．　a　O，　1159－69　（1999）．

Sekine，　T，，　Watanabe，　N．，　Hosoyamada，　M．，　Kanai，　Y．，　and　Endou，　H．

Expression　cloning　and　characterization　of　a　novel　multispecific　organic　anion

transporter．，ノ＝Biol．　Chem。272，18526－9（1997）．

93



（59）

（60）

（61）

（62）

（63）

（64）

（65）

（66）

（67）

Sekine，　T．，　Cha，　S．H．，　Tsuda，　M．，　Apiwattanakul，　N．，　Nakaj　ima，　N．，　KaRai，　Y，

and　Endou，　H．　ldentification　of　multispecific　organic　anion　transporter　2

expressed　predominantly　iR　the　liver．　FEBS　Lett．　en9，　179－82　（1998）．

Shitara，　Y．，　Sugiyama，　D．，　Kusuhara，　H．，　Kate，　Y．，　Abe，　T．，　Meier，　P．」．，　ltoh，　T．，

and　Sugiyama，　Y．　Comparative　inhibitory　effects　of　different　compounds　on　rat

oatpl　（slc21al）一　and　Oatp2　（Slc21a5）一mediated　transport．　Phaym　Res．　g9，

147－53　（2002）．

Sweet，　D．H．，　Wolff，　N．A．，　and　Pritchard，　」．B．　ExpressioR　cloning　aRd

ch’aracterization　of　ROAT　I．　The　basolateral　orga”ic　anion　transporter　in　rat

kidRey．　」．　Blol．　Chem　272，30088一一95　（1997）．

Sweet，　D．H．，　ChaR，　L．M．，　Walden，　R．，　Yang，　X．P．，　Miller，　D．S．，　and　Pritchard，

工B．Orga．nic　anion　transporter　3（Slc22a8）is　a　dicarboxylate　exchanger

indirectly　coupled　to　the　Na÷ №窒≠р奄?ｎｔ．ノ望m．、ノ：Phソsiol．28嬉，　F763－9（2003）．

Sylvia，　Y．M．Y．，　Carol　E．　Cass，　and　James　D．　Young．　The　Xenopus　oocyte

expression　system　for　the　cDNA　cloning　and　characterization　of　plasma

membrane　transport　protein．　ln　Membrane　Tzansport　（S．　A．　Baldwin，　Eds．），　pp．

47－76．　Oxford　University　Press，　New　York．　（2000）．

Takahashi，　K．，　Nakamura，　N．，　Terada，　T．，　Okano，　T．，　Futami，　T，　Saito，　H．，　and

Inui，　K．1．　IRteractien　of　beta－lactam　antibietics　with　rr／peptide　cotraRsporters

in　rat　renal　brush－border　membranes．　1．　PhaTmacol．　Exp．　Then　286，　1037－42

（1998）．

Takeuchi，　A．，　Masuda，　S．，　Saito，　H．，　Abe，　T．，　and　lm｝i，　K．　Multispecific

substrate　recognition．of　kidney－specific　organic　anion　traRsporters　OAT－Kl

and　OAT－K2．　」．　Pharmacol．　Exp．　Tker．　299，　261－7　（2001）．

珂。，　A．，Sekine，　T．，　Nakaj　ima，　N，　Hosoyamada，　M，　Kaaai，　Y．，　Kimura，　K，

and　Endou，　H．　lmmunohistochemical　localization　of　multispecific　renal

organic　anion　transporter　1　in　rat　kidney．　！．　Am．　Soe．　Nephrol．　g＆，　464－71

（1999）．

Ubel，　F．A．，　Sorenson，　S．D．，　aRd　Roach，　D．E．　Health　status　of　plant　workers

exposed　to　fユuorochemicals－a　preliminary　report。　Am．　Ind．／かg．．4∬oc，■．瓠，

584－9　（1980）．

94



（68）

（69）

（70）

（71）

（72）

（73）

UQhjno，　H，，　Tamai，　1，，　Yamashita，　K，，　Minemoto，　Y，，　Sai，　Y．，　Yabuuchi，　H．，

Miyamoto，　K．，　Takeda，　E．，　and　Tsuj　i，　A．p－Aminohippuric　acid　transport　at

renal　apical　membrane　mediated　by　huraan　inorganic　phosphate　transporter

NPT　I．　Biochem．　Biopkys．　Res．　Commun．　270，　254－9　（2000）．

Uwai，　Y．，　Okuda，　M．，　Takami，　1〈．，　Hashimoto，　Y．，　and　lnui，　K．　Functional

characterization　of　the　rat　multispecific　organic　anion　transporter　OAT　I

mediatiRg　basolateral　uptake　of　anionic　drugs　in　the　kidney．　FEBS　Lett．　aj38，

321－4　（1998）．

Vanden　Heuvel，　J．P．，　Kuslikis，　B．1．，　Van　Rafelghem，　M．J，，　and　Peterson，　R．E．

Tissue　distribution，　metabolism，　and　elimination　of　perfiuorooctanoic　acid　in

male　and　female　rats．　X　Blochem．　Toxieol．　6，　83－92　（1991）．

Wolff，　M．W．，　and　Su，　T．Z．　CloniRg　and　tissue－specific　expression　of　spliced

variants　ofthe　rat　organic　aAion　transporter　（rOAT－K），　DNA　Seq　g3，　15－25

（2002）．

内田治、EXCELによる多変量解析、東京図書（2000）．

住谷二丁紗、城西大学大学院薬学研究科、修士論文（1999）．

95



i一
隔

ゾ

F
．

．

．
P

，

・

唱

s．

’t“’


