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【略号一覧】

本論文では、以下の略号を用いた。

AC：adenylate　cyclase

AQps：aquaporins

AUC：area　under　the　curve

BSA：bovine　serum　albumin

cAMP：adenosine　3’，5’・cyclic　monophosphate

COX：cyclooxygenase

CRE：cAMP・response　element

CREB：CRE－binding　protein

DAPI：4，6・diamidino・2・phenylindole

DNA：deoxyribonucleic　acid

ECL：enhanced　chemiluminescence　system

EDTA：ethylenediaminetetraacetic　acid

GAPDH：glyceraldehyde　3－phosphate　dehydrogenase

且E：hematoxylin・eosin

Ig：immunoglobulin

IL：interleukin

IV：intracellular　vesicle

NCCT：sodium・chloride　co’transporter

NSAIDs：non・steroidal　antiinflammatory　drugs

PCR：polymerase　chain　reaction

PFA：parafbrmaldehyde
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PGE2：prostaglandin　E2

PKA：protein　kinase　A

PM：plasma　membrane

PMSF：phenylmethanesul五myl　fluoride

PVDF：polyvinyliden　di且uoride

QOL：quolity　of　lifc

RNA：ribonucleic　acid

RT：reverse　transcription

SD．：standard　deviation

SDS：sodium　dodecyl　sulfらte

SMIT：sodium　myo・inositol　transporter

TauT：taurine　transporter

TE　buf稻er：Tris／EDTA　buffer

TBS：Tris・buf佳〕red　saline

TNF：tumour　necrosis　factor

Tris：2・amino・2－hydroxymethyl・1，3・propanediol

TRPM：transient　receptor　potential　melastatin

Tween　20：polyoxyethylene（20）sorbitan　monolaurate

VIP：vasoactive　intestinal　polypeptide
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【序論】

　便秘症は、便の腸管内の異常な停滞あるいは腸管内通過時間の異常な延長により、

便通回数と排便量が減少した状態と定義されている。便秘症は、臨床経過から急性と

慢性に分けられ、さらに、慢性便秘は器質性便秘、機能性便秘、全身疾患に伴う便秘

および薬剤性便秘に分類される（Table　1）。これらの中で、器質性便秘や全身疾患に

伴う便秘に対しては、原因疾患の治療が優先される。また、薬剤性便秘では、まず原

因薬物の中止または変更を行う。一方、機能性便秘に対しては、食事や運動などの生

活習慣の改善に加えて、薬物療法を行い、便秘の改善を図る。

Table　l　l取pe　of　the　chmnic　con8tipation

Type　of　chronic　constipation　　　　　　　　Causes

Organic　constipation　　　　　　　　　　　　　　Intestinal　adhesions

Tumor

Functional　constipation　　　　　　　　　　Psychological　stress

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（lrritable　bowel　syndrome）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lack　of　exercise

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Aging

Constipation　associated　　　　　　　　Diabetes　mellitus

with　systemic　disease　　　　　　Parkinson’s　disease

Pregnancy

Drug・induced　constipation　　　　　　　　Opioid　drugs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Anticholinergic　agents
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　機能性便秘は、弛緩性便秘、痙攣性便秘および直腸性便秘に分類される（Table　2）。

弛緩性便秘は、高齢者や女性に多くみられる便秘であり、腹筋力の衰えなどにより、

腸管蠕動運動が低下し、大腸全体が弛緩する。これに伴い、内容物が大腸に貯留し、

水分が過剰に吸収されるために硬い便が形成され、便秘を生じる。痙攣性便秘は過敏

性腸症候群でみられる便秘であり、大腸の運動および緊張の充進により、過度の痙攣

性収縮をきたし、大腸内容物の通過が妨げられるために生じる便秘である。直腸性便

秘は、直腸での排便反射が減弱し、便意が弱まることで生じる便秘である。

Table　2　Ty］pe　of　the血nctional　con8tipation　and　it8　therapeutic　medication8

Type　　　　　　　　　Therapeutic　medications

Atonic　constipation　　Osmotic　laxatives（MgO，　MgSO4，　Lactulos）

Stimulant　laxatives（bisacody1，　sennoside）

Cholinergic　agonists（bethanechol）

Spastic　constipation　Osmotic　laxatives（MgO，　MgSO4，　Lactulos）

Anticholinergic　agents（mepenzolate）

Rectal　constipation　　Osmotic　laxatives（MgO，　MgSO4，　Lactulos）

Stimulant　laxatives（bisacodyl，　sennoside）

　機能性便秘に対する薬物療法は、便秘の種類や程度により異なる（Table　2）1）。一

般的には、第一選択薬として、作用の緩徐な薬物（浸透圧性下剤）を用い、少量から

漸増していく。効果が不十分な場合は、作用機序の異なる薬物を併用する。また、潟

下剤は習慣性を生じやすいため、潟下剤を長期間使用せざるを得ない場合には、潟下

剤の種類の変更あるいは作用機序の異なる薬物の併用を行う。特に、大腸刺激性下剤
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を長期間、大量に用いた場合には、腸管の痙攣性の収縮が生じるため、逆に内容物が

肛門側に輸送されずにとどまり、結果として便秘が増悪することがあり、注意を要す

る。

　便秘症の第一選択に用いられる浸透圧性下剤は、腸管内浸透圧を高めることにより、

下痢が生じるものと考えられている2）。すなわち、浸透圧性下剤は消化管ではほとん

ど吸収されず、腸管内の浸透圧を上昇させるため、水を血管側から管腔側へと移動さ

せ、下痢が発生すると考えられている。一方、浸透圧性下剤で効果が認められない場

合に追加投与される大腸刺激性下剤は、大腸のprostaglandin　E2（PGE2）の産生を

促進し、粘膜上皮細胞の血管側に発現しているNa＋，K＋・ATPaseの活性を阻害する。

そのため、細胞内Na＋濃度が高まり、大腸管腔内からのNa＋の吸収が阻害される。そ

れに伴い、sodium・chloride　co・transporter（NCCT）によるNa＋およびCrの吸収も

阻害され、腸管内浸透圧が高まる。その結果、腸管側から血管側への水の吸収が減弱

するため、下痢が発生すると考えられている（Figure　1）a4）。また、大腸刺激性下剤

は大腸粘膜上皮細胞からの一酸化窒素の産生を充進し、腸管平滑筋を弛緩するととも

に、PGE2の産生を充進し、腸管平滑筋を収縮する。その結果、腸管の蠕動運動が促

進するため、腸内容物が肛門側へと移動し、潟下作用を示すと考えられている35）。

しかしながら、これら潟下剤が大腸において、どのようなメカニズムで水を移動させ

るかについての詳細は、全くわかっていなかった。しかも、複数の潟下剤が併用され

ているにもかかわらず、併用効果に関するエビデンスはほとんどなかった。

6



lntestine　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cell　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V∈ssel

　　　　　　　　　　　Water　is　absorbed　by

Stimulant　laxative
3Na◆　　　　　　　　　　　　　　　　　3Na＋

2K＋　　　　　　　　　　　　2K＋

K“

Na＋　　　　　　　　　　　　Na◆
Cl・　　　　　　　　　　　　　Cl・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CI’

　　　　NCCT　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CI’channeI

Figure　l　Mecha旭m80f　the　laxative　ef飴ct　of　8t血ulant　laxative8

　一方、大腸での水の輸送については、水チャネルであるアクアポリン（AQPs）が

重要な役割を担っていると考えられている6）。従来、細胞膜における水の輸送は、拡

散によって行われると考えられていた。ところが、細胞膜は脂質二重構造であるにも

関わらず、赤血球のような高い水透過性を有する細胞膜が存在することから、多くの

研究者によって水を選択的に透過させる膜タンパク質である水チャネルの存在が考

えられていた。1992年、PAgreらによって、初めて赤血球膜から水チャネルが発見

され7）、その直後に、佐々木らによって発見された別の水チャネル8）と共に、これら

のタンパク質はそれぞれAQP1およびAQP2と命名された。その後、研究は進み、

AQPsの存在は植物から動物にわたる広い範囲で見出されている9）。

　AQPsは6回膜貫通型の膜タンパク質であり、4量体として機能し、水やグリセロ
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一ルを選択的に透過させる（Figure　2A）。　AQpsはアスパラギン（Asn，　N）、プロリ

ン（Pro，　P）およびアラニン（Ala，　A）からなるNPAボックスを2つ有している。

AQPsの水に対する高い選択性は、このNPAボックスによりもたらされている

（Figure　2B）Io・11）。

A
膓）H20
‘．

　　　　　　　　　ψ箸

B　　　　　　　　　　　PA

H2N　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COOH
　　　　　　PA

Figure　2　Structure　of　the　AQp8

　AQpsは、ヒトにおいては現在、　AQpoからAQp12までの13種類が様々な臓器に

発現・分布していることが明らかになっている（Figure　3）12）。さらに、最近、　AQps

の発現量の異常が種々の疾患の原因となっていることも明らかとなってきた。たとえ

ば・腎臓のAQP2の発現量の低下や変異が腎性尿崩症の原因となること1：3，14）、皮膚

のAQp3の発現量の低下が乾燥肌の原因となること1516）、および脳のAQp4の発現
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量の増加が脳浮腫の原因となること17）などが報告されている（Table　3）。したがって、

AQPsの発現や機能を制御することにより、種々の疾患の治療に役立つと考えられる。

Lens：AQPO、5　　　　　　　　　　　　Brain：AQP4

Salivary　gland：AQP5

Trachea：AQP3・4　　　　　　　　　　　Lung：AQP1、5

Liver：AQPg

Skin：AQP3

　　Kidney：AQP1、2、3、4、6、7、11

1ntestine：AQP1、2、3、4、7、8、9、10

　　　　　　　　　　　　　　　　Muscle：AQP4

Heart：AQP1

Pancreas：AQP12

Figure　3　Distribution　of　AQps　in　human

Table　3　Di8ea8e　caused　by　the　va亘ation　ofAQps　exPression

Tissue　　　　　　Change　in　expression　of　AQps　　Disease

Lens　　　　　　　Decrease　in　AQpo　expression　　Cataract

Kidney　　　　　　Decrease　in　AQp2　expression　　Nephrogenic　diabetes　insipidus

Skin　　　　　　　Decrease　in　AQp3　expression　　Dry　skin

Brain　　　　　　Increase　in　AQp4　expression　　Cerebral　edema

Salivary　gland　Decrease　in　AQp5　expression　　Sjogren’s　syndrome
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　腸管には多数のAQPsファミリーの発現が認められており、少なくともAQP1、

AQp2、　AQp3、　AQp4、　AQp7、　AQp8、　AQp9、　AQp　loの8種類の存在が知られて

いる（Figure　3）18’21）。大腸においては主に、　AQp　1、　AQp2、　AQp3、　AQp4および

AQP8が発現している18，21・22）。生理的条件下においては、大腸の管腔内の浸透圧は

血管側のそれに比べて低いため、水は腸管側から血管側に輸送され、便の濃縮が行わ

れる23）。この際、大腸の上皮細胞はtight　junctionが強固なため、大腸での水の輸送

は、大腸粘膜上皮細胞に発現しているAQPsを介して行われると考えられている

（Figure　4）1＆21’22）。しかしながら、大腸におけるAQpsを介した水の輸送について

は、ほとんど解明されていない。

　　§°…　Intestine　●。s識呼●
　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　ap｛ca｜
　　　　　　　　　　　

　　●　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AQPS　　　　　　　　　　　　　AQPs
　　●　　　　　　　　■

　　●　　　　　　　●

　　●　　　　　　　●

　　●　　　　　　　●

　　●　　　　　　　●

　　●　　　　　　　●

　　ぼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ムむ　　　　　　　　　　　　　　　ムくコ　　

　　ii　　　厘〕　　High
°・° 　°・◎　　　　　▼。・m。1・1町9

　　　　　　　　　　　　Vessel

Figure　4　water　tran8port　via　AQp8　in　the　oolon

10



　そこで本研究では、AQPsに着目し、浸透圧性下剤および大腸刺激性下剤の潟下作

用におけるAQPsの役割を明確にするとともに、両薬剤の併用効果を解明することに

より、潟下剤を適正に使用するためのエビデンスを提供することを試みた。本研究で

は、浸透圧性下剤としてMgSO4を、大腸刺激性下剤としてピサコジルを用い、以下

の検討を行った。

1．ラットにMgSO4を経口投与した際の糞中水分量と大腸AQP3の発現変化の関係

　　を解析するとともに、AQP3の発現変動メカニズムを検討した（第一章）。

2．ラットにピサコジルを経口投与した際の糞中水分量と大腸AQP3の発現変化の関

　係を解析するとともに、AQP3の発現変動メカニズムを検討した（第二章）。

3．AQP3活性化阻害剤であるHgCl2およびCuSO4を用いて、大腸での水の輸送に

　　おけるAQP3の役割について検討した（第三章）。

4．MgSO4とピサコジルとを併用した場合に、潟下作用がどのように変化するかにつ

　　いて調べるとともに、そのメカニズムについて検討した（第四章）。
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【第一章】

Mgso4の潟下作用における大腸AQP3の役割および

　　　　　AQP3発現変動メカニズムの解明

1．緒言

　AQPsはヒトにおいて、様々な組織に発現しており、腸管には少なくともAQP1、

AQp2、　AQp3、　AQp4、　AQp7、　AQp8、　AQp9、　AQp　loの8種類の存在が知られて

いる18’21）。大腸においては主に、AQp　1、　AQp2、　AQp3、　AQp4およびAQp8が発

現している18，2L　22）。これまで、消化管ホルモンであるvasoactive　intestinaI

polypeptide（VIP）が下痢を伴うVemer・Morrison　syndromeの原因物質であること

24）、健常人にVIPを静脈内投与することにより下痢が発症すること25）、大腸炎を発

症したラットにおいて血清中VIP濃度が上昇すること26）、およびVIPがヒト結腸癌

由来細胞であるH！1、29細胞のAQp3のmRNA発現量およびタンパク質発現量を増加

すること27）が報告されている。これらのことから、AQP3は大腸の水の輸送において

特に重要であると考えられている。しかしながら、下痢の発生とAQP3の発現量の関

連性が示唆されているにもかかわらず、潟下剤の作用メカニズムを考える上で、AQP3

の発現量の変動に関しては何ら注目されていなかった。

　そこで本章では、機能性便秘の治療に繁用される浸透圧性下剤のうち、MgSO4を

対象とし、MgSO4の潟下作用における大腸AQP3の役割を検討した。まず、ラット

にMgSO4を経口投与し、糞中水分量の変動と大腸の浸透圧の変動との関係、あるい

は糞中水分量の変動と大腸AQP3の発現量の変動との関係を調べた。次に、　MgSO4

による大腸AQP3の発現変動メカニズムについて検討した。
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2．方法

2・1．試薬

　MgSO4・7H20、2・amino－2－hydroxymethyl－1，3－propanediol（Tris）、sodium　dodecyl

sulfate（SDS）およびpolyoxyethylene（20）sorbitan　monolaurate（Tween20）は、

和光純薬工業株式会社（大阪，日本）から購i入した。Bovine　seruln　albumin（BSA）、

ethylenediaminetetraacetic　acid　（EDTA）、1eupeptin　tri且uoroacetate　salt、

phenylmethanesul五）nyl　fluoride（PMSF）、　fbrskolinおよび8・bromo　cAMP（8・Br

cAMP）は、　Sigma－Aldrich　Corp．（St．　Louis，　MO，　USA）から購入した。　RNeasy　Mini

Kitは、　Qiagen　GmBH（Hilden，　Germany）から購入した。　High　Capacity　cDNA

synthesis　Kitは、　ApPlied　Biosystems（Foster　City　CA，　uSA）から購入した。　iQ

SYBR　green　supermixは、　Bio－Rad　Laboratries（Hercules，　CA，　USA）から購入し

た。Fetal　bovine　serum（FBS）、　Alexa　Fluoro　488　anti－rabbit　IgGおよび各種プラ

イマーは、インビトロジェン（東京，日本）から購入した。RPMI　1640　mediumは、

MP　Biomedicals，　Inc．（Aurora，　OH，　USA）から購入した。　Phosphosa企extraction

reagentは、　Novagen（Madison，　wl，　USA）から購入した。　Rabbit　anti－rat　AQp　l

antibody、　rabbit　anti・rat　AQp2　antibody、　rabbit　anti・rat　AQp3　antibody、　rabbit

anti・rat　AQp4　antibodyおよびrabbit　antiTat　AQp8　antibodyは、　Alomone　Labs

（Jerusalem，　Israe1）から購入した。　Donkey　anti・rabbit　IgG・HRP　antibody、　goat

anti・human　AQp3　antibodyおよびdonkey　anti－goat　IgG・HRP　antibodyは、　Santa

Cruz　Biotechnology　Inc．（Santa　Cruz，　CA，　USA）から購入した。　Rabbit　anti－rat

phospho・CREB　antibodyおよびrabbit　anti－human　CREB　antibodyは、　Upstate

Biotechnology　Inc．（Lake　Placid，　NY，　USA）から購入した。　Mouse　anti・rabbit

GAPDH　antibodyは、　CHEMICON　International，　Inc．（Billerica，　MA，　USA）から

購入した。Sheep　anti－mouse　IgG・HRP　antibody、　enhanced　chemiluminescence

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13



system（ECL）plus　Western　blotting　detection　reagentsおよびAmersham　cAMP

Biotrak　Enzyme　Immunoassay　Systemは、GE　Healthcare（Chal負）nt　St．　Giles，　UK）

から購入した。4，6－dialnidino・2－phenylindole（DAPI）solutionは、株式会社同仁化

学研究所（熊本，日本）から購入した。その他の試薬は、市販されている物の内、最

もグレードの高い物を購i入した。

2・2．動物

　10週齢の雄性Wistar系ラットは日本エスエルシー株式会社（静岡，日本）から購

入した。動物は温度24土1℃、湿度55土5％の施設において飼育し、明暗条件は8：00

点灯、20：00消灯の条件下で飼育した。

　本動物実験は、実験動物の適正な使用および管理にっいて定められた星薬科大学動

物センター管理運営規程に準じて行われた。

2・3．MgSO4の投与方法

　MgSO4投与18時間前よりラットを絶食した（飲水は自由）。　MgSO4（2　g／kg）水

溶液をラットに経口投与し28，29）、MgSO4投与直後、2、5および8時間後にエーテル

麻酔下で解剖し、大腸を摘出した。Phosphate　buffbred　saline（PBS：140　mM　NaCl，

20mM　Na2HPO4，32　mM　KC1，1．5　mM　KH2PO4；PH　7．4）を用いて腸管を洗浄した

後、液体窒素により瞬時冷凍し一80℃で保存した。

2’4．糞中水分量の測定

　それぞれのラットについて、MgSO4投与8時間後まで経時的に糞を採取し、シリ
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カゲル入りのデシケータ内で24時間乾燥した。糞湿質量および乾燥質量から糞1g

に含まれる水分量を算出した。

2・5．H乎29細胞の培養方法

　HT－29細胞は、100　U／mL　penicillin　G　potassium、10011g／mL　streptomycin、0．25

pg／mL　amphotericin　Bおよび10％FBSを含んだRPMI　1640　mediumで維持した。

細胞は密度2×105cells／cm2で6wel1－plate、24　well－plate、96　well・plateあるいは

100・mm　dishに播種し、36時間、　CO2　incubatorでインキュベートした。36時間後、

細胞にMgSO4、　fbrskolin、8・Br　cAMP、　NaCl、　MgCl2、　Na2SO4あるいはK2SO4を

添加し、12時間後まで培養した。Contro1には培地のみを添加した。

　培地の浸透圧はMulti’OSMETTE（Precision　Systems　Inc．，　Horsham，　PA，　UK）

を用いて測定した。実験には5－15代目の細胞を用いた。

2・6．大腸およびHT・29細胞からのRNAの抽出

　凍結した大腸約15mgあるいはトリプシン処理により剥離したH！｝29細胞から

RNeasy　Mini　Kitを用いてRNAを抽出した。　RNA抽出方法は、　RNeasy　Mini　Kit

付属のプロトコールに従って行った。得られた溶液をTris／EDTA　buf』（TE　buflbr）

を用いて50倍希釈し、分光光度計（U・2800，Hitachi　High・Technologies　Corporation，

東京，日本）により260nmおよび280　nmの吸光度を測定することで、純度の確認

およびRNA濃度（μg／mL）の算出を行った。
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2・7．Real・t血e　RTΨCR

　RNA　1μ9からHigh　capacity　cDNA　synthesis　kitを用いてcDNAを合成した。こ

れをTE　buf』にて20倍希釈し、　cDNA　TE　buf〔br溶液とした。　Table　4に示すプラ

イマーを作成し、real－time　PCRを行い、各遺伝子の発現を検出した。すなわち、　PCR

platesの各wel1へiQ　SYBR　green　supermix　25μL、目的遺伝子のForward　primer

（5pmo1／μL）3μL、　Reverse　primer（5　pmoUμL）3μL、　cDNA　TE　buf｛br溶液4μL、

RNase　free　water　15μLを加えた。温度条件はdenaturation　temperatureとして

95℃で15秒、annealing　temperatureとして56℃で30秒、　elongation　temperature

として72℃で30秒とした。増幅過程の蛍光強度をMy　iQTM　single　color　real・time

PCR　detection　system（Bio・Rad　Laboratories）によりモニタリングした。　mRNA

発現量は18S　rRNAあるいはGAPDHを用いてノーマライズした。

Table　4　Pr皿er　8equenoe80f　mRNA

Gene　　　　　　　　　　Forward（5’・3り　　　　　　　　　　　Reverse（5’・3’）

rSMIT　　　AGGAGTCCTTGGGTTGGAAC　ACTGCAACAAGGCCTCCAG

rTauT　　　　GTTCTGGGAGCGCAACGT　　　ACCGAACACCCTTCCAGATG

rAQP3　　　　CCCCTTGTGATGCCTCTC　　　CCCTAGCTGGCAGAGTTC

r18S　rRNA　　GTCTGTGATGCCCTTAGATG　AGCTTATGACCCGCACTTAC

hAQP3　　　　AGACAGCCCCTTCAGGATTT　TCCCTTGCCCTGAATATCTG

hGAPDH　　　ATGGGGAAGGTGAAGGTCG　　GGGGTCATTGATGGCAACAATA

SMIT：sodium　myo・inositol　transporteちTauT：tau血e　transporteちAQP3：

aquaporin・3，　GAPDH：glyceraldehyde　3・phosphate　dehydrogenase
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2・8．免疫組織化学染色

　ラットをエーテルにより麻酔し、心臓内にPBSを灌流した。次いで、4％

parafbrmaldehyde（PFA）溶液を50　mL灌流後、大腸を摘出し、4％PFA溶液中で

固定した（4℃、1時間）。4℃で一晩、30％sucrose溶液に浸し、OCT　compound（Sakura

Finetek　USA　Inc．，　Torrance，　CA，　USA）で包埋した。凍結ブロックをクリオスタッ

ト（CM　1850，ライカマイクロシステムズ株式会社，東京，日本）により10μmに薄

切し、MAS・coated　glass　slide（松浪硝子工業株式会社，大阪，日本）に固定した。固

定した切片をPBSで洗浄後、　blocking　buflbr（3％FBSおよび0．1％Triton　X－100

を含むPBS）で1時間ブロッキングした。次いで、一次抗体［rabbit　anti・rat　AQp　1

（1／200）、rabbit　anti－rat　AQp2（1／200）、　rabbit　anti・rat　AQp3（1／200）、　rabbit

anti・rat　AQp4（11200）、　rabbit　anthat　AQp8（1／200）］で、4℃で一晩、インキュ

ベートした。PBSで3回洗浄した後、　Alexa　Fluor　488　donkey　anti・rabbit　IgG

antibody（1／200）と室温で1時間反応させた。　PBSで3回洗浄後、　DAPI　solution

（1／500）と室温で30分間反応させた。PBSで洗浄した後、　vectashield（Vbctor

Laboratories，　Bulingama，　CA，　USA）で封入し、蛍光顕微鏡（BZ－9000，　Keyence

Corporation，東京，日本）を用いて検出した。

2・9．大腸の膜画分の調製

　ラット大腸からかきとった粘膜あるいはセルスクレーパーにより剥離したHT29

細胞をdissecting　buf』（0．3　M　sucrose，25　mM　imidazole，1mM　EDTA，8．5μM

leupeptin，1μM　PMSF；pH　7．2）に懸濁し、氷上でdigital　holnogenizer（luchi　Co．，

大阪，日本）を用いてホモジナイズ（1，250rpm、5stroke）した。ホモジネートを遠

心分離（800×g、15分、4℃）し、得られた上清を遠心分離（200，000×g、60分、4℃）

した。上清を除去し、沈殿にdissecting　buffbrを加え、超音波分散機（UH－50，　SMT
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Co．，　Ltd，東京，日本）により分散させた。この溶液を、細胞全体の膜を含むcrude

melnbrane画分とした30）。　AQp3はplasma　membraneおよびintracellular　vesicle

に発現している。そこで、両画分を多く含むcrude　membrane画分を調製し、　AQp3

のタンパク質発現量を測定した。

2・10．Wllole　ce皿ly8ateの調製

　100・mm　dishで36時間培養したHT29細胞の培地を、　MgSO4を種々の濃度で添

加した培地に交換し、1時間培養した。Controlには培地のみを添加した。1時間後、

extraction　buf飴r（8．5　pM　leupeptinおよび1μM　PMSFを含むphosphosa免

extraction　reagent）を細胞に添加し、氷上で5分間放置した。セルスクレーパーを

用いて細胞を剥離し、回収した後、digital　homogenizerを用いてホモジナイズ（1，250

rpm、5stroke）を行い、遠心分離（16，000×g、30分、4℃）した。上清をwhole　cell

lysateとし、　cAMP・response　element－binding　protein（CREB）のリン酸化を評価

した31，32）。

2・11．電気泳動とウエスタンブロッティング法

　タンパク質濃度は、Lowry法33）を用いて測定した。標準品にはBSAを用いた。

　電気泳動は、Laemmli法34）に基づいて行った。タンパク質をloading　buf』（0．1M

Tris，20％glycero1，0．004％bromophenol　blue，4％SDS，10％2・mercaptoethanol；

pH　6．8）で2倍希釈し、ポリアクリルアミドゲルにアプライした。電気泳動後、分離

されたタンパク質はセミドライブロッティング装置を用いて、PVDFメンブレンに転

写した。1％スキムミルクで1時間ブロッキングを行った後、rabbit　anti・rat　AQp3

antibody（1／2，000；colon）、goat　anti－human　AQp3　antibody（1／1，000；HT・29　cells）、
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rabbit　anti－rat　phospho・CREB　alltibody　（11500）、rabbit　anti・human　CREB

antibody（1／500）あるいはmouse　anti－rabbit　GAPDH　antibody（1／10，000）と室

温で1時間反応させた。メンブレンをTBS・Tween（20　mM　Tris，137mM　NaC1，0．1％

Tween　20；pH7．6）で洗浄後、　donkey　anti・goat　IgG・HRP　antibody、　donkey

antiTabbit　IgG・HRP　antibodyあるいはsheep　anti・mouse　lgG・HRP　antibodyと室

温で1時間反応させた。メンブレンを洗浄後、ECL　plus　Westem　blotting　detection

reagentsと反応させ、化学発光検出器（LAS・3000mini，　FUJIFILM，東京，日本）で

露光し、検出されたバンドを解析した。

2・12．細胞内Mg量の測定

　細胞内Mg濃度は原子吸光法により測定した35）。すなわち、6well・plateで36時

間培養したH！｝29細胞の培地を、MgSO4（7．5　mM）を添加した培地に交換し、10

分間培養した。Controlには培地のみを添加した。その後、10　mM　EDTAおよび150

mM　choline　chlorideを含むPBSで洗浄した後、150　mM　choline　chlorideを含むPBS

で洗浄した。セルスクレーパーを用いて細胞を回収し、5％trichloroacetic　acid－

1．75％LaCl32mLで溶解し、20分間室温で放置した。遠心分離（1，000×g、10分）

後の上清を回収し、上清中のMg濃度を測定した。

2・13．アデニル酸シクラーゼ活性の測定

　アデニル酸シクラーゼ活性の測定は、Aurbach　and　Chaseらと同様の方法36）で行

った。すなわち、6well’plateで36時間培養したH｝29細胞の培地を、　MgSO4（7．5

mM）あるいはfbrskolin（50μM）を添加した培地に交換し、20分間培養した。　Control

には培地のみを添加した。20分後、セルスクレーパーにより細胞を回収し、超音波
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処理を行った後、遠心分離した（2，200×9、10分、4℃）。上清を除去し、沈殿にTris

buffbr（pH　7．5）を2mL加え、懸濁し、　digital　homogenizerによりホモジナイズし

た。このホモジネートをアデニル酸シクラーゼ活性測定に用いた。

　アデニル酸シクラーゼ活1生はATPからcAMPへの変換率から評価した。ホモジネ

ー
ト0．1mLに反応液（0．015％BSA，1．23　mM　ATB　50　mM　Tris）を添加し、37℃で

15分間インキュベートした。ボスポジエステラーゼ活性を阻害するために40mM

theophillineを添加し、最終容積を1．1mLとした。3分間煮沸し、反応を止めた後、

遠心分離した（2，200×g、10分、4℃）。上清中のcAMP濃度をAmersham　cAMP

Biotrak　Enzyme　Immunoassay　Systemを用いて測定した。

2・14．プロテインキナーゼA活性の測定

　6wel1－plateで36時間培養したHT29細胞の培地を、　MgSO4（7．5　mM）あるい

は8・Br　cAMP（1mM）を添加した培地に交換し、20分間培養した。　Contro1には培

地のみを添加した。20分後、PBSで洗浄し、　lysis　buf丘r（20　mM

3・morpholinopropanesu11bnic　acid，50　mM　6・glycerophosphate，50　mM　sodium

nuoride，1mM　sodiuln　vanadate，5mM　ethylene　glycol　tetraacetic　acid，2mM

EDTA，1％NP－40，1mM　dithiothreito1，1mM　benzamidine，1mM　PMSE　10

Fg／mL　leupeptin，1011g／mL　aprotinin）を添加し、10分間氷冷した。セルスクレー

パーにより細胞を回収し、超音波処理を行った後、遠心分離した（16，000×g、15分、

4℃）。上清を回収し、PKA　kinase　activity　assay　kitを用いて、プロテインキナーゼ

A活｝生を測定した。
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2・15．統計学的有意差検定

　実験値は平均値±標準偏差として表示した。平均値の多重比較にはDunnett法を用

いた。
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3．結果

3・1．糞中水分量

　ラットにMgSO4を経口投与した際の糞中水分量を経時的に測定した（Figure　5）。

糞中水分量はMgSO4投与により経時的に増加した。特に、　MgSO4投与4時間後から

8時間後にかけて、糞中水分量は著しく増加し、投与直後に比べて約5倍から10倍

となり、この間に激しい下痢が見られた。
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Figure　5　Ef董bct　of　MgSO40n　f已ecal　water　colltent

Rat　faecal　samples　were　collected　at　various　times　fbr　up　to　8　h　begi皿ing

immediately　after　the　administration　of　MgSO4，　and　the　faecal　water　content　was

measured．　The　mean飴ecal　water　content　immediately　after　the　administration　of

MgSO4（O　h）was　indicated　as　100％．　Data　represent　means±SDs　fbr　6　rats．

Dunnett’s　test：★p＜0．05　and治p＜0．01vs．　O　h．
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3・2．大腸における浸透圧調節関連遺伝子のmRNA発現量

　浸透圧調節関連遺伝子であるsodium　myo・inositol　transporter（SMIT）および

taurine　transporter（TauT）は、腎臓や脳を中心に多くの組織で発現している。こ

れらの浸透圧調節関連遺伝子は細胞外の浸透圧の増加に伴い、急速に転写が促進され、

mRNA発現量が敏速に増加することが知られている3739）。そこで、　MgSO4投与後の

ラット大腸の浸透圧の変化を調べる目的で、大腸のSMITおよびTauTのmRNA発

現量を測定した（Figure　6）。

　大腸におけるSMITのmRNA発現量は、MgSO4投与2時間後において約22倍有

意に増加し、その後、経時的に減少した。しかしながら、MgSO4投与8時間後の時

点においても、SMITのInRNA発現量は投与直後（O　h）に比べて、依然有意に高い

値を維持していた（Figure　6A）。また、　TauTのmRNA発現量についても、　SMIT

のmRNA発現量と同様の挙動が見られた（Figure　6B）。

　これらのことより、大腸内の浸透圧は、MgSO4投与2時間後の時点ではすでに高

い状態にあり、投与8時間後においても投与前に比べて、依然高い状態を維持してい

ることがわかった。
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Figure　6　Eflbct　of　MgSO40n　SMITωand　TauT（B）mRNA　expre88ion　level8　in

the　rat　colon

Immediately　after　the　administration　of　MgSO4（O　h）and　at　2，5，　and　8　h　after

administration，　rat　colons　were　harvested，　and　mRNA　expression　levels　of　SMIT

and　TauT　were　analyzed　by　real・time　RT－PCR．　Normalization　was　per五）rmed

against　18S　rRNA，　and　mean　levels　of　mRNA　expression　immediately　af、er　the

administration（O　h）were　indicated　as　100％．　Data　represent　means±SDs量）r　6

rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05　and献p＜0．01vs．　O　h．
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3・3．ラット大腸におけるAQP8の発現分布

　ラットの大腸にはAQp1、　AQp2、　AQp3、　AQp4およびAQp8が発現しているこ

とが知られている1821・22）。免疫組織化学染色により、ラット大腸におけるAQPsの

発現分布を調べた（Figure　7）。

　大腸においてAQP3は粘膜表層部の上皮細胞に最も優位に発現していた。　AQP1

はリンパ管や血管周囲に、AQp4は筋層に発現していた。　AQp2およびAQp8は、大

腸において発現が弱かった（Figure　7A）。

　一方、これまで、AQP3は大腸粘膜上皮細胞のbasal側に多く発現していると考え

られていた40）が、AQp3は大腸粘膜上皮細胞のapical側およびbasal側の両側に強

く発現していることがわかった（Figure　7B）。
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Figure　7　The　distribution　of　AQp3　expression　i皿the　colon　of　rats

A：The　colons　were　removed　from　the　rats．　AQps（green）and　nuclei（red）were

immunostained．

B：Enlarged　view　ofAQp3　in　the　mucosal　epithelial　cells　of　rats．
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3・4．大腸のAQP3のmRNA発現量およびタンパク質発現量

　AQP3は大腸の粘膜上皮細胞に優位に発現しており、大腸の水の輸送において特に

重要な役割を担っていると考えられている2741・42）。そこで、MgSO4投与後のラット

大腸のAQp3のmRNA発現量およびタンパク質発現量を測定した（Figure　8）。

　AQP3のmRNAの発現量は、　MgSO4投与2時間後において、投与直後（O　h）に

比べて約4倍有意に増加し、その後、経時的に減少した。しかしながら、投与8時間

後においても、投与直後に比べると有意な増加が認められた（Figure　8A）。

　AQP3のタンパク質は27kDaおよび30～40　kDa付近に検出された（Figure　8B）。

これらはそれぞれ糖鎖の結合していないAQP3と糖鎖の結合しているAQP3である

と考えられている43，44）。糖鎖の結合の違いにより、安定性や細胞内小器官から細胞

膜への輸送に差異は見られるものの、水の透過性には差異は見られないことが知られ

ている4547）。そこで本研究では、これらのバンドの総和をAQP3のタンパク質の発

現量として解析した（Figure　8B）。大腸粘膜上皮細胞から調製したcrude　membrane

画分におけるAQP3のタンパク質発現量は、　MgSO4投与により経時的に増加し、投

与8時間後では投与直後に比べて、約8倍有意に高かった（Figure　8B）。

　これらのことより、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現は、　MgSO4投与2時間後か

ら上昇し始め、投与8時間後まで経時的に増加することがわかった。
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Figure　8　Eflbct　of　MgSO40n　AQp3　mRNAωand　protein（B）expres8ion　level　m

the　rat　colon

A：Immediately　after　the　administration　of　MgSO4（O　h）and　at　2，5，　and　8　h　after

administration，　rat　colons　were　harvested，　and　mRNA　expression　levels　of　AQp3

were　analyzed　by　real－time　RT－PCR．　Normalization　was　perfbrmed　against　18S

rRNA，　and　mean　levels　of　mRNA　expression　immediately　after　administration（O

h）were　indicated　as　100％．

B：Immediately　after　the　administration　of　MgSO4（O　h）and　at　2，5，　and　8　h　after

administration，　rat　colons　were　harvested，　crude　membrane　fractions　were

prepared，　and　the　protein　expression　levels　of　AQp3　were　analyzed　by　western

blotting．　Mean　levels　of　AQp3　protein　expression　immediately　after

administration（O　h）were　indicated　as　100％．

Data　represent　means±SDs　fbr　6　rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05，治p＜0．01，　and

＊★＊p＜0．001vs．Oh．
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3・5．H！卜29細胞のAQp3の発現量に及ぼすMgSO4の影響

　H！｝29細胞はヒト結腸癌由来の細胞株であり、下痢発生メカニズムや潟下剤のメカ

ニズムなどの研究に広く用いられている。また、HT29細胞にはAQP3が多く発現

しており、VIPやnatriuretic　peptideがプロテインキナーゼAの活性化を介して、

AQP3の発現量が増加することも報告されている2741，48）。そこで、ラットを用いた

in　vivo試験で見られたMgSO4によるAQp3の発現増加メカニズムをHT－29細胞を

用いるin　vitro試験において解明した（Figure　9）。

　まず、HT29細胞がメカニズム解析に適した実験系であるか否かについて検討した。

MgSO4（o．75　mM）添加6時間後のAQp3のmRNA発現量は、　Controlと比較して

ほとんど変化は認められなかった。これに対して、MgSO47．5　mMおよび75　mM添

加では、AQP3のmRNA発現量は、　Controlに比べ有意に増加した（Figure　9A）。

　MgSO4（7．5　mM）をHT・29細胞に添加し、12時間後までのAQp3のmRNA発

現量を経時的に調べた。その結果、MgSO4添加1時間後からAQp3のmRNA発現

量が有意に増加し、9時間後にはピーク値を示した。その後、12時間後には減少した

ものの、依然Contro1の約2倍の発現量を維持していた（Figure　9B）。

　MgSO4（7．5　mM）添加6時間後および12時間後のAQp3タンパク質の発現量を

ウエスタンブロッティングにより測定した。MgSO4（7．5　mM）を添加したHT－29細

胞におけるAQP3のタンパク質発現量は、6時間後および12時間後ともにControl

と比べ、有意に増加していた。また、この増加率は、MgSO4添加6時間後に比べ、

12時間後の方が高かった（Figure　9C）。

　以上の結果から、MgSO4はH7｝29細胞においても、　AQp3の発現量を増加させる

ことがわかった。さらに、この増加パターンは、in　vivO試験の結果と符合するもの

であった。これらのことから、MgSO4によるラット大腸AQP3の発現増加メカニズ

ムの解明に、HT29細胞が使用可能であることが明らかとなった。
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Figure　g　Eflbct　of　MgSO4011　AQp3　expre88ion　level　in　H乎29　ce皿8

A：H！｝29cells　were　treated　with　MgSO4（0．75，7．5，　and　75　mM）or　the　original

medium（control）and　recovered　6　h　later　AQp3　mRNA　expression　level　was

measured　by　real－time　RT－PCR，　corrected五）r　the　GAPDH　level，　and　then

presented　using　the　mean　of　the　control　cells　as　100％．

B：HT－29　cells　were　treated　with　MgSO4（7．5　mM）and　recovered　O・12　h　later

AQp3　mRNA　expression　level　was　measured　by　real・time　RT－PCR，　corrected　fbr
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the　GAPDH　level，　and　then　presented　using　the　mean　of　the　O　h　cells　as　100％．

The　AQp3　expression　levels　of　the　control　did　not　change　up　to　12　h　after　the

addition　of　original　medium．

C：HT・29　cells　were　treated　with　MgSO4（7．5　mM）and　recovered　O　h，6hand　12　h

later．　The　AQp3　protein　expression　level　was　measured　by　Western　blotting，

corrected丑）r　the　GAPDH　level，　and　then　presented　using　the　mean　of　the　control

cells　as　100％．

Data　represent　means±SDs　fbr　6　experiments．　Dunnett’s　test：★p＜0．05，鰍p＜0．01，

and★★★P＜0．001vs．　control　or　O　h．
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3・6．且丁29細胞のAQp3のmRNA発現量に及ぼす浸透圧の影響

　AQP3の発現量は、浸透圧の上昇により増加することが報告されている4950）。そ

こで、MgSO4によるH｝29細胞のAQp3の発現量増加が、浸透圧の上昇に起因した

ものであるか否かを調べた。具体的には、HT・29細胞にNaClを0．75　mMあるいは

7．5mMの濃度で添加し、6時間経過後のAQP3のInRNA発現量をMgSO4添加時と

比較検討した（Table　5）。

　まず、Multi・OSMETTEを用いて、培地の浸透圧の実測値を測定した。その結果、

MgSO4とNaClはほぼ等しい浸透圧を示し、7．5　mM添加時においても、理論値（NaCl

の場合、15mOsmの上昇）とほぼ等しい上昇を示した（Table　5）。文献上、この程

度の浸透圧の上昇のみでは、AQPsの発現増加は認められていない51・52）が、このこと

を確かめる目的で、AQP3のmRNA発現量を調べた。

　o．75mMのNaCl（282　mOsm）およびMgSO4（280　mOsm）添加時のAQp3の

mRNA発現量は、いずれもControl（279　mOsm）との間に有意な差は認められなか

った。同様に、7．5mMのNaCl添加時のAQp3のmRNA発現量も、　Controlと比較

して有意な差は認められなかった。これに対して、MgSO47．5　mM添加時においては、

浸透圧は7．5mMのNaClと同等であったにもかかわらず、　AQP3のmRNA発現量

は、Controlと比べて約2倍有意に高い値を示した（Table　5）。

　以上の結果から、MgSO4によるAQP3の発現増加は、浸透圧の上昇に起因したも

のではないことが明らかとなった。
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Table　5　E脆ct　of　o8motic　pre88ure　on　AQp3　mRNA　expre88km

level　in　HT」29　cell8

Treatment
AQp3／GAPDH　Osmotic　pressure

（％of　control）　　　　（mOsm）

Contro1　　　　　　　　　　　　　　　　　　100±12　　　　　　　　　279土2

MgSO4　　0．75　mM　　　　88土12　　　　　280土1

　　　　　　　　　　　7．5mM　　　　　195±18★★　　　　287土1

NaCl　　　O．75　mM　　　　85士10　　　　　282土1

　　　　　　　　　　　7．5mM　　　　　100土5　　　　　295±2

HT・29　cells　were　treated　with　O．750r　7．5　mM　MgSO40r　NaC1（osmotic　pressure：

280to　295　mOsm）and　recovered　6　h　late蛤The　control　was　treated　with　the

original　medium　and　handled　in　a　similar　manner．　AQp3　mRNA　expression　level

was　measured　by　real・time　RT－PCR，　corrected食）r　the　GAPDH　level，　and　then

presented　using　the　mean　of　the　control　cells　as　100％．　The　supernatant　medium

harvested　immediately　after　sample　treatment　was　measured　with　an　osmometer

fbr　osmotic　pressure．　Data　represent　means±SDs丘）r　6　experiments．　Dunnett’s

test：★★P＜0．01　vs．　colltrol．
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3・7．H卜29細胞のAQp3　mRNA発現量に及ぼすマグネシウム塩および硫酸塩の影響

　MgSO4によるAQP3発現増加作用が、　Mg2＋に起因するものであるか、あるいは

SO42’に起因するものであるかを調べた（Figure　10）。

　まず、Mg2＋がAQP3の発現増加に起因しているかどうかを調べた。実験には、陰

イオンがSO42’ではなく、C1’からなるMgCl2を用い、AQP3のmRNA発現量をMgSO4

と比較した。MgSO4あるいはMgCl2を50　mMの濃度でH乎29細胞に添加し、6時

間経過後のAQP3のmRNA発現量を測定した。その結果、陰イオンがSO42’でもCl’

でも、陽イオンがMg2＋であれば、　AQP3のmRNA発現量がほぼ同程度増加すること

がわかった（Figure　10A）。

　次に、SO42’がAQP3の発現増加に起因しているかどうかを調べた。実験には、陽

イオンがMg2＋ではなく、Na＋あるいはK＋からなるNa2SO4あるいはK2SO4を用い、

AQP3のmRNA発現量をMgSO4と比較した。　MgSO4、　Na2SO4あるいはK2SO4を

50mMの濃度でHT－29細胞に添加し、6時間経過後のAQp3のmRNA発現量を測

定した。その結果、陽イオンがMg2＋の時のみ、　Controlと比較してAQp3のmRNA

発現量の有意な増加が見られた（Figure　10B）。

　以上の結果から、H乎29細胞におけるMgSO4によるAQp3の発現増加には、陰イ

オンのSO42’は関与せず、陽イオンのMg2＋のみが重要な役割を担っていることがわか

った。

35



A　　　　　　　　　　　　　　B

Φ　　250
＞

ρ
ロ
．Ω　　200
ω　（
詔言

旨芒150
る8
＜〔】＿

zo100
αポ
∈）

雲　50
董

Φ

正　　　0

★★　　　　　Φ　　250
　　　　　　　　＞
　　　　　　　　』

　　　　　　　　こ
　　　　　　　　．Ω　　200

　　　　　　　　詔《
　　　　　　　　巴9

　　　　　　　　△芒150
　　　　　　　　×　o
　　　　　　　　Φo
　　　　　　　　＜、＿

　　　　　　　　zo100
　　　　　　　　匡ポ
　　　　　　　　∈）

　　　　　　　　雲　　50

　　　　　　　　亘

　　　　　　　　Φ
　　　　　　　　配　　　　0

　　　　　　　　　　　Cont．　MgSO4　MgCl2　　　　　　　　　’Cont．　MgSO4　Na2SO4　K2SO4

Figure　lo　Eflbct　of　magne8ium　8alt8ωand　8ulphate8（B）on　AQp3　mRNA

expre88ion　level　in　HT」290e皿8

A：HT・29　cells　were　treated　with　50　mM　MgSO40r　MgCl2　and　recovered　6　h　later

The　control　was　treated　with　the　original　medium　and　handled　in　a　similar

manner．

B：HT－29　cells　were　treated　with　50　mM　MgSO4，　Na2SO4，0r　K2SO4　and　recovered

6hlater　The　control　was　treated　with　the　original　medium　and　handled　in　a

Similar　manne正

AQp3　mRNA　expression　level　was　measured　by　real－time　RT－PCR，　corrected丑）r

the　GAPDH　level，　and　then　presented　using　the　mean　ofthe　control　cells　as　100％．

Data　represent　means±SDs丘）r　6　experiments．　Dunnett’s　test：触p＜0．01　vs．

contro1．

36



3・8．細胞内Mg濃度に及ぼすMgSO4の影響

　培地のMg濃度が上昇すると、細胞内Mg濃度が上昇することは知られている35）。

そこで、H！｝29細胞にMgSO4（7．5　mM）を添加した際に、細胞内Mg濃度がどの程

度上昇するかについて検討した（Figure　11）。

　H’｝29細胞にMgSO4（7．5　mM）を添加し、10分後の細胞内Mg濃度を測定した。

その結果、細胞内Mg濃度はMgSO4の添加により、Controlに比べて約1．4倍有意に

増加することがわかった（Figure　11）。
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Figure　l　l　Eflbct　of　MgSO4011　the　intrace皿ular　Mg　concentration　in　HT29　ce且8

HT・29　cells　were　treated　with　MgSO4（7．5　mM）and　recovered　10　min　later．　The

control　was　treated　with　the　original　medium　and　handled　in　a　similar　manner．

The　intracellular　Mg　concentration　was　determined　by　using　atomic　absorption

spectrometry．　Data　represent　means±SDs丘）r　6　experiments．　Dunnett’s　test：

★★P＜0．01vs．　control．
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3・9．アデニル酸シクラーゼ活性およびプロテインキナーゼA活性に及ぼすMgSO4

　　の影響

　細胞内に取り込まれたMgは、アデニル酸シクラーゼを活性化することが報告され

ている53’55）。さらに、アデニル酸シクラーゼの活性化により産生されるcAMPは、

プロテインキナーゼAを活1生化することが知られている56，57）。そこで、MgSO4によ

るAQP3の発現増加に、アデニル酸シクラーゼおよびプロテインキナーゼAの活性

化が関与しているか否かを調べた。検討にあたっては、アデニル酸シクラーゼを活性

化するfbrskolin58）あるいはプロテインキナーゼAを活｝生化する8・Br　cAMP41）を用い、

これらのAQP3発現増加作用とMgSO4の作用とを比較検討した（Figure　12）。

　まず、H’｝29細胞に五）rskolin（50μM）あるいは8・Br　cAMP（1　mM）を添加し

た際に、AQP3の発現量が増加するか否かを調べた。その結果、両化合物とも、添加

6時間後において、Controlと比べて、　AQp3のmRNA発現量が約2倍有意に増加す

ることがわかった。また、これらの増加率は、MgSO4（7．5　mM）添加時とほぼ同程

度であることが明らかとなった（Figure　12A）。

　次に、MgSO4をHT－29細胞に添加し、20分後におけるアデニル酸シクラーゼ活性

を調べた結果、Contro1と比べて約1．5倍有意に上昇することがわかった。この上昇

率は、アデニル酸シクラーゼを活性化することが知られているfbrskolin添加時とほ

ぼ同程度であった（Figure　12B）。

　さらに、プロテインキナーゼA活性についても、MgSO4を添加することにより、

Contro1と比べて約1．6倍有意に上昇することがわかった。また、この上昇率は、プ

ロテインキナーゼAを活｝生化することが知られている8－Br　cAMP添加時とほぼ同程

度であることが示された（Figure　12C）。

　以上の結果から、MgSO4はHT－29細胞のアデニル酸シクラーゼ活性およびプロテ

インキナーゼA活性を上昇させることがわかった。
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Figure　12　Eflbct　of　MgSO40n　adenylate　cycla8e　activity　and　protein㎞a8e　A

activity　in　HT」29　cels

A：HT・29　cells　were　treated　with　MgSO4（7．5　mM），丑）rskolin（FS，50μM），8・Br

cAMP（cAMB　l　mM），　or　the　original　medium（control）and　recovered　6　h　later．

AQp31nRNA　expression　level　was　measured　by　real・time　RT－PCR，　corrected　fbr

the　GAPDH　level，　and　then　presented　using　the　mean　of　the　control　cells　as　100％．

B：HT・29　cells　were　treated　with　MgSO4（7．5　mM），丑）rskolin（FS，50μM），　or　the

original　medium（control）and　recovered　20　min　later　Adenylate　cyclase（AC）
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activity　was　assayed　by　determining　the　rate　of丑）rmation　of　cAMP　from　ATP　and

presented　using　the　mean　of　the　control　cells　as　100％．

C：HT－29　cells　were　treated　with　MgSO4（7．5　mM），8・Br　cAMP（cAMB　l　mM），　or

the　original　medium（control）and　recovered　20　min　lateL　The　control　was　treated

with　the　original　medium　and　handled　in　a　similar　manner．　Protein　kinase　A

（PKA）activity　was　assayed　by　a　commercial　kit　and　presented　using　the　mean　of

the　control　cells　as　100％．

Data　represent　means±SDs丘）r　6　experiments．　Dunnett’s　test：旨p＜0．01　vs．

control．
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3・10．且！F29細胞のCREBのリン酸化に及ぼすMgSO4の影響

　プロテインキナーゼAの活性化により、核内転写因子cAMP・response

element・binding　Protein（CREB）のリン酸化が充進し59・60）、　AQpsの発現が増加す

ることが知られている61，62）。そこで、MgSO4によるAQP3の発現増加にCREBの

リン酸化が関与しているか否かを調べた（Figure　13）。

　ウエスタンブロッティングにおいて、リン酸化されたCREB（P・CREB）および

CREBのタンパク質は、いずれも43　kDa付近に検出された。　MgSO4添加1時間後

のP・CREBおよびCREBのタンパク質発現量の比（P・CREB／CREB）をとり、CREB

のリン酸化の程度を評価した（Figure　13）。　P・CREB／CREBは、　AQp3の発現増加

が認められなかった0．75mMのMgSO4添加では、変化が見られなかった。これに対

して、AQp3の発現増加が認められた7．5　mMおよび75　mMのMgSO4では、Control

に比べて、CREBのリン酸化の充進がみられた（Figure　13）。このCREBのリン酸

化の充進は、AQp3のmRNAの発現増加（Figure　9A）と符合するものであった。

　以上の結果から、MgSO4はCREBのリン酸化を元進することが明らかとなった。
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Figure　13　Effbct　of　MgSO40n　CREB　phosphorylation　ill　HT29　cel8

HT・29　cells　were　treated　with　MgSO4（0．75，7．5，　and　75　mM）and　recovered　l　h

later．　The　control　was　treated　with　the　original　medium　and　handled　in　a　similar

manneエP－CREB　and　CREB　protein　expression　levels　were　determined　by

Western　blotting．　The　ratio　of　P・CREB　to　CREB　protein　expression　level　was

calculated　and　presented　using　the　mean　of　the　control　cells　as　100％．　Data

represent　means±SDs　fbr　6　experiments．　Du皿ett’s　test：★p＜0．05　and★★：p＜0．01

VS．　COIItrol．
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4．考察

　本章では、浸透圧性下剤MgSO4の潟下作用における大腸AQPsの役割にっいて検

討した。実験に際して、MgSO4は29／kgの投与量でラットに経口投与したが、この

投与量は過去の報告28，29）を基に設定した。

　MgSO4は腸管内浸透圧を高めることにより、腸内容物を軟化・増加させ、潟下作

用を発現することが知られている2）。そこでまず、MgSO4投与後のラット大腸におけ

る浸透圧調節関連遺伝子のmRNA発現量を測定し、糞中水分量と浸透圧との関係に

ついて調べた。浸透圧の変動の指標として、浸透圧調節関連遺伝子SMITおよびTauT

のmRNA発現量を測定した。これらの浸透圧調節関連遺伝子は細胞外の浸透圧の変

動に伴い、転写が制御され、敏速にmRNA発現量が変動することが知られている3亀

39）。この変動は、高浸透圧刺激においては、30分後にmRNAの発現量の増加が見ら

れ、浸透圧の低下に伴い、発現量が減少することが報告されている3963）。したがっ

て、これらのmRNA発現量は、浸透圧の変動の指標として用いることができる6364）。

SMITおよびTauTのmRNA発現量は、　MgSO4投与2時間後において最も高い値を

示し、その後、経時的に減少した（Figure　6）。これらのことから、大腸内の浸透圧

はMgSO4投与2時間後の時点ではすでに高い状態にあり、下痢に伴いMgSO4が排

泄されるため、経時的に減少することがわかった。一方、糞中水分量は投与2時間後

の時点では低く、MgSO4による糞中水分量増加と大腸内浸透圧上昇には相関がみら

れなかった（Figures　5　and　6）。以上のことから、　MgSO4による潟下作用は、従来

から考えられていた腸管内浸透圧の上昇のみでは説明できないことが明らかとなっ

た。

　ラットの大腸においては主に、AQp1、　AQp2、　AQp3、　AQp4およびAQp8が発

現していることが知られている1821，22）。大腸におけるAQp　1、　AQp2、　AQp3、　AQp4

およびAQP8のタンパク質を免疫染色した結果、AQP3は大腸の管腔側に多く発現し、
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その発現強度は他のAQpsに比べて著しく強かった（Figure　7）。また、　AQp3は、

大腸粘膜上皮細胞のapica1側およびbasal側の両側に発現していることが明らかとな

った（Figure　7）。これらのことより、大腸の水の移動にはAQP3が中心的役割を担

っている可能性が示唆された。

　AQP3のmRNA発現量について調べた結果、　MgSO4投与2時間後に最も高値を示

し、その後、徐々に減少することがわかった（Figure　8A）。一方、大腸のAQp3の

タンパク質発現量はMgSO4投与2時間後には有意に増加しているものの、その後、

経時的かつ著明に増加し、投与8時間後では投与直後に比べ、約8倍有意に増加する

ことが明らかとなった（Figure　8B）。また、このAQp3のタンパク質の発現パター

ンは、糞中水分量の経時変化と符合することがわかった（Figures　5　and　8B）。

　これまで、MgSO4を含む浸透圧性下剤は、腸管内の浸透圧が上昇することにより

下痢が発症するものと考えられていた。しかし、SMITおよびTauT　mRNAの測定結

果から、MgSO4投与2時間後の時点ではすでに、腸管内の浸透圧は血管内のそれに

比べ、高くなっているものと考えられるが、下痢は発症しなかった。これは、浸透圧

勾配から考えると、水の移動は血管側から管腔側方向であったにもかかわらず、AQP3

の発現量が十分でなかったため、水の移動量が少なく、下痢を発症するには至らなか

ったものと考えられる。それに対して、MgSO4投与4時間目以降では、浸透圧は2

時間後に比べ、いくぶん低下したものの、AQP3の発現量が著明に増加したため、大

量の水が血管内から管腔内に移動し、下痢が発症したものと考えられる。この推論は、

AQPsを介した水の移動は、浸透圧の差よりもむしろ、　AQPsの発現量に大きく依存

するとの報告と一致する65・66）。以上の結果から、MgSO4の潟下作用が単に浸透圧の

変化のみによってもたらされるものではなく、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現増加

を伴って、極めて合理的に生じている可能性が示唆された。

　次に、HT－29細胞は、ラットを用いたin　vivo試験を反映し得るin　vitro実験系で

あることがわかった（Figure　9）ので、この細胞を用いて、　AQP3発現増加メカニズ
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ムを検討した。一般に、AQPsは高浸透圧刺激によって発現が増加することが知られ

ている49・50）。MgSO4は水溶液中でMg2＋とSO42’に解離し、浸透圧を上昇させる。そ

こで、まず、MgSO4によるAQP3の発現増加が浸透圧の増加によるものであるか否

かを調べた。その結果、MgSO4添加によるAQP3のmRNAの発現増加は、浸透圧

には起因しないことがわかった（Table　5）。

　次に、MgSO4によるAQp3発現増加作用が、　Mg2＋に起因するものであるか、ある

いはSO42’に起因するものであるかについて、種々のマグネシウム塩および硫酸塩を

用いて検討した。Mg2＋濃度の等しいMgSO4とMgCl2をHT・29細胞に添加したとこ

ろ、AQP3のmRNA発現量はいずれもControlに比べて有意に増加し、この増加率

は両者でほぼ等しかった（Figure　10A）。これに対して、SO42⇔の濃度が等しいMgSO4、

Na2SO4およびK2SO4添加実験においては、　MgSO4添加時のみにAQp3のmRNA

の著明な発現増加が見られた（Figure　10B）。これらのことから、　HT29細胞におけ

るMgSO4によるAQP3の発現増加には、　SO42’は関与せず、　Mg2＋が重要な役割を担

っていることが示唆された。なお、MgCl2はMgSO4と同様に潟下剤として使用され

ているのに対して、Na2SO4およびK2SO4は潟下剤として使用されていない。このこ

とより、潟下剤として用いられている化合物は、AQPsの発現を変動させる可能性を

有していることが示唆された。

　Mg2＋は大腸粘膜上皮細胞の刷子縁膜に存在するMg輸送トランスポーター

transient　receptor　potential　melastatin（TRPM）6／TRPM7複合体により、細胞内に

取り込まれる67）。MgSO47．5　mM添加10分後にはすでに、細胞内Mg濃度が約1．4

倍有意に増加していた（Figure　11）。また、　MgSO4添加20分後におけるアデニル酸

シクラーゼ活性およびプロテインキナーゼA活性は、それぞれ約1．5倍および1．6倍

有意に増加していた（Figures　12B　and　12C）。　MgSO4によるアデニル酸シクラーゼ

の活性化およびプロテインキナーゼAの活性化は、それぞれのpositive　controlであ

るfbrskolinおよび8・Br　cAMP添加時とほぼ同等であった（Figures　12B　and　12C）。
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また、fbrskolinおよび8－Br　cAMP添加時のAQp3のmRNA発現量は、　MgSO4添加

時とほぼ同程度まで増加していた（Figure　12A）。したがって、　MgSO4によるAQP3

の発現増加メカニズムは、fbrskolinあるいは8・Br　cAMPに類似している可能性が考

えられた。

　アデニル酸シクラーゼの活性化により、産生されるcAMPは、プロテインキナーゼ

Aを活性化し、転写因子CREBのリン酸化を充進する59・60）。また、　AQPsはCREB

のリン酸化により転写および発現量が調節されている61，62）。そこで、CREBのリン

酸化に及ぼすMgSO4の影響を検討した。その結果、　AQP3の発現量を増加させた7．5

mMおよび75　mMにおいて、　CREBのリン酸化が充進していることがわかった

（Figure　13）。

　以上の結果から、MgSO4は細胞内Mg濃度を増加させることにより、アデニル酸

シクラーゼおよびプロテインキナーゼAを活性化し、CREBのリン酸化の充進を介

して、AQp3の発現量を増加させたものと考えられた（Figure　14）。

　MgSO4は潟下剤として、臨床で1回5・15　gを服用する。ヒト大腸の内容積を2L

と仮定する68）と大腸内のMgSO4濃度は20・60　mMとなる。本研究において、　HT・29

細胞のAQp3の発現を増加させたMgSO4の7．5　mMという濃度は、　MgSO4服用後

のヒト腸管内においてあり得る濃度であると考えられる。

　本章の結果から、MgSO4の潟下作用が単に浸透圧の変化のみによってもたらされ

るものではなく、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現増加を伴って、極めて合理的に生

じている可能性が示唆された。さらに、MgSO4は以下の経路により、ラット大腸に

おけるAQP3の発現を増加したと考えられる。まず、細胞内Mg濃度の上昇に伴って

アデニル酸シクラーゼが活性化され、cAMPの生成量が増加する。次にcAMPの上

昇に伴ってプロテインキナーゼAが活性化され、CREBのリン酸化が充進する。リ

ン酸化されたCREBは、　DNAのcAMP－response　element（CRE）に結合し、　AQP3

のmRNAの転写を促進する（Figure　14）。
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　　　　　　　　　Mg2＋SO42’

TRPM6／TRPM7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AQP3

M／3TP，AMP

Figure　14　Suggested　mam　mecllanisms　of　the　laxative　ef品ct　of　MgSO4
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【第二章】

ピサコジルの潟下作用における大腸AQP3の役割および

　　　　　AQP3発現変動メカニズムの解明

1．緒言

　ピサコジルは大腸刺激性の潟下剤に分類され、単独あるいは浸透圧性下剤との併用

により、便秘症の改善に広く用いられている。ピサコジルは、大腸のPGE2の産生を

促進し、Na＋，K＋・ATPaseの活性を阻害する。その結果、腸管内浸透圧が高まり、腸

管側から血管側への水の吸収を減弱させるため、潟下作用を発現すると考えられてい

るa4）。しかし、　PGE2の産生メカニズムや産生細胞については、全く知られていなか

った。さらに、大腸における水の移動に関しては、AQP3が関与しているか否かは全

く不明であった。

　本章では、ピサコジルの潟下作用における大腸AQP3の役割を調べる目的で、まず、

ラットにピサコジルを経口投与し、糞中水分量の変動と大腸AQP3の発現変動との関

係を調べた。次に、ピサコジルによる大腸AQP3の発現変動メカニズムを調べる目的

で、ラットを用いるin　vivo実験に加え、マクロファージRaw264．7細胞およびHT－29

細胞を用いるin　vitro実験も行った。
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2．方法

2・1．試薬

　Bisacody1、　tumour　necrosis丘ctor（TNF）・α、　indomethacinおよびDAPI　solution

は、和光純薬工業株式会社（大阪，日本）から購入した。BSAおよびTRI　reagent

は、Sigma・Aldrich　Corp．（St．　Louis，　MO，　USA）から購入した。　PGE2は、　Cayman

Chemical（Ann　ArboちMI，　USA）から購入した。　High　capacity　cDNA　synthesis　kit

は、Applied　Biosystems（Foster　City　CA，　USA）から購入した。　iQ　SYBR　green

supermixは、　Bio・Rad　Laboratries（Hercules，　CA，　USA）から購入した。　Rabbit

antiTat　AQP3　antibodyは、Alomone　Labs（Jerusalem，　Israel）から購入した。Rabbit

antiTat　COX－2　antibodyは、abcam（Cambridge，　UK）から購i入した。　Mouse　antiTat

macrophage／dendritic　cell　monoclonal　antibodyは、　Trans　Genic　Inc．（神戸，日本）

より購入した。Alexa　Fluoro　488　donkey　antiTabbit　IgG、　Alexa　Fluoro　555　donkey

antimouse　IgGおよび各種プライマーは、インビトロジェン（東京，日本）から購入

した。Donkey　anti・rabbit　IgG－HRP　antibodyは、　Santa　Cruz　Biotechnology　Inc．

（Santa　Cruz，　CA，　USA）から購入した。　ECL　plus　Western　blotting　detection

reagentsは、　GE　Healthcare（Chalfbnt　St．　Giles，　UK）から購入した。その他の試

薬は、市販されている物の内、最もグレードの高い物を購入した。

2・2．動物

　10週齢の雄性Wistar系ラットは日本エスエルシー株式会社（静岡，日本）から購

入した。動物は温度24土1℃、湿度55土5％の施設において飼育し、明暗条件は8：00

点灯、20：00消灯の条件下で飼育した。

本動物実験は、実験動物の適正な使用および管理にっいて定められた星薬科大学動

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50



物センター管理運営規程に準じて行われた。

2・3．ピサコジルの投与方法

　ピサコジル投与18時間前よりラットを絶食した（飲水は自由）。ピサコジル（20

mg／kg）水溶液をラットに経口投与し、ピサコジル投与直後、1、2、3、5、8および

12時間後にエーテル麻酔下で解剖し、大腸を摘出した。また、ピサコジルを経口投

与する15分前に、インドメタシン（10mg／kg）あるいは生理食塩液をラットに腹腔

内投与し、ピサコジル投与2時間後の大腸を摘出した。PBSを用いて大腸を洗浄し

た後、液体窒素により瞬時冷凍し、－80℃で保存した。

2・4．糞中水分量の測定

　それぞれのラットについて、ピサコジル投与8時間後まで経時的に糞を採取し、シ

リカゲル入りのデシケータ内で24時間乾燥した。糞湿質量および乾燥質量から糞1g

に含まれる水分量を算出した。

2・5．免疫組織化学染色

　ラットをエーテルにより麻酔し、心臓内にPBSを灌流した。次いで、4％PFA溶

液を50mL灌流後、大腸を摘出し、4％PFA溶液中で固定した（4℃、1時間）。4℃

で一晩、30％sucrose溶液に浸し、　OCT　compoundで包埋した。凍結ブロックをク

リオスタットにより10μmに薄切し、MAS－coated　glass　slideに固定した。固定した

切片をPBSで洗浄後、　blocking　buf6erで1時間ブロッキングした。次いで、一次抗

体［rabbit　anti－rat　AQp3（1／200）、rabbit　anti・rat　COx・2（11100）、mouse　anti－rat
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macrophageldendritic　cell（1125）］で、一晩、4℃でインキュベートした。　PBSで3

回洗浄した後、Alexa　Fluor　488　donkey　anti・rabbit　IgG　antibody（1／200）あるいは

Alexa　Fluor　555　donkey　anti・mouse　IgG　antibody（1／200）と室温で1時間反応さ

せた。PBSで3回洗浄後、　DAPI　solution（1／500）と室温で30分間反応させた。　PBS

で洗浄した後、vectashieldで封入し、蛍光顕微鏡を用いて検出した。

2・6．Raw264．7細胞の培養方法

　Raw264．7細胞は、100　U／mL　penicillin　G　potassium、100　pg／mL　streptomycin、

1％の非必須アミノ酸および10％FBSを含んだDMEM培地で維持した。細胞は密度

6×104cells！cm2で24　we11・plateに播種し、　CO2　incubatorでインキュベートした。

サブコンフルエントになった状態の細胞にピサコジル（10μg／mL）を添加し、0．5時

間あるいは2時間培養した。培養上清を回収し、培養上清中のTNF・α濃度（R＆D

Systems，　Inc．　Minneapolis，　MN，　USA）およびPGE2濃度（Cayman　Chemical）を

EHSAキットを用いて測定した。また、細胞を回収し、　TNF・α、　interleukin（IL）

・ 16、IL・6、　cyclooxygenase（COX）1およびCOX2のmRNA発現量をリアルタイム

RT・PCRにより測定した。なお、実験には3－10代目の細胞を用いた。

2・7．HT29細胞の培養方法

　HT29細胞は、100　U／mL　penicillin　G　potassium、10011g／mL　streptomycin、0．25

μg／mL　amphotericin　Bおよび10％FBSを含んだRPMI　1640培地で維持した。細胞

は密度2×106cells／cm2で100・mm　dishに播種し、　CO2　incubatorでインキュベート

した。サブコンフルエントになった状態の細胞にピサコジル（10μg／mL）、TNF一α（10

μg／mL）およびPGE2（10μM）を添加し、0．5時間、2時間あるいは6時間培養した。
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セルスクレーパーにより細胞を回収し、AQP3のタンパク質発現量をウエスタンブロ

ッティングにより測定した。実験には5－15代目の細胞を用いた。

2・8．大腸および細胞からのRNAの抽出

　凍結した大腸約15mgあるいは回収したRaw264．7細胞からTRI　reagentを用い

てRNAを抽出した。得られた溶液をTE　buflbrを用いて50倍希釈し、分光光度計

により260nmおよび280　nmの吸光度を測定することで、純度の確認およびRNA

濃度（μg／mL）の算出を行った。

2・9．Rea1・t血e　R1｝PCR

　RNA　1μgからHigh　capacity　cDNA　synthesis　kitを用いてcDNAを合成した。こ

れをTE　buf』にて20倍希釈し、　cDNA　TE　buf｛br溶液とした。　Table　6に示すプラ

イマーを作成し、rea1・time　PCRを行い、各遺伝子の発現を検出した。すなわち、　PCR

platesの各wel1へiQ　SYBR　green　supermix　25μL、目的遺伝子のForward　primer

（5pmoUμL）3μL、　Reverse　primer（5　pmoUμL）3μL、　cDNA　TE　buf｛br溶液4μL、

RNase　free　water　15μLを加えた。温度条件はdenaturation　temperatureとして

95℃で15秒、annealing　temperatureとして56℃で30秒、　elongation　temperature

として72℃で30秒とした。増幅過程の蛍光強度をMy　iQTM　single　color　real・time

PCR　detection　systemによりモニタリングした。　mRNA発現量は18S　rRNAあるい

はGAPDHを用いてノーマライズした。
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Table　6　Pr皿er　8equence80f　mRNA

Gene　　　　　　　　　　　Forward（5’・3’）　　　　　　　　　　　　Reverse（5’・3’）

rTNF・（1　　　GAAACACACGAGACGCTGAAGT　CACTGGATCCCGGAATGTCGAT

rIL－16　　　　TCAGGCTTCCTTGTGCAAGTGT　ACAGGTCATTCTCCTCACTGTC

rI七6　　　　　TAGTCCTTCCTACCCCAACTTC　　GCCGAGTAGACCTCATAGTGAC

rCOXl　　　　AAGGAGATGGCCGCTGAGTT　　　AGGAGCCCCCATCTCTATCA

rCOX2　　　　GCTGATGACTGCCCAACTC　　　　GATCCGGGATGAACTCTCTC

r18S　rRNA　　GTCTGTGATGCCCTTAGATG　　　AGCTTATGACCCGCACTTAC

mTNF・α　　　ATGGACACCAAACATTTCCTGC　CCAGTGGAGAGCCGATTCC

mCOX2　　　CAGGGCCCTTCCTCCCGTAG　　　GCCTTGGGGGTCAGGGATGA

mGAPDH　　GGCAAATTCAACGGCACAGT　　AGATGGTGTGGGCTTCCC

TNF：tumour　necrosis　factoちIL：interleukin，　COX：cyclooxygenase，　GAPDH：

glyceraldehyde　3－phosphate　dehydrogenase

2・10．大腸の膜画分の調製

　ラット大腸からかきとった粘膜をdissecting　buf民rにより、氷上でdigital

homogenizerを用いてホモジナイズ（1，250　rpm、5stroke）した。ホモジネートを

遠心分離（800×g、15分、4℃）し、得られた上清（上清A）からcrude　membrane

画分、plasma　membrane（PM）画分およびintracellular　vesicle（IV）画分を調製

した。上清Aを遠心分離（200，000×g、60分、4℃）した後、上清を除去し、沈殿に

dissecting　buf【brを加え、超音波分散機により分散させた。この溶液を、細胞全体の

膜を含むcrude　membrane画分とした。また、上清Aを遠心分離（17，000×g、30分、

4℃）した後の上清（上清B）を分取した。沈殿にdissecting　buf』を加え、超音波

分散機により分散させ、これをplasma　membraneを豊富に含むPM画分とした。さ
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らに、上清Bを遠心分離（200，000×g、60分、4℃）し、上清を除去した。沈殿にdissecting

buf6erを加え、超音波分散機により分散させ、これをintracellular　vesicleを豊富に

含むIV画分とした31・32）。

2・11．HF29細胞の膜画分の調製

　セルスクレーパーにより剥離したH〔F29細胞をlysis　buf｛br（10　mM　Tris，150　mM

NaCl，8．5μM　leupeptin，1μM　PMSE　O．5％NP・40；pH　72）を用いて、氷上で超音

波処理した。ホモジネートを遠心分離（15，000×g、15分、4℃）し、得られた上清を

crude　membrane画分とした。

2・12．電気泳動およびウエスタンブロッティング法

　タンパク質濃度は、BCA法69）を用いて測定した。標準品にはBSAを用いた。

　電気泳動は、Laemmli法34）に基づいて行った。タンパク質をloading　buf〔brで2

倍希釈し、ポリアクリルアミドゲルにアプライした。電気泳動後、分離されたタンパ

ク質はセミドライブロッティング装置を用いて、PVDFメンブレンに転写した。1％

スキムミルクで1時間ブロッキングを行った後、rabbit　antiTat　AQP3　antibody

（1／500；rat　colon，1／100；HT29　cells）と室温で1時間反応させた。メンブレンを

TBS－Tweenで洗浄後、　donkey　anti・rabbit　IgG－HRP　antibody（115，000）と室温で1

時間反応させた。メンブレンを洗浄後、ECL　plus　Western　blotting　detection

reagentsと反応させ、化学発光検出器で露光し、検出されたバンドを解析した。
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2・13．大腸のPGE2含量の測定

　ラット大腸のPGE2含量は、　prostaglandin　E2　EIA　kit（Cayman　Chemical）を用

いて測定した。PGE2抽出方法は、　prostaglandin　E2　EIA　kit付属のプロトコールに

従って行った。すなわち、ラット大腸200mgをホモジネートバッファー（1　mM

EDTAおよび10μM　indomethacinを含むPBS；pH7．4）1mLを用いて、ホモジナ

イズした。遠心分離（8，000×g、10分、4℃）を行い、上清中のPGE2濃度を測定し

た。

2・14．統計学的有意差検定

　実験値は平均値土標準偏差として表示した。2群の平均値の有意差検定には、

Student’s　t・テスト、平均値の多重比較にはDannett法あるいはTukey法を用いた。
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3．結果

3・1．糞中水分量

　ラットにピサコジルを経口投与した際の糞中水分量を経時的に測定した（Figure

15）。糞中水分量はピサコジル投与により、経時的に増加した。特に、ピサコジル投

与4時間後から8時間後にかけて糞中水分量は著しく増加し、投与直後に比べて約8

倍から12倍となり、この間に激しい下痢が見られた。
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Figure　15　Ef玉ect　of　bi8acodyl　oll　f已ecal　water　colltent

Rat　faecal　samples　were　collected　at　various　times丑）r　up　to　8　h　beginning

immediately　after　the　administration　of　bisacody1，　and　the　faecal　water　content

was　measured．　The　mean　faecal　water　content　immediately　after　the

administration　of　bisacodyl（O　h）was　indicated　as　100％．　Data　represent　means±

SDs丘）r　6　rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05　and治p＜0．01vs．　O　h．
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3・2．大腸のAQP3タンパク質発現量および発現分布

　大腸粘膜上皮細胞に最も強く発現しているAQP3について、ピサコジル投与後のタ

ンパク質発現量をウエスタンブロッティングにより経時的に調べた（Figure　16）。

　大腸粘膜上皮細胞から調製したcrude　membrane画分におけるAQP3のタンパク

質発現量は、ピサコジル投与2時間後から有意に低下し、5時間後には投与直後（Oh）

に比べ、約80％低下した。さらに、AQP3の発現量は、投与8時間後においても投

与直後の約50％であった（Figure　16A）。

　大腸粘膜上皮細胞のAQP3は、種々の刺激により、細胞膜直下の小胞から管腔側膜

へと移動し、水チャネルとして機能することが解明されている70）。Plasma　membrane

（PM）画分は、細胞膜を多く含むため、この画分のAQP3の発現量を調べることに

より、水の輸送に直接かかわるAQp3の発現量がわかる。一方、　intracellular　vesicle

（lv）画分は、小胞体膜を多く含むため、この画分のAQP3の発現量を調べること

により、小胞体膜に発現しているAQp3の発現量がわかる。また、　crude　membrane

画分の発現量を調べることにより、PM画分およびIV画分に発現しているAQP3の

総量がわかる。そこで、ピサコジルを投与したラット大腸のPM画分およびIV画分

におけるAQP3のタンパク質発現量を調べた。その結果、大腸PM画分（Figure　16B）、

IV画分（Figure　16C）およびcrude　membrane画分（Figure　16A）におけるAQp3

のタンパク質発現量は、ともに同様の挙動を示し、しかも、糞中水分量の経時変化

（Figure　15）と逆の変動を示すことがわかった。

　さらに、免疫組織化学染色の結果においても、大腸粘膜上皮細胞に発現している

AQp3が経時的に低下することが確認できた（Figure　17A）。加えて、ピサコジルに

よる大腸AQp3の発現低下は、　apical側およびbasal側の両部位において見られた

（Figure　17B）。

　これらのことより、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現はピサコジル投与2時間後か

ら急激かつ著明に低下し始め、この低下は投与8時間後まで持続することがわかった。

59



　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　B

3°－4°kD・・｛■■●一繋　　一●■　 3・－4・kD・・｛■■■姥日翻一…回■
　　27kDa・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27　kDa・　　口怜一豊一二　　　　＿－

　　　　　　　　　　　　0　　1　　2　　3　　5　　8　　12　　　　　　　　　　　　　　　　0　　1　　2　　3　　5　　8　　12

5140　　　　　　　　 ⊆140’812・　　　　　　　・§12・
葵宕100　　　　　　　　　　　　　　　　　　　豊（100
Φ0　　80　　　　　　　　　　　　　　　　★★　　　　　　　　　×」＝　80
　　　

暮6・　　　　　　　・5ち6・
≧iL）　　40　　　　　　　　　　　　　★★★　★★★　　　　　　　　　　　　　　　1巨ミ邑　40

£　20　　　　　　　　　　　　　言　20
2　　0　　　　　　　　　　　　6　0
　　　　　　　　　　01235812　　く〔　　01235812
　　　　　　　　　　　Time　after　administration（h）　　　　　　　　　　　　　Time　after　administration（11）

　　　C

30－40kD・・｛●●●●●●O由●●●●●
　　27kDa・　　　　　　　　　　　　　　＿一　　■●一⇔藍

⊆　　140
．9

器　120
豊＿100

廷80
・ξち60
亘邑40
ユ
σ）　　　20
江
0　　　　0
＜

0　　1　　2　　3　　5　　8　　12

1me　after　administration（h）

Figure　16　Ef寳bct　of　bi8acodyl　on　AQp3　proteill　expre88ion　level　in　the　rat　colon

Rat　colons　were　harvested　at　various　times丘）r　up　to　12　h，　beginning　immediately

after　the　administration　ofbisacodyl．　The　crude　membrane（A），　plasma　membrane

（B），and　intracellular　vesicle　fractions　（C）were　prepared，　and　the　protein

expression　levels　of　AQp3　were　analysed　by　Western　blotting．　Mean　levels　of

AQp3　protein　expression　immediately　after　administration（o　h）were　indicated　as

100％．Data　represent　means±SDs　fbr　6　rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05，旨p＜0．01，

and★★＊p＜0．001vs．　O　h．
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Figure　17　The　distribution　of　AQp3　expression血the　colon　of　rats　after

bisacodyl　administration

A：The　colons　were　removed　from　the　rats　from　immediately　af㌃er　administration

to　5　h　after　administration．　AQp3（green）and　nuclei（red）were　immunostained．

Band　c：Enlarged　view　ofAQp3　in　the　mucosal　epithelial　cells　in　the　colon　of　rats

immediately　after　administration（B）and　5　h　after　administration（C）．
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3・3．大腸の炎症性サイトカインのmRNA発現量

　AQPsの発現量は、炎症性サイトカインにより低下することが知られている71’73）。

そこで、ピサコジルの投与により、大腸の炎症性サイトカイン（TNF・α、　IL－16、　IL・6）

のmRNA発現量が増加しているか否かを調べた（Figure　18）。

　ピサコジルを投与したラット大腸のTNF一αのmRNA発現量は、ピサコジル投与1

時間後には変化は見られなかったが、投与2時間後および3時間後には有意に増加し

た（Figure　18A）。また、　IL　16およびIL－6のmRNA発現量も、　TNF一αと同様にピ

サコジル投与2時間後から3時間後にかけて、いずれも有意に増加した（Figures　18B

and　18C）。

　以上の結果から、ピサコジルの投与により、大腸の炎症性サイトカインの発現が増

加することがわかった。
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Figure　18　E丑bct　of　bi8acodyl　on　mRNA　expre88ion　level80f　in且ammato正y

CytO㎞e8　in　the　rat　COIOn

Rat　colons　were　harvested　at　various　times丑）r　up　to　12　h，　beginning　immediately

after　the　administration　of　bisacodyl．　The　mRNA　expression　levels　of　TNF・α（A），

IL・16（B），　and　IL－6（C）were　analysed　by　real’time　RT・PCR．　Normalisation　was

perfbrmed　against　18S　rRNA，　and　the　mean　levels　of　mRNA　expression

immediately　after　administration（O　h）were　indicated　as　100％．　Data　represent

means±SDs　fbr　6　rats．　Dunnett’s　test：＊p＜0．05　and渋p＜0．01vs．　O　h．
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3・4大腸のCOX8の発現量および発現分布

　炎症性サイトカインは、COX2の発現量を増加させることが知られている74）。そこ

で、ピサコジル投与により、大腸のCOX2の発現が増加しているか否かを調べた

（Figure　19）。

　その結果、COX2のmRNA発現量は、炎症性サイトカインの発現パターンと同様

に、ピサコジル投与2時間後から3時間後にかけて有意に増加することがわかった

（Figure　19B）。それに対して、　COX　1のmRNA発現量は、いずれの時間において

も変化しないことがわかった（Figure　19A）。

　ピサコジルはマクロファージを活性化させること7576）、およびマクロファージが

活性化するとCOX2の発現が増加することが知られている77）。そこで、　COX2のタ

ンパク質をマクロファージと二重染色することにより、COX2の発現がマクロファー

ジに由来するものであるか否かを調べた。その結果、COX2およびマクロファージは、

大腸粘膜固有層に局在していることがわかった（Figure　20Aのそれぞれanti・COX2

およびanti・macrophage）。しかも、両者が共発現していることがわかった（Figure

20B）。これらのことより、ピサコジル投与2時間後において、大腸粘膜固有層に局

在しているマクロファージのCOX2が特異的に活性化している可能性が示された。

　以上の結果から、ピサコジルは大腸のマクロファージを活性化することにより、マ

クロファージのCOX2の発現量を増加させている可能性が示された。
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　　Figure　19　Effbct　of　bi8acodyl　on　mRNA　expre88ion　leve180f　il1且ammato正y

鋤㎞es　and　COXs血the　rat　colon

　　Rat　colons　were　harvested　at　various　times丑）r　up　to　12　h，　beginning　immediately

　　after　the　administration　of　bisacody1．　The　mRNA　expression　levels　of　COX1（A）

　　and　COX2（B）were　analysed　by　real・time　RT・PCR．　Normalisation　was　per量）rmed

　　against　18S　rRNA，　and　the　mean　levels　of　mRNA　expression　immediately　after

　　administration（O　h）were　indicated　as　100％．　Data　represent　means±SDs　fbr　6

　　rats．　Dunnett’s　test：鼎p＜0．01vs．　O　h．
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Figure　20　The　di8tribution　of　COX2　expression　jn　the　colon　of　rat82haf逢er　the

admini8tration　of　bisacodyl

A：The　colons　were　removed　from　the　rats　2　h　after　the　administration　of　bisacodyl．

COX2（green），　macrophage（red），　and　nuclei（blue）were　ilnmunostained．

B：Enlarged　view　of　COX2　in　the　rat　colon．
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3・5．Raw264．7細胞に対するピサコジルの影響

　ラットの大腸において、ピサコジルはマクロファージに直接作用することにより、

炎症性サイトカインを分泌し、マクロファージのCOX2の活性化を介して、大腸粘膜

上皮細胞のAQP3の発現を著明に減少させている可能性が示唆された。そこで、この

ことをより明確にするために、マウスマクロファージ由来細胞株Raw264．7細胞を用

いて、種々検討した。

　まず、ピサコジルがマクロファージを直接活性化させるか否かを調べた（Figure

21）。ピサコジル添加0．5時間後および2時間後において、Raw264．7細胞のTNF・α

mRNA発現量は、添加直後（O　h）と比べ、それぞれ約22倍および6倍有意に増加

していた（Figure　21A）。同様に、培養上清中のTNF・α濃度も、ピサコジル添加0．5

時間後において、添加直後に比べて、約1．8倍有意に増加し、2時間後では約8倍有

意に増加していた（Figure　21C）。

　次に、COX2の活性化について調べた。ピサコジル添加0．5時間後および2時間後

におけるCOX2のmRNA発現量は、添加直後と比べて、それぞれ約1．8倍および6

倍有意に増加していた（Figure　21B）。

　さらに、COX2の活性化により合成されるPGE2について、合成量の変化を調べた。

その結果、ピサコジル添加0．5時間後および2時間後において、培養上清中のPGE2

濃度が、添加直後と比べて、それぞれ約1．6倍および2．2倍有意に増加することがわ

かった（Figure　21D）。

　以上の結果から、ピサコジルは直接マクロファージを活性化し、TNF一αの分泌を充

進すること、マクロファージのCOX2の発現を増加すること、およびPGE2の分泌を

充進することがわかった。
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Figure　21　Ef飴ct　of　bi8acodyl　on　Raw264．7　ce皿8

Raw264．7cells　were　treated　with　bisacody1（10μg／mL）and　recovered　O，0．5，　and　2

hlateL　TNF・α（A）and　COX2（B）mRNA　expression　levels　were　measured　by

rea1・time　RT・PCR，　corrected量）r　the　GAPDH　leve1，　and　presented　using　the　mean

of　the　O　h　cells　as　100％．　Directly　afteち0．5　h　afteちand　2　h　after　the　addition　of

bisacodyl，　the　supernatant　was　collected，　and　the　concentrations　of　TNF・α（C）and

PGE2（D）were　measured　by　using　EIA．　The　mRNA　expression　levels　and　TNF・α

and　PGE2　concentrations　in　the　control　did　not　change　up　to　2　h　af㌃er　the　addition

of　the　original　medium．　Data　represent　means±SDs　fbr　6　experiments．　Dunnett’s

test：★p＜0．05，★★p＜0．01，　and★★★p＜0．001vs．　O　h．
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3・6．且丁・29細胞のAQP3のタンパク質発現量に及ぼすピサコジル、　TNF・αあるいは

　　PGE2の影響

　ピサコジルは、マクロファージに直接作用し、TNF・αおよびPGE2の分泌を充進さ

せることがわかった。しかし、TNF・αが直接大腸粘膜上皮細胞に作用しAQP3を減

少させている可能性はないのか、あるいはピサコジルが直接大腸粘膜上皮細胞に作用

しAQP3を減少させている可能性はないのか、それともPGE2が直接大腸粘膜上皮細

胞に作用しAQP3を減少させているのかにっいては不明であった。そこで、　HT29

細胞にピサコジル、TNF・αあるいはPGE2を添加し、これらがAQP3のタンパク質

発現量を低下させるか否かを調べた（Figure　22）。

　ピサコジル添加o．5時間後および2時間後においても、HT－29細胞のAQp3のタン

パク質発現量は、添加直後（Oh）と比べて有意な変化は認められなかった（Figure

22A）。

　TNF・α添加o．5時間後および2時間後においても、　AQP3のタンパク質発現量は、

添加直後と比べて有意な変化は認められなかった。それに対して、6時間後において

は、TNF・αの添加により、AQp3のタンパク質発現量は有意に低下していた（Figure

22B）。

　一方、HT29細胞にPGE2を添加した場合には、　AQP3のタンパク質発現量は、添

加0．5時間後にはすでに、添加直後の約40％まで有意に低下していた（Figure　22C）。

　以上の結果より、PGE2が大腸粘膜上皮細胞に直接作用し、　AQP3の発現を低下さ

せている可能性が示された。
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Figure　22　Ef丘ct　of　bi8acodyl（A），　TNFて1（B）and　PGE2（C）on　the　expre88ion　of

AQp3　in　HT－29　ceUs

HT・29　cells　were　treated　with　bisacodyl（10μg／mL，　A），　TNF一α（10μg／mL，　B），　or

PGE2（10μM，　C）fbr　o．5　h，2h，　or　6　h．　The　protein　expression　level　of　AQp3　was

measured　by　Western　blotting　and　presented　using　the　mean　of　the　O　h　cells　as

lOO％．　Data　represent　means±SDs　fbr　6　experiments．　Dunnett’s　test　or　Student’s

t－test：★★p＜0．01and★★★p＜O．001vs．　O　h．
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3・7．インドメタシン前処置ラットへのピサコジル投与による糞中水分量、大腸PGE2

　　含量およびAQP3タンパク質発現量の変化

　マクロファージRaw264．7細胞およびHT－29細胞を用いたin　vitro実験により、

ピサコジルがマクロファージに作用し、マクロファージのCOX2の活性を充進するこ

とにより、PGE2の分泌を充進させ、　PGE2が大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現を低

下させている可能性が示された。そこで、COXs阻害剤インドメタシンを前処置する

ことにより、PGE2の分泌を抑制した際に、ピサコジルによる潟下作用および大腸

AQP3の発現がどのように変化するかについて、ラットを用いて検討した（Figure　23）。

　インドメタシンを前処置した後に、ピサコジルを経口投与したラットの糞中水分量

は、ピサコジル投与2時間後および5時間後のいずれの時期においても、投与直後（O

h）とほぼ同程度であり、下痢の発生は確認できなかった（Figure　23A）。

　一方、ピサコジル投与2時間後のラット大腸におけるPGE2含量は、　Control群に

比べて約1．8倍有意に高かった。これに対して、インドメタシンを前処理した場合に

は、大腸PGE2の産生はほとんど認められなかった（Figure　23B）。

　また、インドメタシンを前処置した場合には、ピサコジルを投与しても、大腸の

AQP3タンパク質発現量は低下せず、Control群とほぼ同程度であった（Figure　23C）。

　以上の結果から、ピサコジルによるAQP3の発現低下作用には、　PGE2が関与して

いることが確認できた。
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Figure　23　Challge8　in　the」〔5ecal　water　content，　PGE2　concentration，　and　the

protein　expre88ion　level　of　AQp3　in　the　colon　cau8ed　by　bi8acodyl　admi皿i8tration

to　rat8　pretreated　with　indomethacin

Saline　or　indomethacin（10　mg／kg）was　intraperitoneally　administered　to　rats．

Distilled　water　or　bisacodyl（20　mg／kg）was　orally　administered　to　rats　15　minutes

after　the　administration　of　indomethacin．　Theらecal　water　content　was　measured

2hand　5　h　after　the　administration　of　bisacodyl（A）．　The　colon　was　removed　2　h

after　the　administration　of　bisacodyl，　and　the　PGE2　content　was　measured　using
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the　EIA　method（B）．　The　protein　expression　level　of　AQp3　was　measured　via

Western　blotting（C）．　The　faecal　water　content　and　protein　expression　level　of

AQp3　are　shown　with　the　mean　value　immediately　after　administration（o　h）as

100％．Data　represent　means±SDs　fbr　6　rats．　Tukey’s　test：渋p＜0．01　and

★★★p＜0．001vs．　O　h　or　control．＃＃p＜0．01　and＃＃＃p＜0．001vs．　rats　treated　bisacodyl

alone　at　each　h．
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4．考察

　本章では、ピサコジルの潟下作用における大腸AQP3の役割について検討した。実

験に際して、ピサコジルは20mg／kgの投与量でラットに経口投与したが、この投与

量は過去の報告a5）を基に設定した。

　ピサコジルをラットに経口投与したところ、crude　membrane画分、　PM画分およ

びIv画分のAQP3のタンパク質発現量が、いずれもピサコジルの投与2時間後より

著明に低下した（Figure　16）。また、この発現低下はapical側およびbasa1側の両方

に認められた（Figure　17）。さらに、このAQp3の発現低下と糞中水分量の増加には、

一定の相関関係が見られた（Figures　15　and　16）。これらのことから、ピサコジル投

与により大腸粘膜上皮細胞のAQP3が低下すると、下痢が発生する可能性が示唆され

た。

　それでは、なぜ、AQP3の発現量が低下すると下痢が発生するのか。生理的条件下

においては、大腸の管腔内の浸透圧は血管側のそれに比べて低いため、水は腸管側か

ら血管側に移動し、糞の濃縮が行われる23）。上述したように、この水の移動は、主に

AQP3を介して行われているものと考えられる。したがって、　AQP3の発現量が減少

すると、腸管側から血管側への水の移動が減少するため、腸管内に水が貯留し、下痢

が発生すると考えられる。Wangらは、マウスの大腸粘膜上皮細胞に優位に発現して

いるAQP4をノックアウトしたマウスにおいては、野生型マウスに比べ、生理的条件

下においても糞中水分量が増加していることを報告している78）。このWangらの報

告は、大腸のAQPsが低下すると、糞中水分量が増加する可能性を示しており、本結

果を支持するものである。

　次に、ピサコジルがどのようなメカニズムでAQP3の発現量を低下させているかに

ついて調べた。まず、ピサコジルが直接、大腸粘膜上皮細胞に作用し、AQP3の発現

量を低下させた可能性について、HT・29細胞を用いて調べた。　HT－29細胞にピサコジ
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ルを添加した結果、添加2時間後においても、AQP3のタンパク質発現量に影響を及

ぼさなかった（Figure　22A）。したがって、ピサコジルが直接、大腸粘膜上皮細胞に

作用し、AQP3の発現量を低下させている可能性は低いことが明らかとなった。

　次いで、ピサコジルが間接的に、大腸のAQP3の発現量を低下させた可能性にっい

て調べた。ピサコジルは大腸マクロファージを活性化することが知られている7576）。

マクロファージが活性化すると、TNF一αなどの炎症性サイトカインの発現および分泌

が充進し、COX2の発現増加を介してPGE2が分泌される79’82）。一方、　TNF・α71’73）

およびPGE283，84）は、　AQpsの発現量を低下させることが知られている。そこで、ピ

サコジルが直接マクロファージを活性化し、TNF・αおよびPGE2を分泌させるか否か

をマウスマクロファージ由来細胞株Raw264．7細胞を用いて調べた。　Raw264．7細胞

にピサコジルを添加した結果、TNF一αの分泌量の増加、　COX2の発現量の増加およ

びPGE2の分泌量の増加が認められた（Figure　21）。一方、ラットにピサコジルを投

与し、下痢が発生した際の大腸においても、TNF・αなどの炎症性サイトカインおよび

COX2のmRNAの発現増加（Figures　18　and　19）、ならびにPGE2の分泌増加が認

められた（Figure　23B）。さらに、下痢発生時において、　COX2の発現増加がマクロ

ファージにおいて特異的に見られた（Figure　20）。以上のことから、ピサコジルはマ

クロファージを活性化し、TNF一αおよびPGE2の産生および分泌を充進することがわ

かった。

　次に、TNF・αおよびPGE2がパラクライン因子として大腸粘膜上皮細胞に作用し、

AQP3の発現を低下させているかどうかについて調べた。　Horieらは、ケラチノサイ

トに対してTNF一αを添加すると、添加6時間後からAQP3のタンパク質発現量が低

下し始めることを報告している71）。そこで、TNF一αをHT29細胞に添加し、　AQp3

のタンパク質発現量を調べた。その結果、TNF・αを添加しても、添加2時間後では

AQP3の発現量に変化は見られず、6時間後になってはじめて、低下することがわか

った（Figure　22B）。これに対して、ラットでは下痢発生時において、大腸における
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TNF一αの増加とAQp3の低下が、ほぼ同時に見られた（Figures　15，16，　and　18A）。

したがって、マクロファージから分泌されたTNF・αは、オートクライン因子として、

マクロファージのCOX2の発現量増加には関わっているものの、パラクライン因子と

して大腸粘膜上皮細胞に作用し、AQP3の速やかな発現低下を引き起こした可能性は

低いと考えられる。一方、HT－29細胞にPGE2を添加すると、AQp3の発現量が著明

に低下した。また、このAQP3の発現低下は速やかに生じ、　PGE2添加後30分以内

には起きることがわかった（Figure　22C）。以上のことから、マクロファージから分

泌されたPGE2は、パラクライン因子として大腸粘膜上皮細胞に作用し、　AQP3の発

現量を低下させたと考えられる。

　最後に、COXs阻害剤インドメタシンをラットに前処置することにより、ピサコジ

ルの潟下作用が減弱するかどうかについて調べた。その結果、インドメタシンを前投

与することにより、ピサコジルの潟下作用が抑制されるとともに、大腸粘膜上皮細胞

のAQP3タンパク質発現量の低下が抑制された（Figure　23）。このことより、ピサコ

ジル投与による大腸粘膜上皮細胞のAQP3の急速かつ著明な発現低下には、　PGE2が

関与している可能性が確認できた。これまで、腎臓において、PGE2がAQP2の

endocytosisを引き起こして発現量を低下させること、およびPGE2による発現低下

が30分以内に生じることが明らかにされており、この発現低下はubiquitin化が関

与していることが示唆されている83－86）。したがって、PGE2が大腸粘膜上皮細胞の

AQp3を低下させるメカニズムとして、　AQp3のendocytosisの充進が考えられる。

　これまで、ピサコジルの下痢発生のメカニズムとして、以下の可能性が示唆されて

いる。すなわち、ピサコジルがPGE2の産生を充進し、大腸粘膜上皮細胞の

Na＋，K＋・ATPaseの活性を阻害するため、管腔内のNa＋やCrの濃度が高まる。その結

果、管腔内の浸透圧が上昇し、腸管側から血管側への水の吸収が減弱するため、潟下

作用を発現すると考えられている3，4）。しかし、ピサコジルによって大腸内浸透圧は

上昇していなかった（Figure　24）。したがって、ピサコジルによる潟下作用は、これ
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まで考えられていた腸管内の浸透圧の上昇に伴う水の吸収抑制というメカニズムよ

りはむしろ、大腸AQP3の発現低下に伴って水の吸収が抑制されるというメカニズム

の方が妥当であると考える。
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Figure　24　Eflbct　of　bi8acodyl　on　SMIT（A）and　TauT（B）mRNA　expre88ion　leveb

in　the　rat　colon

Rat　colons　were　harvested　at　various　times丑）r　up　to　12　h，　begi皿ing　immediately

after　the　administration　of　bisacodyl．　The　mRNA　expression　levels　of　SMIT（A）

and　TauT（B）were　analysed　by　rea1－tilne　RT・PCR．　Normalisation　was　per丘）rmed

against　18S　rRNA，　and　the　mean　levels　of　mRNA　expression　immediately　after

administration（O　h）were　indicated　as　100％．　Data　represent　means±SDs量）r　6

rats．

　本章の結果より、ピサコジルは大腸のAQP3の発現量を低下させることにより、腸

管側から血管側への水の移動を抑制し、潟下作用を示している可能性が示唆された。
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さらに、ピサコジルは、直接、大腸のマクロファージを活性化させることにより、マ

クロファージのPGE2の産生および分泌を充進すること、およびPGE2はパラクライ

ン因子として大腸粘膜上皮細胞に作用し、AQP3の発現を低下させていることを明ら

かにした（Figure　25）。

　本研究により、ピサコジルが腸管に存在するマクロファージに直接作用し、マクロ

ファージからPGE2を分泌させること、このマクロファージから産生されるPGE2が

腸管上皮細胞に作用し、AQP3を低下させること、およびAQP3の低下により下痢が

発生することを明らかにしたことは、ピサコジルの潟下作用に対して、明確なエビデ

ンスを与えたものであり、本研究の成果は、潟下剤の適正使用や開発において極めて

重要なものになると考える。

　加えて、本研究の結果は、大腸のAQP3の発現量を低下させる物質やマクロファー

ジを活性化する物質が、糞中水分量を増加させ、潟下作用を示す可能性があることを

示唆するものである。マクロファージを活性化する物質は、連用により活性化作用が

減弱することが知られている8788）。したがって、ピサコジルを連用すると効果が減

弱する可能性がある。また、インドメタシンやセレコキシブなどの非ステロイド性抗

炎症薬（Non－Steroidal　Anti－Inflammatory　Drugs；NSAIDs）は、　COXsを阻害する

ことが知られている。したがって、これらNSAIDsとピサコジルを併用すると、効

果が減弱する可能性が考えられる。
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Figure　25　Sugge8ted　main　mechani8m80f　the　laxative　eflbct　of　bi8acodyl
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【第三章】

AQP3活性化阻害剤の大腸での水の輸送に及ぼす影響

1．緒言

　AQP3は大腸に最も優位に発現しており、大腸における水の輸送に関して、重要な

役割を担っている2741・42）。第一章において、浸透圧性下剤MgSO4の潟下作用が、単

に腸管内の浸透圧の上昇のみでもたらされるものではなく、大腸粘膜上皮細胞におけ

るAQP3の発現量の増加を伴って、極めて合理的に生じている可能性を示した。また、

第二章において、大腸刺激性下剤ピサコジルは、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現量

を低下させることにより、腸管から血管側への水の吸収を抑制し、潟下作用を発現し

ている可能性を示した。このように、大腸のAQP3の発現量の変動により、水の輸送

能が変動することが明らかとなったものの、AQP3の発現量ではなく、AQP3の機能

を変化させた場合、大腸の水の輸送能にどのような影響を及ぼすかについては、全く

不明であった。

　そこで本章では、AQP3の機能を阻害した際の大腸における水の輸送能に及ぼす影

響をin　vivo試験により調べた。具体的には、　AQP3の機能を阻害することが知られ

ているHgC1289）あるいはCuSO490）をラットの大腸内に投与し、糞中水分量がどの

ように変化するかを調べた。さらに、これらの化合物によって、大腸AQP3の機能だ

けが阻害されたことを確認する目的で、下痢の発生に関連した他の因子（浸透圧や

AQPsの発現量）についても調べた。
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2．方法

2・1．試薬

　HgCl2、　CuSO4・5H20およびDAPI　solutionは、和光純薬工業株式会社（大阪，日

本）から購i入した。BSAおよびTRI　reagentは、Sigma－Aldrich　Corp．（St．　Louis，　MO，

USA）から購入した。　High　capacity　cDNA　synthesis　kitは、　Applied　Biosystems

（Foster　City　CA，　uSA）から購入した。　iQ　SYBR　green　supermixは、　Bio・Rad

Laboratries（Hercules，　CA，　uSA）から購i入した。　Rabbit　antiTat　AQp3　antibody

は、Alomone　Labs（Jerusalem，　Israel）から購入した。　Alexa　Fluoro　488　donkey

anti－rabbit　IgGおよび各種プライマーは、インビトロジェン（東京，日本）から購i入

した。Donkey　antiTabbit　IgG・HRP　antibodyは、　Santa　Cruz　Biotechnology　Inc．

（Santa　Cruz，　CA，　USA）から購入した。　ECL　plus　Western　blotting　detection

reagentsは、　GE　Healthcare（Chalfbnt　St．　Giles，　UK）から購入した。その他の試

薬は、市販されている物の内、最もグレードの高い物を購入した。

2・2．動物

　10週齢の雄性Wistar系ラットは日本エスエルシー株式会社（静岡，日本）から購i

入した。動物は温度24土1℃、湿度55土5％の施設において飼育し、明暗条件は8：00

点灯、20：00消灯の条件下で飼育した。

　本動物実験は、実験動物の適正な使用および管理にっいて定められた星薬科大学動

物センター管理運営規程に準じて行われた。
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2・3．HgCl2あるいはCuSO4の投与方法

　工一テル麻酔下で、HgCl2（1　mg／kg）あるいはCuSO4（1　mg／kg）をラットに直

腸内投与した。投与1時間後にエーテル麻酔下で解剖し、大腸を摘出した。生理食塩

液を直腸内投与したラットをControlとした。　PBSを用いて大腸を洗浄した後、液体

窒素により瞬時冷凍し、－80℃で保存した。

2・4．糞中水分量の測定

　それぞれのラットについて、投与1時間後まで糞を採取し、シリカゲル入りのデシ

ケータ内で24時間乾燥した。糞湿質量および乾燥質量から糞1gに含まれる水分量

を算出した。

2・5．大腸からのRNAの抽出

　凍結した大腸約15mgからTRI　reagentを用いてRNAを抽出した。得られた溶

液をTE　buf』を用いて50倍希釈し、分光光度計により260　nmおよび280　nmの

吸光度を測定することで、純度の確認およびRNA濃度（μg／mL）の算出を行った。

2・6．Rea1・t皿e　RTPCR

　RNA　1μgからHigh　capacity　cDNA　synthesis　kitを用いてcDNAを合成した。こ

れをTE　buf6erにて20倍希釈し、　cDNA　TE　buflbr溶液とした。　Table　7に示すプラ

イマーを作成し、real－time　PCRを行い、各遺伝子の発現を検出した。すなわち、　PCR

Platesの各wellへiQ　SYBR　green　supermix　25μL、目的遺伝子のForward　primer

（5pmoUμL）3μL、　Reverse　primer（5　pmo1／μL）3μL、　cDNA　TE　buf｛br溶液4μL、
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RNase　free　water　15μLを加えた。温度条件はdenaturation　temperatureとして

95℃で15秒、annealing　temperatureとして56℃で30秒、　elongation　temperature

として72℃で30秒とした。増幅過程の蛍光強度をMy　iQTM　single　color　real－time

PCR　detection　systemによりモニタリングした。　mRNA発現量は18S　rRNAを用い

てノーマライズした。

Table　7　Prilner　sequences　of　mRNA

Gene　　　　　　　　　　Forward（5’－3’）　　　　　　　　　　Reverse（5’・3’）

rSMIT　　　AGGAGTCCTTGGGTTGGAAC　ACTGCAACAAGGCCTCCAG

rTauT　　　　　GTTCTGGGAGCGCAACGT　　　ACCGAACACCCTTCCAGATG

r18S　rRNA　　GTCTGTGATGCCCTTAGATG　AGCTTATGACCCGCACTTAC

SMIT：sodium　myo－inositol　transporteちTauT：taurine　transporter

2・7．大腸の膜画分の調製

　ラット大腸からかきとった粘膜をdissecting　buf｛brにより、氷上でdigital

homogenizerを用いてホモジナイズ（1，250　rpm、5stroke）した。ホモジネートを

遠心分離（800×g、15分、4℃）し、得られた上清（上清A）からcrude　membrane

画分、PM画分およびIV画分を調製した。上清Aを遠心分離（200，000×g、60分4℃）

した後、上清を除去し、沈殿にdissecting　buf』を加え、超音波分散機により分散さ

せた。この溶液を、細胞全体の膜を含むcrude　membrane画分とした。また、上清A

を遠心分離（17，000×g、30分、4℃）した後の上清（上清B）を分取した。沈殿に

dissecting　buffbrを加え、超音波分散機により分散させ、これをplasma　membrane

を豊富に含むPM画分とした。さらに、上清Bを遠心分離（200，000×g、60分、4℃）
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し、上清を除去した。沈殿にdissecting　buf6erを加え、超音波分散機により分散させ、

これをintracellular　vesicleを豊富に含むIV画分とした30）。

2・8．電気泳動およびウエスタンブロッティング法

　タンパク質濃度は、BCA法69）を用いて測定した。標準品にはBSAを用いた。

　電気泳動は、Laemmli法34）に基づいて行った。タンパク質をloading　buf』で2

倍希釈し、ポリアクリルアミドゲルにアプライした。電気泳動後、分離されたタンパ

ク質はセミドライブロッティング装置を用いて、PVDFメンブレンに転写した。1％

スキムミルクで1時間ブロッキングを行った後、rabbit　anti・rat　AQP3　antibody

（1／500）と室温で1時間反応させた。メンブレンをTBS・Tweenで洗浄後、　donkey

anti－rabbit　IgG－HRP　antibody（1／5，000）と室温で1時間反応させた。メンブレンを

洗浄後、ECL　plus　Western　blotting　detection　reagentsと反応させ、化学発光検出

器で露光し、検出されたバンドを解析した。

2・9．免疫組織化学染色

　ラットをエーテルにより麻酔し、心臓内にPBSを灌流した。次いで、4％PFA溶

液を50mL灌流後、大腸を摘出し、4％PFA溶液中で固定した（4℃、1時間）。4℃

で一晩、30％sucrose溶液に浸し、　OCT　compoundで包埋した。凍結ブロックをク

リオスタットにより10μmに薄切し、MAS－coated　glass　slideに固定した。固定した

切片をPBSで洗浄後、　blocking　buf｛brで1時間ブロッキングした。次いで、一次抗

体［rabbit　anti－rat　AQp3（1／200）］で、一晩、4℃でインキュベートした。　PBSで3

回洗浄した後、Alexa　Fluor　488　donkey　anti－rabbit　IgG　antibody（1／200）と室温で

1時間反応させた。PBSで3回洗浄後、　DAPI　solution（1／500）と室温で30分間反
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応させた。PBSで洗浄した後、　vectashieldで封入し、蛍光顕微鏡を用いて検出した。

2・10．Hematoxy五n・eo8in染色（HE染色）

　OCT　compoundで包埋した大腸切片を凍結した。その後、クリオスタットにより

10μmにカットし、MAS－coated　glass　slideに固定した。　hematoxylin・eosin溶液で

染色し、顕微鏡下で観察した。

2・11．統計学的有意差検定

　実験値は平均値±標準偏差として表示した。2群の平均値の有意差検定には、

Student’s　t・テストを用いた。
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3．結果

3・1．糞中水分量

　HgC12あるいはCuSO4をラットに直腸内投与し、1時間後までの糞を回収し、糞中

水分量を算出した（Figure　26）。

　HgCl2投与後の糞中水分量は、　Control群に比べて約4倍有意に増加し、激しい下

痢が認められた（Figure　26A）。　CuSO4投与後の糞中水分量も、　HgCl2投与群と同様

に、約4倍有意に増加し、激しい下痢が認められた（Figure　26B）。

　これらのことより、大腸のAQP3の機能を抑制すると、激しい下痢が発生すること

がわかった。
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Figure　26　Effbct　of　HgCl2　and　CuSO40n　faecal　water　contellt

The　rats　were　intrarectally　administered　HgCl2（1　mg∫kg，　A）or　CuSO4（1　mg／kg，

B）．Puri丘ed　water　was　intrarectally　administered　to　the　control　group．　The　fらeces

were　collected　l　h　after　administration，　and　the　f5ecal　water　content　was

measured．　The　data　are　shown　using　the　mean　value　ofぬecal　water　content　of　the

control　group　was　indicated　as　100％．　The　data　represent　the　means±SDs　fbr　6

rats．　Student’s　t－test：★★★P＜0．001vs、　Control．
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3・2．大腸の浸透圧調節関連遺伝子のmRNA発現量

　MgSO4投与時において見られた様に、大腸管腔側の浸透圧が上昇すると、生理的

条件下とは逆に、水は血管側から管腔側へと移動し、下痢が発生する。HgCl2あるい

はCuSO4投与による下痢が浸透圧の上昇によるものであるか否かを確認する目的で、

投与1時間後のラット大腸におけるSMITおよびTauTのmRNA発現量を測定した

（Figure　27）。

　HgCl2投与後の大腸におけるSMITおよびTauTのmRNA発現量は、いずれも

Control群との間に有意な差は認められなかった（Figure　27A）。同様に、　CuSO4投

与群のSMITおよびTanTのmRNA発現量についても、　Control群との間に差は見

られなかった（Figure　27B）。

　これらのことより、HgC12あるいはCuSO4を大腸内に直接投与しても、大腸内の

浸透圧は変化しないことがわかった。
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Figure　27　Ef飴ct　of且gC12　and　CuSO4011　SMIT　and　TauT　mRNA　expre88ion

leve18　in　the　rat　colon

The　rats　were　intrarectally　administered　HgCl2（1　mg／kg，　A）or　CuSO4（1　mg／kg，

B）．Purified　water　was　intrarectally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons

were　harvested　l　h　after　treatment．　The　mRNA　expression　levels　of　SMIT　and

TauT　were　analysed　by　rea1－time　RT・PCR．　Normalisation　was　perfbrmed　against

18S　rRNA，　and　the　mean　levels　of　mRNA　expression　of　the　control　group　were

indicated　as　100％．　The　data　represent　the　means±SDs　fbr　6　rats．

89



3・3．大腸AQP3のタンパク質発現量

　第一章および第二章の結果より、大腸のAQP3の発現量が変動すると、下痢が発生

することがわかった。そこで、HgCl2あるいはCuSO4投与による下痢が大腸のAQp3

の発現変動に起因したものであるか否かを確認する目的で、投与1時間後のラット大

腸におけるAQP3のタンパク質発現量を測定した（Figures　28　and　29）。

　HgC12を投与し、1時間後における大腸cmde　membrane画分のAQP3のタンパク

質発現量は、Control群とほぼ同程度であり、両間で差は認められなかった。また、

PM画分およびIV画分においても、Control群との間に差は見られなかった（Figure

28）。

　CuSO4を投与し、1時間後における大腸crude　membrane画分のAQP3のタンパ

ク質発現量も、Control群とほぼ同程度であり、両間で差は認められなかった。また、

PM画分およびIV画分においても、Control群との間に差は見られなかった（Figure

29）。

　以上の結果より、HgCl2あるいはCuSO4を投与しても、大腸粘膜上皮細胞のAQp3

の発現量は、変化しないことがわかった。
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Figure　28　Effbct　of　HgCl20n　AQp3　protein　expression　level　in　the　rat　colon

The　rats　were　intrarectally　administered　HgCl2（1　mg／kg，　A）．　Purified　water　was

intrarectally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons　were　harvested　l　h

after　treatment．　The　crude　membrane（CM），　plasma　membrane（PM），　and

intracellular　vesicle（IV）仕actions　were　prepared，　and　the　protein　expression

levels　of　AQp3　were　analysed　by　Western　blotting．　Mean　levels　of　AQp3　protein

expression　of　the　control　group　were　indicated　as　100％．　The　data　represent　the

means±SDs　fbr　6　rats．
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Figure　29　Effbct　of　CuSO40n　AQp3　protein　expres8ion　level　ill　the　rat　colon

The　rats　were　intrarectally　administered　CuSO4（1　mg／kg，　B）．　Purified　water　was

intrarectally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons　were　harvested　l　h

after　treatment．　The　crude　membrane（CM），　plasma　membrane（PM），　and

intracellular　vesicle（IV）fractions　were　prepared，　and　the　protein　expression

levels　of　AQp3　were　analysed　by　western　blotting．　Mean　levels　of　AQp3　protein

expression　of　the　control　group　were　indicated　as　100％．　The　data　represellt　the

means±SDs　fbr　6　rats．
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3・4．ラット大腸のAQp3の発現分布および粘膜障害に及ぼす且gCl2およびCuSO4

　　の影響

　すでに、第一章で述べたように、AQP3は大腸粘膜上皮細胞に局在し、しかもapical

側およびbasa1側の両側に発現している。この大腸のAQP3の発現パターンに関して

も、HgCl2あるいはCuSO4は影響を及ぼさなかった（Figure　30）。

　また、大腸組織切片をHE染色により観察した結果、　HgCl2あるいはCuSO4の投

与によって、大腸粘膜障害が起こらないことがわかった（Figure　31）。

　これらのことより、HgCl2あるいはCuSO4は、大腸粘膜上皮細胞のAQp3の発現

パターンに影響を及ぼさないことがわかった。加えて、大腸粘膜上皮細胞を障害しな

いことも明らかとなった。
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Figure　30　The　distribution　of　AQp3　expre8sion血the　colon　of　rat8　after　the

administration　of　HgCl2　and　CuSO4

A：The　rats　were　intrarectally　administered　HgCl2（l　mg／kg）or　CuSO4（1　mg／kg）．

Pllrified　water　was　intrarectally　administered　to　the　colltrol　group．　Rat　colons

were　harvested　l　h　after　treatment．　AQp3　（green）and　nuclei（red）were

inlmunostained．

B：Enlarged　view　ofAQp3　in　the　mucosal　epithelial　cells　in　the　colon　of　rats．
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Control　　　　　　　HgCl2　　　　　　　　CuSO4

Figure　31　　Repre8entative　hbtological　8ection8　0f　colon　8ta血ed　with

hematoxyhn・eo8in

The　rats　were　intrarectaUy　administered　HgC12（1　mg／kg）or　CuSO4（1　mg／kg）．

Purified　water　was　intrarectally　administered　to　the　control　group．　The　colon　was

removed，　and　stained　using　hematoxylin・eosin．
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4．考察

　AQPsは6回膜貫通型の膜タンパク質であり、4量体として機能し、水やグリセロ

ールを選択的に透過させる。AQPsはアスパラギン（Asn，　N）、プロリン（Pro，　P）

およびアラニン（Ala，　A）からなるNPAボックスを2つ有している。　AQpsの水に

対する高い選択性は、このNPAボックスにより規制されている（Figure　2）10・ll）。

水銀化合物は、NPAボックスの近傍のCys・11に結合することで、　AQp3の水の透過

を阻害する89）。一方、銅化合物は、Trp－128、　Ser－152およびHis・241の3っのアミ

ノ酸残基に結合することにより、AQP3の水の透過を阻害する90）。本章では、　HgCl2

あるいはCuso4をラットに直腸内投与し、大腸AQP3の機能を阻害した際に糞中水

分量がどのように変化するかについて検討した。

　HgCl2およびCuSO4はin　vitro試験において、それぞれ0．3　mMおよび1．O　mMの

濃度で、AQP3の水の透過性を約50－70％程度阻害することが報告されている8991）。

本試験では、1．5mMのHgCl2溶液および3．O　mMのCuSO4溶液を調製し、直腸内

に直接投与した（1mg／kg）。ラットにHgCl2あるいはCuSO4を直腸内投与した結果、

糞中水分量はいずれも、Control群に比べて約4倍有意に増加し、重度の下痢を発生

した（Figure　26）。これらの結果より、大腸のAQp3の機能を阻害すると、管腔側か

ら血管側への水の吸収が抑制され、下痢が発症することが確認できた。

　AQP3は浸透圧勾配に従って、水を輸送する。したがって、大腸管腔側の浸透圧が

上昇すると、生理的条件下とは逆に、水は血管側から管腔側へと移動し、下痢が発生

する。そこで、HgCl2あるいはCuSO4を直腸内に投与した際の管腔内浸透圧を調べ

た。浸透圧の変動に敏速に反応する浸透圧関連遺伝子37’39・63，64）SMITおよびTauTの

mRNAの発現量を調べた結果、HgCl2あるいはCuSO4を投与しても、これらのmRNA

発現量は変化しなかった（Figure　27）。以上のことから、　HgCl2およびCuSO4投与

による下痢は、直腸内の浸透圧の上昇によるものではないことが確認できた。
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　第一章および第二章に述べたように、大腸のAQP3の発現量が変動すると、下痢が

発生する。そこで、HgC12およびCuSO4によって、大腸のAQp3の発現が変動した

か否かを確認した。その結果、大腸のAQP3の発現量および発現パターンは、　HgCl2

あるいはCuSO4の投与により、変化しないことがわかった（Figures　28・30）。これ

らのことから、HgCl2およびCuSO4投与による下痢は、　AQP3の発現変動によるも

のではないことが確認できた。

　一方、大腸粘膜が障害を受けると、下痢が発生することが知られている92・93）。Figure

31に示したように、HgCl2あるいはCuSO4を投与しても大腸粘膜の障害は認められ

なかった。したがって、HgCl2あるいはCuSO4投与による下痢は、大腸粘膜の障害

に起因したものではないことが確認できた。

　本章の結果から、大腸粘膜上皮細胞に局在するAQP3の機能を阻害すると、下痢が

発生することがわかった。また、生理的条件下では、AQP3を介して、水は管腔側か

ら血管側に輸送され、糞中水分量が調節されていることも確認できた。

　これまで、MgSO4の潟下作用においては、大腸AQP3の発現増加が重要な役割を

担っていること、ピサコジルの潟下作用においては、大腸AQP3の発現低下が重要な

役割を担っていることを述べた。しかし、本章の結果は、両化合物の潟下作用におい

て、AQP3の機能変化についても調べる必要性があることを示している。本研究にお

いては、両化合物のAQP3の機能に及ぼす影響については検討しなかったが、以下の

理由により、MgSO4やピサコジルはAQP3の機能に対しては、ほとんど抑制的に働

いていないか、あるいは機能の阻害が下痢発生において、さほど重要な役割を担って

いないものと考察する。すなわち、1）MgはAQPsを阻害しないことが報告されて

いる94）。2）ピサコジルに関しては、AQP3の機能を阻害するとの報告はない。しか

し、ピサコジル投与により、AQP3の発現量が80％減少するため、このことだけで

も、激しい下痢が発生する。したがって、仮にピサコジルによってAQP3の機能が阻

害されても、下痢の発生に対してはそれほど重要な役割を担っていない。
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【第四章】

MgSO4とピサコジルとの併用効果およびそのメカニズムの解明

1．緒言

　臨床において、重度な便秘症患者には、第一選択薬として浸透圧性下剤（MgSO4

やMgO）が処方され、効果が認められない場合には大腸刺激性下剤（ピサコジルや

センノシド）など、作用メカニズムが異なる潟下剤が併用される95，96）。しかし、潟

下剤の併用により、潟下作用が増強するかどうかについての明確なエビデンスはない。

　一方、第一章において、MgSO4の潟下作用が単に腸管内の浸透圧の上昇のみでも

たらされるものではなく、大腸粘膜上皮細胞におけるAQP3の発現量の増加を伴って、

極めて合理的に生じている可能性を示した。また、第二章において、ピサコジルに関

しては、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現量を低下させ、腸管から血管側への水の吸

収を抑制することが、潟下作用のメカニズムであることを明らかにした。このように、

MgSO4もピサコジルも、大腸のAQP3の発現を制御することにより、潟下作用を示

すことが明らかとなったが、両薬剤でAQP3の発現制御の方向が反対であった。

　そこで本章では、浸透圧性下剤と大腸刺激性下剤を併用した場合、潟下作用が増強

するか否かをラットを用いて調べた。まず、ラットにMgSO4単独、ピサコジル単独

あるいはMgSO4とピサコジルを同時に経口投与した場合の潟下作用を比較検討した。

次に、大腸内浸透圧および大腸AQP3の発現量と下痢との関係を調べることにより、

両薬剤併用時の潟下作用に関するメカニズムを解明した。
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2．方法

2・1．試薬

　MgSO4・7H20およびbisacodyl、は、和光純薬工業株式会社（大阪，日本）から

購入した。BSAおよびTRI　reagent、は、Sigma・Aldrich　Corp．（St．　Louis，　MO，　USA）

から購入した。各種プライマーは、インビトロジェン（東京，日本）から購入した。

High　capacity　cDNA　synthesis　kitは、Applied　Biosystems（Foster　Ci観CA，　USA）

から購入した。iQ　SYBR　green　supermixは、　Bio・Rad　Laboratries（Hercules，　CA，

USA）から購入した。　Rabbit　anti・rat　AQp3　antibodyは、　Alomone　Labs（Jerusalem，

Israel）から購i入した。　Donkey　ntiTabbit　IgG－HRP　antibodyは、　Santa　Cruz

Biotechnology　Inc．（Santa　Cruz，　CA，　USA）から購入した。　ECL　plus　Western

blotting　detection　reagentsは、　GE　Healthcare（Chalfbnt　St．　Giles，　UK）から購入

した。その他の試薬は、市販されている物の内、最もグレードの高い物を購入した。

2・2．動物

　10週齢の雄性Wistar系ラットは日本エスエルシー株式会社（静岡，日本）から購

入した。動物は温度24±1℃、湿度55土5％の施設において飼育し、明暗条件は8：00

点灯、20：00消灯の条件下で飼育した。

　本動物実験は、実験動物の適正な使用および管理にっいて定められた星薬科大学動

物センター管理運営規程に準じて行われた。

2・3．濡下剤の投与方法

　ラットを4群に分け、Control群、　MgSO4投与群、ピサコジル投与群および併用群
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（MgSO4＋ピサコジル）とした。潟下剤投与18時間前よりラットを絶食した（飲水

は自由）。MgSO4（2　g／kgあるいは4g／kg）単独、ピサコジル（20　mg／kgあるいは

40mg／kg）単独あるいはMgSO4（2　g／kg）とピサコジル（20　mg／kg）を同時にラッ

トに経口投与した。Control群には精製水を経口投与した。投与5時間後にエーテル

麻酔下で解剖し、大腸を摘出した。PBSを用いて大腸を洗浄した後、液体窒素により

瞬時冷凍し、－80℃で保存した。

2・4糞中水分量の測定

　潟下剤を経口投与したラットについて、投与10時間後まで経時的に糞を採取し、

シリカゲル入りのデシケータ内で24時間乾燥した。糞湿質量および乾燥質量から糞

1gに含まれる水分量を算出した。

2・5．大腸からのRNAの抽出

　凍結した大腸約15mgからTRI　reagentを用いてRNAを抽出した。得られた溶

液をTE　buffbrを用いて50倍希釈し、分光光度計により、260　nmおよび280　nmの

吸光度を測定することで、純度の確認およびRNA濃度（μg／mL）の算出を行った。

2・6．Real・t皿e　RTΨCR

　RNA　1μgからHigh　capacity　cDNA　synthesis　kitを用いてcDNAを合成した。こ

れをTE　buf6erにて20倍希釈し、　cDNA　TE　buflbr溶液とした。　Table　8に示すプラ

イマーを作成し、rea1－time　PCRを行い、各遺伝子の発現を検出した。すなわち、　PCR

platesの各wel1にiQ　sYBR　green　supermix　25μL、目的遺伝子のForward　primer
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（5pmo晦L）3μ1．、　Reverse　primer（5　pmo坤L）3μL、　cDNA　TE　buf〔br溶液4μL、

RNase　free　water　15μLを加えた。温度条件はdenaturation　temperatureとして

95℃で15秒、a皿ealing　temperatureとして56℃で30秒、　elongation　temperature

として72℃で30秒とした。増幅過程の蛍光強度をMy　iQTM　single　color　real－time

PCR　detection　systemによりモニタリングした。　mRNA発現量は18S　rRNAを用い

てノーマライズした。

Table　8　Pr皿er　8equence80f　mRNA

Gene　　　　　　　　　　Forward（5’－3’）　　　　　　　　　　Reverse（5’・3’）

rSMIT　　　AGGAGTCCTTGGGTTGGAAC　ACTGCAACAAGGCCTCCAG

rTauT　　　　GTTCTGGGAGCGCAACGT　　　ACCGAACACCCTTCCAGATG

r18S　rRNA　　GTCTGTGATGCCCTTAGATG　AGCTTATGACCCGCACTTAC

SMIT：sodium　myo－inositol　transporteちTauT：taurine　transporter

2・7．大腸の膜画分の調製

　ラット大腸からかきとった粘膜をdissecting　buffbrに懸濁し、氷上でdigital

homogenizerを用いてホモジナイズ（1，250　rpm、5stroke）した。ホモジネートを

遠心分離（800×g、15分、4℃）し、得られた上清を遠心分離（200，000×g、60分、

4℃）した。上清を除去し、沈殿にdissecting　buf｛brを加え、超音波分散機により分

散させた。この溶液を、細胞全体の膜を含むcrude　membrane画分とした30）。
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2・8．電気泳動およびウエスタンブロッティング法

　タンパク質濃度は、BCA法69）を用いて測定した。標準品にはBSAを用いた。

　電気泳動は、Laemmli法34）に基づいて行った。タンパク質をloading　buf』で2

倍希釈し、ポリアクリルアミドゲルにアプライした。電気泳動後、分離されたタンパ

ク質はセミドライブロッティング装置を用いて、PVDFメンブレンに転写した。1％

スキムミルクで1時間ブロッキングを行った後、rabbit　antiTat　AQp3　antibody

（1／500）と室温で1時間反応させた。メンブレンをTBS－Tweenで洗浄後、　donkey

anti－rabbit　IgG・HRP　antibody（1／5，000）と室温で1時間反応させた。メンブレンを

洗浄後、ECL　plus　Western　blotting　detection　reagentsと反応させ、化学発光検出

器で露光し、検出されたバンドを解析した。

2・9．統計学的有意差検定

　実験値は平均値土標準偏差として表示した。2群の平均値の有意差検定には

Student’s　t・テストおよび平均値の多重比較にはDunnett法を用いた。
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3．結果

3－1．併用時の糞中水分量の変化

　ラットにMgSO4単独、ピサコジル単独あるいはMgSO4とピサコジルを併用投与

した際の糞中水分量を経時的に測定した（Figure　32）。

　MgSO4（2　g／kg）単独投与後の糞中水分量は、経時的に増加し、投与2時間目以降

から、投与直後（Oh）に比べて有意な上昇が認められた。投与8時間後にはピーク

値を示し、その値はOhの約9倍であった（Figure　32A）。また、4時間後から8時

間後にかけて、激しい下痢が見られた。

　ピサコジル（20mg／kg）単独投与後の糞中水分量は、経時的に増加し、投与2時間

目以降から、投与直後に比べて有意な上昇が認められた。投与5時間後にはピーク値

を示し、その値はOhの約7倍であった（Figure　32B）。また、4時間後から8時間

後にかけて激しい下痢が見られた。

　MgSO4（2　g／kg）とピサコジル（20　mg／kg）を併用投与した際の糞中水分量の変動

パターンおよび変化率（area　under　the　curve；AUC）には、両薬剤の相加効果ある

いは相乗効果は見られず、ピサコジル単独投与時のそれらとほぼ同様であった

（Figures　32D　and　32E）。すなわち、併用投与したラットの糞中水分量は、投与2

時間目以降から、投与直後に比べて有意な上昇が認められ、投与5時間後にはピーク

値を示し、その値はOhの約7倍であった。また、4時間後から8時間後にかけて激

しい下痢が見られた（Figure　32C）。

　以上の結果より、MgSO4とピサコジルを併用した際の糞中水分量の変動パターン

および変化率は、ピサコジル単独投与の場合のそれらと同様であることがわかった。

103



AMgso、（2g／kg）　B　Bisacodyl（20mg／kg）

一
⊂

⊆

o

012345678910　　　　　 012345678910　　　Tim・・ft・・admi・i・t・ati・・（h）　　　　　　Time　aft・・admi・i・t・ati・・（h）

CMgso、（29／kg）＋Bisac・dyl（20mg／kg）D

←

←

≧

⊆

o

012345678910　　　　　　0　 2　 4　 6　 8　 10
　　　Time　after　administration（h）　　　　　　　　　　　　Time　after　administration（h）

E
　　　　　3500

　Φ
　≧

さ　　3000
Φε
…o
おち　2500
苫ポ
　コ　　

⑩　　2000
　巴

く〔

　　　　　1500

MgSO4　Bisacodyl　MgSO4
　　　　　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　Bisacodyl

104



Figure　32　Eflbct　of　combination　of　MgSO4　and　bi8acodyl　on　faecal　water　content

The　rats　were　orally　administered　MgSO4（2　g／kg）alone（A，○），　bisacodyl（20

mg／kg）alone（B，△），　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacody1（20　mg！kg）

（C，口）．The　faeces　were　periodically　collected　from　immediately　after

administration　to　10　h　after　administration，　and　the　faecal　water　content　was

measured（D）．　The　area　under　the　curve　of　stool　water　content（O　h・10　h）was

calculated　with　the　linear　trapezoidal　rule（E）．　The　data　are　shown　using　the

mean　value　of　faecal　water　content　immediately　after　administration　of　the

laxative（O　h）as　100％．　The　data　represent　the　means±SDs　fbr　6　rats．　Dunnett’s

test：★p＜0．05，★★p＜0．01，　and★★★p＜0．001vs．　O　h．
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3・2．MgSO4あるいはピサコジルの投与量と潟下作用の関係

　MgSO4（2　g／kg）あるいはピサコジル（20　mg／kg）の単独投与時の潟下作用が、投

与量の増加に伴い、増強するか否かを確認した。すなわち、それぞれ倍量の4g∠kg

のMgSO4あるいは40　mg／kgのピサコジルを経口投与し、ピーク値の糞中水分量を

調べた（Figure　33）。その結果、4g／kgでMgSO4を投与した際の糞中水分量のピー

ク値（7時間後の糞中水分量）は、2g／kgでMgSO4を投与した時に比べて、約1．7

倍有意に高い値を示すことがわかった。また、40mg／kgでピサコジルを投与した時

の糞中水分量のピーク値（投与5時間後の糞中水分量）も、20mg／kgで投与した時

と比べて、約1．5倍有意に高い値を示すことが示された（Figure　33）。なお、両薬剤

とも、いずれの投与量においても、下痢が発生した。

　これらのことより、2g／kgのMgSO4および20　mg／kgのピサコジルは、最大潟下

作用を示す投与量ではなく、これらの潟下作用は、投与量を増量することにより、さ

らに増強することがわかった。
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Figure　33　Effbct　of　MgSO4　and　bi8acodyl　on　f已ecal　water　content

The　rats　were　orally　administered　MgSO4　alone（2　g／kg　or　4　g／kg），　bisacodyl　alone

（20mg／kg　or　40　mg／kg），　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacodyl（20

mg／kg），　and　the　peak　value　of　faecal　water　content　was　measured．　The　data　are

shown　using　the　mean　value　of　faecal　water　content　immediately　after

administration　of　the　laxative（O　h）as　100％．　The　data　represent　the　means±SDs

丘）r6rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05．
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3・3．大腸の浸透圧調節関連遺伝子のmRNA発現量

　大腸管腔側の浸透圧が上昇すると、生理的条件下とは逆に、水は血管側から管腔側

へと移動し、下痢が発生する。そこで、潟下剤投与後のラット大腸の浸透圧の変化を

調べる目的で、大腸のSMITおよびTauTのmRNA発現量を測定した（Figure　34）。

　MgSO4を単独投与し、5時間後における大腸のSMITのmRNA発現量は、　Control

群に比べて、約2．4倍有意に高かった。また、大腸のTauTのmRNA発現量も約1．5

倍有意に高かった。これに対して、ピサコジルを単独投与し、5時間後における大腸

のSMITおよびTauTのmRNA発現量は、いずれもControl群とほぼ同程度であっ

た。

　一方、MgSO4とピサコジルを併用投与し、5時間後における大腸のSMITおよび

TauTのmRNA発現量は、　Contro1群に比べて、それぞれ約2．1倍および約1．4倍有

意に高かった。

　以上の結果から、MgSO4とピサコジルを併用投与した際の大腸内浸透圧は、MgSO4

単独投与時とほぼ同程度であることがわかった。
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Figure　34　Eflbct　of　combinatioll　of　MgSO4　and』acodyl　on　SMIT（A）and　TauT

（B）mRNA　eXpre88ion　leveb　in　the　rat　colon

The　rats　were　orally　administered　MgSO4（2　g／kg）alone，　bisacodyl（20　mglkg）

alone，　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacodyl（20　mg！kg）．　Purified　water

was　orally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons　were　harvested　5　h　after

treatment．　The　mRNA　expression　levels　of　SMIT（A）and　TauT（B）were　analysed

by　real－time　RT－PCR．　Normalisation　was　perfbrmed　against　18S　rRNA，　and　the

mean　levels　of　mRNA　expression　of　the　control　group　were　indicated　as　100％．　The

data　represent　the　means±SDs量）r　6　rats．　Dunnett’s　test：★p＜0．05　and治p＜0．01

vs．　control　group．
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3・4．大腸のAQP3のタンパク質発現量

　MgSO4とピサコジルを併用投与した際に、大腸のAQP3の発現量がどのように変

動するかについて調べた（Figure　35）。

　MgSO4を単独投与し、5時間後における大腸crude　membrane画分のAQP3のタ

ンパク質発現量は、Contro1群に比べて、約6倍有意に高かった（Figure　35A）。こ

れに対して、ピサコジルを単独投与し、5時間後における大腸のAQP3のタンパク質

発現量は、Contro1群に比べて、約80％低下した（Figure　35B）。

　一方、MgSO4とピサコジルを併用投与し、5時間後における大腸のAQP3のタン

パク質発現量は、Control群に比べて、約70％低下した（Figure　35C）。

　以上の結果から、MgSO4とピサコジルを併用投与すると、大腸のAQP3のタンパ

ク質発現量は低下し、この低下率はピサコジル単独投与時とほぼ同程度であることが

わかった。
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The　rats　were　orally　administered　MgSO4（2　g／kg）alone，　bisacodyl（20　mg／kg）

alone，　or　a　combination　of　MgSO4（2　g／kg）and　bisacodyl（20　mg／kg）．　Purified　water

was　orally　administered　to　the　control　group．　Rat　colons　were　harvested　5　h　after

administrations．　The　crude　membrane　was　prepared，　and　the　protein　expression

levels　of　AQp3　were　analysed　by　western　blotting．　Mean　levels　of　AQp3　protein

expression　of　the　control　group　were　indicated　as　100％．　The　data　represent　the
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4．考察

　便秘症では一般的に、浸透圧性下剤が第一選択薬として用いられ、効果が不十分で

ある場合には、大腸刺激性下剤などの作用機序が異なる潟下剤が併用される。しかし、

潟下剤の併用により、潟下作用が増強するか否かについての明確なエビデンスはない。

そこで本章では、作用機序が異なる潟下剤（MgSO4およびビサコジル）を併用した

場合、潟下作用が単独時に比べて増強するか否かをラットを用いて検討した。

　MgSO4（29／kg）あるいはピサコジル（20　mg／kg）をそれぞれ単独で経口投与した

際には、いずれも糞中水分量が投与2時間後から有意に増加し、投与4時間後から8

時間後にかけて、激しい下痢が認められた。一方、MgSO4（2　gZkg）とピサコジル（20

mg／kg）を併用投与したラットの糞中水分量の変動パターンおよび変化率（AUC）は、

ピサコジル単独投与時とほぼ同じであった（Figure　32）。

　ここで、両薬剤を併用した際に糞中水分量が増加しなかった理由として、2g／kgお

よび20mg／kgの投与量が、それぞれ両薬剤の最大潟下効果を示す投与量ではないか

との疑問が生じた。そこで、このことを確かめる目的で、両薬剤の投与量を増加した

時の潟下効果を検討した。その結果、両薬剤ともに、投与量を増加させると潟下効果

も増強することがわかった（Figure　33）。このことより、両薬剤を併用した際に潟下

効果が増強しなかった理由が、投与量の問題ではないことが確認できた。

　それではなぜ、MgSO4とピサコジルを併用した場合に、潟下作用が増強しなかっ

たのか。生理的条件下においては、大腸の管腔内の浸透圧は血管側のそれに比べて低

いため、水は腸管側から血管側に輸送され、糞の濃縮が行われる23）。大腸の上皮細胞

はtight　junctionが強固なため、大腸での水の輸送は、大腸粘膜上皮細胞に優位に発

現しているAQP3を介して行われている。すでに述べたように、　MgSO4は腸管内浸

透圧を増加させると同時に、大腸AQP3の発現量を増加させるため、水が血管側から

管腔側に効率よく分泌され、潟下作用を示す（第一章）。一方、ピサコジルは腸管内
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浸透圧を変化させずに、AQP3の発現量を低下させるため、管腔側から血管側への水

の吸収が抑制され、このことにより、腸管内に水が貯留するため、潟下作用を示す（第

二章）。したがって、ピサコジル投与時に比べ、MgSO4投与時の方が潟下作用が強く

なる可能性が考えられる。MgSO4とピサコジルを併用した場合、大腸内の浸透圧は

上昇していたものの、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現量は、著明に低下していた

（Figures　34　and　35）。しかも、このAQp3の発現低下の程度は、ピサコジル単独投

与群とほぼ同程度であった（Figure　35）。水の移動速度は浸透圧差よりもむしろ、

AQPsの発現量に依存していることが明らかになっている6566）。それゆえ、併用投与

時に腸管内の浸透圧が上昇しても、AQP3が低下していたため、血管側から管腔側へ

の水の移動はほとんど起こらず、ピサコジルの場合と同様に、水の吸収阻害のみが起

こり、それによって、下痢が発生したものと考える。このように、MgSO4とピサコ

ジルを併用しても潟下作用は増強せず、むしろMgSO4単独投与時よりも潟下作用は

減弱し、ピサコジルと同程度の潟下作用を示すことがわかった。

　それではなぜ、MgSO4とピサコジルを併用すると、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の

発現パターンがピサコジルのそれと同様になるのだろうか。MgSO4は大腸粘膜上皮

細胞のアデニル酸シクラーゼおよびプロテインキナーゼAの活｝生化、CREBのリン

酸化の充進を介して、AQP3の発現量を増加させる（第一章）。一方、ピサコジルは

大腸粘膜固有層のマクロファージの活性化、TNF一αの産生充進、　COX2の活性化お

よびPGE2の産生充進を介してAQP3の発現を減少させる（第二章）。この一連のカ

スケードにおいて、PGE2はendocytosisにより、AQp3を減少させると考えられ、

この作用は迅速でかっ著明である83，84）。このように、両メカニズムには交差したと

ころはなく、それぞれが独立したメカニズムで潟下作用を発現している。したがって、

MgSO4とビサコジルを併用した場合には、MgSO4によるAQP3の増加よりもむしろ、

ピサコジルによるAQP3の低下の方が強くあらわれ、結果的に大腸粘膜上皮細胞の

AQP3の発現量は、ピサコジル単独のそれとほぼ同一の値を示したものと思われる。
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　以上をまとめると、MgSO4とピサコジルを併用した場合、　MgSO4単独時よりもむ

しろ潟下作用は減弱し、ピサコジル単独の場合と同程度の潟下作用がおこることがわ

かった。さらに、この理由として、MgSO4とピサコジルを併用した場合の大腸粘膜

上皮細胞のAQP3の発現パターンが、ピサコジル単独投与時とほぼ同様になるためで

あると考えられた。

　現在、重度な便秘症患者に対して、エビデンスが希薄にもかかわらず、作用機序が

異なる複数の潟下剤が併用されている。薬物の服用数の増加は、薬物間相互作用の増

加につながる。潟下剤の併用が必ずしも潟下作用を増強しないことから考えても、今

後、潟下剤に関しても、その治療効果に対するエビデンスを明確にし、適正使用を図

ることが必要であると考える。
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【総括】

　近年、不規則な食事や生活、食物繊維や水分の摂取不足、過度のストレス、潟下剤

の乱用、運動不足、高齢化に伴う腸管機能の低下などにより、便秘症が問題となって

いる。また、緩和医療に用いられるモルヒネなどのオピオイドの副作用による便秘症

も、患者のquolity　of　lifb（QOL）の観点から重要な課題となっている。

　一方、臨床において、重度な便秘症患者には、第一選択薬として浸透圧性下剤

（MgSO4やMgO）が処方され、効果が認められない場合には大腸刺激1生下剤（ピサ

コジルやセンノシド）など、作用機序が異なる潟下剤が併用される。

　浸透圧性下剤は消化管ではほとんど吸収されず、腸管内の浸透圧を上昇させること

により、生理的条件下とは逆に、水を血管側から管腔側へと移動させるため、下痢が

発生すると考えられている。一方、大腸刺激性下剤は、大腸のPGE2の産生を促進し、

Na＋，K＋－ATPaseの活性を阻害することにより、腸管内浸透圧を高め、腸管側から血

管側への水の吸収を減弱させるため、潟下作用を発現すると考えられている。また、

大腸刺激性下剤は腸管の蠕動運動を促進することも、潟下作用のメカニズムの一つと

考えられている。しかしながら、これら潟下剤が大腸において、どのようなメカニズ

ムで水を移動させるかについての詳細は全く不明であった。しかも、複数の潟下剤が

併用されているのにもかかわらず、併用効果に関するエビデンスはほとんどなかった。

　一方、大腸の上皮細胞はtight　junctionが強固なため、大腸での水の輸送は、大腸

粘膜上皮細胞に優位に発現している水チャネルであるAQP3を介して行われると考

えられている。しかしながら、大腸におけるAQP3を介した水の輸送については、ほ

とんど解明されていなかった。

　そこで本研究では、AQP3に着目し、浸透圧性下剤および大腸刺激性下剤の潟下作

用におけるAQP3の役割を明確にするとともに、両薬剤の併用効果を解明することに

より、潟下剤を適正に使用するためのエビデンスを提供することを試みた。本研究で
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は、浸透圧性下剤としてMgSO4を、大腸刺激性下剤としてピサコジルを用い、以下

の検討を行った。

1．ラットにMgSO4を経口投与した際の糞中水分量と大腸AQP3の発現変動の関係

　　を解析するとともに、AQP3の発現変動メカニズムを検討した。

2．ラットにピサコジルを経口投与した際の糞中水分量と大腸AQP3の発現変動の関

　係を解析するとともに、AQP3の発現変動メカニズムを検討した。

3．AQP3活性化阻害剤であるHgCl2およびCuSO4を用いて、大腸での水の輸送に

　　おけるAQP3の役割について検討した。

4．MgSO4とピサコジルとを併用した場合に、潟下作用がどのように変化するかにつ

　　いて調べるとともに、そのメカニズムについて検討した。

1．MSO4の潟下作用における大腸AP3の役割およびAP3発現亦動メカニズム

　浸透圧性下剤MgSO4の潟下作用における大腸AQP3の役割について検討した。ま

ず、ラットにMgSO4（2　g！kg）を経口投与し、糞中水分量の変動と大腸内浸透圧ある

いはAQP3発現量の変動との関係について検討した。その結果、糞中水分量はMgSO4

投与により、2時間目以降有意に増加し、投与4時間後から8時間後にかけて、重度

の下痢が発生することがわかった。それに対して、大腸内浸透圧は2時間後にはピー

クに達し、浸透圧の変動パターンと下痢発生のパターンが異なることが明らかとなっ

た。このことより、MgSO4による潟下作用は、従来から考えられている腸管内浸透

圧の上昇のみでは説明できないことが明らかとなった。一方、大腸AQP3のタンパク

質発現量は、MgSO4投与により経時的に増加し、この変化と下痢発生の経時変化が

符合することがわかった。以上の結果から、MgSO4の潟下作用が単に浸透圧の変化
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のみによってもたらされるものではなく、大腸粘膜上皮細胞のAQP3の発現増加を伴

って、極めて合理的に生じている可能性が示唆された。

　次に、MgSO4による大腸AQp3の発現増加メカニズムをヒト結腸癌由来HT29細

胞を用いて調べた。MgSO4は水溶液中でMg2＋とSO42’に解離し、浸透圧を上昇させ

る。一方、AQP3は浸透圧の上昇に伴い、発現量が増加する。そこで、　MgSO4によ

るAQP3の発現増加が浸透圧の上昇に起因するものであるか否かを検討した。その結

果、MgSO4によるAQP3の発現増加は、浸透圧の上昇に起因したものではないこと

が明らかとなった。

　続いて、MgSO4によるAQp3の発現増加作用がMg2＋あるいはSO42’に起因するも

のであるか否かについて、種々のマグネシウム塩および硫酸塩を用いて検討した。そ

の結果、MgSO4によるAQP3の発現増加には、　SO42’は関与せず、　Mg2＋のみが重要な

役割を担っていることが明らかとなった。

　細胞内に取り込まれたMgは、アデニル酸シクラーゼを活性化することが知られて

いる。さらに、アデニル酸シクラーゼの活性化は、cAMPを増加させ、プロテインキ

ナーゼAの活性化を介して、核内転写因子cAMP・response　element・binding　protein

（CREB）をリン酸化することが知られている。リン酸化されたCREBは、　AQPs

の転写を促進し、発現量を増加させる。そこで、MgSO4によるAQP3発現増加メカ

ニズムについて、この経路に焦点をしぼり検討した。その結果、MgSO4は細胞内Mg

濃度を増加させること、アデニル酸シクラーゼおよびプロテインキナーゼAを活性化

すること、およびCREBのリン酸化を充進することが明らかとなった。

　以上の結果から、MgSO4は細胞内Mg濃度を増加させることにより、アデニル酸

シクラーゼ活性、プロテインキナーゼA活性およびCREBのリン酸化を充進させ、

大腸粘膜上皮細胞のAQP3を増加させることが明らかとなった。
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2．ピサコジルの潟下作用における大腸AP3の役割およびAP3発現変動メカニズ

　ピサコジルの潟下作用における大腸AQP3の役割を検討した。ラットにピサコ

ジル（20mg／kg）を経口投与したところ、大腸のAQP3のタンパク質発現量が投

与2時間後から著明に低下した。また、AQP3の発現低下と下痢発生の経時変化

が相関していた。以上の結果から、ピサコジルは大腸のAQP3の発現量を低下さ

せることにより、腸管側から血管側への水の移動を抑制し、潟下作用を示してい

る可能性が示唆された。

　次に、ピサコジルがどのようなメカニズムでAQP3の発現量を低下させるかに

ついて検討した。まず、ピサコジルが直接、大腸粘膜上皮細胞に作用し、AQP3

の発現量を低下させた可能性について、H’p29細胞を用いて調べた。その結果、

ピサコジルが直接、AQP3の発現量を低下させている可能性は低いことが明らか

となった。

　続いて、ピサコジルが間接的に、大腸のAQP3の発現量を低下させた可能性に

ついて検討した。ピサコジルは大腸マクロファージを活性化すること、マクロフ

ァージが活性化すると炎症性サイトカインの分泌が充進し、COX2の発現増加を

介してPGE2が分泌されること、およびTNF－qやPGE2はAQPsの発現量を低下

させることが知られている。そこで、ピサコジルが直接マクロファージを活性化

し、TNF・αやPGE2を分泌させるか否かをマクロファージRaw264．7細胞を用い

て検討した。その結果、ピサコジルはマクロファージを直接活性化し、TNF・αお

よびPGE2の産生および分泌を充進することがわかった。さらに、PGE2がHT29

細胞のAQP3の発現を著明かつ速やかに低下させることが明らかとなった。

　以上の結果から、ピサコジルは直接、大腸のマクロファージを活性化させるこ

とによりPGE2の産生および分泌を充進すること、およびこのマクロファージの

産生するPGE2が、パラクライン因子として大腸粘膜上皮細胞に作用し、　AQP3
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の発現を低下させていることが明らかとなった。

3．AP3活性ヒ阻害1の大腸での水の輌送に及ぼす影

　上述したように、大腸のAQP3の発現量の変動により、水の輸送能が変動する

ことが明らかとなったものの、AQP3の発現量ではなく、AQP3の機能を変化さ

せた場合、大腸の水の輸送能にどのような影響を及ぼすかについては全く不明で

あった。そこで、AQP3の機能を阻害した際に大腸における水の輸送能がどのよ

うに変化するかについて、AQP3活性化阻害剤であるHgCl2およびCuSO4を用

いて検討した。HgCl2およびCuSO4をラットに直腸内投与した結果、投与1時間

以内に下痢が発生することがわかった。一方、HgCl2およびCuSO4は、大腸内浸

透圧およびAQP3の発現量に影響を及ぼさないことが明らかとなった。

　以上の結果から、大腸粘膜上皮細胞に局在するAQP3の機能を阻害すると、下

痢が発生することが明らかとなった。また、生理的条件下では、AQP3を介して、

水は管腔側から血管側に輸送され、糞中水分量が調節されていることも確認でき

た。

4．MSO4とピサコジルとの併用効果およびそのメカニズムの解明

　これまで、複数の潟下剤を併用した場合、潟下作用が増強するか否かについて

の明確なエビデンスはなかった。そこで、MgSO4およびピサコジルを併用した場

合、潟下作用が増強するか否かを検討した。その結果、MgSO4（2　g／kg）とピサ

コジル（20mg／kg）を併用しても、糞中水分量の変動パターンおよび変化率には、

両薬剤の相加効果あるいは相乗効果は見られず、ピサコジル単独投与時のそれら

とほぼ同様であることが明らかとなった。一方、併用投与した際の大腸内浸透圧

はControl群に比べて高く、MgSO4単独投与時とほぼ同程度であることがわかっ

た。また、併用投与時の大腸のAQP3のタンパク質発現量は、　Control群に比べ
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て有意に低く、この低下率はピサコジル単独投与時とほぼ同程度であることが明

らかとなった。

　以上のことから、MgSO4とピサコジルを併用した際の潟下作用は、　MgSO4単

独時よりも減弱し、ピサコジル単独時の場合とほぼ同程度であることが明らかと

なった。さらに、MgSO4とピサコジルを併用した場合の大腸粘膜上皮細胞の

AQP3の発現パターンが、ピサコジル単独投与時とほぼ同様になることがその理

由として考えられた。

　本研究の結果から、浸透圧性下剤および大腸刺激性下剤の潟下作用において、

大腸のAQP3の発現量が重要な役割を担っていることが明らかとなった。加えて、

大腸AQP3の機能を阻害すると、下痢が発生することも明らかとなった。　AQP3

はヒトの腸管において最も多く発現しているAQPsである。今後、腸管AQP3の

発現および機能と水の移動についてさらなる研究を展開することにより、AQPs

をターゲットとした新たな潟下剤や止潟剤の開発が可能になるものと考える。

　さらに、本研究により、潟下剤の併用が必ずしも潟下作用を増強しないことが

初めて明らかとなった。薬物の服用数の増加は、薬物間相互作用の増加にっなが

るため、安易な併用は避けるべきである。今後、潟下剤に関しても、その治療効

果に対するエビデンスを明確にし、適正使用を図ることが必要であると考える。
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