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The authors' research focuses on polyuria, natriuresis, glucosuria, glycemia, and renal calciˆcation in occupational
lead poisoning and endemic ‰uorosis. Changes in electrolyte mobilization and in glucose metabolism and transport fol-
lowing the administration of lead compounds or ‰uoride were examined to elucidate these mechanisms. The results sug-
gest fundamental approaches to the mechanism of aging and life style diseases. Our results show that: 1)Natriuresis and
polyuria in lead poisoning and ‰uorosis are due to a decrease in renal Na/K-ATPase activity; 2) Renal calciˆcation in
‰uorosis is due to stimulation of parathyroid function and activation of the renal phosphatidylinositol cascade; 3)
Glycemia in ‰uorosis is due to elevation of renal and hepatic glucose6phosphatase activities; 4) Glusosuria in ‰uorosis
is due to decreased renal Na/K-ATPase activity (but ‰uoride administered directly did not damage the renal Na/glucose
cotransporter (SGLT)); 5) Renal calciˆcation in ‰uorosis is due to stimulation of parathyroid function; and 6) The
decrease in renal Na/K-ATPase and SGLT activities with aging and hypertension is due to a decrease in phosphorylation
activity by protein kinase C (PKC) etc. (decrease in PKC productivity with aging and hypertension).
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はじめに

電解質輸送は電解質平衡並びに体液平衡にとっ

て，また糖質の代謝及びその輸送はエネルギー獲得

並びに生体機能維持にとって重要なものである．こ

うした輸送を担っている蛋白質は膜蛋白質であり，

それらには Naポンプ，Caポンプ，Na/H交換

体，水チャネル，Na/glucose cotransporter (SGLT）

及び glucose transporter (GLUT）などの輸送蛋白

質がある．これら輸送蛋白質の機能調節は種々の神

経系並びに内分泌系の支配を受けて巧妙に営まれて

いる．

体液の電解質平衡は主として腎において行われ，

糸球体で瀘過された電解質は大部分腎細管のネフロ

ンによって再吸収される．これらの再吸収を担う輸

送体の分布はネフロンにより，さらに基底膜側と管

腔側により異なることは周知の通りである．体液成

分の恒常性維持は生物にとって正常な生命維持つま

り健康の保持に重要であり，電解質平衡は体液量に

も影響を与えるものであり健康状態においては厳密

に制御されており，内分泌系等を介してプロテイン

キナーゼあるいはプロテインフォスファターゼによ

る膜蛋白質の構造変化等を介して下流へと情報伝達

されている．糖質は三大栄養素の 1つであり，生体

成分の大部分は C, H, O から成り立っており，そ

のなかでも糖質は極めて初期的な成分であるととも

に，その分解がエネルギー産生そのものといって過

言ではない．

そうした観点から，本研究は電解質並びに糖質の

輸送と代謝異常と環境因子，遺伝因子，加齢及び性

差の因子との関連性を追究しつつ，それらの関連し

た疾病，すなわち高血圧症並びに糖尿病といった生

活習慣病の治療法の解明を目指して母子衛生，生活

衛生，労働衛生，老人保健といったヒトの一生から

見た問題解決，つまり応用から基礎へ，あるいは基

礎から応用へと指向した研究とその周辺を紹介した

ものである．
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1. 電解質の動態と輸送系

電解質には無機及び有機イオンがあるが，ここで

は無機イオンなかでも Na, Ca及びMgについて述

べることにしたい．腎臓における Naの再吸収は副

腎皮質より分泌されるアルドステロンによって調節

されていることはよく知られた事実である．アルド

ステロンの受容体は遠位尿細管に分布しており，ま

た Caについては甲状腺より分泌されるカルチトニ

ン，また上皮小体より分泌されるパラトルモンによ

り制御されている．さらに腸管よりの Ca吸収はビ

タミン D3で調節されている．電解質輸送体は生命

の誕生以来，生命体の外環境への適応並びに維持の

ために生体内情報伝達機能として働き，また一方で

はより効率的な生体反応の恒常性維持のために精巧

な生体内イオン環境の調整を行うべく，進化発展し

てきたものである．そうしたことから，それらの調

節機能も環境に応じて多種多様に進化しつつ現在に

至っている．それらは Naチャネル，Kチャネル，

Na/K-ATPase, Ca-ATPase, Caチャネル，H-AT-

Pase, Na/H交換体などである．ここでは Na/K-

ATPase, Ca-ATPase, Caチャネル及び Mg輸送体

について述ベることにする．

1-1. ナトリウム動態と Na/K-ATPase Na/

K-ATPaseは鉱質コルチコイドの主なターゲットで

あるが，Na/K-ATPaseに対するアルドステロンや

デキサメサゾンの主な作用は Na- ポンプの長期発

現を維持することであることが種々の組織で示され

ている．アルドステロンは特に遠位ネフロンの上皮

で Na＋ 再吸収を調節することによって細胞外容積

及び血圧を調整している．この経細胞輸送の主な調

節部位は刷子縁膜側の Na＋ 流入に介在している上

皮 Naチャネルであり，また基底膜側から協奏的

に Na＋ 排出している Na/K-ATPaseは短期間アル

ドステロンによって調節されていることはよく知ら

れている．これはマウス集合管培養細胞で 2時間以

内に Na/K-ATPase の機能が最高に達することが

Na 電流測定により認められ，かつ Na/K-ATPase

の細胞表面への発現が 20―50％増加することによ

り示されている．1)興味のあることには，アルドス

テロンによる Naポンプの長期増強はアフリカツ

メガエルの腎細胞株（A6）ではプロテインフォス

ファターゼ阻害剤の 1つのカルシニュリンで抑制さ

れる．2)

1-1-1. Na 輸送とインスリン―インスリンや

バソプレシンなどのペプチドホルモンは Na/K-AT-

Pase 制御因子の大きなクラスをなしている．Na/

K-ATPaseに対する効果が最もよく調べられている

ペプチドホルモンはインスリンである．インスリン

は糖質の貯蔵を調節し，また K＋のホメオスタシス

にとって重要な役割を演じている主な代謝性ホルモ

ンである．3)インスリンは単離したラットの近位曲

尿細管でのウワバイン感受性86 Rb流入速度を亢進

させることが示されている．4)インスリンの作用と

しては，インスリンを介した Na/K-ATPaseの細胞

内ストアからの細胞表面へのトランスロケーション

がある．5)アルギニンバソプレシン（AVP）ではラ

ット腎髄質のヘンレ係蹄上行脚 Na/K-ATPase活性

は濃度依存的に阻害され，10－8 Mで 49％阻害され

る．6)一方，Blot-Chabaut ら7)は皮質集合管では，

AVPは潜在的なプールのリクルーティングと活性

化によって側基底膜 Na/K-ATPaseの数や活性を増

加することを示しており，AVPはプロテインフォ

スファターゼ 2A (PP2A）を活性化する事実などか

ら，これには PP2A 依存性脱リン酸化過程が介在

するものと考察している．

1-1-2. Na 輸送とプロスタグランジン―ラッ

トの大脳皮質のシナップトゾーム Na/K-ATPase活

性は 5-HPETE (1 mM）により 67％まで阻害された

（IC25＝10－8 M）との報告がある．8) 5-HPETE は 5-

リポオキシゲナーゼによる産物であるが，12-

HPETE 及び 15-HPETE では阻害されなかったと

している．このように Na/K-ATPase活性はアラキ

ド ン 酸 代 謝 物 ， 20-hydroeicosa-tetranoic acid

(20HETE）によって阻害されることはよく知られ

ており，それにはプロテインキナーゼ C (PKC）が

介在していることが示されている．Nowickiら9)に

よるとアフリカミドリザル腎 SV40形質転換細胞株

（COS）では，20HETEは PKCaの原形質から膜へ

の転移を引き起こすことを観察している．ラット野

生型 Na/K-ATPase の a1 サブユニットをトランス

フェクトした COS細胞の Na/K-ATPase活性を阻

害するが，PKC のリン酸化部位である Ser-23 を

Alaに変異させたものは阻害しないとしている．プ

ロスタグランジン E2, F2及び 12はラット心筋 Na/

K-ATPase 活性を，それぞれ 30, 80 及び 80％にま

で低下させたが，プロスタグランジン D2 及び E1
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(28 pM―280 nM）はいずれも何の効果も示さなか

ったとしている．10)また，同心筋 Mg-ATPase及び

Ca-ATPase活性はこれらのプロスタグランジンに

よってなんら影響されなかったとしている．

1-1-3. 電解質輸送とプロテインキナーゼの役割

―PKC によるリン酸化は Na/K-ATPaseの aサ

ブユニットで起こることはよく知られている．そし

て，それは 18位の Ser残基がリン酸化されるが，

ATPの水解を直接阻害するのではない．つまり，

そのリン酸化は Na/K-ATPaseの Vmaxや Na＋ に対

する見掛けの親和性に有意な影響を及ぼさない．11)

Freschenko ら12)は Na/K-ATPase の制御のなかで

PKC及び PKA（プロテインキナーゼ A）のクロス

トークが存在すると仮定して哺乳細胞培養系でのリ

ン酸化を調べている．すなわち，NRK-52E及び L6

細胞では PKCによる Ser-18のリン酸化は，フォル

スコリンであらかじめ cAMP依存性のシグナリン

グを活性化すると減少する．PKAのリン酸化部位

である Ser-938 は cAMP により，リン酸化は検出

されなかったとしている．一方，ラットの野生型

Na/K-ATPaseの a1 をトランスフェクトした COS

細胞では，23 位の Serを Ala に変異させた場合に

比べて細胞内 Na＋ 濃度が高くまた pH が低い．13)

また，前者ではホルボールブチルエステルにより

ATP 水解や Rb取り込みが阻害されるが，後者の

変異体 S23A を発現させた細胞では見られなくな

る．13)このような結果は PKC が介在した Na/K-

ATPase a1 のリン酸化が機能的な役割を示してい

る．ドーパミンによる Na/K-ATPase活性阻害は，

腎尿細管が高食塩食摂取期間中に尿中ナトリウム排

泄の修飾を受けることにとって重要な機構である．

しかしながら，この調節の分子的な機構はいまだ明

白に理解されていなかった．ドーパミンに符合した

Na/K-ATPase活性の阻害はその a及び bサブユ

ニットのエンドサイトーシスと相関しているとし

て，14)彼らが分離した近位尿細管細胞とオポサムの

腎由来細胞株を用いてドーパミンで誘導される Na

/K-ATPaseのエンドサイトーシスやその活性阻害

は aサブユニットのリン酸化に伴って起こること

を証明している．また，これは PKC 依存性であ

る．腎 Na/K-ATPaseは，ATPaseの性状を修飾す

る膜 1回貫通型蛋白質である bサブユニットと会

合している．ラット及びヒトでは 2種のバリアント

が存在する．15)

1-2. Na/K-ATPase のトランスロケーション

アンキリンの結合機構を検証するステップとして，

ヒト赤血球スペクトリンとアンキリンとの結合領域

及び Na/K-ATPase の aサブユニットの 5 つの暫

定的なドメインのそれぞれはバクテリアのリコンビ

ナントな融合蛋白として調製し，赤血球及び腎アン

キリン（それぞれ Ank1及び Ank3）との相互作用

が in vitroで分析されている．16)それによると予期

したように，スぺクトリンはそれぞれ Ank1 及び

Ank3と強固に結合し，また Na/K-ATPaseの 2つ

のドメイン，すなわちドメイン II (140290）及び

ドメイン III (345784）にコードされている部位と

特異的に相互作用していることがバイオアフィ二テ

ィカラムで証明されている．

また Na/K-ATPaseのトラフィッキングについて

は非常に関心のもたれる課題であり，上記の蛋白質

の役割について述べることにする．スペクトリン

（ bIS）とアンキリン（AnkG119）はゴルジ膜とダイ

ナクチンとの複合体と相関しているが，小胞のトラ

フィッキングにおけるそれらの役割は不明のままで

あった．Devarajanら17)は，トランスフェクトした

イヌ腎由来MDCK細胞を用いてアクチン結合ドメ

インと bI スぺクトリンの膜相関ドメイン 1

(MAD1）が一緒になって常在性ゴルジに照準をあ

わせるシグナルを形成することを見い出している．

このシグナルの発現はゴルジスぺクトリン骨格を破

壊し，小胞体（ER）からの Na/K-ATPaseの a及

び bサブユニット並びに小胞性口内炎ウイルス G

蛋白質の輸送を阻害するが，ゴルジ集合の形成，b-

COPの分配あるいは E-カドヘリンの細胞表面への

表出を阻害しない．

1-3. Na/K-ATPase 活性と環境因子 近年，

疾病の成因，またその進展については，環境因子と

遺伝因子の両面から考察されることが日常的になっ

ている．環境因子については内因的なもの，外因的

なもの種々様々である．環境因子としては化学的要

因，物理的要因及び生物学的要因に分けられる．化

学的要因のなかにも種々あり，金属などの無機化合

物や有機化合物もある．Na/K-ATPaseは水銀，バ

ナジウム，鉛はじめカドミウムでよく阻害され

る．18)水銀は SH酵素の強力な阻害剤であり，バナ

ジウムは Na/K-ATPaseの K-siteに結合して強力な
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Fig. 1. Responses of Renal K＋-Dependent Phosphatase and
Na＋, K＋-ATPase Activities to Various Doses of Lead

Rats were killed after long-term (12 weeks) ingestion of lead acetate (0
200 mg Pb ･ kg－1 ･ day－1). Enzyme activities are expressed as nmoles
product ･(mg protein)－1･min－1. Lead dose: mg Pb ･ kg－1 ･ day－1. The
values are average data from 6 rats; standard errors are indicated by bars.
Panel A: renal K＋-dependent phosphatase activity (●). Panel B: renal Na＋,
K＋-ATPase activity (○). Signiˆcant diŠerence from the respective control:
() p＜0.02.
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阻害効果を発揮するウワバインと同様な作用機構を

有し，それよりも強い阻害能をもっている．鉛は融

点が比較的低く，加工が容易なこと，また顔料や塗

料としてヒポクラテスの時代の古くから使用され，

鉛中毒が注目されていた．また，フッ素は AlF4－

としてよく知られ，その細胞作用は G蛋白質の活

性化である．AlF4－はNa/K-ATPase活性を阻害し，

ATPに対しては非競合的である．また pニトロフ

ェニルフォスフェートに対しては競合的に Na/K-

ATPaseの K依存性pニトロフェニルフォスファ

ターゼを阻害する．19)

1-3-1. 鉛中毒と電解質代謝―著者らは鉛作業

環境における鉛中毒について，作業労働者のなかに

は飲酒愛好者がいる場合もあり，こうしたことから

職業病予防検診には，こうした生活習慣を配慮すべ

きであると考えた．そこで，ムーンシャインウイス

キー（鉛含有密造ウイスキー）の飲酒による鉛中毒

でレニン活性低下などが引き起こされるとの報告20)

に注目し，電解質輸送とレニン―アンギオテンシン

―アルドステロン系との関わりを研究した．これま

で，鉛中毒時における特徴的な症状は，ポルフィリ

ン尿症，21―27)貧血症21)などであり，そのほか疝痛21)

がある．

著者らは，25,26)まず絶食ラットに鉛単独（0, 5,

50, 200 mg Pb/kg，酢酸鉛水溶液）1回経口投与後

について，0, 6, 12 及び 24 時間目に心臓穿刺によ

り採血，腎臓を摘出し調べることとした．尿量

（ml/hr）は投与後 6時間までを頂点として増加し，

12時間後には正常値にまで回復した．それにほぼ

相関して腎 Na/K-ATPase活性が低下し，6時間目

に最も強く抑制され，徐々に回復した．また鉛単独

投与（200 mg Pb/kg，酢酸鉛水溶液）では著しい

尿中 Na排泄増加も確認された．鉛投与直後から 4

時間ごとに，アルドステロン（10 mg/ml/kg），アン

ギオテンシン（10 mg/ml/kg）あるいはバソプレシ

ン（50 mU/ml/kg）を皮下注射したところ，尿量

と尿中 Na排泄ともに有意な回復を示した．また，

ラットに鉛単独長期（12週間）経口投与では血清

Na 濃度は 5 mg/kg 以上で，また血清 K 濃度は 2

mg /kg 以上で有意に減少した．また腎 Na /K-

ATPase 活性は鉛 5 mg/kg 以上の長期（12 週間）

投与では対照の 50―70％低下を示した（Fig. 1）．27)

血清アルドステロン濃度の低下し始める鉛の閾値 2

mg/kgと推定された．27)著者ら28)は単回大用量の鉛

投与による急性鉛中毒では腎基底膜を含め全身的に

膜機能に影響を及ぼし，必然的にアラキドン酸代謝

カスケードにも異常を来たしているものと仮定し

た．そこでインドメタシンを投与したところ，上

記，鉛投与による腎 Na/K-ATPase活性の低下は有

意に回復した．また，鉛投与により血漿プロスタグ

ランジン E2レベルは 10倍以上の上昇を示した．

鉛単独投与による尿中 Na排泄増加は，エタノー

ル同時投与により抑制された．それと相関して，エ

タノール同時投与では鉛による腎 Na/K-ATPase活

性抑制は減弱された．これはエタノール単独投与に

より腎 Na/K-ATPase 活性は亢進されることによ

る．29)

1-3-2. フッ素と電解質代謝―フッ素の組織内

への移行は，投与方法により多少異なると推測され

るが，骨＞肺＞腎＞肝＞大腸，脾＞脳の順になって

いる．フッ素は Ca 及びリンなどとの親和力が強

く，骨を形成しているヒドロキシアパタイトに対す

る親和力は非常に高いとされている．30)血小板の機

能をも促進31)することなどから，最近では微量有効

成分として取り扱われる場合が多くなってきている．

a. フッ素と生理イオン動態 著者らが研究を

開始した当時はフッ素中毒時の各組織についてのイ

オン動態については骨組織32)についての知見が散見

される程度であった．著者らは現在までに知見の乏

しい組織について調べることとした．特に肺は作業
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Table 1. Contents f Calcium and Magnesium in Several Organs of Fluoride-Treated
Ratsa)

Organs
Calcium Magnesium

Normal Fluoride F/N Normal Fluoride F/N

Brain 34.79±3.32 25.05±3.51 0.72 98.74±10.07 86.89±8.99 0.88

Lung 39.20±5.01 61.15±7.01 1.56 145.6±9.80 138.0±10.6 0.95

Spleen 18.49±2.67 61.39±5.36 3.32 148.6±8.50 173.6±14.2 1.17

Liver 12.17±0.96 7.79±1.60 0.64 200.9±10.4 248.0±19.0 1.23
Kidney 26.83±4.21 283.7±43.5 14.3 193.2±15.6 287.9±26.3 1.49

a) The rats were killed 24 hr after a single ip dose of ‰uoride (NaF, 35 mg/kg body wt). Calcium and
magnesium contents are expressed as micrograms per gram of wet weight of tissues. Values represent
means±SE from six rats.

511No. 8

環境などの問題33)との関連で，また腎は骨代謝やイ

オンなどの再吸収との関連性があり以下のような実

験を進めた．フッ素を腹腔内投与したラットの組織

の Ca は Table 1 に示すように腎の石灰化が著し

く，ついで脾，肺の順であった．34)また脳では幾分

Ca含量が低下していた．一方，Mgは Caほどでは

ないが，わずかに増加の傾向がみられ，腎は正常に

比して 1.49倍の増加を示し，肺では有意な差は示

していない．ちなみに，肺ミトコンドリア ATPase

活性に及ぼすフッ素投与の影響については，35) Ca2＋

存在下の酵素反応系では活性がわずかに上昇を示し

たが，Mg2＋ あるいは Ca2＋ の非存在下では，逆に

有意に低下した．

b. フッ素と腎機能 Roholm ら36)は種々の動

物を使って，フッ素（NaF）によって間質性腎炎に

似た慢性腎障害を引き起こすことを報告しており，

また急性フッ素中毒による腎機能及び構造変化は，

尿細管拡張や腫脹あるいは急性尿細管壊死などが知

られている．37) Gottliebら38)は尿量の増加や尿素排

泄の減少を観察していて，Taylor ら39)も同様の結

果を得ている．これら尿量の増加，尿比重の減少及

び水摂取の増加は電解質を伴わない水再吸収の障害

で尿細管細胞の傷害であろうとしている．また，尿

糖の増加も観察しており，この尿糖の増加は尿細管

の傷害と血糖上昇の両者によるものと推測してい

る．そこで，著者らはフッ素中毒時の腎機能障害に

ついて腎のイオン動態の側面から詳細に検討し，フ

ッ素による尿量の増加は，腎尿細管における Na再

吸収抑制を伴ったものであることを腎 Na/K-AT-

Pase及び関連酵素活性の低下からも証明すること

ができた．40―43)また，炭酸水素イオンと腎 Na/K-

ATPase活性に及ぼす影響も検討した．44)

1-4. カルシウム動態とその調節機構 カルシ

ウムは，細胞情報伝達さらに骨細胞など生体の支

柱，生体の保護，食物の咀嚼などの機能（脊椎骨，

殻，歯など）また骨組織の Caは生体の液性を維持

する緩衝剤としても機能している元素でもある．腸

からの Ca吸収及び腎からの Ca再吸収は全身の Ca

の恒常性にとって主な決定因子である．

Ca輸送体（CaT1）をプローブとして，Pengら45)

は Caチャネル（ECaC）及び CaT1 にそれぞれ

84.2％及び 73.4％のホモロジーを有する新規の

CaT2を分離している．CaT2の腎での発現はカル

バインディンD28K, Na/Ca交換体 1 (NCX1）のそ

れと類似していたとしている．腎上皮 ECaC の同

定は，カルバインディンD28K, Na/Ca交換体や

Ca-ATPase を含む Ca輸送蛋白質を補足するもの

であり，これらは 1,25(OH)2ビタミン D3 感受性

ネフロン分節に共発現されている．46)貯蔵 Caチャ

ネルには IP3受容体 Caチャネル及びリアノジン受

容体 Caチャネルなど 7 つほど活性化機構があ

る．47)ちなみに，IP3 は Gq (G 蛋白質のアイソフ

ォーム）及びホスホリパーゼ Cbの活性化と関連し

ている．ところで，イノシトールリン脂質代謝回転

が注目されたのは，言うまでもなく西塚の PKCの

発見によるところが大きい．48)その代謝回転のなか

でホスホリパーゼ C により IP3 とともに遊離され

るジアシルグリセロール（DG）が PKC 活性を亢

進し，IP3 が貯蔵 Caチャネルを刺激して Caを細

胞内に遊離するというものである．49)

1-4-1. カルシウム動態とフッ素―フッ素は微

量栄養元素に数えられることもある．それには骨の
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Table 2. Effect of Thyroid-Parathyroidectomy on the Fluoride-Induced Increase in Renal and Hepatic Calcium of Rats

Control Fluoride-administered

Intact TPTX Suppression
by TPTX () Intact TPTX Suppression

by TPTX ()

Kidney

Whole cells 1.26±0.04 1.26±0.04 ― 60.21±3.97 23.07±3.98 63.0a)

(1) (1.00) (47.8) (18.3)

Nuclei and cell debris 0.26±0.01 0.26±0.01 ― 41.34±3.70 13.08±3.20 68.8a)

(1) (1.00) (159) (50.3)

Mitochondria 0.27±0.01 0.26±0.01 3.7 7.89±0.86 3.37±0.15 59.2a)

(1) (0.96) (29.2) (12.5)

Microsomes 0.32±0.03 0.31±0.02 3.1 2.81±0.24 1.80±0.15 40.2a)

(1) (0.97) (8.78) (5.63)

Cytosol 0.41±0.03 0.43±0.04 ― 8.17±4.45 4.82±0.29 43.3
(1) (1.05) (19.9) (11.8)

Liver

Whole cells 0.51＋0.02 0.52±0.05 ― 0.77±0.11 0.57±0.02 80.5b)

(1) (1.02) (1.51) (1.12)

Nuclei and cell debris 0.12±0.01 0.12±0.01 ― 0.17±0.01 0.12±0.01 100.0b)

(1) (1.00) (1.42) (1.00)

Mitochondria 0.14±0.02 0.13±0.01 7.1 0.21±0.01 0.16±0.01 50.0b)

(1) (0.93) (1.43) (1.07)

Microsomes 0.13±0.01 0.15±0.02 15.4 0.21±0.02 0.15±0.01 100.0b)

(1) (1.15) (1.62) (1.15)

Cytosol 0.12±0.01 0.12＋0.01 ― 0.19±0.02 0.14±0.01 74.4b)

(1) (1.00) (1.58) (1.17)

Calcium contents are expressed as micromoles/g fresh tissue. Values are averages obtained from 5 rats±S.E.
a) b) Denotes signiˆcant diŠerence from respective controls (intact); a) p＜0.01, b) p＜0.05.
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アパタイト構造を強固にする50)とか，アデニレート

シクラーゼ活性を亢進する51)こと，さらにはホスホ

リパーゼ Cの活性化52)や G蛋白質の活性化53)など

といった背景がある．フッ素は in vitro動物あるい

は植物由来のいかん，又は原形質膜，ミトコンドリ

アあるいはミクロソームなどのオルガネラのいかん

にかかわらず金属関与酵素を阻害する．Ca-AT-

Pase活性もこの例外ではない．35)しかしアデニレー

トシクラーゼなどの酵素は活性化される．また in

vivo においてはフッ素は副甲状腺機能を亢進し，

パラトルモン（PTH）の分泌を促し，骨からの Ca

の放出を促進し，血中 Caを上昇させる．34)その結

果，腎臓では Ca沈着，すなわち石灰化（calciˆca-

tion）が起こることになるが，肝臓，膵臓ではほと

んど石灰化は進行しない．こうした腎臓の石灰化は

副甲状腺摘出した動物では抑制される（Table 2）．54)

またフッ素投与によって起きる腎細胞内への Ca2＋

流入は Caチャネル阻害剤のニフェジピンによって

抑制されることから，フッ素投与によって腎細胞内

の Caチャネルが開いたことを示している．55) In

vitroでの腎刷子縁膜小胞への45 Ca 取込みは 1 mM

NaFで 10％程度上昇したが，この取込みは予期に

反してそれほど大きいものではなかった．55,56)ま

た，この取込みも Caチャネル阻害剤で抑制された．

しかし，フッ素投与直後の腎細胞内への Ca2＋流

入はフッ素の一次作用による可能性を示唆している

ものである．またフッ素投与による二次作用，例え

ば PTH分泌亢進の可能性も残っている．事実，著

者らは副甲状腺機能の亢進も上述のように観察して

いる．細胞内への Ca2＋流入に及ぼすフッ素の影響

については，Strnad ら57)はヒト好中球での呼吸の

バースト（burst）がフッ素で活性化される機構と

して G蛋白質（Ni）の活性化が関連しているもの

と考え，好中球の Ca2＋流入に及ぼすフッ素の影響

を NaF 5―18 mMの濃度範囲で Quin 2を用いて調

べている．その結果，NaF 1 mM以上で細胞内 Ca

が上昇することが示され，ホスホリパーゼ C の関

わりが示唆された．こうした仮説は G蛋白質（Ni）

がホスホリパーゼ C との coupling factorと考えら

れており，58)また堅田ら59)のフッ素により G蛋白質

（Ni）が 35 KDa と 41 KDa のサブユニットに解離

されるという知見に基づいている．
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Fig. 2. EŠect of Fluoride Administration on Renal Protein
Kinase C Activity

Changes in the protein kinase C activity of kidney were determined at
various times after a single dose of ‰uoride (NaF 35 mg/kg, ip) of control
(NaCl 48.7 mg/kg, ip). Values are averages obtained from 4 rats. Standard
errors are indicated by vertical bars. Asterisks indicate signiˆcant diŠerence
from control (p＜0.02).

Fig. 3. Measurement of [Ca2＋]i was described in Materials
and Methods

Cells were grown on cover slips and loaded with the Ca2＋ probe INDO
1-AM. Data show the eŠect of 10 mM sodium ‰uoride in the presence of ex-
tracellular Ca2＋ (A), or in the absence of extracellular Ca2＋ containing 500
mM EGTA (B). And then data show that the eŠect of 10 mM sodium ‰uoride
in the presence of 20 mM nifedipine (C), or in the presence of 20 mM ver-
apamil (D). These results are typical in total of four experiments.
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1-4-2. イノシトール燐脂質代謝と Ca 流入―

イノシトール燐脂質代謝の生理機能との関わりは，

種々の臓器組織で活発に研究されてきたものであ

る．培養細胞系ではラットの哺乳類癌細胞株

（WRK1）を用いて［ 3H]-myoイノシトールを取り

込ませて［ 3H]-PIP2 を生合成させた後，これを基

質として in vitroでフッ素（NaF）を加えてホスホ

リパーゼ C 活性に及ぼすフッ素の影響を［3H]-

IP3, [3H]-IP2, [3H]-IPの生成能を検索することに

より調べられている．それによると IP3, IP2の生成

能はフッ素添加によりそれぞれ 4, 3.6 倍に上昇し

たが，IP の生成能には影響しなかったとしてい

る．52)また NaF 5 mM存在下での AlCl3 による lP3

及び IP2生成の亢進は 10 mMでほぼ最高となる．ラ

ットにフッ素を投与した場合（ in vivo), [3H]-PIP2

を基質とした腎細胞膜ホスホリパーゼ C 活性は投

与の 1時間後では対照のそれに比べやや上昇したも

のの有意なものではなかった．フッ素投与直後（1

時間目）には腎臓の刷子縁膜小胞内への Ca2＋流入

が有意に上昇し，その Ca2＋流入の上昇はニフェジ

ピンによって抑制されたことは上述のとおりであ

る．55)一方，後述のように PKC 活性60)の上昇は

cAMP の上昇が終結した後で観察され，また細胞

外 Ca2＋ の細胞内への流入増加と相関していた

（Fig. 2）．55)また，著者らはラット腎上皮培養細胞

株（NRK-52E）を用いてフッ素による Ca2＋流入と

IP3, IP2 生成に与える影響を，前者は fura2 によ

り，後者は上記 Guillon らの方法52)により調べ，

Ca2＋ 流入の上昇に先行して IP3, IP2 生成の亢進を

観察することができた（Fig. 3）．61)

1-5. Mg 輸送と生体機能 著者らは，高血圧

症ラットの一種である Dahl食塩感受性高血圧発症

ラット（DahlSラット）を用いて，高血圧発症並び

にその進展について電解質動態から詳細に検討する

こととした．その結果，高血圧発症並びにその進展

に伴って尿中へのMg排泄が増加することを見い出

した．ちなみに，DahlR（食塩耐性）では当時，動

物におけるMg輸送体についての報告が少なく，こ

うした理由から研究を進めることとした．

Guntherら62)は赤血球が Na/Mg交換をしている

ことを報告しており，これはMg2＋負荷した細胞で

活性化され，結果的にMg2＋流出をもたらすという

ものであった．著者ら63)は，ラット腎由来上皮細胞
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Fig. 4. Intracellular Free Mg2＋ Concentration ([Mg2＋]i) in
Mg2＋-Loaded NRK-52E Cells
(A) The cells were cultured in normal medium. The bathing solution

was changed from Mg2＋-loading solution to Mg2＋-free solution in the ab-
sence (－) of presence (＋) of neomycin (0.5 mM). (B) The cells were cul-
tured in 10 mM Mg2＋-containing medium for 12 days. (C) The value of
[Mg2＋]i was assessed before and 5 min after the change of bathing solution.
There indicated, the cells were exposed to the Mg2＋-free solution containing
neomycin (0.5 mM) or gadolinium (1 mM). n＝56. p＜0.05, signiˆcantly
diŠerent from control. (D) The cells were pre-incubated with amiloride (0.1
mM), verapamil (50 mM), of nicardipine (50 mM) for 5 min. The bathing so-
lution was changed to Mg2＋-free solution in the absence (open bar) and
presence (closed bar) of neomycin. n＝45.
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株 NRK-52Eを細胞外 Mg2＋ 濃度を 0.8 mMから 15

mMに上昇させると CaSR-mRNA のレベルが約 2

倍に上昇することを見い出した．またネオマイシン

で誘導される［Mg2＋]i減少はニカルジピン（50 mM）

で阻害されるが，ベラパミル（50 mM）あるいはア

ミロライド（50 mM）では阻害されない（Fig. 4）．63)

こうした結果は CaSR は細胞外 Mg2＋ 濃度をモニ

ターしていて，恐らく Na非依存性Mg2＋輸送系の

活性化を引き起こしているものと考察した．Ebel

ら64)はコリン Cl溶媒系では，Na非依存性Mg2＋流

出はコリン交換体を介した非選択的輸送によって行

われ得ることが示され，ヘミコリジウム3

(HC-3），ドデシールトリメチルアンモニウムブロ

マイド（DoTMA）及びシンコニンアルカロイドに

よってMg流出が阻害されたとしている．

1-6. 電解質代謝と疾病及び加齢 Dahl 食塩

感受性ラットの DahlS の a1Na/K-ATPase 遺伝子

は感受性高血圧遺伝子で Q276Lに突然変異のある

ことが判明している．65)また，Dahlラットでは 18-

OH-DOC 合成能に差異があり，それは DahlR の

11-deoxycorticosterone から 18-OH-DOC 及び cor-

ticosterone の両者を合成する副腎の P450c11b

(11b-hydroxylase）遺伝子の突然変異によることが

これまでに明らかになっている．66)糖尿病発症と

Na輸送との関連性が深く，糖尿病誘導 1日後と 8

日後の Na/K-ATPase活性について腎の近位曲尿細

管，髄質上行脚及び皮質集合管の各ネフロン分節を

用いて比較し，42％と 23％, 0％と 55％, 81％と 45

％であり，いずれにおいてもおおむね上昇してい

る．また Na/K-ATPase a1及び b1サブユニットの

mRNA 発現についても同様にそれぞれ 52％と 22

％, 0％と 47％及び 140％と 110％に上昇したと述べ

ている．67)

加齢したラット腎皮質の基底膜 Na/K-ATPase活

性は幼若のそれに比べて 40％に低下していた．ま

たホジネートでも同様な結果が得られたとしてい

る．68)著者らも幼若（5 週齢），成熟（25 週齢）及

び加齢（100週齢）ラットを用い，Marinら68)と同

様な加齢ラット腎皮質の基底膜 Na/K-ATPase活性

の低下を観察した．69)また加齢によって酵素蛋白の

合成が低下するのではなく，酵素蛋白のリン酸化能

の低下によるとした．69)正常加齢（30ヵ月齢）ラッ

トでは尿量増加，アンモニア排泄増加及び塩素排泄

増加がみられるが，低カリウム血症ラット（F333

×BNF（1））は対照の正常幼若ラット（4ヵ月齢）

に比して血漿アルドステロン（35％）また血漿燐濃

度（40％）に低下したとしている．70)また加齢した

ラット腎皮質の基底膜 Na/K-ATPase活性は対照の

正常幼若ラット（4ヵ月齢）に比して低下していた

が，低カリウム血症ラット（F333×BNF（1））で

は腎皮質の基底膜 Na/K-ATPase活性は対照に比し

て増加していたと報告している．

2. 糖質代謝並びに輸送系

糖質は三大栄養素のなかで生物のエネルギー産

生，すなわち ATP産生にとって最も重要なもので

ある．解糖系で上方に向かえば貯蔵性が増し，下方

ヘ向かえば，より効率的な酸化的リン酸化反応へと

向かうことになる．こうしたことから，糖質の代謝

及び輸送は生命の保持にとって必須な系であり，そ

の調節系は生命体の恒常性維持にとって重要であ

る．血糖の調節は，生体にエネルギーを安定供給す
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Fig. 5. Response of Hepatic and Renal Glucose6Phos-
phatase Activity to Fluoride Dose (A) and Changes in the
Enzyme Activity after the Fluoride Dose (B)

The rats were killed 3 hr after various ‰uoride doses as shown in A.
Changes in the enzyme activity were determined at various times after a sin-
gle ‰uoride injection (NaF, 35 mg/kg, i.p.). Standard errors are indicated
by vertical lines. Asterisks indicate signiˆcant diŠerence from control ( p＜
0.02). ●, Liver; △, Kidney.
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るための機能であり，糖新生，解糖及び糖の吸収/

再吸収により行われている．

2-1. G6P水解酵素の活性調節におけるプロテイ

ンキナーゼ Cの役割 PKCは様々な細胞機能調

節を行っており，促進的な働きのみならず負の調節

（down regulation, negative feedback control）にも

関与していて，次に示す例はそれである．ラット塩

基性白血病細胞を TPA で処理すると細胞外 Ca2＋

存在下に抗原刺激をしても細胞内 Ca2＋の増加は観

察されないことから，TPAによる PKCの直接刺激

で Caチャネルが閉じると考えられていること71)な

ど多数が知られている．

著者らはフッ素投与による一過性のグルコース6

リン酸（G6P）水解酵素活性の上昇の正常値への

回復期に PKCが働いているという仮説をたてて，

H-772)（PKC の特異的阻害剤）をフッ素投与直後

に投与して，フッ素による G6P水解酵素活性上昇

の PKCによる抑制効果が H-7処理でどの程度解除

されるかを調べた．73)その結果，H-7処理では約 44

％の有意な抑制解除が観察されたが，W-774)（CaM

依存性キナーゼの特異的阻害剤）処理では約 30％

抑制解除されたものの有意な変化ではなかった．こ

うした結果は仮説を支持するもので，PKCが G6P

水解酵素活性の down regulator として機能してい

る可能性が強いことを示した．55,73)また Ca 依存性

プロテアーゼ（CANP）の活性上昇は観察されなか

ったことから，CANP はこの酵素活性の down

regulatorではないとした．55,73)

2-2. フッ素と糖質代謝異常 動物のフッ素症

で従来から言われている特徴的なものは，骨粗鬆症

及び斑状歯であるが，急性的なものとして血糖上

昇，尿糖増加や尿量増加が特徴である．著者らは血

糖及び尿糖の増加に着目し，まず糖質代謝の側から

その機構を調べることとした．その結果，解糖系関

連酵素群でフッ素投与により活性上昇するものは，

ただ 1つ G6P水解酵素活性であった（Fig. 5）．75―80)

この上昇は，フッ素投与によるフッ素イオンそのも

のによる 1次作用ではなく，2次作用であることが

推測された．こうしたことから，まず酵素蛋白の修

飾によるものか，あるいは酵素蛋白の増加によるも

のかを検討した．その結果，活性上昇の要因の 1つ

は転写及び翻訳レベルの上昇，つまり酵素蛋白その

ものの増加によることが明らかとなった．76)また，

その上昇は副腎摘出によって，ほぼ完全に抑制され

るが，甲状腺/副甲状腺摘出によって有意な影響は

観察されなかったことから，副腎機能亢進によるも

のとした（Table 3）．77,78)

2-2-1. G蛋白質とフッ素―フッ素は Rall ら

によりアデニレートシクラーゼの活性化因子の 1つ

に挙げられていること51)も 1-4-1.で既に述べた．著

者らはフッ素投与したラットの腎臓及び肝臓におけ

る代謝異常の機構を解明する過程で，フッ素を腹腔

内投与 1 時間後にそれぞれの臓器で cAMP濃度が

2及び 3倍に上昇することを報告した（Fig. 6）．79)

またその際，血清中 cAMP濃度は 10倍以上になる

ことを観察した．これらの cAMP 濃度の上昇は

G6P 水解酵素活性上昇に先行して現れ，これが

G6P水解酵素活性上昇の引き金になっているもの

と推測している．79)一方，フッ素がなぜアデニレー

トシクラーゼ活性を上昇させるかは長い間不明であ

った．しかし 1982年にフッ素によるアデニレート

シクラーゼ活性上昇が Be2＋ などの無機イオン添加

によりさらに増強され，なかでも Al3＋が最も強力

であることが報告された．53)また G 蛋白質である

Ta と Al3＋ の結合様式がリン酸の構造に酷似した

空間配位をとることが報告されている．81)

興味を引くのは，フッ素濃度（NaF）が 5―10

mM 必要であるのに対してアルミニウム濃度

（AlCl3）が 10 mMと低いことである．53)高いフッ素

濃度が必要なのは組織や細胞内にある Caなどに結
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Table 3. EŠect of Adrenalectomy on Elevation of Renal and Hepatic Glucose-6-Phosphatase Activity Induced by Fluoride Adminis-
tration

Liver Kidney

Enzyme activitya) Relative value
()

Suppression by
adrenalectomy

()
Enzyme activitya) Relative value

()

Suppression by
adrenalectomy

()

Control (NaCl)

Intact 117.1±5.5 100 0 100.7±0.6 100 0

Adrenalectomized 113.3±12.1 96.8 3.2 60.7±6.7 60.3 39.7b)

Fluoride (NaF)

Intact 497.4±16.8 425 0 300.3±13.7 298 0
Adrenalectomized 115.3±16.7 98.5 101c) 46.0±1.2 45.7 128c)

The animals were killed 3 hr after the administration of NaF (35 mg/kg, i.p.) or NaCl (48.7 mg/kg, i.p.) (control). Values are means obtained from 6 rats±
standard error. a) Enzyme activity is expressed as nanomoles of Pi liberated per milligram of protein per minute. b) Signiˆcant suppression by adrenalectomy ( p
＜0.02). c) Signiˆcant suppression by adrenalectomy ( p＜0.005).

Fig. 6. Changes in Cyclic AMP in Kidney and Serum after
Fluoride Administration

The rats were killed at various times after single large dose of ‰uoride
(NaF 35 mg/kg, ip). Values are averages obtained from 4 rats± SE. Aster-
isks indicate signiˆcant diŠerence from control (p＜0.02). ●: Kidney, △:
Serum.

Fig. 7. EŠect of Fluoride Administration on GTP-Binding
Protein in Plasma Membranes and Cytosol of Kidney

Changes in the protein in plasma membranes (▲) and cytosol (●) of
kidney were determined at various times after a single large dose of ‰uoride
(NaF 35 mg/kg, ip). Values are averages obtained from 4 rats± SE. Aster-
isks indicate signiˆcant diŠerence from control (p＜0.02). ○: Total GTP-
binding protein.
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合することによって消費されるためであろう．フッ

素投与 1時間後に腎細胞膜結合型 G蛋白質は最高

の上昇（対照に比べ約 1.4倍）を示し，投与 6時間

後でも対照の 1.2倍と高く，緩やかに正常値に戻り

はじめる（Fig. 7）．55)一方，細胞質型の G 蛋白質

はフッ素投与後数時間まで直線的に増加する．55)こ

うした著者らの結果，つまりフッ素による G蛋白

質の上昇と cAMP 活性化がよく符合していて，G

蛋白質がアデニレートシクラーゼ系の活性化を制御

しているという説を支持するものである．53)
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Fig. 8. Schematical Model of Transepithelial Glucose Transport in Proximal Tubule of Kidney
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2-2-2. プロテインキナーゼ C活性とフッ素―

PKC が発見された当時，その活性化機構としてホ

スホリパーゼ Cの活性化によリ PIP2から遊離され

た DG に加えて，Ca が必要とされていた．その

後，種々のアイソフォームが分離され，また Caを

必要としないアイソフォームも発見された．フッ素

投与により腎 PKC活性は亢進され，その最高値は

投与 3 時間後に現れ対照の正常の約 10 倍にも達

し，その後，緩やかに回復していくことが示され

た．55)一方，悪性化したマクロファ一ジの変異株

PB3 などでは膜結合が多く存在し，いわゆるスイ

ツチ・オンの状態が持続するためであろうとした発

癌機構の説明の 1つになっている．82)こうしたこと

から，腎細胞内においてホスホリパーゼ C の活性

化が PKC活性上昇の律速酵素であっても，これら

の情報伝達には細胞質 Ca濃度などが介在している

ことも想像され，事実，著者らは腎細胞内への

Ca2＋流入の上昇を観察している．55)これと PKC活

性の亢進が非常によく相関している．またフッ素投

与による腎細胞質型 PKC 活性の亢進について，

PKC に特異的な阻害剤の一種の H-7と Ca カルモ

デュリン依存性プロテインキナーゼに特異的な阻害

剤の 1つであるW-7を濃度を変えてインキュベー

ション系に加えそれぞれの影響を調ベ，前者の方が

後者に比べ 1000倍以上も強力に抑制した．83,84)

2-3. 糖の吸収/再吸収と糖輸送体 腎臓にお

ける Dグルコース再吸収機構は腎上皮細胞を介し

て刷子縁膜から基底膜へと経細胞的に輸送され，前

者の膜には Na＋ 依存性の Na＋/グルコース共輪送

体（sodium dependent glucose cotransporter, SGLT）

が，後者の膜には Na＋ 非依存性の促進拡散型グル

コーストランスポーター（facilitative glucose trans-

porter, GLUT）が分布し，その輸送を担っている．

腎尿細管の刷子縁膜（管腔膜）側での吸収は Na＋

の電気的及び化学的勾配に従ってグルコースは 2次

的な能動輸送系により細胞内に輸送される．この輸

送系が，85)いわゆる SGLTである．一方，側基底膜

では上皮細胞内に取り込まれた Naイオンは側基底

膜に存在する Naポンプにより血管側に能動輸送さ

れ，グルコースは側基底膜に存在する GLUTを介

して血管側へと受動輸送される（Fig. 8）．

2-3-1. Na 非依存性糖輸送体 GLUTs―グル

コース，ガラクトース，フルクトースなどの単糖を

輸送する促進拡散型グルコーストランスポーター

（GLUTs）は，現在 GLUT112の合計 12種が報告

されている．なかでも GLUT4はインスリン感受性



hon p.12 [100%]

518

Fig. 9. Dendrogram of a Multiple Alignment of the Mam-
malian and Drosophila Sugar Transporters

The Drosophila melanogaster proteins with the highest similarity to the
human GLUT1 were identiˆed with a BLASTP search, and an alignment was
performed with the CLUSTAL program (open gap cost 10, unit gap cost
10). Numbers at the branches of the tree indicale percentage identity. GLUT
proteins represent the human isoforms. AAF codes, DM-GLUT1, DM-SUT1
and DM-SUT4 represent Drosophila proteins.
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組織である骨骼筋，心臓及び脂肪細胞に分布してい

て，その機能解析が最も進んでいるトランスポー

ターで興味ある知見が多く報告されている．これら

のトランスポーターは組織局在性があり，分子量は

45―55 kDで，すべて 12回膜貫通型モデルである

ことが示されている．このファミリーは，そのホモ

ロジーから Fig. 9 のような系統樹が得られ，生物

の進化過程はいかに効率的にエネルギーを獲得する

かの過程でもあり，そうしたことからも GLUTの

進化は興味が持たれる．一方，薬物トランスポー

ター，有機カチオン，有機アニオン及びペプチドト

ランスポーターを含めた大きなスーパーファミリー

を形成していて，これらはいずれも 12回膜貫通型

モデルの構造を有している．

GLUT15はいずれも細胞膜に存在し，腎臓や小

腸の刷子縁膜には GLUT5が分布し，ヒトの筋肉や

脂肪細胞にも発現している．86)また，GLUT2はそ

れぞれの基底膜に存在していて糖の再吸収や吸収に

重要な役割を担っている．糖尿病を持つヒトやラッ

トでは腎尿細管でのグルコース再吸収は事実上昇し

ていて，長期間未治療の場合，腎尿細管では

GLUT2の過剰発現が予測されるとしており，低親

和性の GLUT2の増加を認めている．それは糖再吸

収が血管側への促進型のグルコース放出によって上

昇することが証明されたことになり，その放出は高

血糖症では律速となっていることを示している．87)

GLUT1 は赤血球，血液組織関門，心臓に局在

し，メサンギウム細胞では GLUT1のみしか分布し

ていない．腎尿細管障害は日常的に存在していて回

復する場合と細胞死する場合とがあり，その過程の

機構については関心がもたれる．GLUT1 と

glucose-regulated proteins (GRPs）が共にストレス

時に上昇する88)ことに注目し，またストレス時に細

胞内 Caが上昇するという知見からブタ腎上皮細胞

株 LLC-PK1 を用いて Ca イオノフォア A23187 に

より実験的に細胞内 Ca上昇をさせ，GLUT1-mR-

NA の発現上昇が観察されている．89) GLUT3 はニ

ューロンに多く存在しているもので，培養細胞株を

用いた強制発現では頂端側膜に発現されることが認

められている．GLUT7は肝細胞の小胞体に存在し

ているが，GLUT8は睾丸に特異的に分布している

ことが知られていて，GLUT1に対するホモロジー

は 29.4％である．GLUT9 は GLUT5 に 44％ ,

GLUT1に 38％のホモロジーがあり，脾臓，末梢リ

ンパ球及び脳に分布している．90) GLUT1, GLUT3

及び GLUT4 は高親和性である．一方，GLUT2

(Km＝17 mM）及び GLUT5は低親和性で，それぞ

れの遺伝子は，ヒトでは前者は染色体の 3q26.1-

q26.2に，後者は 1p36.2にマップされている．91)ま

た GLUT5はフルクトースしか輸送しない．92)

2-3-2. Na依存性糖輸送体 SGLTsの特徴―Na

依存性糖輸送体は Na/グルコース共輸送体とも和

訳され，その略称が SGLT である．SGLT には，

現在までに SGLT1, SGLT2 及び SGLT3 の 3 種類

のアイソフオームが知られている．このファミリー

にはナトリウム依存性イノシトールトランスポー

ター（SMIT1), Na 依存性ヌクレオシドトランス

ポーター（SNST）など数種が知られている．また

真核生物だけでなく，大腸菌などの原核生物にも広

く分布し，Na依存性のプロリントランスポーター

（PutP），パントテン酸トランスポーター（panF）

なども同族で，糖質以外のものを基質とする一群の

ナトリウム依存性トランスポータースーパーファミ

リーを形成している．85)

a. 高親和性/低容量の糖輸送体 SGLT1と糖/水
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Fig. 10. An Alternative Access Model with 6 Conformational
States (16) that Accounts for the Transport Properties of
SGLT1

Cysteine residue (C) in Q457C SGLT1 is indicated as being in 2 forms:
one accessible and another not accessible to external methanethiosulfonate
reagents.119)
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輸送 SGLT1 は，1987 年 Hediger らによりク

ローニングされたもの93)で，ヒトでは 664個のアミ

ノ酸残基からなる分子量 73 kDaの膜蛋白質で，当

初は膜を 11回貫通しているモデルが提唱されてい

た94)が，現在では 14回膜貫通型モデルが一般的に

受け入れられている．95)腎臓では S3分節を中心と

する外髄質，つまり近位尿細管の刷子縁膜に局在

し，その主な発現組織は消化管では小腸で，食道，

胃，大腸には碓認されていない．腎 SGLT-mRNA

の発現はラットでは胎生期の 18日目にはじまり，

生後 1日目まで増加するといわれている．96)

ちなみにヒト SGLT1 はプローブとしてウサギ

SGLT1を用いて小腸 cDNAライブラリーから単離

され，95)その遺伝子は染色体 22q13.1に組み込まれ

ている．97) SGLT1 はグルコース，ガラクトースを

基質とし Naとグルコースの輪送比が 2：1で，グ

ルコースに対する Km は 0.1― 0.4 mM (Na＋100

mM）で，高親和性で低容量のグルコーストランス

ポーターの性質を示している．また，フロリジンで

強く阻害され，Kiは動物種により異なり 0.01 mM―

0.2 mMで，ヒトでは 0.2 mMである．98)グルコース

トランスポーター蛋白が，どんな機構で細胞膜を介

して基質と複合体を形成するのかが明らかでなかっ

た．そこで Loo らは SGLT1 の糖の移行ドメイン

Q457 を Cys 残基に置換してローダミン6マレイ

イミドでラベルして調べた電位ジャンプなどから，

Q457C 変異体は糖輸送能を有していたが，メタン

チオスルホネート試薬でのアルキル化後では消失し

てしまうことを証明した．このアルキル化反応には

Na＋ を必要とし，糖及びフロリジンにより阻害さ

れ，前定常期の直後に蛍光の変化を観察したことか

ら，これらの結合にはコンホメーション変化が伴っ

ていると結論している（Fig. 10）．99)

最近，ヒト SGLT1を発現させたアフリカツメガ

エル（Xenopus laevis）卵母細胞では強力な水輸送

活性を生ずることが発見され，100)その輸送能は

Na＋ 2 分子，グルコース 1 分子に対して水 210―

220分子にも達するという新知見が加わった．101)こ

れについては非代謝性基質である aメチルグル

コース（aMG) 5 mMでは 120±20 pLs－1 cm－1に達

する水流入（Jw）を伴った内向きの 800±10 nAの

Na電流を生じ，またフロリジンにより局所浸透勾

配が SGLT1に共役して水輸送を駆動することが証

明されている．最近，小腸 SGLT1活性はアルギニ

ンバソプレシン（0.5 mM）によって亢進されるが，

アルドステロン（0.5 mM）では何の変化もみられて

いないとの報告は興味のある知見である．102)

b. 低親和性/高容量の糖輸送体の SGLT2 及び

SGLT3 ヒトの腎では S1/S2 分節の外皮質，つ

まり近位曲尿細管の上皮細胞の刷子縁膜側に強く発

現する SGLTが発見され，これまで知られていた

ものとは性質を異にする低親和性（～2 mM）で高

容量のもので SGLT2 と命名された．103) SGLT2 は

アフリカツメカエル卵母細胞による発現系ではその

輸送活性は強くないが，pSGLT2（現在，SGLT3

名称変更）と同様な性質を持っていることを明らか

にしている．104) Na とグルコースの輸送比は 1：1

で，ガラクトース以上にグルコースに対する選択性

が高い．SGLT1 とは対照的に SGLT2-mRNAの発

現は胎生期の 17日目に始まり 19日目にかけて増加

し，その後，胎生期 19日目と生後 1日目の間で降

下することが知られている．96)この SGLT2遺伝子

は染色体 16p11.2にコードされていて，またその蛋

白質の分子量は 73 Kdで，アミノ酸配列は SGLT1

と 59％のホモロジーを持っている．102)現在，

SGLT2の制御機構等についてはいまだ不明な点が

多く存在している105)ものの，SGLT2は腎にのみ特

異的に発現しており，腎において実際に糖の再吸収

にとって大きな役割を果たしているトランスポー

ターであると推察されており，S1分節を中心に近
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位尿細管に発現している．

SGLT3は従来 pSGLT2と呼ばれていたものが昨

年，名称変更されたものである．106) pSGLT2 は最

初にブタのシステム A アミノ酸トランスポーター

SAAT1 (Sodium dependent amino acid transpor-

ter)107)としてクローニングされたが，低親和性グル

コーストランスポーターであることが分かり，次い

で pSGLT2 と変更され，昨年までこのように呼ば

れていた．104) SGLT3はグルコースの非代謝性基質

である aMGに対する Kmは 2 mMで，グルコース

に対しては 6 mMであるが，ガラクトースはほとん

ど通さない．また，Na＋ に対する Kmは 10 mMで

Na とグルコースの輸送比が 2：1 であり，フロリ

ジンに対する Ki は 1 mM である．これらの性質

は，すでに生理学的に解明されているグルコースト

ランスポーターの SGLT2の性質に似ていて，108)こ

の SGLT3遺伝子は染色体 22p12.112.3にコードさ

れていることが最近明らかになっている．109)

SGLT3 のアミノ酸配列はラット SGLT1 に対して

78％のホモロジーがあり，ラット SGLT2に対して

はたった 60％のホモロジーしかない．

2-3-3. 糖輸送体の調節とトラフィッキング―

GLUT4は筋肉や脂肪細胞に存在し，通常，細胞内

のインスリン感受性コンパートメント内に留まって

いるが，インスリンにより細胞膜上に移行してグル

コース輸送活性を発現し，インスリンがなくなると

GLUT4は再び細胞内に移行して糖輸送活性が低下

するというリサイクル機構により調節されてい

る．110)マウスの腎傍糸球体細胞での GLUT4とレニ

ンとの選り分けやトラフィッキングが注目されてい

るが，両者は全く別な経路で行われていることが形

態学的に証明されている．111)また，このトラフィ

ッキングや GLUT4の小胞へのドッキングには syn-

taxin-4/Munc-18c/VAMP2 が関与している．112)こ

のようにトラフィッキングに関わる分子や分子相互

の作用が次第に解明されてきている．

GLP-2（グルカゴン様ペプチド 2）をインフュー

ジョンすると刷子縁膜小胞に有意なオーバーシュー

トを伴った Na依存性のグルコース取り込み増加が

引き起こされ，ウエスタンブロッティングにより

SGLT1の上昇と相関していることが確認されてい

る．113)また，GLP-2の効果は管腔側に Brefeldin A

やWortmaninを添加するとブロックされることか

ら，GLP-2は SGLT1の細胞内プールから刷子縁膜

へのトラフィッキングを誘導する作用を持っている

と解釈している．著者ら114)は，アンギオテンシン

IIに SGLT1活性抑制作用のあることを見い出し，

トラフィッキングの抑制あるいは down regulation

に関与しているらしいことが明らかになりつつある．

2-3-4. 糖輸送体と疾病及び加齢―糖尿病患者

や糖尿病ラットでは腎近位尿細管の GLUT2が過剰

発現していることが報告されている．87) Fanconi-

Bickel症候群では，重篤な腎尿細管機能障害とくる

病を持つ肝腎糖新生増多症が特徴となっており，こ

れらの症候群を有する 3家系では GLUT2に P417L

の突然変異があり，それとの相関性が明らかになっ

ている．115)一方，ZDF 糖尿肥満ラットの膵 b細胞

での GLUT2発現は糖尿病の b細胞機能障害発症の

際に激減し，この ZDFラットにレプチン受容体を

過剰発現させると GLUT2，グルコキナーゼ及びグ

ルコース刺激インスリン分泌は回復する．116) b細胞

の GLUT2及びグルコキナーゼはグルコース刺激イ

ンスリン要求性でレプチン感受性であるが，ZDF

ラットはレプチン受容体遺伝子の優性遺伝でレプチ

ン非依存性である．つまり，このことが ZDFラッ

トの糖尿病発症の原因となっている．

SGLTが関与する疾患としては，小児での先天性

ガラクトース・グルコース吸収不全症があり，

SGLT1異常により引き起こされることが報告され

ている．117)これは小腸におけるガラクトース及び

グルコースの吸収障害によるものである．一方，

SGLT1の糖結合部位は C末端ヘリックスのいわゆ

る C5 (407664）に存在し，アフリカツメガエル卵

母細胞に発現させるとグルコースのユニポータとし

ての発現型を示すことが知られている．先天性ガラ

クトース・グルコース吸収不全症をもつ患者では

Q457R に突然変異のあることが明らかにされてお

り，118)既に，その遺伝子診断にも役立っている．

著者ら119)は，食塩感受性高血圧発症ラットの Dahl

ラット（DS）では高食塩食により腎 SGLT1 のセ

リンリン酸化反応が促進されるのに対して腎 Na/

K-ATPaseではチロシンリン酸化反応が抑制される

ことを見出している．しかしながら，SGLT2に関

しては家族性腎性糖尿病への関与は示唆されてい

る120)ものの，現在，その発症機構を含めて不明な

点が多い．著者ら105)は SGLT2の新規な 3種のサブ
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タイプを発見した（Fig. 11）が，これらはこの疾

病の原因解明に繋がる可能性もある．

Armoni ら121)は脂肪細胞の基底膜の 3-Oメチル

グルコース輸送速度は加齢によって影響を受けず，

またそれは加齢で GLUTのレベルが影響を受けな

いことと相関していた．しかしインスリンで活性化

されるグルコース輸送は加齢したラット（18ヵ月

齢）では 60％低下していた．インスリンは GLUT

の基底膜へのトランスロケーションを促進する作用

を持っていて，インスリンにより GLUT機能活性

は 6 倍にまで上がるが，その効果は幼若ラット

（1.5ヵ月齢）に比して加齢ラットでは 40％まで減

少していたとしている．ラットのフルクトース輸送

体（GLUT5）は授乳期の後に通常現れるが，早期

に高フルクトース食で飼育すると早熟的に誘導され

得る．122)高グルコース食で飼育した授乳期のラッ

トでは，GLUT5-mRNA発現は主に微絨毛の上部 3

/4に分布するが，その基部にはほとんど発現しな

い．またフルクトースで飼育した場合には，

GLUT5-mRNA 発現は微絨毛の基部を除いて全域

に 2― 3 倍になるとしている．脳の微小血管

GLUT1の分布について大脳皮質では変化は有意で

はなかったが，成熟＞SAMP8＞スクレイピー感染

＞加齢ラットの順で減少した．一方，海馬では，

＞成熟＞加齢＞スクレイピー感染＞SAMP8（早老

症）ラットの順で有意な減少を示したとしてい

る．123)

おわりに

電解質及び糖質の輸送と代謝について，環境毒性

の側面から労働環境及び/又は生活環境に関わりの

深いもののなかから，地域に密着した鉛中毒とフッ

素症を研究課題に選び，研究を始めることとした．

静岡県には鉛ガラスを製造/成形する工場が，また

フッ素化合物を融剤とするアルミニウム精錬工場が

立地していたことが研究の発端である．

鉛中毒ではポルフィリン代謝異常が特異的と言わ

れているが，密造酒としてムーンシャインウイス

キーによる鉛中毒ではレニン活性の低下などが報告

されていた．これは鉛作業者の健康管理上，アル

コール飲酒愛好者に対する配慮から，応用基礎研究
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をレニン―アンギオテンシン―アルドステロン系と

電解質，特に Naに焦点を絞って研究した．また，

フッ素症については，インド，アフリカ及び中国に

おける疫学的な問題，また欧米では齲歯予防から水

道水のフルオリデーション，酸性フォスファターゼ

活性上昇による骨粗鬆症の治療などから研究対象と

して Ca代謝，糖代謝，Na，水の再吸収（多尿症と

の関連）と関連した研究を推進した．

その後，退官までの 10余年間は，これらの研究

に神経系及び免疫系の分野を研究対象に加え，主と

して生活習慣病あるいは加齢との関連で高血圧症，

糖尿病，神経障害並びに骨粗鬆症の発症機構の解明

へと研究の方向を変えながら，現在に至っている．

さて，電解質輸送に関連した Na/K-ATPase, Ca-

ATPase, Caチャネルに関する研究の現状を鳥瞰す

ると一次構造はほとんど解明されたといってよい．

これらの遺伝子発現とその調節のさらなる解明，欠

損，突然変異の部位のさらなる解析，その他，新規

的な機構解明に向けたアプローチ，加齢と遺伝子に

関するさらなる研究などはヒトゲノム解析が一応終

了した今，より新たな展開の模索に向かって進むこ

とを期待したい．糖輸送蛋白質である SGLTs や

GLUTsの X線回折による立体構造解析はいまだ進

展していないが，近い将来明らかにされるであろ

う．また，SGLTs や GLUTs に関連した疾病など

の原因遺伝子が同定されるに従って遺伝子診断に実

用されているが，さらに遺伝子治療また治療薬の開

発へと研究が発展することが期待される．

著者らの研究のうち神経系及び免疫系の研究成果

については，紙面の都合で割愛することとした．
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