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論文内容の要旨

【目的】

腎髄質は生体内で唯一極端な高浸透圧にさらされる部位であるo 腎髄質細胞はこのような細胞外の高浸透圧環境に

適応するため，オスモライトと総称される数種類の有機浸透圧物質を細胞内に蓄積することにより細胞外との浸透圧

ノぜランスを維持しているo 哨乳類の腎臓で同定された主なオスモライトとしてベタイン， ミオイノシトール及びソル

ビトールが知られているo これらの細胞内への蓄積メカニズムは培養細胞を用いて実験により明らかにされつつあるo

すなわち，細胞外の浸透圧が上昇するとベタインとミオイノシトールはそれぞれに特異的な輸送体(ベタイン輸送体

及びミオイノシトール輸送体)活性の冗進により細胞内に蓄積されるo ソルビトールはアルドース還元酵素活性の上

昇によりク柿ルコースからの合成が冗進することにより蓄積される。これらの輸送体及び酵素活性の冗進は，主にそれ

ぞれの遺伝子の転写が冗進することによる。このように培養細胞系での検討は進んでいるが，生体内での発現及びそ

の調節についての検討はほとんど行われていな ~\o 本研究の目的はラット腎におけるベタイン輸送体 (betain

GABA transporter : BGT-1 )の局在と NaCl負荷による発現調節を明らかにし，他のオスモライト関連遺伝子と

比較することによりその生理的役割につき検討することであるo

【方法ならびに成績】

1) ノザンプロット法による BGT- 1 mRNA レベルの検討

6 週齢雄性ウィスターラットに高張1.5M NaCl 1.5ml/lOO g 体重を腹腔内投与した後，経時的にラット腎臓を摘

出した。その腎髄質部から RNA を抽出し，ノザンプロット法により BGT- 1 mRNA レベルを観察した。さらに，

NaCl 再吸収を阻害した際の BGT- 1 mRNA レベルの変化を検討するためにフロセミド (20mg/kg) を NaCl と同

時に負荷したo 髄質の BGT- 1 mRNA 発現は NaCl 負荷後急速に増加し， 1 時間後に有意な増加を認めた。 5 時間

後にはピークに達し，約6.8倍まで増加した。この増加はフロセミドを同時に投与することによりほぼ完全に抑制さ

れたo

2) in situ ハイブリダイゼーション法による BGT-l 発現の組織学的検討

NaCl 負荷後，経時的にラット腎を潅流固定し，腎切片を作製。おS でラベルした BGT-l の cRNA プロープで m

situ ハイブリダイゼーションを行ったo BGT-1 は髄質外層に最も強く発現しており，髄質内層にも発現が認めら
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れた。強拡大にて，髄質外層の強いシグナルはへンレの太い上行脚に，また髄質内層のシグナルは集合管に存在した。

へンレの太い上行脚の BGT-l 発現は NaCl 負荷によって急速かっ強力に誘導され， フロセミド投与によりほぼ完

全に抑制された。一方，集合管における発現はへンレの太い上行脚に比して，あまり鋭敏に誘導されなかっ t: o

3) マイクロダイセクション RT-PCR による BGT-l の発現部位の同定

NaCl 負荷を行ったラ y トより腎を摘出し，実体顕微鏡下にネフロンの各セグメントを単離し，逆転写酵素 (re

verse transcriptase ; RT) にて各セグメント別の cDNA を作成した。この cDNA にラット BGT- 1 に特異的なプラ

イマーを用いて PCR を行い，各セグメントごとの BGT-l の発現を検討した。その結果， BGT-1 の発現部位はへ

ンレの太い上行脚と集合管であることが確認された。

4) 他のオスモライト関連遺伝子との比較

ミオイノシトール輸送体は BGT-l の発現部位に加えて皮質部のへンレの太い上行脚及び傍糸球体部にも強い発

現が認められた。アルドース還元酵素は髄質内層にのみ発現が認められた。従来より，これらのオスモライト関連遺

伝子は浸透圧の最も高い髄質内層に強く発現していると考えられていた。しかし，今回の結果から BGT- 1 は髄質

外層に， ミオイノシトール輸送体は髄質外層に加え，腎皮質にも強く発現しており，特異的な発現パターンを示して

いることが明らかとなったo

【総括】

我々はラット腎における BGT-l の発現及びその調節について検討した。 BGT-l はへンレの太い上行脚に最も

強く発現しており，集合管にも発現が認められた。へンレの太い上行脚の BGT- 1 発現は T、JaCl 負荷により急速か

っ強力に誘導され， フロセミドにより抑制されたことから，この部位における BGT- 1 の発現は NaCl 再吸収量に

依存していると考えられた。このようにへンレの太い上行脚において BGT- 1 は NaCl 再吸収に関連して生理的に

重要な役割を果たしていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

ベタインは腎髄質細胞で同定された主要なオスモライトの一つで，細胞外の高浸透圧に対してベタイン輸送体の活

性の冗進により細胞内に蓄積し，細胞内外の浸透圧バランスを保つ働きがある。培養細胞を用いた実験ではベタイン

輸送体は高浸透圧刺激に反応して主に遺伝子転写レベ、ルで、制御を受けていることが明らかとなっているが，生体内で

の検討はほとんど行われていなかった。

本研究は生体内でのベタイン輸送体の生理的役割を明らかにするため， ラット腎におけるベタイン輸送体の局在と

その発現調節について検討した。ベタイン輸送体はへンレの太い上行脚に最も強く発現しており，集合管にも発現が

認められた。へンレの太い上行脚での発現は?、JaCl 負荷により急速かっ強力に誘導されフロセミドにより抑制された

ことから，この部位におけるベタイン輸送体の発現は NaCl 再吸収量に依存しており，局所の高浸透圧に対応してい

ることが明らかとなった。

これらの結果から，ベタイン輸送体の生体内での生理的役割が明らかとなり，腎生理学において寄与するところ大

と期待され，学位に値すると考える O
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