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研究成果の概要（和文）：本研究では、アミノグリコシド系抗生物質の腎障害と密接に関与する細胞内移行機構につい
て精査した。培養腎上皮細胞を用いて解析した結果、これまで示されてきたエンドサイトーシス介在性輸送に加えて、
エンドサイトーシスに依存しないゲンタマイシン(GM)の細胞内移行が認められた。そして、この輸送にはTRPVカチオン
チャネルが関与する可能性が示唆された。チャネルを介してGMが細胞内に移行した場合、GMは直接細胞質に分布するこ
とでミトコンドリアに影響を及ぼしやすくなるため、細胞毒性の発現リスクが高まると予想される。以上より、TRPVチ
ャネル活性の変動がアミノグリコシド腎毒性の発現に影響する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the molecular mechanisms underlying entry of an ami
noglycoside antibiotic gentamicin in renal proximal tubular cell lines OK and HK-2. In OK cells expressing
 a multi-ligand endocytic receptor megalin, gentamicin was taken up into the cells via endocytosis-depende
nt pathway. On the other hand, in HK-2 cells with little megalin expression, endocytosis-independent pathw
ay, but not endocytosis-dependent pathway, was shown to be involved in gentamicin uptake. In addition, it 
was suggested that the endocytosis-independent uptake of gentamicin in HK-2 cells is, at least in part, du
e to transport via TRPV cation channel. When gentamicin is transported via a channel-dependent pathway int
o renal tubular cells, gentamicin directly enters the cytoplasm, where gentamicin potently affects mitocho
ndrial function leading to cell death. Taken together, it is likely that activation of TRPV cation channel
 activity increases the risk of aminoglycoside-induced nephrotoxicity.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
アミノグリコシド系抗生物質（以下、AG）
は、β-ラクタム系抗菌薬が作用しにくい緑
膿菌やセラチア菌を含むグラム陰性菌に強
力かつ確実な抗菌力を発揮することから、現
在でも臨床において不可欠な抗菌薬である。
また、安価であることから、世界的に見ても
広く使用されている。さらに、近年、新規に
開発された抗菌薬に対して耐性を有するグ
ラム陰性菌が高頻度に出現していることか
ら、臨床現場において AG の有用性が再認識
されている。その一方で、AG の投与はしばし
ば腎障害や聴器障害を発症させるために、処
方が控えられる場合が少なくない。したがっ
て、臨床において AG を有効かつ安全に使用
していくために、AG 投与による副作用を防御
するための方法論の確立が強く求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
 
現在、アミノグリコシド系抗生物質（以下、
AG）の投与によって腎毒性が発現する主要な
メカニズムとして、１）尿細管上皮細胞内に
取り込まれた後、細胞内に蓄積することで細
胞毒性を誘発する経路と、２）尿細管細胞膜
に発現する calcium-sensing receptor に AG
が細胞外で結合した後、シグナル伝達を介し
て細胞毒性が発現する経路が提唱されてい
る。また、AGの細胞内移行は、これまでエン
ドサイトーシスによるものと考えられてき
たが、最近では内耳細胞において、エンドサ
イトーシス非依存性のチャネルを介した輸
送が関与することが示唆されている。しかし、
腎尿細管上皮細胞におけるエンドサイトー
シス非依存性輸送についての情報はない。本
研究では、AG腎毒性の初発過程に関与する分
子機構を明確にするため、AG 輸送の分子機構
を精査し、より効果的かつ確実な AG 腎毒性
防御法の開発へと発展させることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 使用機器・器具 
培養器具として、35, 100 mm culture dish、
35 mm glass bottom culture dish、24 well 
plate は岩城硝子のものを用いた。 
実験に使用した機器・器具として、UV-160A 
Spectrophotometer (SHIMAZU)、液体シンチ
レーションカウンター：LSC-5100 (Aloka)、
冷 却 遠 心 機 ： AvantiTM 30 Centrifuge 
(BECKMAN)、卓上遠心機：KN-70 (KUBOTA)、
ポリトロン型ホモジナイザー：URTRA TARRAX® 
T25 basic (IKA LABORTECHNIK)、円偏光二色
性 (Circular dichroism; CD) 測定装置：
J-720 Spectropolarimeter (Jasco)、核酸増
幅リアルタイムモニタリングシステム : 
Line Gene (Bio Flux)、プログラムテンプコ

ントロールシステム: GeneQ Thermal Cycler 
(Bioer Technology)、電源装置: AE-8300 ク
ロスパワー150 (150 v/3.8) (ATTO)、泳動装
置: AE-6100, 6110 サブマージ アガロース電
気泳動装置 (SHIMADZU)、核酸濃度測定器: 
nano drop (ND-1000)、紫外可視分光光度計: 
UV160A (SHIMADZU)、細胞内 Ca2+測定装置 : 
ARGUS/HiSCA system (浜松ホトニクス)、蛍
光顕微鏡 : Nikon ECLIPSE TE300 (Nikon)を
用いた。 
 
(2) 細胞培養 
OK cells : OK 細胞は、10% FBS を含む M 199
を用い、CO2 インキュベーター内 (37ºC、5% 
CO2-95% air) で 90%コンフルエントになるま
で 5-7 日間培養した。細胞の継代は 0.05% 
Trypsin-0.02% EDTA 4Na を用いて細胞を剥離
し 100 mm culture dish ( 継 代 用 ) に
60-100×104 cells/dish となるように播種し
た。24 well plate (実験用) には 5×104 あ
るいは 8×104cells/dish となるように播種
した。培地交換は 2日毎に行い、実験あるい
は継代前日にも行った。実験には 5-7 日間培
養した細胞 (passage #92-104) を用いた。 
HK-2 cells : HK-2 細胞は、10% FBS を含
む DMEM/F-12 を用い、CO2インキュベーター内 
(37ºC、5% CO2-95% air) で 90%コンフルエン
トになるまで 5-7 日間培養した。細胞の継代
は 0.05% Trypsin-0.02% EDTA 4Na を用いて
細胞を剥離し 100 mm culture dish (継代用) 
に 60-100×104 cells/dishとなるように播種
した。35 mm glass bottom culture dish (実
験用)、24 well plate (実験用) にはそれぞ
れ 5000 cells/dish、5×104 cells/dish とな
るように播種した。培地交換は2日毎に行い、
実験あるいは継代前日にも行った。実験には
5-7 日間培養した細胞 (passage #18-46) を
用いた。 
 
(3) [3H]Gentamicin の細胞内移行特性解析 
実 験 に は 以 下 の phosphate-buffered 
saline (PBS) あるいは HEPES buffer を用い
た。培地を除去した細胞を PBS(G)あるいは
HEPES buffer 1mL で 3 回洗浄し、37ºC また
は 4ºC の PBS(G) あるいは HEPES buffer で
12-30 分間プレインキュベーションした。そ
の後、プレインキュベーション溶液を除いて
[3H]gentamicin 溶液を 0.3 mL 添加し、一定
時間インキュベーションした。基質溶液を除
去した後に氷冷した PBS(+) 1 mL で 3回洗浄
した。取り込み実験直後の細胞に氷冷 PBS(+)
を加えてセルスクレーパーでかきとり 4ºC、
10,000 rpm で 5 分間遠心後、上清を除去し再
び PBS(+)を加えて 4ºC、10,000 rpm で 5 分間
遠心した。上清を除去し、0.1 M NaOH (0.3 mL)
を加えて細胞を溶解し、その細胞溶解液に
Ultima Gold を 3 mL 加え、液体シンチレーシ
ョンカウンターにて放射活性を測定した。ま
た、細胞溶解液 45 μLを用いて Bradford 法
にてタンパク量を測定した。 



 
(4) 薬物処理 
Sodium azide 、 2,4-dinitrophenol 、
chlorpromazine、各種アミノグリコシド、
N-WASP 関 連 ペ プ チ ド は PBS(G) に 、
cytochalasin D、colchicineは 0.5% dimethyl 
sulfoxide (DMSO)を含む PBS(G)に溶解した。
Gadolinium、ruthenium red、probenecid は
HEPES bufferに、capsaicin、resiniferatoxin、
capsazepine、wortmannin、cinnamaldehyde、
carvacrol、6-tert-butyl- m-cresol は 0.5% 
DMSO を含む HEPES buffer に溶解した。各阻
害剤及び刺激剤はプレインキュベーション
後より基質と共存させて添加した。阻害剤は
プレインキュベーション時から添加し、基質
とも共存させてインキュベーションした。 
 
(5) RT-PCR 法 
RNA の抽出は、細胞から培地を除去した後、
PBS(-)で 2 回洗浄し、RNeasy Mini Kit を用
いて取扱い説明書に記載されたプロトコー
ルに従い total RNA を抽出した。抽出した RNA
濃度は nano drop (ND-1000) を用いて 260 nm
における吸光度を測定することで算出した。
RT-PCR は、RT-PCR Kit (Rever Tra DashTM) を
用い、取扱い説明書に記載されたプロトコー
ルに従い行った。逆転写反応は、65ºC 5 分 
(RNA の高次構造分解)、4ºC 5 分の後、逆転
写酵素 (Rever Tra AceTM) を加え、42ºC 30
分 (伸長反応)、99ºC 5 分 (逆転写酵素の熱
変性)、4ºC 5分を行った。PCR 反応は以下に
示す条件にて行った。1 サイクル目の
denaturation の際に DNA 合成酵素 (KOD 
DashTM) を加えた (ホットスタート法)。 
 
(6) アガロースゲルによる電気泳動 
ア ガ ロ ー ス に TBE buffer (89 mM 
Tris-borate、2 mM EDTA) を加え、2%のアガ
ロースゲルを作成した。電気泳動後、buffer
に ethidium bromide を 0.1 µg/mL となるよ
うに加え、40-45 分間染色した。その後、UV
トランスイルミネーターを用いて増幅され
た DNA のバンドを観察した。 
 
(7) 細胞内カルシウムイオン濃度の測定 
細胞内カルシウムイオン濃度を測定する
ために、HK-2 細胞を 35 mm glass bottom dish
に 5000 cells/dish で播種し、50～60%コン
フルエントになるまで培養した。培地を除去
した後、HEPES buffer で 3回洗浄し、10 μM 
Fura-2-AM を含む HEPES buffer を添加して
37°Cで 40 分間インキュベーションした。そ
の後細胞を HEPES buffer で 3 回洗浄し、室
温 (24～26°C)のチャンバー内でインキュ
ベーションした。340 nm 及び 380 nm の波長
で励起した際の Fura-2 の蛍光を測定し、蛍
光強度比(F340 nm/F380 nm)を細胞内カルシ
ウム濃度の相対的な指標とした。 
 
 

４．研究成果 
 
最初に、本実験で用いたヒト培養腎尿細管
上皮細胞 HK-2 の一般的な特性について、解
析した。まず、D-グルコースの取り込みには
Na 依存性が観察され、また、SGLT1 および
SGLT2 の mRNA の発現が認められた。さらに、
P-糖タンパク質基質である rhodamine 123 の
細胞内蓄積は P-糖タンパク質阻害剤である
verapamil によって有意に上昇するとともに、
MDR1 遺伝子の発現も認められた。従って、本
研究で用いた HK-2 細胞は比較的良好に腎近
位尿細管上皮細胞の機能特性を維持してい
ることが示された。 
次に、HK-2 細胞におけるメガリンの発現に
ついて調べた。RT-PCR 解析の結果、30 サイ
クルで検討した場合には、メガリン mRNA 由
来のバンドは全く観察されなかった。さらに、
サイクル数を増やして 35 サイクルで行った
場合において、バンドは観察されたものの、
その発現レベルは高いものではなかった。ま
た、ウエスタンブロット解析を行った結果、
ポジティブコントロールとして用いたラッ
ト卵黄嚢ガン由来の L2 細胞では明確なメガ
リンの発現が認められたが、HK-2 細胞におい
てはほとんど発現が観察されなかった。一方、
フクロネズミ腎尿細管由来の OK 細胞ではメ
ガリンの発現が明確に認められた。 
そこで本研究では、メガリンが発現してい
ない HK-2 細胞とメガリンが発現している OK
細胞とで[3H]gentamicinの取り込みを比較解
析しながら検討を行うこととした。まず、
[3H]gentamicin取り込み過程の特異性につい
て明確にするため、非標識体 gentamicin に
よる影響について検討した。その結果、 
[3H]gentamicin取り込みはいずれの細胞にお
いても、非標識ゲンタマイシンの共存によっ
て濃度依存的に阻害されることが認められ
た。 
次に、エネルギー代謝阻害剤である
2,4-dinitrophenol の影響について検討した。
そ の 結 果 、 OK 細 胞 に お い て は 、
2,4-dinitrophenol によって有意に阻害され
たが、HK-2 細胞における[3H]gentamicin 取り
込みには影響が認められなかった。 
また、細胞骨格系機能タンパク質の阻害剤
であり、エンドサイトーシス全般を阻害する
とされる、colchicine および cytochalasin D
の影響について検討した。その結果、OK細胞
における[3H]gentamicin取り込みはいずれの
阻害剤によっても有意に低下したが、HK-2 細
胞では影響が認められなかった。したがって、
HK-2 細胞における gentamicin 取り込みはエ
ンドサイトーシスに依存しないことが示さ
れた。 
さらに当研究室でメガリンリガンドであ
ることを見い出している、塩基性ペプチド
N-WASP181-200 の影響について検討した。そ
の結果、OK 細胞では濃度依存的な阻害効果が
観察されたが、HK-2 細胞では有意な阻害効果



は観察されなかった。 
ここまでに示した結果をまとめると、フク
ロネズミ腎尿細管由来 OK 細胞では、メガリ
ンが発現しており、メガリン介在性エンドサ
イトーシスによって gentamicin が細胞内に
取り込まれることが示された一方、ヒト腎尿
細管由来 HK-2 細胞では、メガリンの発現は
観察されず、そしてエンドサイトーシスによ
るgentamicin取り込みは認められなかった。
しかし、 HK-2 細胞においても非標識
gentamicin によって阻害されたことから、そ
の細胞内移行に何らかの担体が関与してい
るものと考えられた。 
最近、内耳有毛細胞において transient 
receptor potential カチオンチャネル（TRP
チャネル）が gentamicin の細胞内移行に関
与している可能性が報告されている。そこで、
HK-2 細胞における[3H]gentamicin 取り込み
にカチオンチャネルが関与するか否かにつ
いて解析を進めた。最初に、非選択的カチオ
ンチャネル阻害剤であり、種々の TRP チャネ
ルを阻害することが報告されている
ruthenium red の影響について検討した。そ
の結果、HK-2 細胞における[3H]gentamicin 取
り込みは ruthenium red の共存によって有意
に阻害された。 
次に、TRPV1 アゴニストである capsaicin
および resiniferatoxinの影響について検討
した。なお、TRP チャネルの機能を確認する
ため、細胞内カルシウム濃度の変化について
も検討を行った。その結果、HK-2 細胞におけ
る[3H]gentamicin 取り込みは、いずれの
TRPV1 アゴニストによっても影響されなかっ
た。また、細胞内 Ca2+濃度にも変化が認めら
れず、HK-2 細胞において TRPV1 は機能してお
らず、gentamicin 取り込みにも関与していな
いものと考えられた。 
その一方で、TRPV1 アンタゴニストである
capsazepine による影響について検討したと
ころ、100 μM で顕著な[3H]gentamicin 取り
込みの促進効果が観察されるとともに、その
濃度の処理により細胞内カルシウム濃度の
上昇が認められた。 
さ ら に 、 TRPV2 ア ゴ ニ ス ト で あ る
probenecid 、 TRPV3 ア ゴ ニストである
carvacrol および 6-tert-butyl-m-cresol 
(TBMC)の影響についても検討した。その結果、
probenecid は細胞内カルシウム濃度および
[3H]gentamicin取り込みには影響が認められ
ない一方で、細胞内カルシウム濃度上昇が観
察された carvacrol および TBMC は、
[3H]gentamicin取り込みを上昇させることが
認められた。 
また、TRPV チャネルのモジュレーターであ
る gadolinium の影響について調べました。
その結果、0.3 mM gadolinium は比較的早い
取り込み時間から[3H]gentamicin取り込みを
有意に上昇させることが観察されるととも
に、細胞内カルシウム濃度も上昇させること
が認められた。 

さ ら に 、 HK-2 細 胞 に お け る  [3H] 
gentamicin 取り込みに及ぼす gadolinium 共
存および前処理の影響について比較した。
gadolinium 共存下における[3H] gentamicin
取り込みは、低濃度 gadolinium 共存下にお
いては上昇し、高濃度 gadolinium 共存下に
おいては阻害される二相性が観察されまし
た。一方、gadolinium を前処理した後に[3H] 
gentamicin 取り込み実験を行った場合には、 
[3H] gentamicin 取り込みは gadolinium 前処
理濃度依存的に上昇し、共存時において観察
された二相性は認められなかった。 
また、OK 細胞における[3H] gentamicin 取
り込みに関しても同様の条件で検討した。そ
の結果、gadolinium 共存下においては[3H] 
gentamicin 取り込みに二相性の変化が観察
され、前処理において高濃度においても有意
な上昇が認められた。 
次に、gadolinium 前処理によって促進され
る[3H] gentamicin 取り込みに及ぼす、
gadolinium キレート剤の影響について検討
しました。すなわち、gadolinium を前処理後、
キレート剤ジエチレントリアミン五酢酸
(DTPA)を含む buffer で細胞を洗浄し、取り
込み実験を行った。その結果、gadolinium 前
処理によって促進された[3H] gentamicin 取
り込みは、DTPA によって有意に減少した。続
いて、ruthenium red 共存による影響につい
て検討した。その結果、gadolinium 前処理に
よって促進された[3H] gentamicin 取り込み
は、ruthenium red によりほぼ完全に抑制さ
れ、gadolinium 処理により促進される[3H] 
gentamicin 輸送にカチオンチャネルが関与
する可能性が示唆された。 
さらに、当研究室において、無血清培地で
72 時間処理することで HK-2 細胞における
[3H] gentamicin 取り込みが有意に上昇する
ことを認めていたことから、その細胞におけ
る TRPV の mRNA 発現変化について検討した。
その結果、TRPV3 の mRNA 発現が上昇してい
ることを認めた。 
以上の結果より、腎尿細管上皮細胞におい
て、これまで示されてきたエンドサイトーシ
ス経路に加えて、それとは異なる経路による
gentamicin 取り込みが観察され、AG の腎移
行にはメガリン以外の経路も関与する可能
性が示唆された。そして、そのエンドサイト
ーシス非依存性輸送には、TRPV チャネルが関
与する可能性が示唆された。エンドサイトー
シスによって細胞内に取り込まれた場合、AG
は一旦リソソームに蓄積することになる。一
方、TRPV チャネルを介して輸送された場合、
ミトコンドリアへのアクセスが容易な細胞
質内に AG が直接移行することになるため、
細胞毒性発現のリスクが顕著に高まると予
想される。したがって、今後は病態時やある
種の薬物投与時における TRPV チャネル活性
の変動と AG 腎毒性発現の関連性についても
考えていく必要があるものと思われる。これ
らの知見は、アミノグリコシド腎毒性防御を



考える上でも有用な情報になると考えられ
る。 
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