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はじめに

腸管からの栄養素の吸収は，生命維持に最も必要な基

本的機能の一つであり，分子生物学の進歩とともに新し

い局面が展開されている。特に，蛋白質の吸収機構は，

これまで考えられていたように小腸管腔内でアミノ酸に

まで完全に加水分解されて吸収されるのではなく，管腔

内では主にオリゴペプチドとして存在し，ジおよびトリ

ペプチドに転換された後 ペプチド輸送システムにより

輸送されることが明らかにされている。またペプチド輸

送システムは，幅広い基質認識特性を有することから，

ペプチド様構造の戸－ラクタム抗生物質をはじめとする

ペプチド性薬物のドラッグデリバリーシステムを考える

うえでも重要な働きをしている。このように，蛋白終末

消化産物や薬物の吸収の中核をなすべプチド輸送システ

ムは，栄養学，薬理学および生理学的に極めて重要であ

り，最近多くの注目が寄せられている。本稿では，ペプ

チド輸送担体の機能や発現調節を中心に，最近の進歩に

ついて概説する。

1 .ぺプチド輸送担体分子

小腸および腎臓の上皮細胞刷子縁膜には， 2 ～ 3 個の

アミノ酸から構成されるペプチドを H ＋濃度勾配依存的

に細胞内へ共輸送するシステムが存在する (1-3 ）。最近，

ウサギの小腸より PepT 1 (4l と呼ばれるペプチド輸送担

体をコードする cDNA がクローニングされたのに続い

て，ヒト（5）およびラット（日）小腸 PepT l，また腎臓に

特異的なペプチド輸送担体である PepT 2 (s-10 ）がクロー

ニングされた。ラット PepT 1 cDNA は約 3 kb の全長

を有し， 710 個のアミノ酸をコードしていた（引）。その

推定の一次構造は12 回の膜貫通領域を有し，その 9 番目

(M 9 ）と 10 番目（MlO ）の膜貫通領域間の親水性細胞

外大ループに 5 つの糖鎖付加部位が また MS とM9

の細胞内小ループに protein kinase C (PKC) (Ser357) 

および protein kinase A (PKA) (Thr362 ）依存性のリ

ン酸化部位がそれぞれ存在する（6) （図 1）。また，ラット

PepT l とウサギおよびヒト PepT 1 とのアミノ酸配列

を比較した結果，膜貫通領域は 3 種間で高度に保存され

ており，全体でそれぞれ77% および83% のホモロジーが

確認された。しかし，細胞外ループ部および細胞内 C

末端部におけるアミノ酸配列には類似性が見られなかっ

た。

また， PepT2 は約 4 kb の全長を有し， 729 個のアミ

ノ酸から構成され， PepT l蛋白と同様， 12 回の膜貫通

図 1. ラット PepT lの一次構造

9番目（M9 ）と 10 番目（MlO ）の膜貫通領域間の親水性細胞外
大ループに付けた 5 つの印は推定の糖鎖付加部位を，また M8 と
M9 の細胞内小ループの PKC および PKA はそれぞれ protein
kinase C および protein kinase A 依存性のリン酸化部位を示す。
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図 2. ラット PepT 1 mRNA の組織分布

を有している（剖O）。両者のアミノ酸配列を比較すると，

全体としては約47% 前後のホモロジーしか認められない

が，膜貫通領域は比較的保存されていた。

さらに興味深いことに， PepT 1および PepT2 のア

ミノ酸配列は，植物 (11 ）あるいは酵母（12 ）の窒素やペプチ

ドの輸送蛋白に一部類似性が見られ，一連のコンセンサ

ス配列（ALGTGG および ERFSYYG ）が高度に保存さ

れていることから，ペプチド輸送において機能的に重要

な配列であると考えられた。

次に，ラットの各組織における PepT 1 mRNA の発

現を図 2 に示している。ラット PepT 1 mRNA は，小

腸（十二指腸，空腸，回腸）および腎臓皮質での発現が

認められた（6）。 しかし，ウサギやヒトのような脳や肝臓

等における発現は総 RNA を用いたノーザンプロットで

は検出されない。また，ラ ット，ヒトおよびウサギ PepT

2mRNA の発現量は極めて少なく，各組織の poly

(A) +RNA を用いたノーザンプロットや reverse

transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR ）に

より腎臓に発現していることが明らかとなっている（8- 10 ）。

2. 機能解析

ラット PepT 1 cRNA をアフリカツメガエル卵母細胞

にマイクロインジェクションし，機能を検討した。 PepT

l はジペプチドであるグリシルサルコシン（Gly-Sar)

および~－ラクタム抗生物質（Ceftibuten, Cefadroxil) 

を， H ＋濃度勾配依存的に輸送する活性を有していた(13 )

（図 3 ）。また， Gly-Sar の取り込みはジおよびトリペ

プチドにより阻害されるが，テトラ以上のペプチドや遊

白神俊幸他

図 3. アフリカツメガエル卵母細胞を用いた機能解析
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[14 C] Glycylsarcosine (50μM ）および日ーラクタム抗生物質 （2 
mM ）の取り込みは，それぞれ25 ℃， pH5.5 あるいは pH7.5 で 1 ～

2時間行った。N= 5～8, Mean±S.E.M. *P <0 .05 

離のアミノ酸による影響は全く見られなかった(13 )（図

4 ）。以上のことから， PepT 1の小腸での機能は図 5 の

ように考えられる。

PepT2 に関しては機能解析の結果から， PepT l に比

べて high-affinity, low-capacity な輸送特性を有するこ

と，ペプチド性薬物に対する親和性が PepT 1 と異なる

ことが明らかになっている (14, 15 ）。

3. 遺伝子プロモーター

我々は PepT 1の発現調節機構を解明するために，

ラット PepT l遺伝子の 5 ’上流領域をクローニングし

た（16 ) （図 6 ）。

さらに，種々の鎖長のルシフエラーゼキメラ遺伝子を

腸管上皮細胞由来 Caco- 2細胞にトランスフェクション
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図4. [14CJ Glycylsarcosine の取り込みにおける各
種遊離アミノ酸およびペプチドの影響
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[14C] Glycylsarcosine (50μM ）の取り込みは，図に示した濃度
のアミノ酸およびペプチドの存在下において， 25℃， pH5.5 で1
時間行った。
N = 5～ 9, Mean ±S. E . M. * P<O. 05vs. control (closed column ) 

図5. 小腸におけるジ トリペプチドおよびペプチ
ド性薬物の吸収機構
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し，プロモーター活性を調べた（図7）。 TAT A-like box 

あるいは GC-box を含む転写開始点より上流50bp 内に

基本プロモーター活性があり 転写調節因子AP-1 結

合サイトを含む35lbp までの領域で最大のプロモーター

活性を示した。小腸特異的転写因子の 1つ， caudal- .

related homeodomain transcription factor Cdx- 2 (i7）の

結合サイトに類似の配列が， PepT 1プロモーターの

-630bp 付近にも見出された。そこで，この領域を含む

-912RPT- LUC クローンを Caco - 2細胞にトランス

フェクションし機能を検討したが小腸特異性は示さな

かった。PepT lの小腸特異的発現を規定している配列

について今後の解明が待たれる。
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図6. ラッ トPepT 1プロモーター領域の塩基配列

一1620 CGGCCCCCCAAGCACCGAGTCACCAGCGGCTGTCCAGGA TCCCAGAGTTTCTCACTCTGC 

-1 560 GGATGCCATAGAAGCTGGTGATGAA TCAGGAGCACACGGAAAAGCCTGA TGCGAGCGGGA 
AP-2 
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Aト，2 Aト2 ER-half 
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ー1380 寸°CAACAGCAGGTGTCTGCTGCGCTCCCTTCCCA TTGGCCAAGGCAACACCTCCCACCATC 
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ー1320 CCGTCACGAACCTTTCAGCAAAGTCAGCTGTT ACTCTGGGAGT ATCAACGG 計百AGGGT

-1260 GGAAGGAGCGTCTTCC TCCCATGCCAGCCAGCGAAAACAGGGAAGGGCAGGTGCAGCTGC 

-1290 CTCTGAGAAAAGTTTTCCCCGTTCTCCACCCACGCACCCCCTCCTCCCAGAAGAGTGGCT 
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GR・・hal 千－－・， p
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-840 AAGA TQGAGTTCGGTAGACGG/i 市南町TGlHGAA TACACTT AA TGCTT AGGATGGTCGT 

-780 TGAA T ACCGTGTACTTGACACTGACATTTTTT AAGACAA TTCTGAGGAGTGAGAAGGGTG 
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HNF-1 ー一一よ一一一ーー一一
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AP-2 
-540 GAAGCAGAAAAA TGGCCAGGCC 冶AGT A TT ACAGTCTTGT AA TCGCAGAACTGGGGAGGAG 

ER-ha I f GR-ha I f 
-480 GGA TGCAGTGGGG'TCAGGA TGCCCGGTCTA TTCGCGGCAAGTTC 店四百四CAGACACAA

-420 AGTGTT A TTGTCAGGTTTGCTTTCCCAAGCAAGGTAGAGCAGTTCTCTGAGCCCTCGTTT 
Octan 胃r

-360 GT AAAGTGTGGTCCCAGGAGTGGTACAAGTCCTTT AGACTGCCAAACA TGCAAGTCA TGC 
AP-1 AARE 

-300 TTTC 汁田町田町AAGTCCC 川C7iT 田市CCTGGCGACACACTGATCGATCACAGATCA
ER-ha If AP-2 

-240 ACCAGATCAACAAGCCTCCTGG°"fGAccACTCACAAA 缶百面白TTGGCCCCAGATCCCT
GR-ha If 

一180 CTACCCCCCCACTCCGTT ACTTGGGACAGCTGCATCTGTCCTGCTCCAGGGGGTCTGGGA 
AP-2 

-120 CCAGCGGC'CTT 官G'GACAGGT ATCCTGCAGCAGGGGTTTAAGCGA TGTT AGCCTCTGTTCC 
GC-BO X TATA-BOX 

-60 ~ ~

+ 1 I TGGGCAGGGCCTGGAAACAAAGT AAGGGAGGCTGAACTCCTGCTTGCCAGTCGCCGGTCA 

+61 I GGAGCCTCGGAGCCGCCACAll§GGTACGTGAGTACGGCGGTAGCTGGGGCTGGGTCGCC 

矢印は転写開始点，大きいbox で囲んだ配列は Exon l，下線は
翻訳開始コドン，配列上部の線は推定の転写 因子結合サイトをそ
れぞれ示している。
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図7. プロモーター解析
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種々の鎖長のラ ッ トPepT lプロモーターール シフエラーゼキメラ
遺伝子をヒト腸管上皮細胞由来Caco 帽 2細胞，肝癌由来HepG2
細胞およびフクロネスミ腎尿細管由来OK細胞にトランスフェク
ションし，プロモーター活性を調べた。βgalactosidase 活性をト
ランスフェクション効率のコントロールとした(16)
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4. アミノ酸誘導（アミノ酸応答配列）

PepT l の発現を調節する主な因子として，食事性蛋

白質摂取が知られており (16, 18, 19 ），蛋白質の終末消化産

物であるペプチドやアミノ酸が直接発現を調節している

可能性が示唆されている（19 ）。我々はペプチドに よる転

写調節機構を解明するため Caco -2細胞の培養メデイ

ウムにグリシルフェニルアラニン（Gly-Phe ）あるいは

フェニルアラニン（Phe ）を添加し，デイリーション

ミュータントクローンの応答性を検討した。－351 まで

の領域内でこれらのジペプチドおよび遊離アミノ酸に対

する応答性が認められた（図 8A ）。

興味深いことにこの領域内には，アミノ酸合成酵素

asparagine synthetase 遺伝子のプロモーター領域に見

出されるアミノ酸応答配列 amino acid response 

element (AARE) 5 ’－CATGATG- 3 ’（20 ）に極めて高い

ホモロジーを示す配列 5 ’－CATGGTG- 3 ’が存在する。

さらに， AP-1 の構成要素の lつである c-jun はアミノ

酸欠乏時に誘導され（21），また AP-1 結合サイトは，ア

ミノ酸欠乏環境下において窒素源の調節を制御する酵母

の転写因子 GCN4 の結合サイトに類似している（21 ）。

よって，これらの配列がアミノ酸応答に重要と考えられ

た。

次に，－351RPT-LUC クローンのプロモーター活性

に与える，種々のジペプチドあるいは遊離アミノ酸の効

果を検討した。ジペプチドおよび一部の遊離アミノ酸

(Ph e，リ ジン（Lys ）およびアルギニン（Arg ））に転

写の誘導能が認められた（図 8 B）。 よって，食事性蛋

白質の終末消化産物が直接 PepT 1 プロモーター活性を

誘導することが示唆された。

5. ドラッグデリバリーシステム（DDS ）への応用

PepT lは小腸において蛋白質分解産物のジおよびト

リペプチドだけでなく，ペプチド様構造の Pーラクタム

抗生物質をはじめとするペプチド性薬物をも輸送するこ

と，またペプチド輸送システムは，アミノ酸輸送システ

ムに比べて幅広い基質認識特性を有すると共に，極めて

高い輸送効率を有していることから ペプチド性薬物の

ドラッグデリパリーシステム（DDS ）を考えるうえで

極めて重要で、あると考えられている（22 ,23 ）。また， PepT2

は腎臓に特異的であり，基質親和性が高いことから，腎

臓近位尿細管におけるペプチド再吸収と血中アミノ酸濃

度の調節は， PepT 1 よりもむしろ PepT2 が担ってい

白神俊幸他

図 8. ペプチドおよびアミノ酸に対するプロモーターの応答性
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(A ) Caco- 2 細胞にデイリーションクローンをトランスフェク
ションし， 4 日後lOmM Glycylphenylalanine ( Gly-Phe ）あ
るいは20mM phenylalanine (Phe ）を含む DMEM メデイ
ウムに交換し，さらに48 時間培養した。

(B ）種々のジペプチドおよび遊離アミ ノ酸 （lOmM あるいは20
mM ）を添加した場合の－351RPT-LUC クローンのプロ
モーター活性を調べた(16 ）。

ると考えられる。

このような点から，小腸における PepT lはペプチド

性薬物の吸収制御に，また腎臓の PepT2 および PepT 1 

は薬物の再吸収による体内滞留時間の制御に意義がある

と考えられる。

黒質のメラニン含有ニューロンの変性とそれに伴う

ドーパミン欠乏により起こるパーキンソン病の治療薬と

して以前用いられていたし 3 , 4 -dihydroxydopamine 

(L-DOPA ）やしα－methyldopa は， Na ＋依存性中性ア

ミノ酸輸送担体を介して吸収されるが，血液脳関門に達

する以前にドーパミンに代謝されるため，治療効率が極

めて低かった（礼 25 ）。 そこで，フェニルアラニンを結合
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させてジペプチド様構造にした L－α－methyldopa-L-

phenylalanine (2 4・ 25）や，さらに腸管での脱炭酸による不

活化を回避するためにトリペプチド様構造にした p-Glu-

L-DOPA-L-Pro (25l がフ。ロドラッグとして経口投与される

ようになった。これらプロドラッグは，小腸におけるペ

プチド輸送担体を介して吸収させた後，循環血流により

最終的に脳へドーパミンを送り込むために設計されたも

のである（25-28 ）。

実際，我々の行った輸送実験でもしDOPA ・L-Phe が

PepT 1 を介して輸送されることが示された （図 9 ）。 し

たがって，パーキンソン病治療薬以外にもジあるいはト

リペプチド様構造に修飾したプロドラッグを本輸送シス

テムを利用して吸収させる経口ドラッグデリパリーが可

能であると考えられる。また，腎臓においても薬物の再

吸収と排池を制御することが可能であろう 。

6. 小腸粘膜障害時における PepT 1発現誘導

手術侵襲時や栄養素吸収不良時のような，腸管粘膜上

皮の萎縮により栄養素の吸収障害が起こる状況下におい

て，ペプチド輸送システムはアミノ酸や糖の輸送システ

ムに比べて障害されにくいことが報告されている（29 ）。

そこで，抗癌剤 5 -fluorouracil ( 5 -FU ）の投与により

実験的に小腸粘膜を障害させたラットにおけるペプチド

吸収能， PepT 1蛋白および mRNA の発現量と組織局

在を検討した（30）。

小腸粘膜障害ラットの刷子縁膜小胞において，アミノ

酸の取り込み活性はコントロールに比べて有意に低下し

たが，ジペプチド Gly-Sar の取り込みはほとんど影響を

受けなかった。抗 PepT l抗体を用いた免疫組織化学染

色では， 5 -FU 投与により著しく萎縮した繊毛の villi

から crypt にかけて発現が見られたが（図lOD ），コン

トロールとしての sucrase 蛋白の発現は見られなかった

図 9. 小腸における L-DOPA-L-Phe および L-DOPA の吸収機構
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図10. 免疫組織化学染色

Sucrase PepT1 
5 fluorouracil ( 5 FU ）を胃内投与したラ ットの回腸における抗
PepT l抗体あるいは抗 sucrase 抗体を用いた免疫組織化学染色。
(A とC）はコントロール， （B とD ）は 5 -FU 処理， （A とB )

は sucrase, (C とD）は PepT l をそれぞれ示している倒。

（図lOB ）。また，ウエスタンブロ ット解析においても，

同様の結果が得られた。以上の結果は，ペプチド吸収能

が粘膜障害に対して強い抵抗性を示す理由と考えられた。

さらに，小腸の種々の栄養素輸送担体や酵素遺伝子

mRNA の発現レベルを検討したところ， 5 -FU 投与に

より PepT 1 mRNA のみ約2.2 倍発現量が増加していた。

したがって，粘膜障害時におけるペプチド吸収や PepT

1蛋白レベルの維持は， PepT l遺伝子の発現レベルの

増加によるものと考えられた（30）。 つまり，小腸粘膜障

害時に見られるアミノ酸や糖の吸収能低下によるエネル

ギー供給不足の状態においても 代償的にペプチド輸送

担体遺伝子の発現が増加することにより，ペプチド由来

の窒素源を充分に確保しているものと考えられる。これ

らのことから，オリゴペプチドを利用した経腸栄養剤は，

易吸収性に加え，病態時における蛋白源として極めて有

用であることが示唆された。
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おわりに

栄養素吸収機構の研究は，栄養学をはじめ臨床医学の

分野でもその重要性が再認識されている。特に蛋白質の

吸収の問題は，アレルギー疾患の発症に深く関与してお

り，その解明が急がれている。本稿では，ペプチド輸送

担体 PepT 1の機能および遺伝子発現調節機構を中心に

述べた。 PepT l は，蛋白質終末消化産物の吸収過程で

その中核となる分子であり，今後多くの研究成果が蓄積

され，新しい局面が展開されると思われる。
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SUMMARY 

The oligopeptide transporter (PepT 1), which is located in the intestinal brush border 
membrane, provides a major mechanism for protein absorption in the small intestine. 
Molecular cloning of the gene encoding rat PepT 1 has predicted a 78,710 -kilodalton protein 
consisting of 710 amino acid residues and processing 12 putative membrane-spanning do-
mains. The characterization of its function has shown that (1) it transports dipeptides, 
tripeptides, and ~-lactam antibiotics but not free amino acids or peptides with more than 
four amino acid residues, and (2) its driving force for uphill transport requires proton binding. 
A human intestinal cell line (Caco-2) has been used to investigate the molecular regulation of 
the PepT 1 gene. These studies suggest that amino acids directly stimulate the promoter 
activity of the PepT 1 gene. Thus, PepT 1 plays important roles in nutritional and pharma-
cological therapies. 

Key words: H+-dependent oligopeptide transporter, di- and tripeptides, promoter region, 
drug delivery system, intestinal mucosal injury 


