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はじめに

愛媛や芸露日手jからの摂取や、皮膚で生成されたどタミンD(VD)J立、肝臓に巡1;(れ25佼の;1<震を化反応、を

きをけ25(OH)D，Iこなり、さらに腎殺に運;まれい位の水重量化反応をきをけることにより活性毅の1，25

(0H)J)，となる。この1，25(OH)必，1立、 7寺・小月襲・撃手織に作用する 130

VDの機脅15li若手宅はこれまで、 Ca代言語議室表作用をやdむに行われてきたのに対し、 1981年にAbe，Sudaらへ

Miyaura， Sudaら"1ま1，25(OH)，D，主主マウスあるいはとト後総数釘政務綴脇をA字詰マクロフ 7ージに分

化言奪還事守ることを報告した。これを契機として、 1，25(OHl ，DのParathyroidhormone (PロIl分泌抑制

作m叫、抗1震蕩作用訂、免疫議室事作用"あるいは皮潟ケラチノサイトの終予言滋婚の抑制"など様々な

f下関が相次いで発見され、 VDI主主詳iこCa代議討議書僚のみなちγ主務総の安全{とやホルモン分泌iこも深く関与

することが明らかになった。持!こVDが各事護主語義務胞のf号車長移iこ事選わるとされるPrnrP(都甲状線ホルモ

ン閥i主主覧白)の発現にも影響を与えることが明らかにされるにおよび、 f警転季多額疫の高い癌綴胞に争寺

爽的に有効な治療薬として期待されている。

先 1こも触れたように、活性~ビタミンDである 1，25(OH) J)， ì立、滋繁からのCaP.必与し五重雰級砲によ

る骨吸収さらに腎臓からのca将吸収を促進することによって全体内のCaホメオスターシスの幸霊祭に三重

要な役割を果たしている.8，9)。その特喜望的な細胞内没後体であるビタミンD受容体 (VitaminD 

Receptor， VD豆)は、ステロイドホルモン告を主主体スーノfーファミリーに隠し、標的遺伝子の調節綾城i二

存在するVitaminD豆esponsiveElement (VDRE)と総合することによってその遺伝子発現を制御し生

物学約作用を発揮するのに幾重警なj安芸銭安綴じている問。

VDRI孟Ca代議iこ燦わる会典的な擁護語以外iこも数多くの慈'制軍務純胞にも存在し、 1，25(OH) ，D，は

VD設との符契約絡会を会して怒匁:H室主義網漁の籾績を抑制し、分化を誘導することが示されているへ

したがってVD廷は豪華に対する治霊祭Il)ターゲットのーっと考えられる。

しかし1，25(OH)逗)，を薬草郊として滋いるには、カルシウム代謝の作用により高カルシウム血症を起

こす危険性があるため賎床応F誌には溶きない。そこで、 1，25(OH)，訟のCa調節作用と悪性腹綴縦胞に

立すする増殖抑iMf宇潟を弁翌IJナる綴露首でVD滋導体の言語発が進められた Eヘ中でも、 22-oxa憎し25-

dihydro可vitaminD， (22.叶oxacalcitrioJ，OCf)は銭安養221なのCを01こ霊換したアナログで、 1，25(OH)，D， 

に比べ、 Ca.代筆討作用ははるかに綴く、 i送;こ豊富泌総薬草災l鋭、分化誘導書15'ま5-10僚主主力であることが紛

られている川。爽際OCfはinvitroで1，25(OH)，D，よりも強力iこ乳癌綴胞の尊重議室を符議jし問、さらにin

-25-



vivoにおいても血清Ca!こ影響するととなく完蓄の警官符を強力に狗需品することが示されているへ一方、

ocrの作簡とは滋で、カルシウムft裁に対する作用車1霊長く、脅粗撃妥君主治療薬iこ、より有効と努えられ

ているアナログの2P -(3-hydro符propo巧)・1a ， 25-dihydroxyvitaminD， (ED-71)が路発された。これはA

環の2，rJ絞iこ3-ヒドロキシプロポキシ暴を導入した化合物であミ5360

遜常、 VDI::これらアナログl立、滋l'争で特異的iこvitaminD binding protein (DBP)と絡会し、迩搬され

る。しかしocr(1)DBP親平日{創立、 1，25(0 H)，D，の1/580…1/780と緩めて低Lミ1630 そのためと考えられ

るが漁:ドからの消失速度が緩めて浅いことが縫泌されている。 ~1J、 ED-71のDBP続柄1'11:.お，25(OH) 

，D，の約 2倫と強いことが知られており、このようなDBPとの総合性がプナログのkine括的の義に影響撃

を与えているま事能性が主主聖堂された。

1，25 (OH) ，D，.立DBP以外iこもリポ蜜台然、アルブミン、グロプリンなどにも絡会している。また

ocrlこはDBP以外の瓜や輸送形襲撃が存在し、かつ効率のよい主要化過程埠11設定された。 VDI立脂溶'険ビ

タミンであることから、リオミ蛋白と絡会し、聖書i迭される可能伎が考えられた伶その可能'1設について検

討した結果、総合リポ蚤自はLDL(fl底上ち委設ワボ蛋白)と問定された問。 LDUまLDl.;きを君主体を会して速や

かに絞り込まれ、妻宅化されるこどからocrもLDL-LDl.;ぎを2怖を介して絞り込まれf慨する可能性が考

えられた。またOcrlれ，25(0廷)，D，Iこ比較すると、生物学的作燭の持続時燃が長いことが知られてい

る。これら納胞内動態のさ震が取り込まれる経路の淡いによる可能倣も考えている。更に、 LDl.;受容体

はあらゆる綴総務溺に存在し、終iこ癌細胞には多く存筏ナることより主義綴胞には効率良く取り込まれ

る可能後が考えられる e

以上の予33詩{から、主主義章爽ではVDアナログの細胞内取り込みに対するLDL:j差軍事体の関与冷主義討する目

的で、 LDL受君事俸を発1到しぞいるとト線維努綴雪きもしくはLDLs豪雪導体欠損線維努事義路を用いて各種ア

ナログの絞り込みについて検討することとした。また、 VDの作一周点である核への絞り込みについても

検討を加えることとした。さらに、このような取り込みに対してDBP(1){建設認についても検討を加える

こととした。

[方法]

3定器産材料

1 a ， 25Dihydro符 [26，27司methyr'H]cholecalciferoUまAmersh自立から終入した。 [26~'HI22.司oxa-l，25

(OH)，D， (ocr) ， [26，2T'H] Eひ71は中外製薬長寿究所より終与された。その他の試薬はさをて特級試薬事

を使用した。

綴胞

1 XI0'僚の正常ヒト出来線車畿弁細胞またはLDL受容体欠3長室主BH経毒最終苦手綴娠を箇:筏 6cmのCulture

Dishlこまき、lO%Fe泌怒ovineSerum (FBS)含有iMEM培地 3nuを用いて液凝Tる。培後 58討に紛胞

をPhosphateBuffered Saline (PBS) 3 mlで2悶洗浴後、 8%LPDS (Lipoprotein deficient senlm)を含有
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するMEM培地を 3ml1J日え、 さらに48時閣総選書するo 土産主審 7813の幸i1ls告をすべてのき毒殺に用いる 0

2外VDアナログ標識LDしの作成

5μCiの'H.VD会お二ζタノーjL-液をN，乾腹立し、そこへEtOH20μlを加えVortexした後PBS25μiを淑

え、よくVortexL，て争等?t議事する。次;二議議漆心主去(14'C、制0.0自Orpm.24終閲)で正常ヒト血消からd:1.019

-1.063g/mlの分簡を際i奴し、これをPBSwith 0.025%EDTAで透析したま妻、室長色遣として625/1g手段~

i訟のLDLを加え、 37'C句、Overnight、産手緩ずる。長選総の'H.VDをG25-1!ファダックスカラム(Pharmacia

Biotech)にて除去し、線級LDLを精製したe 機織LDUまマイク口ダイアライザーを照い、 PBSwith 

O.025%EDTAで3時間}透析する。透析後間収し、 0.45μmフィルター機巡し、滅菌チューブiニ入れ， 5

戸1を蛋白iIIIJ主主(Lowry淡)する。

実験では、三豊Eき慾2合μg綴lli還を Idishiこ主義JJI]するとととした。

1. ヒト線維芽銅線におけるOCTの取り込みに去すするLDLの童書襲撃

ヒト皮丹号車車線予子細胞をリポ蛋白非移夜下で1者獲し、 LDV受容体?議後を完遂させる。

培養綱協をPBS3m1で 2悶洗滞後、 MEMt高地とし、細胞への取り込みを検討する白書官で0.3pmoles

の3狂-1，25(OH) ，D，もしくは'H・OCTとともに0，1.5， 12.5， 22， 125 (μg/mJ)のLDLを各Dishiこ添加し、

3T'Cで 1~寺際線雲愛する。毒事室後、綴泌を 71< ì令下lこ移動し、 0.29るアルブミン含有のPBS(A1bωP日S)3 ml 

で3回洗浄する α さらにA1b--PBS<!-3 m1鍛え、 10分程号表支援したのちA1b.PBSを同1寂する。問機の操作

をもう一度行い、賞受f去に氷冷したPBS3朋ll'2回総胞を洗浄し、争紛泌i二重議会していなLな.25(OH)，D， 

もしくはOCTを除3告する。 1NNaOH 1 m1を分涼し、 20-30分以上放震後ピペッテイングにより綴君主主主

i双を行う。

主主i佼液50合，'11を綴い車交易1r言伎を滅主主。

また100l' Hまさ援自iIIIl:i主を行った争

同様の主義fpをLPDSの存在下でも検討したお

2. ヒト線総勢細胞におけるLDL絡会VDアナログの取り込みに支をするDBTの影響

DBPが多く存主主していると考えられるLPDSを添加しLDl結合VDアナログの取り込みに立すする影響

を義霊祭ナるごとにした。

培養綴喜訟をPBS3m1で2凶器も手事室長、 LPDSを0，0.05， 0.1， 0.25， 0.5如g/m1含有するMEMt脅地を 3m1加

え、純胞への絞り迅みを検討する践的で冬Dishi二O.3pmol斡の当-1，25(OH)，D，もしくは3県OCT，'H. 

ED回71を添加し、針。Cで1時間際絞ナる α 好還後、 lと問機iこ綴胞を永冷下;こ移受診し、A1b.PBS3mlで

5 [H]洗浄する。主主後に氷冷したPBS3mlで 2 回細胞を洗浄し、紛胞に結合して L ミな~'1，25(OH)，D，も

しくはひCT，ED-71を除去する。 1NNaOH 1 m1を分校し、 20-30分以上放置後ピペッテイングにより級

君主主主i絞を行う。 8-9NHCI10合1'1とともに500μ1を童文射獄絵の測定に用い、 100μlを5資自測定に用いた。

またDBPを多く含む血液分緩であるGC-proteinのVDアナログの取り込みi二女すする議長警撃を観察するため

に以下の11'(;去を行った。

tiH霊剣胞をPBS3m1で2凶術主争後、 3mlのMEMま完治i::し、名Dishに1または 5mg/mlのLPDSもし

-27-



くは10または50μg/mlのGC-prot剖 nを添加、またfnJも添加しない、それぞれ5巡りの11主主です?った。

このとき、各Dishlこ0.3pmolesの'H-l，25(OH)，D3，もしくは'H-Ocr，'H-ED-71を添加し、告ら綴VDア

ナログの委譲殺への取り込みを検討した。

3. tニト綴幸重苦事豊富3告におけるVDアナログの綴線内動車蓄に潤する検討

立たに、とれらアナログの線路肉体級事寺僚の遣をが主主じる源問を検討する目的で、これらアナログの細

胞内紛慾について検討することとした。

1，25(OH)，D，もocrも遊離の状態でもLDLと総合した状態でも綴主主に絞り込まれることを示室絡した。

そこで遊離状態とLDlJ結合状態のそれぞれの'H-V勺アナログ0.3pmolesをと十次総線級繁華護胞に~í取し

1 P寺関長手霞 (Pulse) した後PBSwith郎 A3mlで5問、 PBS3mlで2[i;司法、浄を行い、各磁の放射活性

VDアナログを徐去 (chase) して縛び 2mJMEM:ll寺地にし、その後経略的i二割前約t-1 N NaOH 1 m1を

熔いて領収した。ら9NHCI100μ1とともに500μ1を放射活性の測定lこ用い、 100plをさ軽お測定;こ用い

綴君主内残存雲寺濁を検討した。

仁ヒト違憲維芽銀波におけるVDアナログの草案内輸送に関する検討

放射活性VDアナログの滋言護状襲撃tLDI総会状態とでヒト皮膚線維芽細ぬと u寺倒産手際した後、放射

活性VDアナログを除去して l善寺篠宮去に暴露泌を溺i択した。総路線を話芸員事し、総務心訟で核の精製を行い、

殺内VDアナログの放射活性を事長選fずるこどどした。

核の精製

8 %LPDSを合脅するMEM機Jl!!で48時間熔養した 7日後の級協をPBS3mlで 2主主洗う。その後

五tIEM培地 3mlとし、各綴の3日間VDを添加し 1時関好冒する。 u寺器等語学設費した綴絡をPBSwith BSAで

5閥、 PBSで2回決った後これにPBSを1m1/wel1加え、ラパ_~1) ス?ンを淘いて 2diぬの綴ききを 1

本の15mlのチューブiこ鰯i叙寸る。 1000rpm，4"Cで 5分遠心。上機除去後、綴胞燦溶解液(10mM

Tris.HCl pH7.4， 10mM NaCI， 3 mM MgC12， 1 mM D1T， 1 mM PMSF， 0.5%ノニデットーP40)を2m!

h!Jえ注射著書で級引淡を繰り還さし車盟主題目襲を磯綾する。 10分鰯童文E襲。紛脇目襲五度話題討をのうち150μIを放射滋

性、 50plを蜜óiJI~}主 iこ潟いる。受乗りの幸運君主凝破事選君主 iこSucrose 1.44g， Glycerol 90 plを加えよく溶解協

和する o 10分関主主義室。 スウイングパケットロータ -SW50(BECKMAN) Iこ遜遠心比重液C10mMK' 

HEPES pH7ふ 15mMKCI， 0.15mM spermin，む.5mMspermidi忽， 2Msucrose， 5 % glycerol， O.5mM 

DTI， 0.5mM PMSF， 1 % A.pro白山}を 2ml入れ、プーノしした総選挙後を愛媛する。 300容Orpm、4 'Cで

50分間超遠心する。ピペットを用い上清を除く o

核の沈殿lこ船学滋淡(100mMK . HEPES， pH7.9， 2 mM EDTA， 15mM MgCh， 25% g1ycerol， 1 mM 

DTI， O.5mM PMSF) 50μlをh!Jえピペッティングして被を浮封遣させ凶収。 浮遊液25μ1は放射洛殺を調d

定。委主りの~~~進言言j授はひNA測定 (Bu由n法) に悶いる。

。おA翠g~主主義 (Buバon主義)

2 XIO'の義u後;学芸選議室を1.5mlY'イクロチューブiことり、 2500rpm、5分閥遠心し、上消を除去する。

管緩を聞いて華話路ベレットを浮遊させてから、 2合意戸i級殺議室議事Buffer(10mM Tris-HCl (pH7.4) ， 

0
0
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10mM EDTA(pH8.0)， 0.5% Triton X-1oo)を加え、 4.C、10分殿、時今綴薬学し、 j自主総DNAを扮泌する。

16∞Orp服、 20分、遠心し、遊離DNAを会主F上清を書誌の1.5m1マイクロチューブiこ詩文9。

主義心主主議室{コrz浴後DNAを会主r)Iこ200111綴施溶解Bufferを加えi援護監させる。試料lニ200μlの 1Nl節織

淡緩をき詩え、 4.Cで30分総務室雲する。その後、 16000rp曲、 20分、遠心ずる。上波E家公後、沈殿lこ50μ!

の 1Nll!義者議紫綬を加え潔遊させる。次i二、 70.C、20分加熱する。冷却後、ジフエニールアミン紙幾

{絞殺10m1、ジフェニー)!.，アミン 150mg、銃重量150μl、アセトアルデヒド溶液(ア々トア;l，.うr~ ド20μ11

10m1議室綴水)50戸il壱100戸11mえ、日豪所で、 28'C、一夜反応させる。 6∞11mの吸収を測定する。

[災舞金銭高患と考察;

1.ヒト皮革賀線総!!I綴総におけるVDの取り込みに対するLDLの彰響

'H.l，25(OH)，以またそのアナログである'H-Ocrを遊離型で培養液に添加し、 IρL受容体がお発王立した

KトE支持寄車産品It苦手紙胞への取り込みに対するillLの影響を観察した。その結果をそれぞれFlg1、Flg21こ添

した。

また、本き経験においてDBPの彩襲撃も兇るためDBPの含まれているLPDSの添加効果も緩雲寺した。

その結果、 'H-l，25(OH)，o，1立総胞への絞り込み笠は多いもののillUつ添加効果は全く見られなかった。

一方、またそのアナログである'H-OCTではLPDSの存在、非存在にかかわらず工DLを添綴守ると潟釜依

存的Iこ取り込み;険加が綴然された。また、日DSの存夜はこれらの液り込みを有意i二事事総し、その支喜男さは

'H-l，25 (OH)，D，Iこおいてより議義務'-"あった。

従って、 'H-1，25(OH)品 iニ比率けると 3政調。clをはilllrillL受容体経路lこ依存するところが大きいこと、

ならびにその取り込ふにはLPDSすなわち、。BPが締約書きにす宇燃する可能性が示唆された。

2. ヒト皮腸線終芸事総2撃におけるVDアナログの要量り込みに対するD8Pの影響

上記 1の義吉主要からLPDSのき整会号交主祭老後認することとした寺また、 DBPへの毅和性の強LミED71も比較

のため検討した。

Fig 31こ示したように部71と'H-1，25(OH) ，D，はLPDSの添加効果は議員警であり、 0.05mg/m1の添加でほ

ぼ完全事事務jされていた。一方、 'H・OCT'-"I立LPDSによる抑制j傾向はあるもののその効果は有意なもので

はなかった。

この影響がDBPであると考えられたので、 DBPを多く若君主P政治分爾て、あるGC-proteinを、 LPDSと隠緩

iこ添加して各種VDアナログの取り込みに対する最多襲撃を縦書守した。その結然をFig4に示した，

結果は、 LPDSと隠綴1，25(OH) ，D，とED-71では抑制がみられたが、 OCTの場合はほぼ変わらずGC-

proteinの影響はみられなかった。

以上の結果から、 DBP:親和燃のあるVDの取り込みの綴宣告にはDBPが大きく影響撃を持っているものと捻

定された。

その一方、 DBP緩和性の低いocrでは細胞への取り込みはillLが建設い撃事務を令4 しているものと考えら

れた。

との結果はocrの血中半減期が緩めて緩いこととよくー欽サると燦われる。
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ヒト2主席線維芽綱胞におけるVDアナログの細胞内動態iこ語審ずる検討3. 

それぞれ遊離裂とLDL絡会愛t.'J:七較した G次に、制胞内でのVDアナログの護主主撃を観察するため、

1，25 (0 H)，o，での絡巣をFig5!こ示したが、 i援総状態でもLDL結合次第撃でも同様lこd慾速な減少をぷし、

細胞内の幾存時間がま緩いことがわかった。

…方ocrでの総菜をFig6に示したが、遊離裂のocr!ま、 1，25(OH)，o，と|締本舗で急速なき議少を示した

のに対し、 LD1総合型では、 30分以降はほとんど減少杖ず細胞内に後存しており、 LDL結合ocrだけ

がお書室i二細胞内残縁日寺燃が炎いことが辛苦燃した。

また、 10L受容体欠綴細胞で比較すると、 LDU議会ocrでも遊離主主と何事議の減少パターンを示した。

すなわち、この細胞内動車撃のさまは1OL-LDL受容体ま走路が関与している可能伎をぷ唆するものと考えら

れる診

ヒト皮虜量豪華重要F紛胞におけるVDアナログの緩内輸送に関する検討4. 

ごのような、細胞内総理撃の差が主主への移行、すなわち級賂念物学的な作F認に影響をもたらしている

のか検討する隠約で、 VDアナログの量産重量殺と10L総会潔どで核内移行漆度について検討するとととし

た。

その車産芸展告Fig7!こぶした。

10L結合OCTの核内残干学時闘がl，25(OH)，D3!こ上主義愛して長いi'iTfiIg伎がま整主主された。ごのような核内

総滋が異なることがocrと1.25(oH) ，D，の作紛待問が災なるごとの産裏取のーっと考えられる。
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