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Abstract 

 

I investigated the cellular uptake mechanisms of phenoxyacetic acid herbicides and benzoic 

acid herbicides from the apical membranes of Caco-2 human colon carcinoma cells, and 

obtained following results. 

 

The uptake of 4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid (MCPA) was significantly decreased by 

incubation at low temperature and increased by lowering the extracellular pH. Pretreatment 

with a protonophore or metabolic inhibitor significantly decreased the uptake of MCPA by 

about 50 %. Coincubation with benzoic acid, L-lactic acid or -cyano-4-hydroxycinnamate, 

which are substrates or inhibitors of the monocarboxylic acid transporters (MCTs), 

significantly decreased the uptake of MCPA by 68, 31 and 20%, respectively. These results 

suggest that the uptake of MCPA into Caco-2 cells is mainly mediated by common MCTs 

along with benzoic acid, but also in part by L-lactic acid. 

 

I next compared the uptake of phenoxyacetic acid (PA) and its chlorine derivatives, 

4-chlorophenoxyacetic acid (4-CPA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and 

2,4,5-trichlorphenoxyacetic acid (2,4,5-T). The order of uptake and lipophilicity expressed by 

n-octanol partition coefficients were PA 4-CPA  2,4-D  2,4,5-T. Trans-stimulation effects, 

due to preloading with benzoic acid, in the uptake of the compounds were observed in the 

same order as that shown above. Kinetic analyses elucidate that the order of uptake clearance 

(Vmax/Km) of the compounds was the same as the order of their uptake and lipophilicity. These 

results suggest that the uptake of PA, 4-CPA, 2,4-D and 2,4,5-T into Caco-2 cells is mediated 

via common MCTs shared, at least in part, with benzoic acid, and the increase in lipophilicity 

due to the chlor-substitution may increase uptake via the MCTs. 

 

I also investigated whether the uptake of triclopyr (3, 5, 6-trichloro-2-pyridinyloxyacetic acid) 

and dicamba (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid) was mediated via MCTs. The uptake of 

triclopyr was fast, and both pH- and temperature-dependent, while the uptake of dicamba was 

very slow. Coincubation with benzoic acid significantly decreased the uptake of triclopyr, 

while it had no effect on the uptake of dicamba. These results suggest that the uptake of 

triclopyr is mediated by MCTs, while that of dicamba is not mediated by MCTs as the 

2,6-substituted groups in dicamba may inhibit uptake via MCTs.  

 

The effect of substitutions on the benzene ring on the uptake by MCTs was also examined 

using Caco-2 cells. Among the benzoic acid derivatives tested, the uptake of 2,6-disubstituted 

benzoic acids was markedly lower than that of other benzoic acids, and coincubation of the 

2,6-disubstituted derivatives with benzoic acid did not decrease the uptake of benzoic acid. 

The 2,6-disubstitution of benzoic acid may prevent the access of the carboxylic acid group to 

MCTs expressed on the apical membranes of Caco-2 cells 

 

Finally, I examined whether the hydroxylation of benzoic and cinnamic acids as well as the 

cyanating of cinnamic acid at -position decreased their MCT-mediated uptake by Caco-2 

cells. The hydroxylation of benzoic and cinnamic acids and the cyanating of cinnamic acids at 

-position resulted in a decrease in their uptake by Caco-2 cell via MCTs. The decrease in 

lipophilicity due to the hydroxylation and the steric hindrance by the cyano group are thought 

to decrease their affinity with MCTs. 



 

略語表 

 

CHC ： α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid 

     (α-シアノ-4-ヒドロキシ桂皮酸) 

4-CPA  ： 4-chlorophenoxyacetic acid 

      (4-クロロフェノキシ酢酸) 

2,4-D  ： 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

          (2,4-ジクロロフェノキシ酢酸) 

DDT   ： dichlorodiphenyltrichloroethane 

DIDS   ： 4,4’-diisothiocyanostilbene 2,2’-disulfonic acid 

DMEM ： Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNP   ： 2,4-dinitrophenol 

      (2,4-ジニトロフェノール) 

DPBS  ： Dulbecco’s phosphate-buffered saline 

EDTA  ： ethylenedeamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

          (エチレンジアミン四酢酸) 

FBS   ： fetal bovine serum 

          (牛胎児血清) 

FCCP  ： carbonylcyanide p-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 

HBSS  ： Hanks’ balanced salt solution 

HEPES ： N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 

HPLC  ： high performance liquid chromatography 

          (高速液体クロマトグラフィー) 

LD50   : 50% lethal dose 

           (半数致死量) 

MCPA  ： 4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid 

           (4-クロロ-2-メチルフェノキシ酢酸) 

MCTs  ： monocarboxylic acid transporters 

          (モノカルボン酸トランスポーター) 



MES   ： 2-morpholinoethanesulfonic acid 

NEAA  ： non-essential amino acid solution 

           (非必須アミノ酸液) 

NSAIDs： non-steroidal anti-inflammatory drugs 

          (非ステロイド性抗炎症薬) 

OATs  ： organic anion transporters 

          (有機アニオントランスポーター) 

OATPs ： organic anion transporting polypeptides 

          (有機アニオントランスポーターポリペプチド) 

PA     ： phenoxyacetic acid 

          (フェノキシ酢酸) 

PAH  ： p-aminohippuric acid 

          (p-アミノ馬尿酸) 

PCB   ： polychlorinated biphenyl 

SLC16  :  Solute carrier family 16 members 

SMCT  ： sodium-dependent monocarboxylate transporter 

           (ナトリウムイオン共輸送モノカルボン酸トランスポーター) 

2,4,5-T ： 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid 

          (2,4,5-トリクロロフェノキシ酢酸) 

TCBA  :  2,3,6-trichlorobenzoic acid 

          (2,3,6-トリクロロ安息香酸) 
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1 

 

序論 

 

近 代 除 草 剤 の 幕 開 け は 、 1942 年 、 米 国 で の Zimmerman に よ る

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) の開発と、ほぼ時を同じくして英国での

4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid (MCPA) の発見に緒を発する。モノカルボン酸

である phenoxyacetic acid (PA) を母構造とする 2,4-DとMCPAは植物ホルモンのイン

ドール酢酸様作用 (オーキシン作用) を有しているが、天然植物ホルモンと比べて代

謝されにくい。1) これらの除草剤は急激に植物の成長を促進させることで、新陳代謝

のバランスを失調させ除草効果を発揮する。これらは特にイネ科作物の栽培時に発

生する広葉雑草に選択的に作用して除草効果を発揮するため、我が国でも汎用され

た除草剤である。MCPAは 2,4-Dと比べて植物体内での分解速度が速く、薬害も少な

く、低温でも除草効果が安定しているため、2,4-D よりも多く使用されている。2) その後

開発された 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) は広葉植物のみならず木本

植物 (雑低木) に対して 2,4-Dよりも強い効果を示す。2,4,5-Tは枯葉剤 (エージェン

トオレンジ) としてベトナム戦争で使用されたが、その 2,4,5-T には製造過程で生じた

ダイオキシン (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) が不純物として含まれていた。こ

の結果、枯葉剤の散布を受けた地域では流産や奇形の発症が多発した。3) このため、

我が国では 2,4,5-T は商品化されていない。ベンゼン環の代わりにピリジン環をもつ

3,5,6-trichloro-2-pyridinyloxyacetic acid (Triclopyr) も除草剤として使用されている

が、その構造が 2,4,5-T と類似していることから、フェノキシ酢酸系の除草剤に分類さ

れている。一方、2,4-Dとともに開発された 4-chlorophenoxyacetic acid (4-CPA) はトマ

トトーンと呼ばれ、植物成長調整剤として使用されている 。1) そのオーキシン作用に

より、特にトマトやナスの熟成、着果、果実肥大化を促進する。 

オーキシン様作用を有する除草剤として、フェノキシ酢酸系の他に芳香族カルボン

酸 系 の 除 草 剤 が あ り 、 3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid (Dicamba) と 

2,3,6-trichlorobenzoic acid (TCBA) が有名である。これらの除草剤は殺草スペクトル

が広く、また土壌中で安定であることから長期間にわたり除草効果を示すので、芝生

や非農耕地の除草剤として使用されている。1,2) 

MCPA のヒト及び実験動物からの消化管吸収は速く、良好であるが、4-6) その

吸収機構についてはこれまで全く検討されていない。MCPA に限らず、多くの



2 

 

フェノキシ酢酸系や安息香酸系除草剤の吸収機構についても検討されていない。

これらの多くは20世紀半ばに開発されたもので、同時期に開発された PCBやDDT

などの有機塩素系化合物と同様に動物に対する急性毒性が低いことから、体内動態

に関する研究や慢性毒性試験が十分に行なわれず、今日に至っていることが理由と

思われる。 

 弱酸性化合物の消化管吸収は一般に酸性下で増大するが、この増大は pH 分

配仮説による受動拡散輸送によって説明されてきた。しかし、1990 年代にある

種のモノカルボン酸化合物の小腸上皮細胞輸送は H+との共輸送 (モノカルボ

ン酸トランスポーター：MCTs (SLC16) ) が関与していることが示された。7,8) こ

れまでに MCTs により、酢酸、乳酸、ニコチン酸、安息香酸、サリチル酸など

のほか、一部のβ-ラクタム系抗生物質や非ステロイド性抗炎症薬SAIDs) な

どの薬毒物が吸収されることが明らかになっている。9-17) MCTs は多くのサブタ

イプを含んでおり、小腸や大腸に少なくとも 5つのサブタイプのMCTｓ (MCT1、

MCT2、MCT4、MCT5 及び MCT8) が発現している。7,8) このなかで MCT1 の

発現量が最も多く、種々のモノカルボン酸の取り込みに最も寄与していると推

定されている。8,18) L-乳酸は MCT1、MCT2 及び MCT4 の代表的な基質であり、

α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHC) は MCT1、MCT2 及び MCT4 の特異的な

阻害剤である。8,17-19) 一方、CHC によりあまり阻害を受けないサブタイプの

MCTs の存在が推定されており、安息香酸、桂皮酸、フェルラ酸などがその代

表的な基質である。9,15,20-22) 安息香酸と桂皮酸に水酸基、メチル基、シアノ基な

どを導入した化合物の細胞内取り込みの比較研究が行われており、これらの置

換基が MCTs との親和性に大きな影響を与えることが示唆されている。20,23) し

かし、これらの化合物と MCTs の各サブタイプとの親和性や基質特異性などの

詳細は明らかにされていない。 

ヒトの結腸腺癌細胞由来のCaco-2細胞には数種類のサブタイプのMCTsが発

現していることから、小腸上皮細胞のモデルとして薬毒物の MCTs による吸収

機構の研究に利用されている。9,10,14-16,20-25) 本研究はフェノキシ酢酸系及び安息

香酸系の除草剤がMCTsにより吸収されるか否かをCaco-2細胞を用いて検討し

た。 

本研究の第 1 章では、MCPA の細胞内取り込みが L-乳酸や CHC の共存下で
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はあまり阻害を受けないが安息香酸により強く阻害を受けること、また安息香

酸による trans-stimulation 効果が認められたことから、MCPA は安息香酸と同じ

サブタイプの MCTs により細胞内に取り込まれていることを明らかにした。26) 

第 2 章では、フェノキシ酢酸系除草剤の母骨格である PA の塩素原子が 1 つ置

換した 4-CPA、2 つ置換した 2,4-D、3 つ置換した 2,4,5-T の Caco-2 細胞への取

込み量を比較して、塩素原子数の増加に伴い MCTs との親和性が高くなり、細

胞内へ取り込まれやすくなることを明らかにした。27) 第 3 章では、Triclopyr と

Dicamba の細胞内取り込み量を比較し、Triclopyr は安息香酸と同じタイプの

MCTs により細胞内へ取り込まれるが、Dicamba の取り込み量は極めて低く

MCTs による取り込みは認められなかった。この原因として Dicamba がもつ 2

位と 6 位の置換基がカルボキシル基の MCTs への親和性を減少 (アクセスを阻

害) させていることを推定した。28) そこで第 4 章では、種々の位置に置換基を

もつ安息香酸誘導体の細胞内取り込み量を網羅的に比較した。その結果 2 位と

6 位の両方に置換基を持つ安息香酸誘導体の取り込み量は他の位置に置換基を

もつ安息香酸誘導体より顕著に低いことを明らかにし、2 位と 6 位の両方の置

換基がカルボキシル基の MCTs へのアクセスを阻害することを明らかに 

した。29) 第 5 章では安息香酸誘導体のほかにフェノキシ酢酸誘導体と桂皮酸誘

導体も研究対象に加えて、これらの化合物に水酸基やシアノ基を置換した場合、

MCTs による取り込み量が減少することを明らかにし、その理由について考察

した。30)  

 

  以下、これらの結果について論述する。 
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第 1章 モノカルボン酸トランスポーターによる 4-chloro-2-methyl 

phenoxyacetic acid (MCPA) の取り込み機構 

 

第 1節 緒言  

  4-Chloro-2-methylphenoxyacetic acid  (MCPA) や 2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid  (2,4-D) などのフェノキシ酢酸系除草剤 (構造式を Fig. 1に示す) は、牧草、

芝生や非農耕地などに繁茂する多種類の広葉雑草に対して汎用されている。MCPA

の急性毒性は比較的弱く、ラット経口投与における LD50は 1160 mg/kgである。31) ラ

ット食餌へMCPAを添加した慢性毒性実験では発がん性は認められず、最大無作用

量は 20 ppm と報告されている。32) ヒトへの毒性も弱いが、中毒時には重度な昏睡、

腎不全及び中枢神経障害が報告されている。31,33)  

 

              

MCPA 2,4-D

 

Fig. 1. Chemical structures of MCPA and 2,4-D.  

 

健常者による臨床試験において、MCPAは速やかに吸収され、経口投与後約 1時

間で血漿濃度は最高値に達する。4) ラットを使用した動物実験の場合も MCPA は速

やかに吸収され、 投与後 2、3時間で最高血清濃度に達すると報告され、5,6) 臨床試

験の結果と一致する。ヒトやラットにおける MCPA の吸収率は高いと報告されて 

いる。4,5) MCPAは pKa 3.07の弱酸性のモノカルボン酸化合物であることから、pH分

配仮説に従い胃から速やかに吸収されると推定されていたが、その吸収機構につい

てはこれまで検討されていない。 

プロトン勾配を駆動力とするMCTｓは、主に小腸に発現しており、7,8) 酢酸、プロピ

オン酸、酪酸のような短鎖モノカルボン酸のみでなく、安息香酸、フェルラ酸、β-ラクタ

ム系抗生物質や NSAIDsのような外因性のモノカルボン酸化合物の吸収に重要な役

割を果たしている。9-17) これまでに小腸や大腸に少なくとも 5つのサブタイプのMCTｓ 

(MCT1、MCT2、MCT4、MCT5 及びMCT8) が発現していると報告されている。7,8) 
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このなかでMCT1 は、発現量が最も多く、種々のモノカルボン酸の取り込みに最も寄

与していると推定されている。8,18)   

L-乳酸は MCT1、  MCT2 及び MCT4 の代表的な基質としてよく知られ、

α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHC) はMCT1、 MCT2及び MCT4の特異的な

阻害剤である。8,17-19)  

  ヒトの結腸腺癌細胞由来である Caco-2 細胞は形態的にも機能的にもヒト小腸上皮

細胞と類似し、34) いくつかのサブタイプのMCTsが発現していることから、MCTsにより

輸送される薬毒物の研究に汎用されている。9,10,14-16,20-25)  

本章では、MCPAがCaco-2細胞の頂側膜側からMCTsを介して輸送されるか否か

を検討した。26)  
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第 2節 実験方法 

第 1項 実験材料 

4-クロロ-2-メチルフェノキシ酢酸 (4-chloro-2-methylphenoxyacetic acid, MCPA)、L-

乳酸 (L-lactic acid)、酢酸 (acetic acid)、サリチル酸 (salicylic acid)、m-ヒドロキシ安

息香酸 (m-hydroxybenzoic acid)、p-ヒドロキシ安息香酸 (p-hydoroxybenzoic acid)、

安息香酸  (benzoic acid)、ニコチン酸  (nicotinic acid)、2,4-ジニトロフェノール 

(2,4-dinitrophenol, DNP) 及びアジ化ナトリウム (sodium azide, NaN3) は和光純薬工

業  (大阪 ) よ り購入した。 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 、

carbonylcyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) 、 プ ロ ピオ ン酸 

(propionic acid)、酪酸 (butyric acid)、4,4’-diisothiocyanostilbene-2,2’-disulfonic acid 

(DIDS)、p-クマル酸 (p-coumaric acid)、フェルラ酸 (ferulic acid)、α-シアノ-4-ヒド

ロキシ桂皮酸 (α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, CHC)、コハク酸 (succinic acid)、 

p-アミノ馬尿酸 (p-aminohippuric acid, PAH)、リファマイシン SV (rifamycin SV) は

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA) より購入した。牛胎児血清 (fetal bovine 

serum、FBS) と非必須アミノ酸溶液  (nonessential amino acid, NEAA) は Life 

Technologies (Rockville、 MD、 USA) より購入した。その他の試薬はすべて特級規

格、または生化学分析用を用いた。 

 

第 2項 細胞培養 

Caco-2細胞は理化学研究所細胞開発銀行 (RIKEN Gene Bank、筑波) より継代

40代目を購入した。本研究では 37°C、5% CO2 - 95% airの条件下で培養した 60-75

代目の細胞を使用した。細胞培養にはラットコラーゲンタイプⅠをコートしたディッシュ 

(直径 60 mm、 Becton Dickinson、Bedford、MA、USA) を使用した。FBS (10%)、

NEAA  (1%) 及び抗生物質として硫酸ストレプトマイシン (100 g/mL) とベンジル

ペニシリンカリウム (100 U/mL) を DMEMに加えたものを培養液として使用した。 

継代方法は以下の通りである。接種後、細胞がほぼコンフルエントに達した 5-7 日

目の細胞表面を Ca2+とMg2+を含まないDulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) 

で洗浄後、 0.25 % トリプシン/0.02% EDTAを含む PBSを加え細胞を遊離させた。そ

の後、培養液を加え細胞をスクレイパーで掻き取り、ピペッティングにより懸濁分散し
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た後、 細胞密度が 5×104 cells/dishになるように 35 mmディッシュに接種した。培養

液は 2日あるいは 3日毎に交換した。 

 

第 3項 MCPAの取り込み実験 

1) インキュベーションメディウム 

インキュベーションメディウムとして、25mM D-グルコースを含む Hanks’ balanced 

salt solution (HBSS) を使用した (Table 1)。 

 

Table 1. Composition of HBSS at different pHs  

  

2) 取り込み実験方法 

本実験には播種後 7日目から 9日目のコンフルエントに達した Caco-2細胞を使用

した。細胞は培養液を 37°Cの HBSS (pH 7.4) で置換し 20分間プレインキュベートし

た。その後、MCPA (50 M) を含む HBSS に置換し所定時間インキュベートした。イ

ンキュベート終了後、直ちにMCPAを含む HBSS をアスピレーターで吸引除去し、速

やかに氷冷した HBSS (pH 7.4) で細胞表面を 3回洗浄し、細胞溶解液に浸し、細胞

を溶解させた。これを遠心分離 (13,000×g, 10 min) し、上清中の MCPA の濃度を

細胞内蓄積量とした。なお、使用した細胞溶解液の組成は、１N H3PO4：methanol = 

1:1である。 

 

 

 

 

 

NaCl 137 mM

KCl 5.36 mM

CaCl2 0.95 mM

MgSO4 0.81 mM

KH2PO4 0.44 mM

Na2HPO4 0.39 mM

D-Glucose 25 mM

MES (pH 5.5, 6.0 or 6.5) 10 mM

HEPES (pH 7.0 or 7.4) 10 mM
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第 4項 MCPA とタンパクの定量 

1) MCPAの定量 

MCPA の定量は、絶対検量線法により高速液体クロマトグラフィー (HPLC)

にて行った。HPLC 分析条件を以下に示す。 

ポンプ：Shimadzu LC-10A vp pump 

検出器：Shimadzu SPD-10A UV detector 

流速：0.9 mL/min 

測定波長：230 nm 

カラム：Shim-pack VP-ODS (Shimadzu, 250 mm × 4 mm i.d.)  

移動相：50 mM KH2PO4 buffer (pH 2.5) / acetonitrile (65:35 (v/v)) 

試料注入量：100 L 

 

2) タンパク定量 

タンパク定量は Bradfordの方法 35) に準拠し、Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad 

Laboratories, Richmond, CA, USA) を用い、595 nmにおける吸光度を測定した。な

お、標準物質には牛血清アルブミン (和光純薬工業、大阪) を使用した。 

 

第 5項 統計学的処理及び検定法 

測定結果はすべて平均値 ± 標準誤差 (mean ± S.E.) で示した。また有意差検定

は Student’s t-test あるいは Scheffe’s multiple comparison test により行った (4 Steps 

エクセル統計学、オーエムエス出版、2007)。p < 0.05 をもって有意差ありとした。 
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第 3節 実験結果 

第 1項 MCPAの取り込みに及ぼす pHの影響 

MCPA の取り込みに及ぼす pH の影響について検討するため、Caco-2 細胞を

MCPA (50 μM) を含む pH 5.5、6.0、6.5、7.0あるいは 7.4の HBSSで 3分間インキュ

ベートした (Fig. 2)。 MCPAの取り込みは明らかに pHに依存し、pH 7.4から 5.5へ

の pHの低下によりMCPAの細胞内取り込み量は約 6.5倍増加した。 

Caco-2細胞を、 MCPA (50 μM) を含む pH 6.0あるいは 7.4のHBSSで 30分間イ

ンキュベートした (Fig. 3)。pH 6.0 における MCPA の取り込みは速く、５分間でプラト

ーに達した。pH 7.4 における MCPA の取り込み量は、いずれの時間においても pH 

6.0の場合よりも顕著に低値を示した。 

 

Fig. 2. Effect of pH on MCPA uptake by Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated 

at 37ºC for 3 min with 50 M MCPA in a medium at different pH levels. Each bar 

represents the mean with S.E. of 4 determinations. 
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Fig. 3. Time courses of MCPA uptake by Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated 

at 37ºC with 50 M MCPA in a medium at pH 6.0 (〇) or pH 7.4 (●). Each point 

represents the mean ± S.E. of 3 or 4 determinations. 

 

第 2項 MCPAの取り込みの濃度依存性 

MCPAの初期取り込みの濃度依存性 (0.05 - 4 mM) を pH 6.0の条件下で検討し

た (Fig. 4)。MCPAの初期取り込み (3分間) は低濃度域で非線形を示し、高濃度域

ではほぼ直線性を示した。これらの取り込み値を解析プログラム MULTI36) を用いて

以下の式に近似した。 

 

V=Vmax［S］/ (Km + ［S］) + Kd［S］ 

 

Km みかけのミカエリス定数;  Vmax 最大取り込み値;  Kd 受動拡散係数 

 

解析の結果、Km値は 1.37 ± 0.15 mM、 Vmax値は 115 ± 6 nmol/mg protein/3 min、

Kd値は 0.476 ± 0.163 μL/mg protein/3 min となった。この Kd値から受動拡散による

MCPAの取り込み値を計算して Fig. 4に破線で示したが、受動拡散による取り込みの

寄与は極めて少ないことが示された。この結果から、pH 6.0におけるCaco-2細胞への

MCPAの取り込みは主として担体輸送によると思われる。 
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Fig. 4. Concentration dependence of MCPA uptake by Caco-2 cells. Caco-2 cells 

were incubated at 37ºC for 3 min with different concentrations of MCPA (0.05 - 4 mM) 

at pH 6.0. Each point represents the mean ± S.E. of 4 determinations. The dotted line 

indicates the MCPA uptake via unsaturable process calculated from the Kd value. 

 

第 3項 MCPAの取り込みに及ぼす温度と代謝阻害剤の影響 

Caco-2 細胞への MCPA の取り込みに代謝エネルギーが関与しているのか検討し

た (Table 2)。4°Cでインキュベートした場合の MCPAの取り込み量は 37°C でインキ

ュベートした場合と比べて顕著に低く、68%の減少が認められた。代謝阻害剤である

NaN3 (10 mM) や DNP (１ mM) で Caco-2細胞を前処理した場合、MCPAの取り込

み量は、各々48%と 45%減少した。またプロトノフォアである FCCP (25 μM) で前処

理した場合にも 53%の減少が認められた。しかし、アニオン交換輸送体の阻害剤であ

る DIDS (1 mM) と共にインキュベートした場合では、MCPA の取り込み量に変化が

認められなかった。 
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Table 2. Effects of temperature and metabolic inhibitors on MCPA uptake 
by Caco-2 cells 

      

Each value represents the mean ± S.E. of 5 or 6 determinations. *Significantly 

different from control. 

 

第 4項 MCPAの取り込みに及ぼすカルボン酸化合物の影響 

Caco-2細胞へのMCPA の細胞内取り込みに MCTs が関与しているのか否か検討

するため、種々のカルボン酸化合物の共存下での MCPA の細胞内取り込み量につ

いて検討した (Table 3)。MCPAの取り込み量は、MCT1などの特異的基質である L-

乳酸の共存により約 31%減少した。またMCT1などの特異的阻害剤であるCHCの共

存により約 20%減少した。短鎖脂肪酸である酢酸、プロピオン酸あるいは酪酸の共存

により MCPA の取り込み量は有意に減少した (45-48%)。一方、芳香族モノカルボン

酸である安息香酸、サリチル酸、p-クマル酸あるいはフェルラ酸の共存により MCPA

の取り込み量はより大きく減少した (58-68%)。サリチル酸 (o-ヒドロキシ安息香酸) の

異性体である m-ヒドロキシ安息香酸あるいは p-ヒドロキシ安息香酸の共存により

MCPA の取り込み量は各々30%と 42%減少し、サリチル酸の場合と比べて減少の効

果はより小さかった。一方、ジカルボン酸であるコハク酸、有機アニオントランスポータ

ーポリペプチド  (OATPs) の阻害剤であるリファマイシン SV、有機アニオントランスポ

ーター (OAT) の代表的基質である p-アミノ馬尿酸 (PAH) による影響は認められな

かった。  
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Table 3.  Effects of various compounds on MCPA uptake by Caco-2 cells 

Compound

Acetic acid

Propionic acid

Butylic acid

L- lactic acid

Benzoic acid

Salicylic acid

m- Hydroxybenzoic acid

p- Hydroxybenzoic acid

p- Coumaric acid

Ferulic acid

Nicotinic acid

CHC

Succinic acid

PAH

Rifamycin SV

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

0.1

51.5 ± 0.86*     

55.0 ± 1.79*

55.1 ± 2.35*

69.0 ± 2.37*

31.5 ± 1.08*

42.8 ± 1.54*

70.0 ± 0.60*

58.3 ± 1.12*

42.1 ± 2.86*

35.2 ± 0.70*

60.2 ± 1.46*

79.6 ± 1.58*

99.6 ± 2.18

98.1 ± 2.86

89.6 ± 1.83

Conc.

(mM)

MCPA Uptake

(% of control)

Control

n

5
5

5

5

5
5

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

100 ± 1.73

 

Caco-2 cells were incubated with 50 µM MCPA at 37°C for 3 min in the presence or 

absence of various compounds. Each value represents the mean ± S.E. of 5 or 6 

determinations. *Significantly different from the control.  

 

第 5項 CHC、L-乳酸及び安息香酸の濃度依存的阻害効果 

MCPA の取り込みに及ぼす CHC、 L-乳酸及び安息香酸の濃度依存的阻害効果 

(0.1-10 mM) について検討した (Fig. 5)。いずれの濃度においても安息香酸、L-乳

酸及び CHCによる阻害効果は Table 3に示した結果と同様であった (安息香酸＞L-

乳酸＞CHC)。安息香酸の濃度が増加するに従い MCPA の取り込み量は顕著に減

少したが、L-乳酸による減少は１ mMでほぼ一定になった (約 30%の減少)。安息香

酸と同濃度の L-乳酸を共存させた場合では、いずれの濃度においても安息香酸の

みを共存させた場合よりも大きな阻害効果が認められた。 
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Fig. 5. Concentration-dependent inhibition of CHC, L-lactic acid or benzoic acid 

on MCPA uptake by Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated at 37ºC for 3 min with 

50M MCPA in the presence of different concentrations of CHC, L-lactic acid (LA) or 

benzoic acid (BA). Each point represents the mean ± S.E. of 4 - 6 determinations. 

 

第 6項 MCPAの取り込みに及ぼす安息香酸の影響 

Caco-2 細胞における MCPAの取り込みは安息香酸の存在下で顕著に阻害された

ことから、安息香酸の阻害様式を Lineweaver-Burk plotで解析した。安息香酸の共存

及び非共存下で求めた二直線の交点がほぼ Y軸上であった (Fig. 6)。この結果から、

安息香酸はCaco-2細胞へのMCPAの取り込みを競合的に拮抗することが明らかとな

り、その阻害定数 (Ki値) は 4.68 ± 1.76 mM と算出された。 

MCPA と安息香酸が Caco-2 細胞において同一のトランスポーターにより輸送され

ていることを確認するために、MCPA 取り込みに対する安息香酸の trans-stimulation

効果を検討した (Fig. 7)。MCPA の初期取り込みは安息香酸の前処理により有意に

促進され、明らかな trans-stimulation効果が認められた。一方、結果は示さないが、L-

乳酸の前処理では trans-stimulation効果は認められなかった。 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8 10

CHC

LA

LA + BA

BA

M
C

P
A

 U
p

ta
k

e
 (

%
 o

f 
C

o
n

tr
o

l)

Concentration of inhibitor (mM)



15 

 

Fig. 6. Lineweaver-Burk plot for MCPA uptake by Caco-2 cells. Caco-2 cells were 

incubated at 37ºC for 3 min with different concentrations of MCPA (0.5 – 4 mM) in the 

presence or absence of 10 mM benzoic acid. Each point represents the mean ± S.E. of 

4 determinations. 

 

 

 

 

Fig. 7. Trans-stimulation of MCPA uptake by preloaded benzoic acid. Caco-2 cells 

were preloaded by incubation with 5 mM benzoic acid for 30 min at pH 6.0. Benzoic 

acid-preloaded Caco-2 cells were incubated at 37ºC for 1 min with 50M MCPA at 

37ºC in a medium at pH 6.0. Each bar represents the mean with S.E. of 6 

determinations. *Significantly different from the control. 
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第 4節 考察 

Caco-2 細胞の頂側膜側からの MCPA の取り込みには強い pH 依存性と温度依存

性が認められ、また代謝阻害剤 (NaN3と DNP) やプロトノフォアである FCCP の前処

理によりその取り込みが顕著に阻害された。また種々のモノカルボン酸の共存下でも

有意な減少が認められたが、ジカルボン酸であるコハク酸の共存下では減少が認め

られなかった。これらの結果はMCPAがプロトンを駆動力としたモノカルボン酸トランス

ポーター (MCTs) を介して輸送されることを示唆している。MCTs には多くのサブタイ

プが報告されているが、MCT1、MCT3 及びMCT4 などの L-乳酸により阻害を受ける

サブタイプ 14,16,24,37) と、L-乳酸により阻害を受けないサブタイプ 15,20-22) の 2つに分類

される。Konishi ら 20) とKuwayama ら 21) は、安息香酸とサリチル酸はCaco-2細胞に

おけるフルオレセインの頂側膜側からの透過を顕著に減少させるが、L-乳酸は減少さ

せないことを報告し、フルオレセインが L-乳酸を輸送している MCT1、MCT3 及び 

MCT4 とは異なるサブタイプの MCTs で輸送されると推定した。しかし、そのサブタイ

プについての詳細は明らかにされていない。本研究で、安息香酸、サリチル酸、p-ク

マル酸及びフェルラ酸などの芳香族モノカルボン酸によるMCPAの取り込みに対する

阻害効果 (58-68%) は L-乳酸の場合 (31%) を大きく上回った。また安息香酸と L-

乳酸の併用により安息香酸単独の場合よりも大きな阻害効果が認められた。これらの

結果は、MCPAは主に安息香酸を輸送しているサブタイプのMCTsにより細胞内に取

り込まれ、L-乳酸などを輸送しているサブタイプの MCTs の寄与は少ないと考えられ

る。 

サリチル酸 (o-ヒドロキシ安息香酸) の MCPA に対する取り込み阻害効果は安息

香酸より低く、m-ヒドロキシ安息香酸や p-ヒドロキシ安息香酸より高かった (Table 3)。

Konishi ら 23) はCaco-2細胞におけるフルオレセインの頂側膜側からの透過に対する

モノヒドロキシ安息香酸類の阻害についての研究で、安息香酸の水酸化、特にメタ位

の水酸化は MCTs との親和性を低下させると報告している。Takanaga ら 10) は、

Caco-2 細胞におけるサリチル酸の頂側膜側からの透過を研究し、安息香酸、m-及び

p-ヒドロキシ安息香酸による輸送阻害は各々74%、25%、42%と報告している。本研究

で認められた Caco-2細胞におけるMCPAの取り込みに及ぼす安息香酸の水酸基の

位置による阻害効果の違いは、フルオレセイン 23) やサリチル酸 10) の場合と類似して
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いる。なお、著者はヒドロキシ安息香酸の異性体 (o-、 m-、及び p-) による安息香酸

の取り込み阻害効果の違いについては、第 5章で検討した。 

Fig. 4に示したMCPAの初期取り込みの値から算出されたKm値 (1.47  0.15 mM) 

と Fig. 6 に示した MCPA の初期取り込みに及ぼす安息香酸の競合的拮抗のデータ

から算出された Ki値 (4.76  1.76 mM) は近似している。またこれらの値は、第 4章

において著者が算出した Caco-2 細胞における安息香酸の Km 値 (1.41 ± 0.09 

mM) 及び Tsuji ら 9) による Caco-2 細胞における安息香酸の Km値 (1.28 mM) と

も近似する。これらの結果はMCPAが安息香酸と共通のサブタイプのMCTsで輸送さ

れるという本研究結果を裏づけている。最近、子牛の胃内に MCTs が発現しているこ

とが報告された。38,39) 小腸及び胃内に発現しているMCTsは、MCPAの経口投与後

の速やかな吸収と高い吸収率に寄与していると思われる。 

MCTsは、主にモノカルボン酸化合物を輸送するが、有機アニオントランスポーター 

(OATs) や有機アニオントランスポーターポリペプチド (OATPs) との基質認識性にオ

ーバーラップが報告されている。8,40) しかし、OATPsの阻害剤であるリファマイシン SV

や OAT の非特異的阻害剤である DIDS は MCPA の取り込みには影響を与えなかっ

た。このことから OATs と OATPs は Caco-2 細胞における MCPA の取り込みに関与し

ていないと思われる。MCPA の類似化合物である 2,4-D は、腎臓や脈絡嚢にある 

organic anion transporter 1 (OAT1) の代表的な基質である。41,42) しかし OAT1 は

Caco-2細胞 43) やヒトの小腸 44) には発現していないことが報告されている。本研究で

はOATsの代表的な基質である PAH (10 mM) が Caco-2細胞におけるMCPAの取り

込みに影響を与えないことを確認している (Table 3)。 

本章の結論として、Caco-2細胞の頂側膜側からのMCPAの取り込みは、主に安息

香酸を輸送するサブタイプの MCTs が関与しており、L-乳酸を輸送するサブタイプの

MCTs も一部関与することが示唆された。 
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第 2章 各種フェノキシ酢酸系除草剤の取り込み機構 

 

第 1節 緒言 

前章においてフェノキシ酢酸系除草剤として代表的な MCPA が安息香酸と同じサ

ブタイプの MCTs によって Caco-2 細胞へ取り込まれることを明らかにした。MCPA は

その母骨格であるフェノキシ酢酸 (phenoxyacetic acid; PA) の 2位と 4位にそれぞれ

メチル基と塩素原子をもっている。フェノキシ酢酸系除草剤はベンゼン環に塩素原子

やメチル基などの置換基を持つもの、あるいは α炭素に置換基を持つものなど種類が

豊富であり、その用途も多岐にわたる。塩素原子数がそれぞれ 2 個と 3 個の

2,4-dichlrophenoxyacetic acid (2,4-D) と 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) 

はベトナム戦争で使用された有名な除草剤である。一般的に置換基により脂溶性を

増すほどに除草効果と毒性が高くなるといわれているが、脂溶性とトランスポーターに

よる細胞内取り込みとの関係についてこれまであまり報告されていない。 

本章ではフェノキシ酢酸系除草剤 (Fig. 8) のベンゼン環の塩素原子数に注目し

て、母骨格である PA (塩素原子数 0 個)、塩素原子数 1 個の 4-chlorophenoxyacetic 

acid (4-CPA)、2個の 2,4-D、3個の 2,4,5-Tの Caco-2細胞への取り込みを、MCPAの

場合も含めて比較した。27)  

          

MCPA

PA

4-CPA

2,4-D

2,4,5-T

 

Fig. 8. Chemical structures of phenoxyacetic acid herbicides. 



19 

 

第 2節 実験方法 

第 1項 実験材料 

  フェノキシ酢酸 (phenoxyacetic acid; PA)、4-CPA (4-chlorophenoxyacetic acid)、

2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)、2,4,5-T (2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid)は

和光純薬工業 (大阪) より購入した。その他の試薬は前章のものを使用した。  

 

 第 2項 細胞培養 

  第 1章に準じて行った。 

  

 第 3項 各種フェノキシ酢酸系除草剤の取り込み実験 

  各種フェノキシ酢酸系除草剤の Caco-2細胞への取り込み実験は第 1章に準じて行

った。 

 

 第 4項 各種フェノキシ酢酸系除草剤の分配係数の測定 

  分配係数は、フェノキシ酢酸系除草剤を pH 6.0の HBSSに 20 mMになるように溶

解し、等量の n-オクタノールを加えて 10 分間撹拌し、その後 5 分間遠心分離し、

HBSS 中に残存している薬物濃度を測定することで求めた。なお分配係数はその対

数値で示した。 

  

第 5項 各種フェノキシ酢酸系除草剤とタンパクの定量 

PA、4-CPA、2,4-D及び 2,4,5-Tの定量は、HPLCにて行った。HPLCの分析条件を

Table 4に示す。なお HPLCへの試料注入量は 100 µLである。 

 

Table 4. Wavelength and mobile phase 

 

 

PA 230 80 / 20

4-CPA 225 70 / 30

2,4-D 230 65 / 35

2,4,5-T 240 60 / 40

50 mM KH2PO4 buffer

(pH 2.1) / acetonitrile

Wavelength for

detection (nm)
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第 6項 統計学的処理及び検定法 

第 1章に準じて行った。 
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第 3節 実験結果 

第 1項 各種フェノキシ酢酸系除草剤の取り込みの経時変化と pHの影響 

  第 1章の場合と同様に、PA、4-CPA、2,4-Dあるいは 2,4,5-Tを 50 μM含む pH 6.0

の HBSS で Caco-2 細胞をインキュベートした (Fig. 9)。Caco-2 細胞への取り込み量

は塩素原子がない PA で最も低く、塩素原子数の多い化合物ほど高い値を示した。

前章で検討した塩素原子数１の MCPA の取り込み量も比較のため図に示したが、塩

素原子数が 2 と 3 である 2,4-D と 2,4,5-T の中間的な値であった。なお、どのフェノキ

シ酢酸系除草剤の取り込みも、約 5分でほぼプラトーに達した。 
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Fig. 9. Time courses of phenoxyacetic acid herbicide uptake by Caco-2 cells. 

Caco-2 cells were incubated at 37ºC with 50 M PA, 4-CPA, 2,4-D or 2,4,5-T in a 

medium at pH 6.0. Each point represents the mean ± S.E. of 4 determinations. 
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第 2項 各種フェノキシ酢酸系除草剤の濃度依存的な取り込み 

PA、4-CPA及び 2,4-Dの初期取り込みの濃度依存性を pH 6.0の条件下で検討し

た (Fig. 10)。この場合でも PAの取り込みが最も低く、低濃度域では塩素原子数が多

い化合物ほど取り込み量が多い傾向が認められた。PA以外の化合物では、5 mM ま

でに明らかな飽和性が認められた。一方、PA の場合では、挿入図に示したように 20 

mM まで検討したが、飽和性は認められなかった。 

前章に準じて、各化合物の取り込み値を解析プログラム MULTI36) を用いて解析し、

みかけの Km値、Vmax値及び Kd値を求めた (Table 5)。また、pH 6.0における各化合

物の分配係数を測定し、この結果も Table 5に示す。 

塩素原子数の多い化合物ほど Km値は低い傾向を示した。Vmax値は PA で顕著に

低い値であったが、4-CPA、2,4-D、2,4,5-T の 3 化合物ではほぼ同じ値であった。Km

値を Vmax値で除したものは uptake clearance と呼ばれ、トランスポーターによる取り込

み量を表しているが、45) この値も塩素原子数の多い化合物ほど大きい傾向が認めら

れた。一方、受動拡散の程度を示す Kd 値と塩素原子数との間には一定の傾向が認

められなかった。Uptake clearance を Kd値で除した値はトランスポーターによる取り込

み量と受動拡散による取り込み量の比を示しているが、45) 塩素原子数の多い化合物

ほどこの比が高い傾向を示した。 

Table 5に示した分配係数と uptake、 Km値、uptake clearance及び Kd値との関係

を Fig. 11に表した。分配係数の対数値 (log P) と uptake、及び uptake clearance との

間には有意な正の相関関係が見られ、Km 値との間には有意な負の相関性が見られ

た。しかし Kd値と log Pの関係には一定の傾向が見られなかった。 
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Fig. 10. Concentration dependence of phenoxyacetic acid herbicide uptake by 

Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated at 37ºC for 1 min with different 

concentrations of PA, 4-CPA, 2,4-D or 2,4,5-T at pH 6.0. Each point represents the 

mean ± S.E of 4 determinations. 

 

 

 

Table 5. Analytical results of phenoxyacetic acid herbicides 

 

 

 

Km

(mM)

Vmax

(nmol/mg protein/min)
log P

PA 4.57 ± 1.24 1.35 0.45 ± 0.03

4-CPA 5.41 0.54 ± 0.00

2,4-D 20.5 1.13 ± 0.00

2,4,5-T 19.5 1.90 ± 0.02

MCPA

Uptake 

clearance

7.1

28.6

53.8

80.5

61.5 30.1 1.15 ± 0.01

3.99 ± 0.98

1.67 ± 0.13

1.06 ± 0.05

1.51 ± 0.18

32.6 ± 8.1

114 ± 30

89.9 ± 9.6

85.3 ± 9.5

92.9 ± 10.9

Kd

(L/mg protein/min)

5.28 ± 0.32

5.29 ± 1.66

2.62 ± 1.47

4.13 ± 2.33

2.04 ± 1.54

Kd

Uptake 

clearance
(L/mg protein/min)

4-CPA
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第 3 項 各種フェノキシ酢酸系除草剤の取り込みに及ぼすカルボン酸化合物と代謝

阻害剤の影響 

本章で検討した PA、4-CPA、2,4-D及び 2,4,5-Tが前章で検討した MCPAの場合

と同様に MCTs により輸送されるのか否かを検討した (Fig. 12)。いずれの化合物の

場合でも pH 7.4の取り込み量は、pH 6.0に比べて有意に低く、安息香酸の共存によ

り顕著に減少したが L-乳酸や CHCによる顕著な減少は認められず、これらの結果は

前章で検討したMCPAの結果と同じであった。また PAを除いたすべての化合物で、

安息香酸の共存や FCCP での前処理による有意な取り込みの減少が認められ、さら

に MCPA の共存によっても有意な減少が認められた。これらの結果は 4-CPA、2,4-D

及び 2,4,5-T は MCPA の場合と同じく、安息香酸と同じサブタイプの MCTs によって

取り込まれていることを示唆している。 
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第 4項 フェノキシ酢酸系除草剤に対する安息香酸の trans-stimuration効果と競合

的拮抗 

4-CPA、2,4-D及び 2,4,5-Tが安息香酸と同じトランスポーターを介して取り込まれて

いることを確認するために trans-stimuration効果の有無について検討した (Fig. 13)。

いずれの化合物も安息香酸の前処理により有意な取り込み量の増加が見られた。し

かし、その増加の割合は 4-CPAでは 19 %、2,4-Dでは 30 %、2,4,5-Tでは 34 %で、

塩素原子数の多い化合物ほど trans-stimuration効果が大きかった。 

Trans-stimulation 効果が大きく認められた 2,4-D と 2,4,5-T に対する安息香酸の阻

害様式について Lineweaver-Burk plot で解析した。いずれの化合物の場合も、二直

線の交点はほぼY軸上であることから、安息香酸はこれらの化合物の取り込みを競合

的に阻害していることが明らかとなった (Fig. 14)。 

 

 

 

Fig. 13. Trans-stimulation of 4-CPA, 2,4-D and 2,4,5-T uptake by preloaded 
benzoic acid. Caco-2 cells were preloaded by incubation with 5 mM benzoic acid for 
30 min at pH 6.0. Benzoic acid-preloaded Caco-2 cells were incubated at 37ºC for 1 
min with 50M 4-CPA, 2,4-D or 2,4,5-T at 37ºC in a medium at pH 6.0. Each bar 
represents the mean with S.E. of 6 determinations. *Significantly different from the 
control. 
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Fig. 14. Lineweaver-Burk plot for 2,4-D and 2,4,5-T uptake by Caco-2 cells. 
Caco-2 cells were incubated at 37ºC for 1 min with different concentration of 2,4-D or 
2,4,5-T in the presence or absence of 10 mM benzoic acid. Each point represents the 
mean ± S.E. of 4 determinations. 
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第 4節 考察 

Caco-2細胞の頂側膜側からの PA、4-CPA、2,4-D及び 2,4,5-Tの取り込みには pH

依存性が認められた (Fig. 12)。また PA の場合を除き、安息香酸の共存や FCCP の

前処理による顕著な阻害効果が認められたが、いずれの化合物も L-乳酸や CHC の

共存による有意な減少は認められなかった。4-CPA、2,4-D 及び 2,4,5-T のいずれの

化合物においても安息香酸の前処理による trans-stimulation 効果が認められ、その

効果は 4-CPAの場合が最も小さかった (Fig. 13)。Lineweaver-Burk plot により安息

香酸が 2,4-Dと 2,4,5-Tの取り込みを競合的に阻害していることが示された (Fig. 14)。

これらの結果から 4-CPA、2,4-D 及び 2,4,5-T は、前章で検討した MCPA と同様に、

安息香酸と同じサブタイプの MCTs によって取り込まれていることが示唆された。一方、

フェノキシ酢酸系除草剤の母骨格である PAの取り込みには飽和性が認められず、安

息香酸や FCCP の影響も認められなかったことから、MCTs による取り込み寄与は極

めて低いと思われる。 

PA、4-CPA、2,4-Dと 2,4,5-T、ならびに、前章でのMCPAの実験結果を含めると、こ

れらの化合物の取り込み量は分配係数 (脂溶性) と有意な正の相関性を示した。

Uptake clearance と分配係数 (log P) の間にも有意な正の相関が認められたが、Kd

値と分配係数との間には相関関係が認められなかった (Fig. 11)。この結果から塩素

原子数の増加に伴う取り込み量の増加は、脂溶性の増加による受動拡散の増加によ

るものではなく、MCTs による取り込み量の増加を反映した結果と思われる。PA、

4-CPA、2,4-D及び 2,4,5-Tにおける Uptake clearanceを Kd値で除した値も塩素原子

数が多いほど高い傾向を示した (1.35-20.5)。Hosoya ら 45) は条件的不死化ラット網

膜毛細血管内皮細胞  (TR-iBRB2 cells) への乳酸の取り込みを検討し、uptake 

clearanceをKd値で除した値 (2.77) から、MCTsによる輸送は受動拡散による輸送よ

り数倍多いと報告している。 

Km 値と分配係数との間には有意な負の相関関係が認められたが、これは塩素原

子数の増加に伴う脂溶性の増加は受動拡散よりも MCTs を介する取り込みを増加さ

せることを示唆している。塩素原子数 0個の PA と 1個の 4-CPAの取り込み量の差は

2 個の 2,4-D と 3 個の 2,4,5-T の差より大きいことから、塩素原子数が 2 個までの取り

込み促進効果が大きいと思われる。塩素原子とメチル基をそれぞれ１つもつMCPAの

取り込み量は塩素原子数が 2 つの 2,4-D の取り込み量に近い。MCPA の結果からメ
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チル基もMCTsによる取り込み量に影響を及ぼす可能性が考えられる。 

一般に、脂溶性の増加に伴い、受動拡散による取り込みが増加するが、本実験結

果では両者間に相関関係が認められなかった。その一因として Kd 値に大きな誤差 

(S.E.) が含まれていることが挙げられる。 
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第 3章 3,5,6-Trichloro-2-pyridinyloxyacetic acid (Triclopyr) と

3,6-Dichloro-2-methoxybenzoic acid (Dicamba) の取り込み機構 

 

第 1節 緒言 

第 1章と第 2章において各種フェノキシ酢酸系除草剤のCaco-2細胞への取り込み

機構を検討し、MCPA、4-CPA、2,4-D 及び 2,4,5-T は安息香酸と同じサブタイプの

MCTs を介して Caco-2 細胞に取り込まれること、ベンゼン環の塩素原子は、MCTs と

の親和性を高め、その取り込みを促進することを示唆した。 

Triclopyr (3,5,6-trichloro-2-pyridinyloxyacetic acid) は 2,4,5-T と同じように 3つの

塩素原子をもつ除草剤であり、その構造の類似性からフェノキシ酢酸系除草剤に分

類されている。ヒト及びラットを用いた検討から、Triclopyr の消化管吸収は 2,4,5-T と

同様に良好で経口投与後、数時間以内に最高血中濃度に達する。46,47) 一方、安息

香酸誘導体である Dicamba (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid) も除草剤として使

用されている。Dicamba を経口投与した時の吸収、分布、排泄についての詳細な研

究はこれまで行われていないが、その吸収には安息香酸と同じサブタイプのMCTsが

関与していると予想された。そこで本章では、Triclopyr と Dicamba (Fig. 15) がMCTs

を介して Caco-2細胞に取り込まれるのか否かを検討した。28)  

 

 

       Fig. 15. Chemical structures of Triclopyr and Dicamba. 
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第 2節 実験方法 

第 1項 実験材料 

Triclopyr  (3,5,6-tr ichloro-2-pyridinyloxyacet ic  acid) 、Dicamba 

(3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid) 及びグリシルサルコシン (glycilsarcosine) 

は和光純薬工業 (大阪) より購入した。その他の試薬は第 1章及び第 2章に記載し

たものを使用した。 

 

第 2項 細胞培養 

Caco-2細胞の細胞培養は第 1章に準じて行った。 

 

第 3項 Triclopyr と Dicambaの取り込み実験 

Triclopyr と Dicambaの Caco-2細胞への取り込み実験は、第 1章に準じて行った。

なお、Triclopyr と Dicamba の Caco-2 細胞への取り込みに及ぼすナトリウム依存性に

ついて検討するため、HBSS に含まれる塩化ナトリウムを塩化コリンに置換したインキ

ュベーションメディウムを使用した。48)  

 

第 4項 Triclopyr と Dicambaの定量及びタンパクと分配係数の測定 

Triclopyr と Dicamba の定量は第 2章に準じ、HPLCにて行った。なお Triclopyr と

Dicambaの定量に用いた波長と移動相の組成を Table 6に示す。 

 

Table 6. Wavelength and mobile phase 

        

Wavelength for 

detection (nm)

50 mM KH2PO4 buffer 

(pH 2.1)/acetonitrile

Triclopyr 230 65 / 35

Dicamba 225 75 / 25
 

 

タンパク定量と分配係数の測定は、それぞれ第 1章と第 2章に準じて行った。 

 

第 5項 統計学的処理及び検定法 

第 1章に準じて行った。 
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第 3節 実験結果 

第 1項 Triclopyr と Dicambaの取り込みの経時変化と pHの影響 

前章と同様に Triclopyr あるいは Dicamba を 50 μM含む pH 6.0あるいは pH 7.4

の HBSS で Caco-2 細胞をインキュベートし、細胞内への取り込み量の経時変化を検

討した (Fig. 16)。 

pH 6.0における Triclopyrの取り込みは速く、5分でプラトーに達した。一方、pH 7.4

における Triclopyrの取り込み量は、いずれの時間においても pH 6.0の場合よりも顕

著に低値を示した。 

pH 6.0における Dicambaの取り込み量は、pH 7.4よりも高値を示し、10分までほぼ

直線的に増加した。Dicambaの取り込み量は Triclopyrに比べて顕著に低く、10分に

おける pH 6.0の取り込み量は Triclopyrのわずか 20%程度であった。 
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Fig. 16. Time courses of the uptake of Triclopyr (a) and Dicamba (b) by Caco-2 

cells. Caco-2 cells were incubated with 50 µM Triclopyr or Dicamba at 37°C in a 

medium at pH 6.0 (〇) or pH 7.4 (●). Each point represents the mean ± S.E. for 4 

determinations. 
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第 2 項 Triclopyr と Dicamba の取り込みに及ぼす温度、代謝阻害剤及びナト

リウムイオンの影響 

Triclopyr及びDicambaのCaco-2細胞への取り込みに代謝エネルギーが関与し

ているかを検討した (Table 7)。 

4°C でインキュベートした場合の Triclopyr 及び Dicamba の取り込みは 37°C

でインキュベートした場合と比べて顕著に低く、各々88%と 89%減少した。プ

ロトノフォアである FCCP 及び代謝阻害剤である NaN3 で Caco-2 細胞を前処理

した場合、Triclopyr の取り込み量は、各々80%と 35%減少した。一方、Dicamba

の取り込み量は FCCP の前処理により 28%減少したが、NaN3 前処理による減少

は認められなかった。Triclopyr 及び Dicamba の取り込み量は、ナトリウムイオ

ンの存在しない条件下で変化が認められなかった。 

 

Table 7. Effects of temperature, metabolic inhibitors and sodium ions on the 

uptake of Triclopyr and Dicamba by Caco-2 cells 

 

Caco-2 cells were incubated at 37°C (control) or 4°C for 1 min with 50 µM Triclopyr 

or Dicamba at pH 6.0. Caco-2 cells were preincubated with NaN3 or FCCP for 20 min, 

and uptake experiments were then carried out in the absence of NaN3 or FCCP, 

respectively. Caco-2 cells were incubated at 37°C for 1 min with a Na+-free medium  

(pH 6.0) containing 50 µM Triclopyr or Dicamba. Each value represents mean ± S.E. 

for four to six determinations. *Significantly different from the control.  

 

第 3項 Triclopyr と Dicamba の濃度依存的な取り込み 

Triclopyr 及び Dicamba の初期取り込み (1 分間) における濃度依存性を pH 6.0

の条件下で検討した (Fig. 17)。 

Triclopyr の初期取り込みは、低濃度域で非線形性 (飽和性) を示し、高濃度域で

はほぼ直線性を示した。この結果からTriclopyrの取り込みにおけるKm値、 Vmax値、 
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Kd値を解析プログラムMULTI36) を用いて算出した。Km値は 1.39 ± 0.11 mM、Vmax

値は 127 ± 17.6 nmol/mg protein/min 及び Kd値は 4.48 ± 3.76 μL/mg protein/min と

算出された。 

一方、Dicambaの初期取り込みを 10 mM まで検討したが、飽和性が認められず、

直線性を示した。 また Triclopyr と Dicambaの分配係数 (log P) はそれぞれ 1.40 と

0.42であった。 
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Fig. 17. Concentration dependence of the uptake of Triclopyr (a) and Dicamba (b) 

by Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated for 1 min with different concentrations 

of Triclopyr or Dicamba at pH 6.0. Each point represents the mean ± S.E. of 4-6 

determinations. 
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第 4項 Triclopyr と Dicambaの取り込みに及ぼす種々の化合物の影響 

Triclopyr と Dicambaの取り込み量に及ぼす種々の化合物の影響を検討した (Fig. 

18)。Triclopyrの取り込みは安息香酸やフェルラ酸の共存下で各々57%と 73%減少し

た。一方、 Dicamba の取り込み量は、安息香酸の共存下で 24%減少したが、フェル

ラ酸の共存下では減少が認められなかった。Triclopyr及び Dicambaの取り込み量は、

L-乳酸と CHC の共存による影響を受けなかった。また、ジカルボン酸であるコハク酸、

プロトン共輸送型ペプチドトランスポーター (PEPT1) の基質であるグリチルサルコシ

ン、有機アニオントランスポーターポリペプチド (OATPs) の阻害剤であるリファマイシ

ン SVの共存による影響も受けなかった。 
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Fig. 18. Effects of various compounds on the uptake of Triclopyr (a) and Dicamba 

(b) by Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated in a medium (pH 6.0) with 50 M 

Triclopyr or Dicamba and 10 mM benzoic acid, ferulic acid, L-lactic acid, CHC, 

succinic acid, glycilsarcosine or 0.1 mM rifamycin SV at 37°C for 1 min. Each point 

represents the mean with S.E. for 4-6 determinations. 
*

Significantly different from the 

control. 
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第 5項 Triclopyrの取り込みに及ぼす安息香酸とフェルラ酸の競合阻害様式 

Triclopyr の取 り込みに及ぼす安息香酸 と フ ェル ラ酸の阻害様式を

Lineweaver-Burk plot を用いて解析した。 

安息香酸あるいはフェルラ酸の共存下  (10 mM) での Triclopyr の取り込み 

(0.5-3.0 mM) の結果を Fig. 19に示す。安息香酸あるいはフェルラ酸の共存下、また

両化合物の非共存下で求めた 3 直線は、ほぼＹ軸上の 1 点で交わった。この結果か

ら、安息香酸とフェルラ酸はCaco-2細胞へのTriclopyrの取り込みを競合的に拮抗す

ることが明らかとなった。安息香酸とフェルラ酸の阻害定数 (Ki 値) はそれぞれ 4.61 

± 0.41 mM と 3.83 ± 0.22 mM と算出された。 

 

 

 

Fig. 19. Lineweaver-Burk plots for the uptake of Triclopyr by Caco-2 cells. Caco-2 

cells were incubated for 1 min with different concentrations of Triclopyr (0.5-3 mM) in 

the absence (●) or presence of 10 mM benzoic acid (●) or ferulic acid (▲). Each 

point represents the mean with S.E. for 4-6 determinations.  
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第 4節 考察 

Triclopyr の細胞内への取り込みには強い pH、温度及び濃度依存性が認められ、

NaN3や FCCPの前処理による顕著な低下が認められた。MCTsの代表的な基質であ

る安息香酸やフェルラ酸との共存による有意な取り込み量の減少が認められたが、L-

乳酸や CHC による取り込み量の減少は認められなかった。これらの結果は、第 2 章

のフェノキシ酢酸系除草剤の場合と同じ結果である。Triclopyr の初期取り込み値から

計算された Km値 (1.39 mM) は、第 1 章と第 2 章で求めた Caco-2 細胞における

MCPA (1.37 mM)、2,4-D (1.67 mM) 及び 2,4,5-T (1.06 mM) の Km値と近似してい

た。また Triclopyrの uptake clearance (Vmax/Km) は 91.4 µl/mg protein/min となり、受

動拡散係数 (Kd値) の 4.48 µl/mg protein/min と比べて 20倍以上となった。さらに安

息香酸とフェルラ酸の Triclopyr の取り込みに対する阻害定数 (Ki 値) はそれぞれ

4.61 mM と 3.83 mM と算出された。第 1章と第 2章で、安息香酸のフェノキシ酢酸系

除草剤の取り込みに対する競合的拮抗のデータからKi値を算出したが、安息香酸の

フェノキシ酢酸系除草剤に対する Ki値は 4.68 mM (MCPA)、3.42 mM (2,4-D)、及び

3.65 mM (2,4,5-T) で、今回算出された Triclopyr の 4.61 mM と近似している。これら

の結果から、Caco-2 細胞の頂側膜側からの Triclopyr の取り込みは、フェノキシ酢酸

系除草剤の場合と同様に、主に安息香酸と同じサブタイプの MCTs を介していると考

えられる。 

一方、Dicamba の取り込み量は Triclopyr と比較して明らかに低い値だった。

Dicamba の取り込み量には pH や温度による明らかな影響が認められた。また FCCP

の前処理により有意な取り込み低下が認められたが、NaN3の前処理では影響が認め

られなかった。Dicamba の取り込み量は安息香酸の共存下で減少したが、フェルラ酸

の共存下では減少が認められなかった。また Dicamba の取り込み量には飽和性が認

めらなかった。これらの結果から、Caco-2細胞の頂側膜側からの Dicambaの取り込み

は主に受動拡散であり、僅かではあるが安息香酸と同じサブタイプの MCTs も関与し

ていると思われる。 

Triclopyr の脂溶性  (log P) は、前章で述べたフェノキシ酢酸系除草剤である

MCPA、2,4-D及び 2,4,5-Tの値と近似する。また TriclopyrのVmax値、Km値、Kｄ値及

び uptake clearance の値も、第 2 章で求めた MCPA、2,4-D 及び 2,4,5-T の値と各々

近似する。一方、Dicamba の脂溶性は Triclopyr やフェノキシ酢酸系除草剤と比較し
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て低値であり、これは 2 位のメトキシ基の影響と思われる。置換基の影響については

第 4章で、その種類の影響については第 5章で検討した。 

ナトリウムイオン共輸送モノカルボン酸トランスポーター (SMCT)-1 は小腸の管腔

側に局在し、小腸でのモノカルボン酸化合物の吸収に寄与している。49,50) しかし

Triclopyr と Dicamba の取り込みにはナトリウムイオンの影響が認められなかった。ヒト

小腸と Caco-2 細胞の刷子縁膜には、PEPT1 や OATPs のようなナトリウムイオン非依

存性でプロトン勾配に依存したいくつかのトランスポーターが局在している。51-53) しか

し Triclopyr と Dicamba の取り込みは PEPT1 の基質であるグリシルサルコシンや

OATPsの阻害剤であるリファマイシン SV との共存下で影響を受けなかった。これらの

結果より、Triclopyr と Dicamba の Caco-2 細胞の頂側膜側からの取り込みには、

SMCT1、PEPT1 もしくは OATPsは関与しないことが示唆された。 

本章の結論として、 2,4,5-T と類似構造を有する Triclopyrの Caco-2細胞への取り

込みには、他のフェノキシ酢酸系除草剤の場合と同様に、主に安息香酸と同じサブタ

イプの MCTs が関与していると思われる。一方、 安息香酸の 2 位、3 位及び 6 位に

置換基を持つ Dicamba の取り込み量は極めて低いことから、MCTs を介した取り込み

ではなく、主に受動拡散による取り込みと思われる。 
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第 4章 2位と 6位に置換基をもつ安息香酸誘導体のCaco-2細胞への取り

込みについて 

 

第 1節 緒言 

前章で、構造の異なる除草剤である Triclopyr (3,5,6-trichloro-2-pyridinyl- 

oxyacetic acid) と Dicamba (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid) の Caco-2細胞へ

の取り込み機構を比較した。この結果から、Triclopyr は、フェノキシ酢酸系除草剤と

同様に、主に安息香酸と同じサブタイプの MCTs により Caco-2 細胞に取り込まれると

思われる。一方、Dicamba の取り込み量は低く、かつ緩徐であることから、主に受動拡

散で取り込まれると思われる。しかし、Dicamba の取り込みは安息香酸の共存下でわ

ずかに取り込み阻害が認められた。これらの結果から、Dicambaの 3つの置換基がカ

ルボキシル基の MCTs への親和性を減少 (アクセスを阻害) させていることが予想さ

れた。 

本章では 2位と 6位の両方に置換基をもつ安息香酸誘導体の Caco-2細胞への取

り込みと、その他の位置に置換基を持つ安息香酸誘導体の取り込みを比較した。29)  
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第 2節 実験方法 

第 1項 実験材料 

2,4-ジクロロ安息香酸  (2,4-dichlorobenzoic acid) 、 2,5-ジクロロ安息香酸 

(2,5-dichlorobenzoic acid)、2,6-ジクロロ安息香酸 (2,6-dichlorobenzoic acid)、3,4-ジ

ク ロ ロ 安 息 香 酸 (3,4-dichlorobenzoic acid) 、 3,5- ジ ク ロ ロ 安 息 香 酸 

(3,5-dichlorobenzoic acid)、2,3,6-トリクロロ安息香酸 (2,3,6-trichlorobenzoic acid)、

2,4,6-トリクロロ安息香酸 (2,4,6-trichlorobenzoic acid)、2-フルオロ-6-メトキシ安息香

酸  (2-fluoro-6-methoxybenzoic acid) 、  2,6- ジ ク ロ ロ フ ェ ニ ル 酢 酸

(2,6-dichlorophenylacetic acid) は和光純薬工業 (大阪) より購入した。2-クロロ安息

香酸 (2-chlorobenzoic acid) 、 3-クロロ安息香酸 (3-chlorobenzoic acid)、 4-クロロ

安息香酸(4-chlorobenzoic acid)、 2,3-ジクロロ安息香酸 (2,3-dichlorobenzoic acid) 

は Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA) より購入した。その他の試薬は第 1章、

第 2 章及び第 3 章に記載したものを使用した。なお本章での取り込み実験に用いた

安息香酸誘導体を Fig. 20に示す。 
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第 2項 細胞培養 

Caco-2細胞の細胞培養は第 1章に準じて行った。 

 

第 3項 安息香酸誘導体の取り込み実験 

各種安息香酸誘導体の Caco-2 細胞への取り込み実験は、第 1 章に準じて行っ

た。 

 

第 4項 安息香酸誘導体とタンパクの定量及び分配係数の測定 

安息香酸誘導体の定量は、第 2 章に準じ、HPLC にて行った。各誘導体の定量に

用いた波長と移動相の組成は次の通りである。 

  

測定波長：230 nm 

 移動相：50 mM KH2PO4 buffer (pH 2.1) /acetonitrile (80:20 (v/v)) 

 

 タンパク定量と分配係数の測定は、それぞれ第 1章と第 2章に準じて行った。 

 

第 5項 統計学的処理及び検定法 

第 1章に準じて行った。 
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第 3節 実験結果 

第 1 項 各種安息香酸誘導体の取り込み量の比較及び各種安息香酸誘導体による

安息香酸の取り込み阻害効果の比較 

Caco-2細胞を安息香酸誘導体 (50 µM) を含む pH 6.0の HBSSで 1分間インキ

ュベートし、取り込み量を比較した (Fig. 21)。2 位と 6 位の両方に置換基を持つ 2,6-

ジクロロ安息香酸、2,3,6-トリクロロ安息香酸、2,4,6-トリクロロ安息香酸、2-フルオロ-6-

メトキシ安息香酸及び 3,6-ジクロロ-2-メトキシ安息香酸の取り込み量はほぼ等しく、そ

の他の安息香酸誘導体と比べて顕著に低い取り込み量であった。一方、2-, 3-, 4-クロ

ロ-安息香酸と 2,3-、2,4-、2,5-、3,4-、及び 3,5-ジクロロ安息香酸の取り込み量は安息

香酸の取り込み量とほぼ等しかった。 

安息香酸の取り込み (50 μM) を各種安息香酸誘導体の共存下 (5 mM) で検討

した (Fig. 22)。2位と 6位の両方に置換基をもつ安息香酸誘導体は安息香酸の取り

込み量に影響を与えなかった。しかし、それ以外の安息香酸誘導体は安息香酸の取

り込みを顕著に阻害した。 

安息香酸誘導体に比べて、カルボキシル基とベンゼン環の置換基の距離が離れ

ている 2,6-ジクロロフェニル酢酸の細胞内取り込み量は安息香酸とほぼ同じ程度で 

(Fig. 21)、この化合物は安息香酸の取り込みを大きく阻害した (Fig. 22)。即ち、2,6-

ジクロロフェニル酢酸の取り込み量と安息香酸の取り込み阻害効果は、2 位と 6 位の

両方に置換基を持つ安息香酸誘導体の結果と全く異なった。 
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第 2項 安息香酸誘導体の取り込みの経時変化 

安息香酸誘導体の経時的な取り込み量の変化を検討した (Fig. 23)。安息香酸、

2-クロロ安息香酸、2,5-ジクロロ安息香酸、2,6-ジクロロ安息香酸あるいは 2,3,6-トリクロ

ロ安息香酸を各々50 μM含む pH 6.0の HBSSで所定時間インキュベートした。安息

香酸の取り込みは速く、2 分でプラトーに達した。2-クロロ安息香酸と 2,5-ジクロロ安息

香酸の取り込みも速やかで、5 分でプラトーに達した。一方、2,6-ジクロロ安息香酸と

2,3,6-トリクロロ安息香酸の取り込み量は顕著に低く、10分まで、直線的な増加が認め

られた。 

 

 

Fig. 23. Time courses of uptake of benzoic acid derivatives by Caco-2 cells. Caco-2 

cells were incubated with 50 µM benzoic acid (●), 2-chlorobenzoic acid (■), 

2,5-dichlorobenzoic acid (●), 2,6-dichlorobenzoic acid (▲) or 2,3,6-trichlorobenzoic 

acid (▲) at 37°C in a medium at pH 6.0. Each point represents the mean ± S.E. for 4-6 

determinations. 

 

 

 

 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

0 2 4 6 8 10

U
p

ta
k

e
 (

n
m

o
l/

m
g

 p
ro

te
in

)

Time (min)



50 

 

第 3項 安息香酸、2,5-ジクロロ安息香酸及び 2,6-ジクロロ安息香酸と 2,3,6-トリクロロ

安息香酸の濃度依存的な取り込み 

2位と 6位の両方に置換基をもつ安息香酸誘導体の初期取り込みをその他の安息

香酸誘導体と比較した (Fig. 24)。安息香酸や 2,5-ジクロロ安息香酸の初期取り込み

は 3 mM までの濃度範囲内で、飽和性が認められた。しかし、2,6-ジクロロ安息香酸と

2,3,6-トリクロロ安息香酸は直線的に増加し、飽和性は認められなかった。 

Fig. 24の結果から計算されたKm値、Vmax値、uptake clearance及びKd値と脂溶性

の指標である log P を Table 8に示す。 2,5-ジクロロ安息香酸の Km値、Vmax値及び

uptake clearance は安息香酸の各々の値と近似していた。一方、Kd 値と脂溶性 (log 

P) は安息香酸より顕著に高値を示し、2,3,6-トリクロロ安息香酸の場合と近似した。

2,6-ジクロロ安息香酸の Kd値と logPは 2,5-ジクロロ安息香酸や 2,3,6-トリクロロ安息香

酸と比べて顕著に低値を示し、安息香酸の場合とほぼ等しかった。 

 

 

 

Fig. 24. Concentration dependence of the uptake of benzoic acid derivatives by 

Caco-2 cells. Caco-2 cells were incubated for 1 min with different concentrations of 

benzoic acid (●), 2,5-dichlorobenzoic acid (●), 2,6-dichlorobenzoic acid (▲) or 

2,3,6-trichlorobenzoic acid (▲) at pH 6.0. Each point represents the mean with S.E. 

for 4-6 determinations. 
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第 4項 安息香酸誘導体の取り込みに及ぼす pH と代謝阻害剤の影響 

安息香酸誘導体の取り込みにプロトン依存性のMCTsが関与していることを確認す

るために、Caco-2 細胞を安息香酸、2,5-ジクロロ安息香酸、2,6-ジクロロ安息香酸ある

いは 2,3,6-トリクロロ安息香酸 (50 μM) を含む pH 7.4の HBSSでインキュベートし、

pH6.0の場合と比較した (Table 9)。さらに FCCPで前処理した Caco-2細胞の場合と

比較した。安息香酸と 2,5-ジクロロ安息香酸の取り込みは pH 6.0から 7.4への増加に

伴い減少したが、2,6-ジクロロ安息香酸と 2,3,6トリクロロ安息香酸の減少は少なかった。

また FCCPの前処理により安息香酸と 2,5-ジクロロ安息香酸の取り込みは顕著に減少

したが、2,6-ジクロロ安息香酸と 2,3,6-トリクロロ安息香酸の取り込みの減少は少なかっ

た。 
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第 4節 考察 

本章では、安息香酸誘導体の Caco-2 細胞の頂側膜側からの取り込みにおけるベ

ンゼン環の置換基の影響を検討した。2,6-ジクロロ安息香酸、2,3,6-トリクロロ安息香酸、

2,4,6-トリクロロ安息香酸、2-フルオロ-6-メトキシ安息香酸のように 2 位と 6 位の両方に

置換基をもつ安息香酸誘導体のCaco-2細胞への取り込み量は、2位と 6位の両方に

置換基を持たない安息香酸誘導体に比べて、顕著に低値であった。一方、安息香酸

の取り込みは、2位と 6位の両方に置換基を持つ安息香酸誘導体を共存させても、そ

の取り込み量に変化が認められなかった。しかし、2 位と 6 位の両方に置換基を持た

ない安息香酸誘導体を共存させた場合には、安息香酸の取り込み量が顕著に低下

した。これらの結果から、ベンゼン環の 2 位と 6 位の両方の置換基はカルボン酸の

MCTsへの親和性を減少 (アクセスを阻害) させることが推定される。 

2,6-ジクロロ安息香酸と 2,3,6-トリクロロ安息香酸の取り込みは、前章の Dicamba の

場合と類似している。前章で明らかにした通り、Dicamba の取り込みは遅く、主に受動

拡散によると推定される。これは Dicamba の 2 位のメトキシ基と 6 位の塩素原子基が

カルボキシル基とMCTsとのアクセスを阻害させるためと考えられる。 Konishiら 23) は、

MCTsの基質であるフルオレセインの Caco-2細胞の頂側膜側からの透過を種々の条

件下で検討し、2,6-ジヒドロキシ安息香酸と 2,4,6-トリヒドロキシ安息香酸はフルオレセ

インのMCTsを介した輸送を阻害しないことを報告している。しかし、2位と 6位の両方

に置換基をもつモノカルボン酸化合物の MCTs との親和性の低さ (立体障害) につ

いて言及したのは著者が初めてである。なお、水酸基の影響については次章で詳細

に検討する。2,6-ジクロロ安息香酸と違い、2,6-ジクロロフェニル酢酸の取り込みは安

息香酸と類似していた。また 2,6-ジクロロフェニル酢酸の共存により安息香酸の取り込

みが顕著に阻害された。この結果は 2位と 6位に置換基のあるベンゼン環とカルボキ

シル基との距離が離れることにより、カルボキシル基のMCTsへのアクセスが容易にな

ったためと考えられる。 

安息香酸と 2,5-ジクロロ安息香酸の Km値は、それぞれ 1.41 ± 0.09 mM と 1.36 ± 

0.10 mM と算出された。これらの Km値は第 1章、第 2章、第 3章で報告したフェノキ

シ酢酸系除草剤の Km値とほぼ等しい値であった。安息香酸と 2,5-ジクロロ安息香酸

の uptake clearanceは各々56.5 と 59.3 (µL/mg protein/min) と算出され、フェノキシ酢

酸系除草剤の値と近似した。安息香酸の Kd値は 2,6-ジクロロ安息香酸と近似したが、
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2,5-ジクロロ安息香酸と 2,3,6-トリクロロ安息香酸よりも低値となった。これは、これらの

化合物の脂溶性 (log P) に関係すると思われる。 

安息香酸と 2,5-ジクロロ安息香酸の pH 6.0での取り込みは速く、pH 7.4における 1

分間の取り込みと比較して各々約 5 倍高値となった。対照的に 2,6-ジクロロ安息香酸

と 2,3,6-トリクロロ安息香酸の pH 6.0での取り込みは pH 7.4の場合と比較して 2倍程

度であった。さらに FCCP の前処理により、安息香酸と 2,5-ジクロロ安息香酸の取り込

みは顕著に阻害されたが、2,6-ジクロロ安息香酸と 2,3,6-トリクロロ安息香酸の取り込

みの減少は少なかった。これらの結果も 2 位と 6 位の置換基が安息香酸誘導体のカ

ルボキシル基のMCTsへのアクセスを阻害している結果と思われる。 

安息香酸の取り込みは 2 分でプラトーに達し、その後減少傾向を示した。一方、フ

ェノキシ酢酸系除草剤は 5 分まで増加し、プラトーに達した。Caco-2 細胞における安

息香酸の経時的な取り込みについてはこれまでほとんど報告されていない。安息香

酸とフェノキシ酢酸系除草剤との経時的な取り込みの変化の違いは、安息香酸が特

殊な輸送機構により分泌されていることを示唆していると思われる。今後、安息香酸の

分泌輸送機構について検討する必要がある。 
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第 5章 フェノキシ酢酸、安息香酸及び桂皮酸誘導体の Caco-2細胞への

取り込み - 置換基の影響について - 

 

第 1節 緒言 

第 1 章と第 2 章においてフェノキシ酢酸系除草剤の取り込み機構を検討し、これら

化合物の Caco-2細胞への取り込みは安息香酸と同じサブタイプのMCTsが関与して

いること、塩素原子の置換数の増加による脂溶性の増大がMCTsを介した取り込みを

増加させることを示唆した。第 4 章において塩素原子やメトキシ基をもつ安息香酸誘

導体の取り込みについて検討し、2 位と 6 位の両方に置換基をもつ安息香酸誘導体

の取り込み量は顕著に低く、これは 2 位と 6 位の置換基がカルボキシル基の MCTs

へのアクセスを阻害していることが原因と推定した。 

桂皮酸は安息香酸と同じサブタイプの MCTs により輸送される代表的なモノカルボ

ン 酸 化 合 物 で あ る 。 15,20,23,54,55) し か し 、 そ の 誘 導 体 で あ る CHC 

(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) は L-乳酸や酢酸などの短鎖脂肪酸を輸送する

MCTs の選択的な阻害剤として知られ、8,17-19) その阻害様式については明らかにされ

ていない。 

蛍光色素の一種であるフルオレセインはCaco-2細胞において安息香酸やフェルラ

酸などと同じサブタイプの MCTs により輸送されることが示唆されている。20-23,55) 

Konish ら 20,23) は Caco-2 細胞におけるフルオレセインの頂側膜側からの透過に及ぼ

す各種安息香酸誘導体と各種桂皮酸誘導体の阻害効果を比較した。その結果、水

酸基を 1 つ置換した安息香酸誘導体はフルオレセインの透過を阻害するが、水酸基

を 2つ、あるいは 3つ置換した安息香酸誘導体はフルオレセインの透過を阻害しない

ことを報告している。一方、ベンゼン環に水酸基を 1 つ置換した桂皮酸誘導体はフル

オレセインの透過を阻害すると報告している。20,23)  

本章では安息香酸と桂皮酸さらに前章で検討したフェノキシ酢酸のベンゼン環に

水酸基やメトキシ基をもつ化合物の MCTs による Caco-2 細胞への取り込みを比較し

た。また桂皮酸の α位にシアノ基を持つ CHC類似化合物の取り込みについても検討

した。 
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第 2節 実験方法 

第 1項 実験材料 

2-、3-、4-ヒドロキシ安息香酸 (2-, 3-, 4-hydroxybenzoic acid)、 2,3-、2,4-、 2,6-、

3,4-ジヒドロキシ安息香酸 (2,3-, 2,4-, 2,6-, 3,4-dihydroxybenzoic acid)、 2-、3-、4-

メトキシ安息香酸 (2-, 3-, 4-methoxybenzoic acid)、2-ヒドロキシ 3-メトキシ安息

香酸  (2-hydroxy-3-methoxybenzoic acid)、4-ヒドロキシ -3-メトキシ安息香酸 

(4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid) 、 3- ヒド ロキシ -4- メ トキ シ安息 香酸 

(3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid) 、 3,4- ジ メ ト キ シ 安 息 香 酸 

(3,4-dimethoxybenzoic acid) 、 4- ヒ ド ロ キ シ -3- メ ト キ シ 桂 皮 酸 

(4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid) 、 3- ヒ ド ロ キ シ -4- メ ト キ シ 桂 皮 酸 

(3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid) 、 3,4- ジ ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 

(3,4-dihydroxycinnamic acid)、3-、4-ヒドロキシ桂皮酸 (3-, 4-hydroxycinnamic acid)、 

桂皮酸 (cinnamic acid)、 α-シアノ桂皮酸 (α-cyano-cinnamic acid)、 α-シアノ-3-ヒド

ロキシ桂皮酸  (α-cyano-3-hydroxycinnamic acid)、  α-シアノ -4-ヒドロキシ桂皮酸 

(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid)、 α-メチル桂皮酸 (α-methyl-cinnamic acid)、 及

び 4-ヒドロキシフェノキシ酢酸 (4-hydroxyphenoxyacetic acid) は和光純薬工業 (大

阪) より購入した。その他の試薬は前章のものを使用した。 

本章で検討した各化合物とフルオレセインの構造式を Fig. 25 と Fig. 28に示す。な

お、本文中の[  ]内、及びFig. 26、27、29と30の図中に示した番号は、Fig. 25とFig. 

28に示した番号の化合物である。 

 

第 2項 細胞培養 

第 1章に準じて行った。 

 

第 3項 安息香酸誘導体の取り込み実験 

各種安息香酸誘導体及び桂皮酸誘導体のCaco-2細胞への取り込み実験は、第 1

章に準じて行った。 
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第 4項 安息香酸誘導体、桂皮酸誘導体とタンパクの定量 

安息香酸誘導体と桂皮酸誘導体の定量は第 2章に準じ、HPLCにて行った。各化

合物の定量に用いた波長と移動相の組成を Table 10に示す。 

 

Table 10. Wavelength and mobile phase 

Wavelength for 

detection (nm)

50 mM KH2PO4 buffer (pH 

2.1)/acetonitrile

α-methylcinnamic acid 230 55 / 45

2,4-dihydroxybenzoic acid 230 90 / 10

3,4-dihydroxybenzoic acid 230 90 / 10

4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid 230 90 / 10

3,4-dihydoroxycinnamic acid 230 90 / 10

4-hydroxyphenoxyacetic acid 230 90 / 10

others 230 70 / 30
 

 

タンパクの定量は第 1章に準じて行った。 

 

第 5項 統計学的処理及び検定法 

第 1章に準じて行った。 
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第 3節 実験結果 

第 1項 各種安息香酸誘導体の取り込みの比較 

本実験に使用した安息香酸誘導体の構造式を (Fig. 25) 示す。これらの化合物 

(50 μM) を含む pH 6.0 の HBSS で Caco-2 細胞を 1分間インキュベートし、取り込

み量を比較した (Fig. 26)。 

ベンゼン環のオルト位、メタ位、あるいはパラ位に水酸基が置換した安息香酸誘導

体[2-4]の取り込み量は、安息香酸に比べて低値であった。特に、メタ位とパラ位の場

合、顕著に低値であった。 

メタ位あるいはパラ位にメトキシ基を 1つ置換した安息香酸誘導体[6、7]の取り込み

量は安息香酸と比較してわずかに低値を示し、オルト位に置換した場合[5]では明ら

かに低値であった。水酸基を 2つもつ安息香酸誘導体[8-11]の取り込み量は、その位

置にかかわらず、顕著に低値であり、水酸基が１つ置換した場合[2-4]と比較してさら

に低値を示した。 

メトキシ基を 2 つ置換した安息香酸誘導体[15]の取り込み量は、安息香酸よりも少

し低値を示した。メトキシ基と水酸基をそれぞれ１つ置換した化合物[12-14]の取り込

み量は、水酸基が 2 つ置換した化合物[8-11]と水酸基が 1 つ置換した化合物[2-4]の

中間の値であった。 
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第 2項 各種安息香酸誘導体の安息香酸の取り込み阻害効果の比較 

Fig. 25 に示した各安息香酸誘導体 (5 mM) を共存させた条件下で安息香酸 

(50 μM) の取り込みを検討した (Fig. 27)。 

オルト位に水酸基が置換した安息香酸誘導体[2]を共存させた場合、安息香酸の

取り込み量は顕著に減少した。パラ位に水酸基が置換した安息香酸誘導体[4]を共

存させた場合でも安息香酸の取り込み量は有意に減少したが、その減少はオルト位

に置換した場合ほど大きくはなかった。メタ位に水酸基が置換した安息香酸誘導体

[3]を共存させた場合には安息香酸の取り込み量に変化が認められなかった。水酸基

を 2 つ置換した安息香酸誘導体[8-11]を共存させた場合は、水酸基の位置にかかわ

らず、安息香酸の取り込み量は変化しなかった。 

水酸基とメトキシ基をそれぞれ 1つずつ置換した安息香酸誘導体[12-14]の共存下

では、安息香酸の取り込み量は減少したが、その減少はメトキシ基が 1 つ[5-7]あるい

は 2つ置換した安息香酸誘導体[15]の場合ほどではなかった。 
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第 3項 桂皮酸とフェノキシ酢酸誘導体の取り込みの比較 

本実験に使用した桂皮酸誘導体やフェノキシ酢酸誘導体を Fig. 28に示す。これら

の化合物 (50 μM) を含むpH 6.0のHBSSでCaco-2細胞を 1分間インキュベートし、

取り込み量を比較した (Fig. 29)。 

α 位にシアノ基を置換した桂皮酸誘導体[22-24]の取り込み量は桂皮酸[21]に比べ

て顕著に低値を示した。また α位にメチル基を置換した桂皮酸誘導体[25]の取り込み

量は低値を示したが、α-シアノ桂皮酸誘導体[22-24]よりも高値を示した。 

桂皮酸[21]のベンゼン環のメタ位あるいはパラ位に水酸基を１つ置換した化合物

[19、20]の取り込み量は桂皮酸の場合より有意に低値を示した。メタ位とパラ位の両

方に水酸基が置換した桂皮酸誘導体[18]の取り込み量はさらに低値を示した。一方、

メタ位あるいはパラ位の一方に水酸基とメトキシ基を置換した桂皮酸誘導体[16、17]

の取り込み量は、水酸基を１つ置換した桂皮酸誘導体[19、20]よりも高値を示した。 

フェノキシ酢酸[27]の取り込み量は 2,4-D [28]と比較して低値を示し、4-ヒドロキシフ

ェノキシ酢酸 [26]の取り込みはさらに低値を示した。 
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第 4項 桂皮酸及びフェノキシ酢酸誘導体の安息香酸の取り込み阻害効果の比較 

Fig. 28 に示した各桂皮酸誘導体やフェノキシ酢酸誘導体 (5 mM) を共存させた

場合での安息香酸 (50 μM) の取り込みを検討した (Fig. 30)。 

3-ヒドロキシ-α-シアノ-桂皮酸[23]と 4-ヒドロキシ-α-シアノ-桂皮酸 (CHC) [24]は、安

息香酸の取り込み量を減少させなかったが、α-シアノ桂皮酸[22]と α-メチル桂皮酸

[25]は顕著に減少させた。 

桂皮酸のベンゼン環のメタ位あるいはパラ位に水酸基が置換した桂皮酸誘導体

[19、20]は、安息香酸の取り込み量を顕著に減少させた。メタ位とパラ位の両方に水

酸基が置換した桂皮酸誘導体[18]は安息香酸の取り込み量をわずかに減少させ、メ

タ位とパラ位の一方に水酸基、他方にメトキシ基が置換した桂皮酸誘導体[16、17]は

安息香酸の取り込み量を顕著に減少させた。 

フェノキシ酢酸[27]と 2,4-D[28]は安息香酸の取り込み量を減少させたが、4-ヒドロ

キシフェノキシ酢酸[26]の場合ではわずかな減少であった。 
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第 5項 安息香酸の取り込みに及ぼす桂皮酸と 4-ヒドロキシ桂皮酸の阻害様式 

桂皮酸[21]と 4-ヒドロキシ桂皮酸[20]の安息香酸の取り込み阻害効果を Dixon plot

で解析した。 

桂皮酸あるいは 4-ヒドロキシ桂皮酸 (1、2、5 mM) を共存させ、25、50 あるいは

100 μMの安息香酸を含む HBSS (pH 6.0) でインキュベートした結果を Fig. 31に示

す。 

桂皮酸あるいは 4-ヒドロキシ桂皮酸はCaco-2細胞への安息香酸の取り込みを競合

的に阻害することが明らかとなり、桂皮酸と 4-ヒドロキシ桂皮酸の阻害定数 (Ki値) は

各々0.8 mM と 1.5 mM と算出された。 
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Fig. 31. Dixon plots of benzoic acid Uptake in to Caco-2 cells. Uptake of benzoic 

acid for 1min at pH 6.0 from the medium Containing 25, 50 or 100 µM in the absence 

or presence of cinnamic acid or 4-hydroxycinnamic acid was measured. Each value 

represents the mean ± S.E. for 3-6 determinations.     
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第 4節 考察 

安息香酸、オルト-、メタ-、及びパラヒドロキシ安息香酸[1-4]の pKaはそれぞれ 4.21、

2.98、4.08、4.57 である。56) o-ヒドロキシ安息香酸 (サリチル酸) [2]の pKa の低さは 1

位のカルボキシル基と 2 位の水酸基の分子内水素結合の生成のためである。57) サリ

チル酸の取り込み量と、その安息香酸の取り込み阻害効果は 3種の異性体の中で最

も高く、分子内水素結合がその理由として挙げられる。一方、m-ヒドロキシ安息香酸

[3]の取り込み量は最も低い値を示し、安息香酸の取り込み阻害効果は認められなか

った。本章で認められたモノヒドロキシ安息香酸の異性体による阻害効果の違いは、

第 1 章の MCPA の取り込みに対する阻害効果においても観察された (Table 3)。

Takanagaら 10) はCaco-2細胞におけるm-ヒドロキシ安息香酸[3]と p-ヒドロキシ安息香

酸[4]によるサリチル酸の頂側膜側からの透過に及ぼす阻害実験を行い、著者と同様

の相違を報告している。Konishら 23) はCaco-2細胞におけるフルオレセインの頂側膜

側からの透過に対するモノヒドロキシ安息香酸の異性体による阻害効果を比較し、そ

の阻害効果は o-ヒドロキシ安息香酸[3]が最も高く、m-ヒドロキシ安息香酸[2]は阻害し

ないと報告している。m-ヒドロキシ安息香酸[3]及び p-ヒドロキシ安息香酸[4]は分子間

で結合することが知られている。58) モノヒドロキシ安息香酸の異性体による取り込み阻

害効果の違いは、分子内水素結合と分子間水素結合によるものと思われる。 

ジヒドロキシ安息香酸[8-11]とジヒドロキシ桂皮酸[18]の取り込み量はモノヒドロキシ

安息香酸[2-4]やモノヒドロキシ桂皮酸[19、20]より明らかに低値を示し、これらのジヒド

ロキシ化合物による安息香酸の取り込み阻害効果は小さかった。水酸基数の増加、

特に 2 つの水酸基が安息香酸あるいは桂皮酸のベンゼン環に置換した場合は、

MCTs との親和性が減少すると考えられる。これは脂溶性の減少が関与していると思

われる。Konishi ら 23) は、2,3-、3,4-、2,6-ジヒドロキシ安息香酸[8、10、11]と 3,4-ジヒ

ドロキシ桂皮酸[18]はフルオレセインの透過を阻害しないが、m-ヒドロキシ安息香酸

[3]以外のモノヒドロキシ化合物はフルオレセインの透過を阻害したと報告している。こ

の研究結果は本研究結果と一致している。 

第 4 章で、2 位と 6 位の両方に置換基をもつ安息香酸誘導体は、その置換基がカ

ルボキシル基の MCTs への親和性を低下 (アクセスを阻害) させるため、取り込み量

は低く、安息香酸の取り込みに対する阻害効果が小さいと推定した。このことから本

章における 2,6-ジヒドロキシ安息香酸[11]の取り込み量が最も低いと予想された。しか
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し、検討した 4種のジヒドロキシ安息香酸[8-11]の取り込み量はいずれもが低値を示し、

2,6-ジヒドロキシ安息香酸[11]の取り込み量が顕著に低値を示すことができなかった。 

水酸基とメトキシ基を 1 つずつ置換した 2-ヒドロキシ-3-メトキシ安息香酸[12]、4-ヒド

ロキシ-3-メトキシ安息香酸[13]及び 3-ヒドロキシ-4-メトキシ安息香酸[14]の取り込み量

は、水酸基を 2 つ置換した 2,3-、2,4-、そして 3,4-ジヒドロキシ安息香酸[8-10]よりも高

値を示し、安息香酸の取り込みに対する阻害効果も強かった。同様に、水酸基とメト

キシ基を 1つずつ置換した 3-ヒドロキシ-4-メトキシ桂皮酸[17]と 4-ヒドロキシ-3-メトキシ

桂皮酸[16]の取り込み量は 3,4-ジヒドロキシ桂皮酸[18]よりも多く、安息香酸の取り込

みに対する阻害効果は強かった。水酸基をメトキシ基に置換することで、MCTs との親

和性が高くなると思われる。 

3,4-ジヒドロキシ桂皮酸[18]の取り込み量はモノヒドロキシ桂皮酸[19、20]よりも顕著

に低く、また 4-ヒドロキシ-3-メトキシ桂皮酸[16]と 3-ヒドロキシ-4-メトキシ桂皮酸[17]の

取り込み量と比較しても低値であった。また 3,4-ジヒドロキシ桂皮酸[18]の取り込み阻

害効果も他の化合物より明らかに低かった。Saito ら 55) は 4-ヒドロキシ桂皮酸[20]、

3,4-ジヒドロキシ桂皮酸[18]及び 4-ヒドロキシ-3-メトキシ桂皮酸[16]によるナテグリニド

の Caco-2 細胞内への取り込みに対する阻害効果を比較した。ナテグリニドは安息香

酸と同じサブタイプの MCTs の基質と考えられるが、3,4-ジヒドロキシ桂皮酸[18]は非

競合的にナテグリドの取り込みを阻害することを示し、そのKi値は 4-ヒドロキシ桂皮酸

[20]や 4-ヒドロキシ-3-メトキシ桂皮酸[16]と比較して高いと報告している。ベンゼン

環の 3 位と 4 位にある水酸基の分子内水素結合がこれらの結果の相違の原因と

思われる。59) 近接した水酸基の分子内水素結合の関与を明らかにするため 2,3-、

2,4-、2,5-、あるいは 3,5-ジヒドロキシ桂皮酸の取り込み実験が必要である。 

安息香酸にメトキシ基を 1 つ置換した安息香酸誘導体[5-7]の細胞内取り込み

量は、その位置によらず、いずれもある程度の減少を示し、安息香酸の取り込み阻害

効果も顕著であった。第 3章で検討したDicambaの取り込み量の低さは、主に 2位の

メトキシ基と 6 位の塩素原子の置換が MCTs へのアクセスを阻害しているためと思わ

れるが、2位のメトキシ基による脂溶性の低下も原因であると考えられる。 

4-ヒドロキシフェノキシ酢酸 [26]の取り込み量はフェノキシ酢酸 [27]や

2,4-D[28]と比べて低値を示し、安息香酸の取り込みに対する阻害効果も低く、

安息香酸誘導体や桂皮酸誘導体の場合と同様であった。これらの結果から、
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MCTs で取り込まれるフェノキシ酢酸誘導体のベンゼン環への水酸基の置換も

MCTs との親和性を減少させると考えられる。 

α-シアノ桂皮酸[22]のベンゼン環に水酸基を置換した α-シアノ-4-ヒドロキシ

桂皮酸[24]と α-シアノ-3-ヒドロキシ桂皮酸[23]の取り込み量は α-シアノ桂皮酸

[22]よりも低値を示し、安息香酸に対する取り込み阻害効果も低かった。桂皮

酸の場合でも、ベンゼン環への水酸基の導入は MCTs との親和性を減少させる

と思われる。Dixon plot による解析結果から、ベンゼン環に水酸基を置換した

4-ヒドロキシ桂皮酸[20]の安息香酸に対する Ki 値は桂皮酸[21]よりも高値を示

し (1.5 mM と 0.8 mM)、この結果は、ベンゼン環に置換している水酸基が MCTs

との親和性を低下させるとするこれまでの著者の推論と一致する。 

α-シアノ桂皮酸誘導体は MCT1、MCT2、MCT4 による短鎖脂肪酸の取り込み

を阻害し、特に α-シアノ-4-ヒドロキシ桂皮酸 (CHC) の MCT1 に対する阻害効

果は他の α-シアノ桂皮酸誘導体の 10 倍高いと報告されている。19) 一方、安息

香酸、フェノキシ酢酸及び桂皮酸誘導体の取り込みも主に MCTs を介している

と思われるが、CHC はこれらの化合物の取り込みに影響を与えず、CHC 自身

はほとんど細胞内に取り込まれない。これらの結果から、CHC の MCTs に対す

る阻害様式として、非競合的な阻害であることが示唆される。CHC の短鎖脂肪

酸の取り込み阻害機構について、詳細な検討が必要である。 
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総括 

 

以下に本研究により得られた研究結果をまとめる。 

 

1. Caco-2 細胞の頂側膜側からの 4-クロロ-2-メチルフェノキシ酢酸（MCPA）の

取り込みは、pH の低下により増加し、安息香酸などのモノカルボン酸化合物の共存

により顕著に減少した。MCPA の取り込みは安息香酸により拮抗阻害を受け、安息香

酸の前処理による trans-stimulation 効果が認められた。しかし L-乳酸や CHC による

取り込み阻害効果は弱かった。これらの結果から、MCPA は主に安息香酸と同じサブ

タイプの MCTsを介して細胞内に取り込まれると思われる。 

 

2. フェノキシ酢酸 (PA) と 4-クロロフェノキシ酢酸 (4-CPA)、2,4-ジクロロフェ

ノキシ酢酸 (2,4-D) 及び 2,4,5-トリクロロフェノキシ酢酸 (2,4,5-T) の取り込み

量を比較した。ベンゼン環に置換している塩素原子数の増加に伴いMCTsによる取り

込み量が増加する傾向が認められた。2,4-Dと2,4,5-Tの場合には安息香酸の前処理

による trans-stimulation 効果が認められた。塩素原子数の増加により脂溶性が増加し、

Km値は低下したが、Kd値には変化が認められなかった。この結果から塩素原子数の

増加による脂溶性の増加は、MCTs との親和性を増加させ、その取り込みを促進する

と考えられる。 

 

3.  安息香酸系除草剤である Dicamba とフェノキシ酢酸系除草剤に属する Triclopyr

の取り込みを比較した。Dicambaの取り込み量は Triclopyr より顕著に低く、代謝阻害

剤の影響を受けなかった。一方、Triclopyr の取り込み量は安息香酸とフェルラ酸によ

り拮抗的に阻害されたが、L-乳酸やCHCによる阻害は認められなかった。これらの結

果から、Triclopyrはフェノキシ酢酸系除草剤や安息香酸と同じサブタイプのMCTsで

取り込まれると考えられるが、Dicambaの取り込みは主に受動拡散によると思われる。 

 

4. 塩素原子及びメトキシ基を置換した種々の安息香酸誘導体の取り込み量を比較

した。2 位と 6 位の両方に置換基をもつ化合物の取り込み量は顕著に低かった。これ

は 2位と 6位の置換基がMCTsへの親和性を減少 (アクセスを阻害) させているため
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と思われる。一方、置換基とカルボキシル基とが離れている 2,6-ジクロロフェニル酢酸

の取り込み量は安息香酸とほぼ同じ値で、2位と6位の置換基の影響は認められなか

った。 

 

5. フェノキシ酢酸、安息香酸及び桂皮酸誘導体に水酸基を導入した場合の取り込

みを検討した。いずれの化合物も水酸基が置換すると取り込み量は低下した。これら

の水酸基の置換による取り込み量の減少は脂溶性の低下が原因と思われる。CHC 

(α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid) の取り込み量は、桂皮酸 (cinnamic acid) に比

べて顕著に低かった。MCTsによる短鎖脂肪酸の取り込みに対するCHCの阻害様式

は明らかにされていないが、α位のシアノ基によるカルボキシル基のMCTsへのアクセ

スの阻害とベンゼン環の水酸基による脂溶性の低下が CHC による短鎖脂肪酸化合

物への選択的な取り込み阻害に関与していると思われる。 

  

以上、Caco-2細胞におけるフェノキシ酢酸系及び安息香酸系除草剤の取り込みは、

主に安息香酸と同じサブタイプのMCTsを介している。さらに桂皮酸誘導体も、同じサ

ブタイプの MCTs で取り込まれる。また、これらの化合物は置換基により MCTs との親

和性が変化することを明らかにした。 

本研究は、フェノキシ酢酸系除草剤に始まり、安息香酸系除草剤、そして代表的な

フェノール酸である桂皮酸誘導体の MCTs による Coco-2 細胞への取り込みを研究し、

その研究過程において、種々の置換基の影響についても検討した。この研究結果は、

MCTsによる薬毒物の吸収を予想する貴重な資料になると思われる。 
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