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総論の部

緒言

　腎臓は構造・機能の最小単位ネフロンと血管系より構成され、ネフロンは糸球体とそれ

に続く尿細管からなっている（1，2）。特に尿細管上皮細胞は、形態的、機能的に非対称性

（極性）を有しており、管腔側の刷子縁膜（brush－border　membrane）と、血管側の側底膜

（basolateral　membrane）において、再吸収及び分泌といった方向選択的な物質輸送（経細

胞輸送）を営んでいる（3）（Fig．1．）。即ち糸球体濾液である原尿は、尿細管の各分節に特

異的に発現している孔（チャンネル）並びに輸送体（トランスポータ）を介した糖質やア

ミノ酸など生体必須物質の再吸収、及び不要代謝物または老廃物などの分泌といった諸過

程を経て、最終尿となり体外へ排泄される。従って生体に投与された薬物の腎挙動は、こ

のような三つの過程（糸球体濾過、再吸収、尿細管分泌）の総和としてあらわれてくる。

中でも尿細管分泌は、薬物の体内動態を支配する能動的な経上皮輸送過程であり、医薬品

の有効性及び安全性に密接に関わる異物処理機構の一つとして位置付けられている。

　イオン性薬物の尿細管分泌は、山烏膜を介した血中から細胞内への取り込み、刷子縁膜

を介する細胞内から管腔中への排出という二つの膜輸送過程を必要とする。一連の膜輸送

過程は、両細胞膜に局在する特殊輸送系によって媒介されており、極めて効率の良い薬物

　　　　　　　　　　　　　　　ネフロン
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血　液

皮　質
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最終処理システムとして機能している｡ これらの輸送系は､主として基質の荷電状態を識

別していることから､有機アニオン輸送系または有機カチオン輸送系に大別される (4)0

これまで尿細管における薬物輸送研究は､腎クリアランス法､摘出腎潅流法､単離尿細管

潅流法､腎皮質切片取り込み実験法を駆使し進められてきた｡近年､膜小胞分離技術の確

立及び輸送系を保持した株化上皮細胞の発見等によって､側底膜と刷子縁膜に局在する両

輸送系の駆動力､エネルギー共役機構､基質認識特性の解析が飛躍的に進展し多くの基礎

的情報が蓄積されつつある (5)｡ 一方､これら両細胞膜に展開する薬物の経細胞輸送

ネットワークを総合的に理解し､解明するためには単一分子レベルでのトランスポータ個々

の活動を詳細に解析し､既に単離されている種々チャンネル及びトランスポータの機能情

報を加味した巨視的な薬物の腎挙動を明確にする必要があると考えられる｡

近年､ラット肝類洞側膜に発現するNa+非依存性有機アニオントランスポータoatplの

cDNAがクローニングされ､肝指向型アニオン性薬物の細胞内取り込みに寄与すること､

その類縁遺伝子が腎にも発現していることが報告された(6)｡そこで著者は､腎指向型ア

ニオン性薬物の尿中排壮挙動を分子的に解明することを目的として､腎特異的な有機アニ

オントランスポータをコードするcDNAのクローニングを試みた｡先ずo叫 1のアミノ酸配

列を参考に､PCR法を応用してラット腎cDNAライブラリーから2種の新規cDNAを単離し

た｡得られたcDNAを用いて構造 ･機能特性について解析を行った結果､何れも腎のみに

発現すること､一部のアニオン性薬物を認識するトランスポータであることが分かった｡

従って､これら2種のcDNAにコードされるタンパクをKidneySpecificOrganicAn ion

Transporter(OAT-Kl､OAT-K2)と命名し､構造 ･組織分布及び機能特性について系統的

な解析を行った｡

以下､得られた結果を三幸にわたり論述する｡
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第1章　ラット腎局在性有機アニオントランスポータOAT－K1のcDNAクロー

　　　　　ニングと構造・組織分布・膜局在

　疾病の診断、治療、予防という今日の医療の中で、薬物療法の重要性は極めて高い。近

年、強い薬理作用を持つ薬物が次々と開発され、優れた治療成績を残しているが、こうし

た薬物の中には使用方法を誤れば重篤な副作用を惹起するものも少なくない。薬物の体内

動態を詳細に理解し、制御することは臨床におけるヒトでの薬理効果発現、副作用の回避

並びに体内からの消失といった薬物治療諸過程の根幹を握ることであり、薬物の有効利用

だけでなく新薬開発における構造的デザインの選択に重要な情報を与えるものと考えられ

る。

　1923年、MarshanとVickers（7）は、糸球体濾過が起こらない条件下で腎皮質尿細管が’η

卿。投与したフェノールレッドによって染色されることを見出し、尿細管における有機ア

ニオン輸送機構の存在を初めて報告した。アニオン性の内因性物質及び薬物の腎挙動は今

まで多様な実験手法を用いて解析がなされてきたが、薬物そのものを認識し、糸球体濾液

中から血管への再吸収及び血中から尿中への分泌といった尿細管上皮細胞を介して営まれ

ている、方向選択的な経細胞輸送を媒介するトランスポータ自身を単一分子レベルで把

握・解析した情報は皆無に等しい。

　1994年、Jaqueminら（6）によってラット肝臓の類洞側道に存在するNa＋非依存性有機アニ

オントランスポータ（organic　anion　transpordng　Polypeptide：oatp　1）のcDNAがクローニング

され、アニオン性の薬物並びに胆汁酸の肝胆系移行に関わることが示唆されている。そこ

で本章では、腎指向型アニオン性薬物を輸送基質とするトランスポータのcDNAクローニ

ングを試みた。先ずoatp1の類縁遺伝子が腎臓にも発現していることに着目し、　PCR法を応

用して腎尿細管のみに発現する有機アニオントランスポータ関連cDNAのクローニングに

成功した。得られたcDNAの翻訳領域には、　oaΦ1とは異なるアミノ酸配列がコードされて

おり、Kidney　Speci飾Organic　Anion　Transponer（OAT－K　1）と命名した。さらに、　OAT－Kl

mRNAのラット各組織及び尿細管各分節にわたる分布と、　OAT－K1に対する特異抗体を用

いたタンパクレベルでの膜局在について検討を加えた。

4



第1節　OAT－Kl　cDNAのクローニング・構造

　既に単離されている肝有機アニオントランスポータ、oatp　1のアミノ酸配列を参考にし

て、2種類のオリゴヌクレオチドを合成し、ラット腎皮質由来poly（A）“RNAの逆転写によ

り得られた丘rst－stranded　cDNAを鋳型として、　PCR法による部分cDNAの増幅を行った。セ

ンス・プライマー、OATKS（5LCCGAATrCTG（T／C）㏄（AICπ）TG（TIC）（T／C）T（A／G！T）AC一

（AIC∠r）AA－3’）はOAT－K1アミノ酸配列のN末端から28－33番目に、アンチセンス・プライ

マー、OATKA（5’一CCGGATCCCCAT（A！G）AA（AIG）AA（AIG）TG（AIGlr）GG－3うはOAT－K1の

106－111番目、即ち疎水性プロットより推測されるOAT－Klタンパクの膜貫通部位1－3番

目に相当する部分に対応している。PCRによって得られたDNA断片のうち、塩基配列が

oatp1と相同性を示すものを用い、ランダムプライム法によって［32丁目一dCTPで標識したもの

をプローブとして、ラット腎cDNAライブラリーをスクリーニングした。先ず、λgt22Aベ

クターに導入した組み替えファージからoatp　1とは異なる陽性クローン（λOAT－K1＞を単

離した。これよりDNAを抽出した後、　cDNAをプラスミドベクターpSPORTlにサブクロー

ニングし、合成プライマーを用いてジデオキシ法により塩基配列を解析した。その結果、

単離に成功した完全長OAT－Kl　cDNAはoa‡p　1とは異なること、遺伝子データベースを検索

した結果OAT－K　1は新規のcDNAであることが分かった。

　Fig．1－1．に単離したoAT－KI　cDNAの塩基配列と、推定されるoAT－Klタンパクの一次構

造を示す。OAT－Kl　cDNAは、2，007塩基からなる翻訳領域と、5’側と3’側のそれぞれ158塩

基、623塩基の非翻訳領域からなり、全長2，788塩基対から構成されることが分かった。ま

た、3’側非翻訳領域最下流にはpoly　Aが見出された。

　cDNAの塩基配列から推定されるOAT－Klタンパクはアミノ酸669個からなり、その分子

量は73，881であった。OAT－Klの一次構造上々徴的なコンセンサス配列が存在するか検索

したところ、cAMP依存性リン酸化部位が、383、644番目のスレオニン残基と648番目のセ

リン残基に3ヶ所、プロテインキナーゼCによるリン酸化部位が、290、383、644番目のス

レオニン残基に3ヶ所存在した（8）（Fig．1－2A．）。また、　N一グリコシレーション部位が4ヶ

所存在しg・た。またOAT－Klタンパクは、肝oatp　lと72台目近年プロスタグランジントラ

ンスポータとして再認識された膜タンパクmatrinF／Gと35％の相同性を有しており（9，10）、

疎水性プロット（Fig．1－2B．）より推定される疎水性の強いα一ヘリックス領域が12本存在
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i 221
 281
2341
2401
2461
2S21
2581

                       CCACGCGTCCGCGGAGGTCGAGGCCGTCCGGTCGCTGA
 GTTGTCCTGAAGCTCGGGTTAPLGAGGGCCTGTAAGAGCTGTTGGTAGTCATCCCAAGTAG
 GCTGGTGGTTAGCAGTG( AATTTTAAAGTAGAGACATCATTAAGGAGTCAGAAGATCAAC
 ATGGGAGACCTTGAAAAGGGGGCTGCAACCCATGGGGCCGGATGCTTTGCCAAGATCAAG
  M G D L E K G A A T H G A G C F A K I K GTGTTTCTGATGGCATTAACATGTGCATATGTATCCAAATCGCTATCAGGAACTTTCATG

  VFLMALTCAYVSKSLSGTEM AGTTCCATGCTCACACAAATAGAGAGACAATTCGGTATCCCCACAGCTATAGTTGGATTC
  S S M L T Q I E R Q F G I P T A I V G FATCAATGGGAGCTTTGAGATAG( AAATCTTTTGTrGATTATATTTGTGAGTTATTTTGGA
  I N G S F E I G N L L L I r F V S Y F GATGAAACTGCACAGACCTATCGTGATTGGTGTrGGATGTGCAGTTATGGGCCTGGGTTGC
  M K L H R P I V ! G V G C A V M G L G C TTCATAATATCACTACCTCATTTCCTCATGGGCCGATATGAATATGAAACAACGATTTTA
  F I I S L P H E L M G R Y E Y E T T I L CCTACAAGCAACTTGTCCTCAAACAGCTTCTTGTGTATGGAGAACCAAACCCAGACCTTA

  PTSNLSSNSELCMENQTQTLAATCCAGCGCAAGACCCAGCAGAGTGTGTGAAAGAAGTGAAATCACTAATGTGGATATAT
  N P A Q D P A E C V K E V K S L M W I YGTACTGGTAG(AAATATTATACGTGGAATTGGTGAAACTCCCATCATGCCCTTGGGTGTT
 V L V G N r r R G I G E T P I M P L G VTCCTACATAGAAAACTTTGCCAAATCTGAAAACTCTCCTTTArACATTGG)mpLTTTTAGAA
  S Y r E N F A K S E N S P L Y r G X L EACAGGAAAGATGATTGGCCCAATATTTGGGCTTTTGTTGGGATCCTTCTGTGCAAGCATT
 T G K M I G P I F G L L L G S F C A S ITATGTAGACACAGGGTCTGTGAPLTACAGATGACCTGACCATAACTCCCACAGATATACGC
 Y V D T G S V N T D D L T I T P T D I RrGGGTTGGTGCTTGGTGGATCGGCTTTTTGGTCTGTGCAGGAGTGAATATCCTGATTAGC
 w v G A w w r G E L v c A G v N I L r sATTCCCTTTTTCTTTTTTCCCAAAACACTCCCAAAGGAAGGATTACAGGAAAATGTGGAT
 r P E E E F P K T L P K E G L Q E N V DGGAACTGAAAATGCCAAAGAGGAGAGCACAGAGAAAAGGCCAAGGAAGAAJVLACCGAGGA
 G T E N A K E E S T E K R P R K K N R GATCACTAAAGATTTCTTTCCGTTCCTGAPLGAGCCCTGTCCTGCAACCCGATTTACATGCT

 ITKDEEPFLKSPVLQPDLHAGTTCACCCTTATAAGGTGCTCCAGGTCAATGCATTTAACATTTACTTTAGCTTCCTGCCT
 V H P Y K V L Q V N A F N I Y F S F L PAAGTACCTTGAAAACCAATATGGAAAATCCACTGCAGAGGTCATCTTCCTCATGGGTGTT

 KYLENQYGKSTAEVIFLMGVTATAACTTACCTGCAATATGCATTGGATATTTAATTGCTGGCTTCATGATGAAGAAATTC

 YNLPA!CIGYLIAGFMMKKFAAGATCACTGTCAAGACAGCTGCATTCCTCCGATTCTGCCTATCCTTGTCTGAATATAGT
 K r T V K T A A F L R F C L S L S E Y STTTGGTTTCTGTAACTTCCTAATTACCTGTGATAATGTCCCAGTTGCTGGTTTGACTAAC
 F G E C N F L r T C D N V P V A G L T NTCTTATGAAAGAGATCAGAAACCTCTATACTTGGAAAATAATGTTCTTGCTGACTGCAAC

 SYERDQKPLYLENNVLADCNACA)LGGTGCAGCTGCTTGACGAAAACATGGGATCCAGTGTGTGGAGACA)eLTGGCCTAGCA

 TRCSCLTKTWDPVCGD'N GLATACATGTCAGCCrGCCTCGCAGGCTGCGAGAAGTCTGTTGGAACTGGAACCAACATGGTG

 YMSACLAGCEKSVGTGTNMVTTTCACAATTGCAGCTGCATTCAGTCACCAG(AAACTCGTCCGCAGTCCTGGGGCTGTGT
 F H N C S C r Q S P G N S S A V L G L CAATAAAGGCCCCGAGTGCACCAACAAGCTGCAGTACCTTTTAATACTATCAGGATTTCTC

 NKGPECTNKLQYLLILSGFLAGTATCCTCTACTCATTCGCAGCCATACCTGGATACATGGTTTTTCTGAGGTGTATCJVtG
 S I L Y S F A A ! P G Y M V F L R C I KTCTGAAGAGAAGTCACTTGGGATTGGAATACATGCATTTTGCATAAGAGTATTTGCTGGC
 S E E K S L G r G I H A F C r R V F A GATTCCAGCACCTATTTACTTTGGAGCTTTGATAGACAGAACCTGTTTACACTGGGGAACT
 I P A P I Y F G A L I D R T C L H W G TCAGAAATGTGGTGCGCCAGGGCGCAGGATGTATGATATAAATAGCTTCAGGCGCATTTAC
 Q K C G A P G R R M Y D I N S F R R I YCTTGGGATGTCTGCAGCTCTAAGAGGATCAAGCTATCTCCCTGCATTTGTTATTGTAATA
 L G M S A A L R G S S Y L P A E V I V ICTTACAAGGAAGTTCTCTCTTCCTGG(AAAATCAACTCTTCAGAAATGGAAATTGCAGAG
 L T R K E S L P G K I N S S E M E I A EATGAAGCTCACAGAGAAGGAAAGCCAGTGCACAGATGTGCACAGAAATCCTAAGTTCAAG
 M K L r E K E S Q C T D V H R N P K F KAATGATGGAGAACTGAAAACGAAGCTGTAATGACTTTTCTACTGCCTTGTGTAAGGCCAT

 NDGELKTKLGAACAGAATGCTAGAATTCAAAACACTTCACTTTTGAATCATGAGATAAACAACAGGAAT
GCTTAACTTTAAGAACCTCAACAATTAGTTTTACACTCATGATAAAAGTAGCATTTTCAT
GAGGCTGGTGTAGGACTTAAGTTTTTCCCAGGATAGATTTCTATAGAGACCCCCACATTG
AACATTAAAGCTTCCTTCATTGTATCAAGGAAAGTATGTATTTCTAAGATATCTTCAAGT
AGCTTTAJVLGCCTAGTCCTTAAACACTATTTCATTCTGTTGAACTTATGTTTCGATGTGG
GGGGATTTAGAGAGACAAATATGCATTGTGGCTGTGCTCAGAAAAAAAAAAAAAAAACCT
ATTCTTTCTATGCACILPLGCTGTCTGCATACGTTTATATCTAGAAGTTATTAACCCTTATT
TTTTATTTTAGTCATGATGCTTCCGAGATTAGACTTCTCTCTCATGTGCCATCTCCTGGT
TTTAGVTCCATTTTTCTTTACTTATGTCACACATTTGATCATTTATCTTACAGTACTGAC
AAACCTGATCACATTATTAAAAAATTCACATTGCAAAAAAAAAAAAAAAA

Fig. I-1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of rat OAT-Kl.
Nucleotides are numbered starting at the first residue of ATG initiation codon.
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Fig. I-2. Comparison of the deduced amino acid sequences (A) and hydropathy plots
(B) between rat OAT-Kl and rat oatpl. A. Conserved residues between two transporters are
boxed. Putative membrane-spanning domains are lined over the sequence with number (Ml - M12),

and potential N-linked glycosilation sites are indicated by asterisks. Potential protein kinase A

phosphorylation sites (A) and protein kinase C phosphorylation sites (e) are indicated. B, Kyte and

Doolittle (1 1) hydropathy plots with a window of 13 amino acid residues. Numbers between plots

indicate putative membrane-spanning regions.
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第2節　OAT－Kl　mRNAの組織・尿細管分布

　ラットOAT－Kl　mRNAの組織分布について、ノザンプロット法及びRT－PCR法により解

析した。ラット各組織のpoly（A）RNA　2。5腸gをホルムアミド含有変性アガロースゲルによ

り分離後、これをナイロンメンブランにトランスファーし、第1節で得られたOAT－Kl

cDNAをランダムプライム法によって132P｝dCTPで標識したものをプローブとしてハイブ

リダイズするRNAを解析したところ、何れの条件下においても腎髄質及び皮質に約2．8kb

の強いバンドが検出され、肝臓でも約4kbのバンドが認められた（Fig．1－3A．）。一方、

oatp　lまたはOAT－K1に特異的なオリゴヌクレオチド・プライマーを作成し、ラット各組織

のpoly（A）“RNA　1“gを逆転写することにより得られたfirst－stranded　DNAを鋳型としてPCRを

ひ～～

　　　　　　　　　　　　　　　　βA

4、4

2，4

鎖壌

　　矯
・κ勧・

　㌔轟．4

滋4

t4

彗や．

2‘9

Fig．1－3．　Northern　blot　analysis（A）鋤d　detection　by　PCR　amp1面cation（B）of　OAT・

KI　mRNA　in　rat　tissues．　A，　poly（A）やRNA（2．5レg）from　the　indicated　tissues　was

e1㏄trophoresed，　blotted　and　hybridized　with　the　whole　OAT－KI　cDNA　as　a　probe　at　low　stringency

（upper）and　high　st血1gency（10wer）．　B，　poly（A）“RNA（1“g）f士om　tbe　indicated　tissues　and　of　OAT－

KI　cRNA（50　ng）were　reverse　transcribed，　and　the　cDNA　synthesL乙ed　was　amplified　using　a　set　of

primers　specific　for　the　rat　oatp（upper）or　fbr　the　rat　OAT－Kl（lower）．　The　PCR　products　were

separated　by　el㏄trophoresis　through　1％agarose　gels　and　stained　with　ethidium　bromide．
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Fig．1－4．1）etection　of　OAT・KI　mRNA　in　microdissected　renal　nephron　segments　by

RT・PCR　by　agarose　gels＠〃87）and　autoradiograms　of　corresponding　Southern
blotsσo脚7）．　Each　PCR　amplification（30　cycles）was　pe㎡bmed　using　either　5　glomemli　or　2一

㎜leng山ofren鋤ule．吻8r，韻e面crωiss㏄tion，5glome㎞i　or　2㎜ofeach　dissected
tubule　segment　were　reverse－transcribed，　and　the　cDNA　synthesized　was　amplified　using　a　set　of

primers　fbr　OAT－K1．　The　PCR　products　were　separated　by　el㏄trophoIesis　through　2％agarose　gels

and　stained　with　ethidium　bromide．　Lowεr，　the　agarose　gels　weIe　transfbned　onto　a　nylon　membrane

and　hybridized　with　the［32P】dCTP－1abeled　rat　OAT－Kl　cDNA　as　a　probe　at　high　stringency．

行った結果、oatp1は肝臓及び腎臓に発現していること、　OAT－Klは肝臓や他の臓器では検

出されず腎特異的に発現していることが示唆された（Fig．1－3B．）。

　OAT－Kl　mRNAが腎特異的に発現していることが示唆されたため、次に、　OAT－Kl

mRNAの腎内分布について着目した（Fig．1－4．）。ラット左縄を薫蒸、コラゲナー二三流

して調製した腎切片より、マイクロダイセクション法（12）によって糸球体は5個、その他

の尿細管については2mmを単離した。単離尿細管各分節をトリトン可溶化後、逆転写す

ることにより得られたfh8t－st㎜ded　cDNAを鋳型として、　OAT－Klに特異的なオリゴヌクレ

オチド・プライマーを用いたPCRを行った結果、　OAT－Kl　mRNA由来と考えられる876bpの

バンドは近位直尿細管、及び近位直尿細管終末部（s3）で最も強く検出された（Fig．1－

4卿侃）。また近位曲尿細管、髄質外層集合管にも検出された。さらに、逆転写酵素を含

まない条件で増幅した結果シグナルが得られなかったことからこれら検出されたバンドは

9



mRNA由来であることが示唆された。なお約800bpの小さいサイズのバンドも検出された

が・そのバンドを抽出後塩基配列をジデオキシ法により解析した結果、oatp　1に由来して

いることが推察された。さらに、エチジウムプロミド染色では検出できないバンドの有無

を確かめるために、Fig．1－4塑p侃のアガロースゲルをナイロンメンブランにトランス

ファーし、OAT－K　l　cDNAをランダムプライム法によって【32P】一dCTPで標識したものをプ

ローブとして行ったサザン・ハイブリダイゼーション解析の結果をFig．1－410wεAに示す。

この結果、OAT－K　l　mRNAの尿細管分布は、　Fig．1－4塑ρ8＾で検出された尿細管分節以外に

は認められなかったことから、OAT－K1は主として腎近位直尿細管に発現していることが

示唆された。

第3節　OAT－K1タンパクの組織分布及び膜局在

　第1節においてOAT－Kl　cDNAから予想される翻訳OAT－K1の分子量は約74　kDaであるこ

と、第2節においてOAT－K1の発現組織分布は腎のみであることが示唆されたことから、

タンパクレベルにおけるOAT－K　1の組織分布について検討した。

　ラットOAT－K1のcDNAより推定したアミノ配列から予想されるC末端側で、ラットoatp　1

とは異なる部分ペプチド（Thr651－Leu665）を合成した。その合成ペプチドに対するウサ

ギ抗血清を作製し、Sabolic（13）らの方法に従って精製したものを以降の解析に用い

た。ラット各組織の粗ホモジネートを、最終的に10万g遠心によって分離し、その沈殿画

分を粗細胞膜刈分として調製した。それぞれの膜糖分それぞれ50“gを還元条件下でSDS

ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）後、ポリフッ化ビニリドン（PVDF）膜にウエ

スタンプロットしたところ、腎のみに抗OAT－Kl抗体に反応する約40　kDaのバンドが検出

された（Fig．1－5A．）。このタンパクは、　o．卵glh11の合成ペプチドを用いてプレアブソープ

ションした抗体に反応しなかったことから（Fig．1－5B．）、タンパクレベルにおいても

OAT－K1が腎のみに発現していることが示唆された。

　次にOAT－Klタンパクの実題における膜局在性について検討した。ラット腎尿細管刷子

縁膜（bmsh－border　membrane：BBM）並びに側底膜（basolateral　membrane：BLM）画一は、

Takanoら（14）の方法に従い皮質及び髄質から同時調製した。腎皮質及び髄質のBBM並びに

BLMをタンパク量としてそれぞれ5叩9を還元条件下（Fig．1－6A．）でSDS－PAGEを行い、

10
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Fig．1－5．　Western　blot　ana且ysb　oh曲ue　membrane副th　antise㎜br耐OAT・
K1．　Fif旬叫g　of　each　membrane　was　separated　on　SDS－PAGE（10％）under　reducing　conditions　and

blotted　on　PmF　membr鵬A，』e　a価W一驚ed㎝dse㎜（1：50曲don）br　rat　OAT一二l　was
used　as　prima可antibodies．　B，　The　a田nity－purified　antisenlm（1：50　dilution）preabsorbed　with　the

antigen　peptide（0．5塵↓glh皿）of　rat　OAT－Kl　was　used．　A　horseradish　pemxidase－co切ugated　anti1’abbit

IgG　antibody　was　used　fbr　the　det㏄tion　of　bound　antibodies，　and　the　strips　of　blots　were　visualized

by　chemiluminescence　on　X－ray　f血L　The　a∬ows　hldicate　the　position　of　OAT－Kl．

PVDF膜にウエスタンプロットしたところ、皮質及び髄質何れの部位においても側底膜側

には検出されず刷子縁膜側にのみバンドが認められた。このタンパクは、プレアブソープ

ションした抗体には反応しなかったことから（Fig．1－6B．）、oAT－K　lは腎尿細管刷子縁膜

特異的に発現していることが示唆された。

　OAT－K1タンパクの推定分子量が約74　kDaであることから、　OAT－K1が、翻訳後何らかの

分解等を受けて膜に発現することが推察される。腎刷子縁膜において検出された約40kDa

のOAT－K1タンパクは、翻訳後修飾の後、分子内S－S結合を介したネイティブな分子サイズ

として発現している可能性も考えられるため、Fig．1－6A及び1－6B．で用いたそれぞれの膜

画分を非還元条件下でSDS－PAGE後、ウエスタンプロットしたところ、先の結果と同様、

刷子縁膜の約40kDaの位置にのみバンドが検出された（Fig．1－6．C）。なお、プレアブソー
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プションした抗体を用いた結果も併せると（Fig．1－6D．）、oAT－K1タンパクは翻訳後限定

分解等何らかの修飾を受けて小分子化し、刷子縁膜に局在することが示唆された。

Fig．1－6．　Western　blot　analysis　under　both　reducing（A，　B）and　mn・reducing（C，　D）

cond鮭ions　of　bmsh・border　and　basolatera璽membmnes　puri伽d　from　e麓her　rat
㎞dney　cortex鋤⊂1　medulla　with　antisenlm　fbr　rat　OAT・K1。　Fifty腸g　of　each　membrane

was　separated　on　SDS－PAGE（10％）and　blotted　on　PVDF　membrane．　A　and　C，　The　af負nity－purified

皿tise㎜（1：50　dilution）鉛r　rat　OAT－Kl　was　used　as　pdma脚dbωies．　B㎝d　D，　The血ni鯉一

p面個m髄se㎜（1：50　diludon）preめso伽d　with山e㎝dgen鉾ptide（0．5魍）of　rat　OAT－Kl
was　used．　A　ho聡eradish　peroxidase－co切ugated　an1血・abbit　IgG　antibody　was　used　fbr　the　det㏄tion　of

bound　antibodies，　and　the　strips　of　blots　were　visualized　by　chemiluminescence　on　X－ray　film．　The

arrows　indicate　the　position　of　OAT－K：1．　BBハf，　brush－border　membrane；BLM，　basolateral

membmne．
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考察

　本章では、PCR法を応用してラット腎尿細管特異的に発現する有機ア八寸ントランス

ポータcDNAの単離とそれに基づく構造解析、及びmRNAの組織分布、特異抗体を用いた

タンパクの分子サイズと局在部位について検討した。ラット腎cDNAライブラリーからク

ローニングに成功したcDNAは全長2，788bpから成る新規有機アニオントランスポ川内、

OAT－Klをコードしていた。

　ラットOAT－K1は12回膜貫通型の糖タンパク質であると推定されたが、特異抗体を用い

たウエスタンプロッティングの結果は、分子量が約40kDaと推定分子量よりも小さいサイ

ズを示した。近年、Kanaiら（10）はラット核マトリクスに存在する機能不明タンパク、

mat血FIG（9）をアフリカッメガエル卵母細胞発現系やヒト子宮癌由来株化細胞Helaを用い

た一過性発現系において機能解析し、プロスタグランジントランスポータ（PGT）であ

ることを再認識した。同時に、Kozak（15）のコンセンサス配列と照らし合わせた場合、翻

訳開始点をmatrin　FIGのcDNAクローニング時に推定されていた開始コドンよりも297塩基

上流の方が適していることを提唱し、その上流側開始コドンより翻訳されたタンパクのみ

がPGTとして輸送活性を有していることを卵母細胞発現系を用いて証明している。一方、

OAT－Klの翻訳開始点は、　mRNA　5。末端から158塩基下流のAUGと予想され、より適した翻

訳開始コドンは他に存在しないことから、OAT－K1は先ず約74kDaの翻訳領域全長のタンパ

クとして生合成され、限定分解等の修飾を受けた後、約40kDaの小分子型タンパクとして

刷子縁膜に発現するものと推察される。

　Bergwerkら（16）はラット肝oatp　1有機ア剛胆ントランスポータに対する抗血清を用いた免

疫組織化学的な解析により、oatplタンパクの肝臓及び腎臓における膜局在性と分子サイ

ズについて検討している。抗血清を用いたイムノブロッティングの結果、肝臓では推定分

子量約74kDaに対応する約80　kDaの単一なバンドとして類洞事象特異的に検出されたが、

腎臓では還元条件下約33kDa及び約37　kDaのバンドが2種検出されている。非還元条件下

で解析したところ、約80kDaの肝臓で検出されたタンパクと同サイズのバンド1種のみが

得られること、肝臓で検出されたシグナルは還元、非還元何れの条件下においても変化し

なかったことから、腎特異的な翻訳後修飾機構の存在を示唆している。Angele面ら（17）は

最近、ラット脈絡嚢上皮細胞にもoatp　1が発現しており、約80　kDaの分子サイズを有するこ

13



とを報告している。これらの情報を考え合わせると、OAT－K1はmRNAから翻訳後、何ら

かの腎特異的なプロセシング機構の中で限定分解等を受けて小分子化し、近位直尿細管刷

子縁膜上に挿入されるものと推察される。

　なお、抗OAT－K1抗体を用いて約40　kDaのOAT－K1タンパクを精製後、そのN末端配列を

エドマン分解等により解析し、翻訳後切断部位を調べることによって、OAT－Klタンパク

の膜ターゲティング機構に関する情報が得られるものと思われる。さらに、OAT－K1の小

分子化を司る実体としての分解酵素の存在の有無やその発現臓器分布、切断アミノ酸配列

等、OAT－K1タンパクの翻訳後膜局在化機構に関わる興味は尽きない。

OAT－KI　mRNAは腎臓、特に近位直尿細管に発現することが示されたことから、　OAT・K1

遺伝子のプロモーター領域の解析によりOAT－Kl　mRNAの転写調節機構が明らかになるも

のと思われる。さらに解析モデルとしてOAT－Klを用い、染色体上のエキソン、イントロ

ン部位を把握することによって、有機アニオントランスポータ・スーパーファミリーを構

成する一連のトランスポータ群の同定と更なるスプライス・バリアントをコードする

cDNAの単離並びに染色体レベルにおける点変異など先天的遺伝子異常に基づく病態、機

能障害の把握が可能になるものと考えられる。これらの情報を蓄積し、最終的には有機ア

ニオントランスポータ群の機能的振り分け、即ちトランスポータ個々の、膜レベルから臓

器レベル、さらに個体レベルといった発現並びに機能分布を精査、整理することによって

薬物の体内動態を予測し、最も合理的な投与設計を構築するための有用な情報が得られる

ものと考えられる。
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第II章OAT－K1の機能

　腎尿細管上皮細胞には、性質の異なる有機ア貞心ントランスポータが複数種存在してお

り、生体必須物質の再吸収や、不要老廃物及び異物の尿中排泄を媒介することによって、

厳密な制御を受けながら体循環血液の浄化に貢献している。一般に、代表的な有機アニオ

ン輸送系の輸送基質として用いられてきたパラアミノ馬尿酸（PAH）は、近位曲尿細管血

管側側底膜で、細胞内α一ケトグルタル酸との交換輸送によって尿細管上皮細胞内に取り

込まれ（4，18）、管腔側刷子縁膜では細胞内負の膜電位を駆動力として能動的に尿中排泄さ

れる（5，19）。また刷子縁膜には、PAHや尿酸などの有機アニオン、　CI’や0正rといった無機

アニオンを基質として認識しうる交換輸送系が存在していることが示されているが（20，

21）、この機構の生理的役割については不明である。

　前章において有機アニオントランスポータOAT－Klは腎のみに発現しており、主として

近位直尿細管刷子縁膜に局在することが明らかになった。本章では、OAT－Klが有機アニ

オントランスポータファミリーの一員として機能する膜タンパクであること、腎生理上重

要な役割を担っていること、さらに薬物治療時の留意すべき相互作用発現に一部関与する

ことを明らかにするため、アフリカツメガエル卵母細胞発現系及び培養腎上皮細胞への

cDNA導入に基づく安定発現系を用いて、　OAT－K1の輸送機能及び基・質認識特性について解

析し、生理的役割について考察した。

　ラット肝cDNAラブラリーよりアフリカツメガエル卵母細胞を用いた発現クローニング

法によって単離されたoatp　1は、肝移行性の代表的なアニオン性薬物であるスルポプロモ

フタレインやタウロコール酸を始めとする胆汁酸等のNa＋イオン非依存的な取り込みを媒

介するトランスポータである（22，23）。最近では、ウアベインや17一β一エストラジオールの

グルクロン酸抱合体などステロイド骨格を持った物質も認識することが示唆された（24，

25）。また、肝oatp　1と40％のアミノ酸相同性を示すトランスポータ、ラットPGTはプロス

タグランジンE2をはじめとするアラキドン酸代謝物を基質として認識し、輸送する（26）。

これらOAT－K1と相同性を示すトランスポータのmRNAは広範な組織分布を示しており、

oatp　l　mRNAは、肝臓〉腎臓〉脳、肺、骨格筋及び大腸に、　PGT　mRNAは肺〉肝臓〉腎

臓、十二指腸、空腸、回腸、大腸及び目に発現することが示唆されている（6，10）。一方、

第一章で述べたようにOAT－Klは腎のみに発現することが示唆され、腎移行性及び腎排泄
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　　　　　　　　　TABLE皿一I
Examples　of　compounds　which　are　exαeted　by　the

　　　renal　organic　anion　transport　system

Eπ4098πo翼5Co㎎7側π45
　B∬esalts（27）

　Bil㎞b㎞（28）

　Cychc　AMP（29）

　Cyclic　GMP（29）

　Fatty　Acid（30）

　Folic㏄id（31）

　Oxala麓（32）

　Pfostaglandins（33）

　Urate（34）

D川gM8如δo’∫∫85

Acetylated　sulfbnalnide（35）

　Acetylcyste㎞conlugates（36）

　Gutathione　co可ugates（37）

　Prazionate（38）

　Sulfate　co可ugates　（39）

D川95
　Acetazolalnide（40）

　P－AminohipPurate（5）

　Cephalospodns（41）

　Cisplatin（42）

　Eth㏄rynic　acid（43）

　Furosemide（44）

　Indomethacin（45）

　Metho㎞exate（46）

　Penicillins（47）

　Probenecid（48）

　Salicylate（49）

　Sulfinpyrazone（50）

　Sulf6nalnides（51）

型アニオン性薬物の膜輸送を媒介するものと推察される。これまで種々の実験系を用いた

解析により腎有機アニオン輸送系を介して排泄される物質、及びその輸送系に強く相互作

用を示すものが数多く報告されている。TABLE　II－1に腎有機アニオン輸送系に関わるアニ

オン性生体内物質並びに外因性の薬物に関する情報をまとめた。

　本章では、OAT－Klの有する薬物輸送機能に焦点を当て、種々の発現系を用いて評価し

た。さらに得られた結果を基にして、薬物療法時の相互作用発現機構に対するクローン化

トランスポータOAT－Klの関与について検討を加えた。
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第1節　卵母細胞発現系を用いた機能解析

　血γゴ船合成したOAT－KI　mRNAまたは水を卵母細胞に注入し、‘18℃で1－3日間インキュ

ベートした後、薬物輸送実験に用いた。Figure』一1．に示すようにOAT－Klの輸送基質を検

討した結果、肝oatp1の基質であるタウロコール酸（TCA＞、腎有機アニオン輸送系の典型

的基質であるパラアミノ馬尿酸（PAH）については対照との間に差が認められなかった。

一方、メトトレキセート（MTX）及び葉酸の取り込みに対照と比較して顕著な取り込み

上昇が認められた。

400

山
回300
豆

8

£200
ε
望

く

左100
⊃

0
　　　　　　　　　　　MTX　　　　FOLATE　　　TCA　　　　　PAH

Fig．　II－1．　Upteke　of　anionic　drugs　by　2【8πopπ500cytes．　Uptake　by　o㏄ytes　was　assayed

for　2　hr　at　25◎C　in　incubation　bu脆r　containing　500　nM　of［3H】MTX，150　nM　of【3H】folate，500　nM

of【3H］TCA　and　l　5μM　of［14qPAH　2　days　after珂ection　of　50　nl　of　water（ρρ8ηco加ηη）or加v’昂。

杜㎝scdbed　rat　OAT－Kl　mRNA（clo5ε4　co1㎜η，40　nglo㏄yte）．　E㏄h　colu㎜represents山e　me㎝±

SE．　of血ree　experiments．　Three　o㏄ytes　were　used　fbr　each　experiment．

第2節　OAT－K　1安定発現系による膜発現と機能解析

2－1　0AT－K1安定発現LLC－PK　I細胞による機能解析

第1節において卵母細胞発現系を用いて機能解析を行ったところ、OAT－K　1はMTXや葉
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酸を認識するトランスポータであることが示唆された。本節では、先ず有機アニオン輸送

活性を持たないブタ腎由来培養上皮細胞LLC－PK1（52）を宿主として、　OAT－K　1安定発現系

を構築した。

　プラスミドベクター（pSPORT　1）に挿入されているOAT－KlcDNAを哺乳類発現ベクター

（pBK－CMV）にサブクローニングした後、以下の実験に用いた。サブクローニングした

pBK－CMV10AT－K　1の5’及び3冒末端の塩基配列を確認した後、リン酸カルシウム共沈法（53）

によりLLC－PK1細胞にトランスフェクションした。　pBK－CMV（54）にはネオマイシン耐性

遺伝子がコードされていることから、G418耐性を示す細胞をクローニングした。得られ

た各細胞のpoly（A）狼NAを抽出し、　RT－PcR及びノーザンプロッティングによってoAT－Kl

mRNA発現クローンを選別した。最終的に、【3H】MTX取り込み活性の最も高いNo．6の細胞

をoAT－K　1安定発現細胞、　LLc－oAT－K1として以降の実験に用いた（Fig．　n－2．）。また、対

照として発現ベクターのみをトランスフェクションした細胞（LLC－pBK）を用いた。なお

G418耐性LI，C－PK1細胞は、　H，C－OAT－K1細胞を含め6クローン得られたが、総ての細胞に

おいてOAT－K　l　mRNAの発現と、　MTX輸送活性の上昇を確認した。先ず抗OAT－K　1抗体を

用いたウエスタンプロッティングを行い、OAT－K1のLLC－PK1におけるタンパクレベルで

の発現を調べた。Figule　n－3．に示すように、宿主細胞LLc－PK1及びLLc－pBK細胞に1ま抗血

RヤーPCR

，o、6　kb

ずメ準穂騨s㌻
くγ　くプ　6　ア　　鴇　鶴　運2　惚　樽　歪6　1欝

NO駐鞘ER轡Y馴砿醐9騨、

矯瀦翠驚嚢1謙・

・7お

4，4

㌧2湾

閉訂魏O了舜εXA7ε↑RA鍵spORマACτM了V

、欝与◎◎’

屡、
雨

量

・産山
・’

ﾞ一
茎∵・
・垂

§3

∴・∵緯陽δλ・照：禰，、C。，醜S：

Fig．　H－2．　Screening　of　rat　OAT・KI　staMy　tmnsfected　LLC・PKII　cells．
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清に反応するタンパクは認められなかったが、LLC－OAT－K1細胞にのみ約70　kDaのバンド

が検出された。このタンパクは、抗原ペプチドで処理した抗血清を用いた場合、ほぼ消失

することから、LLC－OAT－K1細胞においてOAT－K　1が発現していることがタンパクレベル

で確認された。なお検出されたタンパクの分子量はOAT－K1の推定分子量74　kDaに対応す

るものであった。

k［）a、

220一

97。一

66一

46。。

30÷

・A、 8

Fig．　II－3．　Western　blot　analysis　of　crude　plasma　membrane　fractions　isola¢ed　from

tぬeLLC・PK1，　LLC・p3K　and　LLC・OAT・KI　cells　with　antiserum　for　rat　OAT・K1．

Fifty芦g　of　each　membrane　was　separated　on　SDS－PAGE（10％）and　blotted　on　PVDF　membrane．

（A）The　affinity－purified　antisenlm（1：50　dilution）fbr　rat　OAT－KI　was　used　as　primaπy　antibodies，

（B）The　affinity－purified　antisenlm（1：50　dnution）preabsorbed　with　the　anUgen　peptide（0．5レglinl）

of　rat　OAT－Kl　was　used．　A　horseradish　peroxidase－co可ugated　an1血・abbit　IgG　antibody　was　used　fbr

the　det㏄tion　of　bound　antibodies，　and　the　stdps　of　blots　were　visualized　by　chemiluminescen㏄on　X－

ray　fi㎞．

　次にLLC－OAT－K　1細胞によるMTX取り込みの方向性について検討した。多孔性フィル

ター上に培養したLLC－OAT－K1細胞を用い、血管側側底膜に相当するBasal（側底膜）側並

びに管腔側刷子縁膜に相当するApica1（県側膜）側からの【3H］MTX取り込みを調べた。

Figu爬皿・4．に示すように、頂側下側からのrH】MTx取り込みはLLc－pBK細胞との間に差は
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認められなかった。一方、LLC－OAT－K1細胞による側底膜側からの［3H】MTX取り込みに著

しい上昇が観察された。これらの結果より、LLC－PK　1細胞においてOAT－K1は翻訳後の修

飾を受けないネイティブなタンパクとして側底膜壁に発現していることが示唆された。

　　600

官
婁

＆

ξ400
石
ε

≡

Ω

ト5200
垂

8
3

　　　　　　　　　　0　　　5　　　　15　　　　　　30　　　　　　　　　　　　　　60

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TIME（min）

Fig．　II－4．　Accumulation　of　rH】MTX　by　monolayers　of　H，C・OAT・KI　cells．
M・n・1・yers・fLLC－OAT－K1（●，▲）・・LLC－pBK（○，△）w・・e　i・・ub・t・d　f・・血・・卿i∬・dゆ・d・t

37℃with　26　nM【3H】MTX　added　to　either　basolateral（●，○；2ml，　pH　7．4）or　apica1（▲，△；2ml，

pH　7．4）side．　Unlabeled　incubation　medium　was　added　to　the　opposite　side（2　m1，　pH　7．4）．　After

incubation，　the　radioacdvity　of　solubilized　cells　was　counted．　Each　point　represents　the　mean±SE．

of　three　monolayers．

　また、LLC－OAT－K1細胞の側底膜側からの種々アニオン性薬物の取り込み実験を行った

（Fig．1【・5．）。TcA、　PAH、　PGTの基質であるプロスタグランジンE2（PGE2）及び肝有機

アニオン輸送系の基質であるロイコトリエンC4（LTC4）についてはLLC－p　BK細胞との間

に差は見られなかった。一方、MTX及び葉酸の取り込みに顕著な上昇が認められ、卵母

細胞で得られた結果と対応するものを得た。以降の実験ではMTXをOAT－K　1の典型的基質

として用いた。

　次にLLC－OAT－K　1細胞の側底膜側からのMTX取り込みの濃度依存性について検討したと

ころ、基質の濃度上昇に伴って飽和性を示した（Fig．　II－6．）。それぞれの濃度における取

り込み量（TOTAL）から、非標識MTX（1　mM）共存下で取り込まれた量（NONSPECIFIC
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Fig. II-5. Accumulation of anionic drugs by monolayers of LLC-OAT-Kl cells.
Monolayers of LLC-OAT-Kl (closed column) or LLC-pBK (open column) grown on membrane
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['`C]PAH, 1 nM [3H]PGE2, or 1.3 nM [3H]LTC4 added to the basolateral side (2 mi, pH 7.4) of the

monolayers. Accumulation ofeach drug is expressed as uptake clearance. Each column represents

the mean ± S.E. of three monolayers.
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7.4). Broken line represents the specific component of MTX accumulation. Each point represents

the mean ± S.E. of three monolayers.
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）を差し引いて特異的な取込み量（SPECIFIC）を算出した。得られたデータをミカエリ

スーメンテン式に当てはめて求められた㎞値は1μM、Vmax値は31．7　pmoVmg　Protein115

minであった。

　さらにLLC－OAT－K1細胞の側底膜側からの［3H］㎜取り込みに及ぼす種々アニオン性薬

物の共存阻害効果について検討を加えた（Fig．　II－7．）。薬物は総てlooμM共存下で比較

検討した。この結果、非標識MTXが最も強い阻害効果を有していた。また、葉酸、肝

oatp　1の基質であるスルフォプロモフタレイン（BSP）及びTCA、アニオン交換体の阻害剤

であるDH）Sも強い阻害効果を有していた。さらに腎有機アニオン輸送系に相互作用する

ことが知られているプロベネシド、PAH、フロセミド、バルプロ酸も弱い阻害効果を有し

ており、OAT－K1を介した【3H】MTX取り込みは、構造的に多様な薬物の相互作用を受ける

ことが示唆された。
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　OAT－K　1のホモログoalp　1は肝類洞側膜においてNa＋非依存性の有機アニオン細胞内取り込

みを媒介していることが知られている（6）。そこでLLC－OAT－K　1細胞の口底膜壁からの
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【3H】MTX取り込みに対する細胞外イオン、細胞内ATP枯渇並びに温度の影響について検討

した（Fig．　II－8．）。細胞外Na＋イオン及びCrイオンを置換した場合、細胞内ATPを枯渇させ

た場合共に顕著な影響は認められなかった。一方、取り込み温度を37℃から4℃にした場

合、著しいMTX取り込み量の低下が観察された。
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Fig．　II－8．　Effect　of　Nガ，　Cr，　temperature，　and　ATP　depletion　on　rH】MTX

accumulation　in　LL，C・OAT・KI　ce11s．　LLC－OAT－Kl　monolayers　were　preincubated　at　37℃

fbr　10　min　in　either　no㎝al，　Cr－ffee，　or　Na＋一fセee　medium　and　incubated　at　37℃or　4℃fbr　l　5　min

with　26　nM［3H】MTX　added　to　the　basolateral　side（2　m1，　pH　7．4）．　For　cellular　ATP－depletion

experiments，　cells　were　preincubated　at　37℃fbr　20　min　in　the　ATP－depletion　medium　and　were

incubated　at　37℃fbr　15　min　with　26　nM【3H】MTX　added　to　the　basolateral　side（2　ml，　pH　7．4）．

Unlabeled　incubation　medium　was　added　to　the　apical　side（2　ml，　pH　7．4）．　After　incubation，　the

radioactivity　of　solubilized　cells　was　determined．　Each　value　represents　the　mean±S．E　of　three

monolayers．＊，ρ＜0．05；＊＊，p＜0．001，significant　diffbrences　ffom　contro1．
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2－2　0AT－K　1安定発現MDCK細胞による機能解析

　2－1において構築したLLC－OAT－K1細胞は、卵母細胞発現系で得られた結果と対応す

るMTX輸送活性を有していた。一方、抗血清を用いたところ約70　kDaのタンパクが検出さ

れたこと、機能解析の結果からOAT－K1はLLC－PK1細胞の側底膜に局在することが示唆さ

れた。これらの結果は、第1章で得られた結果と矛盾するものであり、ラット腎刷子縁膜

における小分子型OAT。K　1タンパクは活性を保持しているのか否かについて解明する必要

が生じた。そこで、イヌ腎由来上皮細胞MDCKを用いてOAT－K1発現細胞を作成し、特に

OAT－K1タンパクの細胞膜発現について検討した。

　LLC－OAT－K　1作成時と同様にして、宿主細胞MDCKにpBK－CMWOAT－K　1をトランスフェ

クションした。Figure　n－9．に示すようにG418耐性を示した細胞の中で【3H］MTX取り込み活

性の高いクローンから総RNAを抽出し、ノーザンプロッティングを行ってOAT－KI　mRNA

の発現を確認した。これをOAT－K1安定発現MDCK細胞、　MDCK－OAT－Klとして以下の機

能解析に用いた。なお発現ベクターのみを導入した細胞（MDCK－pBK）を対照として用

いた。次にMDCK－OAT－K1細胞による［㌔】MTX取り込みの方向性について解析したとこ

ろ、LLC－OAT－K　1細胞とは異なり頂側膜側からの取り込みに上昇が認められた。さらに抗
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Fig．　II－10．　Concentration　dependence　of【3H】MTX　accロmulation　by　MDCK・OAT・Kl

cd臨【3H】MTX　accumulation　was　measured　at　various　concentrations（0．1－30μM）for　l　5　min　at

37℃（2ml，　pH　7．4）of　the　cells　in　the　absence（●）and　presence（○）of　l　mM　unlabeled　MTX．

After　incubation，　the　radioactivity　of　solubilized　cells　was　detem㎡ned．　Bro舵π〃η8　represents　the

specific　component　of　MTX　acc㎜ulation．　Each　point　represents　the　mean±S．E．　of　three　dishes．

血清を用いたウエスタンプロッティングの結果、約50kDaのタンパクがMDCK－OA㍗K　l細

胞のみに検出された。この結果、OAT－K1がMDCK細胞では翻訳後の修飾を受けて低分子

化した後、頂側管側に発現することが示唆された（Figure　I【一9．）。従って以降の実験は、

培養皿を用いてMDCK－OAT－K　1細胞によるOAT－K1の機能解析を行った。

　次にMDCK－OAT－K　1細胞による頂側膜側からのMTX取り込みにおける濃度依存性につい

て検討したところ、基質の濃度上昇に伴って飽和性を示した（Fig．　H－10．）。それぞれの

濃度における取り込み量（TOTAL）から、非標識MTX（1　mM）共存下で取り込まれた量

（NONSPECIFIC）を差し引いて特異的な取込み量（SPECIHC）を算出した。得られた

データをミカエリス・メンテン式に当てはめて求められた㎞値は2．1μM、Vmax値は7．2

pmol！mg　protein！15minであった。この結果は、側底膜側からの【3H】㎜取り込みに顕著な

上昇を示したLLC－OAT－K1細胞（Fig．1【一4）による【’H】MTX取り込みのKm値1．0μM（Fig．

H－6．）とほぼ対応するものであった。従って、約70kDaの側底膜型OAT－K1並びに約50　kDa

の頂側膜型OAT－K1は共に類似したMTX親和性を有することが示唆された。

　さらにMDCK－OAT－K1細胞の【3：H］MTX取り込みに及ぼす種々アニオン性薬物の共存阻害
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効果について検討を加えた（Fig．　II－11．）。薬物は総てlooμM共存下で比較検討した。こ

の結果、非標識MTXが最も強い阻害効果を有していた。また、葉酸、　BSP、インドメタシ

ンも強い阻害効果を有していた。さらにTCA及びPAHも弱い阻害効果を有しており、LLC－

OAT－K　l細胞の側底虚血からの［3H】MTX取り込みと対応する結果を得た。
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Fig．　IL　11．　Ef艶ct　of▼arious　anionic　drugs　on　rH］MTX　accumulation　by　MI）CK・

OAT・KI　ce1臨【3H］MTX　accumulation　by　MDCK－OAT－Kl　cells（1μM；2ml，　pH　7．4）was

measuled　fbr　15　min　at　37℃in　the　absence（co碑01）and　presence　of　indicated　drugs　at　a

concentradon　of　100μM．　A食er　incubadon，　the　radioacdviり70f　solubihzed　cells　was　detemined．

Data　ale　expressed　as％of　control　value．　Each　coIumn　represents　the　mean±S．E．　of　thr㏄

monolayers．＊，p＜0．05；＊＊，p＜0．001，　significant　diffbrences　f止om　control．

第3節　薬物相互作用におけるOAT－K1の関与

　Thyss（55）らの報告によると、　MTxと非ステロイド性抗炎症剤（NsAD）の併用で腎障

害など重篤な毒性発現が認められた症例では、明らかな血中MTX濃度の上昇が観察され

たが、毒性が発現しなかった患者におけるMTXの血中濃度推移は正常範囲内であった。

この要因として、NSAm併用によるMTXの腎クリアランス低下が指摘されている。一

方、Bossuyt（25）らはOAT－K　1のホモログ肝oatp　lがBSPやTCAなどの肝指向性有機アニオン
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に加えて、ウアベインやジゴキシンなど中性の強心配糖体も基質として認識することを報

告した。そこでOAT－K　lによるMTX輸送に対するNSAID並びにステロイドの影響について

検討を加えた。

　先ずラットfηyfyoにおけるMTXの組織移行特性について検討した。トレーサーレベル

の【3H】MTXをラット左大腿静脈より瞬時投与し、5分及び30分後の血漿中並びに各組気中
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Fig．　II－12．　Tissue　distribution　of【3H】MTX　after　the　intravenous　bolus
administration．　Five（OP8ηCO1μ〃2π）or　thirty（clo∫θ4　co1μ配η）minutes　after　the　bolus

administration　of［3H］MTX（5μmo1／kg），　plasma　and　each　of　several　tissue　samples　were　collected．

Blood　s㎜ples　were　obt樋ned丘om　ao血i㎜ediately加fore㎞11ing血e　rats，㎝d　then　tissue　s㎜ples

were　coll㏄ted．　Each　value　represents　the　mean±SE．　of　fbur　rats．

のMTX濃度を測定した。　Figure　II－12．に示すようにMTXは腎皮質及び腎髄質に高濃度に移

行しており、5分後ではそれぞれ血漿中濃度の83倍、55倍であった。また、肝臓にも27倍

の比率で分布していた。さらに30分後における組織中MTX濃度は腎皮質、腎髄質及び肝

臓でそれぞれ血漿中濃度の923倍、584倍、224倍に著しく上昇していた。

　次に、このMTX腎移行性に対するNSAIDの影響について検討した。トレーサーレベル

のrH】MTXを単独並びに40μmollkgの非標識㎜、インドメタシン及びケトプロフェンと

共にラット大腿静脈より瞬時投与し、5分後の［3H］MTXの血漿中濃度及び初期組織移行に

対する影響を検討した。Figure　I【一13．に示すようにrH】MTXの血漿中濃度は、非標識MTX
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の共存下で有意に上昇していた。また【3H】MTXの腎移行は、非標識MTX併用によって最も

強く低下すること、インドメタシン、ケトプロフェンの併用により顕著に減少しているこ

とが分かった。一方、肝移行に対する併用薬の影響は観察されなかった。
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Fig．　II－13．　E飾ects　of　NSAID　coadministmtion　on　tissue　distribution　of【3H］MTX　in

m的・A食・・th・b・1・・admini・杜・ti・n・f【3H］MTX（2・m・L倣9）with・・with・ut・㏄h　i・㎞bit・・（40μ

mo甑g），　blood　was　obt田ned丘om　the　aona　i㎜ediately　before　sacrificing　the　rats㎝d　then　the

lddney　alld　liver　were　excised．　A丘er　homogenizing　the　tissues，　the　radioactivity　ass㏄iated　with　each

sample　was　dete㎜ined．　Each　value　represents　the　mean±SE．　of　three　rats．＊，　p＜0．05；＊＊，ρ＜

0．001，significant　dif驚rences　ffom　control　values　without　inhibitor．

　1h　vfyoの結果よりMTXが高濃度に腎移行すること、その分布は非標識MTX及びNSAm

併用により顕著に低下することが示された。次にMTXとNSAIDとの相互作用に対する

OAT－K1の関与について検討した。　LLC－OAT－Kl細胞の側底膜側からの【3H】MTX取り込みに

及ぼすNSAmの影響を調べた。　Figure　H－14（A）．に示すようにOAT－K1を介する【3H］MTX取

り込みはインドメタシン及びケトプロフェンの共存により強く阻害されることが示唆され

た。さらにFigule　II－14（B）．に示すように種々のNsAm共存による影響について検討したと

ころ、LLC－OAT－K1細胞の側底高高からのrH］MTX取り込みはインドメタシン、フルフェ

ナミック酸によって顕著に阻害されること、イブプロフェン、ケトプロフェン、フェニル
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ブタゾンも阻害効果を有することが示された。一方、サリチル酸の共存下では［’H】MTX取

り込みは減少傾向を示したが有意ではなかった。
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Fig．1【44．　Ef雷ects　of　indomethacin　and　ketoprofbn（A），　and　NSAIDs（B）on　rH】MTX

accumulation　by肌C－OAT・KI　cells．（A）【3H】MTX　accumulations　in　the　absence（0）and

presence　of　indomethach1（●）and　ketoprofen（△）at　a　concentration　of　l　mM　ffom　the　basolateral　side

（100nM，　pH　7．4）were　measured　for　the　specified　periods　at　37。C．（B）【3H】MTX　accumulations　in

the　absence（coπ翻01）and　presence　of　indicated　drugs　at　a　concentration　of　l　mM丘om　the　basolateral

side（100　nM，　pH　7．4）were　measured　fbr　l　5　min　at　37。C．　Unlabeled　incubation　medium（pH　7．4）

without（㎞gs　was　added　to　the　apic記side．　Each　I沿int　or　colu㎜rep貴esents　the　me皿±S．E．　of　three

monolayers．＊P＜0．05，　significant　diffbrence　fセom　contro1．

　そこでOAT－K　1によるMTX輸送に対するNSADの阻害様式について解析した。　LLC－OAT－

Kl細胞による㎜取り込みの㎞値が1μMであることから、［3H】MT膿度は100　nM－400

nMで検討した。インドメタシン及びケトプロフェンは0．5　mM及び1．O　mMを用い、得られ

た結果をDixon　plot（56）により解析した（Fig．　H－15．）。その結果、インドメタシンやケト

プロフェンはOAT－K　1を介する㎜輸送に対して拮抗阻害を示し、　Ki値はそれぞれ1．O　mM

及び1．9mMであった。

　次にOAT－K　1に対するステロイドの相互作用について検討した。先ずLLC－OAT－Kl細胞

の側底膜側からの［3H］㎜取り込みに及ぼすステロイド性薬物の影響を調べた。　Figure　H一
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Fig．　II－15．　Dixon　plots　fbr　inhibitory　e飾ects　of　indomethacin（A）and　ketoprofbn（3）

on　rH】MTX　accumulation　by肌C・OAT・KI　cells．【3H］MTX　accumulations　at　each

concentration　of　100（0），200（●）or　400　nM（△）in　the　presence　of　O．5　and　l　mM　of　indomethacin

（A）or　ketoprofen（B）from　the　basolateral　side（pH　7．4）were　measured　for　15　min　at　37。C．

Unlabeled　incubation　medium（pH　7．4）without　drugs　was　added　to　the　apical　side．　Data　are

explessed　as　l　laccumulation（pmollmg　protein115　min）．　Each　point　represents　the　mean±S．E．　of

three　monolayers．

16（A）．に示すようにOAT－K　lを介する【3H】MTX取り込みはテストステロンの共存により強

く阻害されることが示唆された。さらにFigure　m6（B）．に示すように種々のステロイド性

薬物共存による影響について検討したところ、LLC－OAT－K　l細胞の側底膜側からの

rH】MTX取り込みはテストステロンによって顕著に阻害されること、スピロノラクトン、

カンレノン酸、ジゴキシン及びウアベインも強い阻害効果を有すること、プレドニゾロ

ン、デキサメタゾン、エストリオールはいずれも弱い阻害効果を有することが示された。

さらにOAT－K1によるMTX輸送に対するステロイド性薬物の阻害様式について解析した。

【3H】㎜濃度はNSADの阻害様式の解析時と同様、100　nM－400　nMで検討した。ジゴキシ

ン並びにテストステロンは50μM及び100μMを用い、得られた結果をDixon　plot（56）によ

り解析した（Fig．　n－17．）。その結果、テストステロンはoAT－K　1によるMTx輸送に対して

拮抗阻害を示し、Ki値は73μMであった。一方、ジゴキシンは非特異的な阻害を示して

いたことが推察された。

　そこで阻害様式の解析に用いた薬物自身が、OAT－K　1の基質である可能性について調べ
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Fig．　II－16．　Effects　of　testosterone（A），　and　steroids（B）on　rH：】MTX　accumulation　by

H，C－OAT・K：1　cells．（A）rH］MTX　accumulations　in　the　absence（O）and　presence　of　testosterone

（●）at　a　concentration　of　100μM　ffom　the　basolateral　side（100　nM，　pH　7．4）were　measured　for　the

specified　periods　at　37。C．（B）【3H］MTX　accumulations　in　the　absence（c傭ro1）and　presence　of

indicated　dnlgs　at　a　concentration　of　100“M　from　the　basolateral　side（100　nM，　pH　7．4）were

measured　for　l　5　min　at　37。C．　Unlabeled　incubation　medium（pH　7．4）without　drugs　was　added　to　the

apical　side．　Each　point　or　column　represents　the　mean±S．E．　of　three　monolayers．＊P＜0．05，

significant　dif琵rence　ffom　control．

た。LLC－pBK細胞並びにLLC－OAT－K1細胞の側底膜側からの5分における［3H】MTX、【’4C］イ

ンドメタシン、【3H］ジゴキシン、［3H】テストステロンの取り込み量を測定した（TABLE　H－

H）。その結果、OAT－Kl細胞による【3H】MTX取り込みに対してこれら見かけ上拮抗阻害を

示した薬物の取り込みは、LLC－pBK細胞との間に差は認められなかった。

　さらにOAT－K1によるMTX輸送に対するこれら薬物の阻害効果が、　OAT－K1に特異的な

ものであるか否かについて検討した。LLC－PK1細胞には、腎近位尿細管に相当する方向選

択的な有機カチオン輸送機構が発現しており、その典型的な基質テトラエチルアンモニウ

ム（TEA）を用いた機能特性に関する多くの情報が存在する（57）。そこでL　LC－OAT－K　l細

胞に備わる有機カチオン輸送系に対するこれら薬物共存の影響について調べた（TABLE

■一m）。LLc－oAT－K　1細胞の側底膜側からの【’4qTEA取り込みに対して非標識TEAが最も
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Fig.II--17. Dixon plots for inhibitory effects of digoxin (A) and testosterone (B) on

[3H]MTX accumulation by LLC-OAT-Kl cells. [3H]MTX accumulation at each
concentration of 1oo (O), 2oo (e) or 4oo nM (A) in the presence of 50 and 1oo pM of digoxin (A) or

testosterone (B) from the basolateral side (pH 7.4) were measured for 15 min at 37 OC. Unlabeled

incubation medium (pH 7.4) without drugs was added to the apical side. Data are expressed as

1/accumulation (pmol/mg protein/15 min). Each point represents the mean ± S.E. of three
monolayers.

                                TABLE ll-ll
     Accumulation of methotrexate, indomethacin, digoxin and testosterone by

                            LLC-OAT-Kl cells
['H]Methotrexate (1oo nM, 28.5 kBq/mi), ['`C]Indomethacin (35 pM, 5.7 kBq/mi), [3H]digoxin (48

nM, 28.5 kBq/mi) and [3H]testosterone (8.5 nM, 28.5 kBq/mi) accumulated by LLC-OATd-Kl cells

was measured for 5 min at 370C. The accumulations are expressed as uptake clearance.

Drugs U take Clearance

LLC-pBK LLC-OAT-Kl

[3H]Methotrexate

['`c]lndomethacin

[3H]Digoxin

['H]Testosterone

1.6 ± O.O

11.2 ± O.3

3.5 ± O.2

9.8 ± O.4

pYmg proteinl5 min

3.0 ± O.2***

9.7 ± O.7

2.8 ± O.2

10.7 ± O.1

Eac v ue represents the mean ± S.E. o three monolayers.
"'"P < O.oo1 , significant difference from LLC-pBK.
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強い阻害効果を有しており、LLC－OAT－K1細胞の側底膜側には宿主LLC－PK1細胞に備わる

有機カチオン輸送機能が保持されていることが確認できた。OAT－K　1による［3H］MTX輸送

に対して顕著な阻害効果を示した非標識MTX、インドメタシン及びケトプロフェンは何

れもTEA取り込みに対する有意な阻害効果は示さなかった。一方、　OAT－K　lに対する非特

異的な相互作用を示したジゴキシンや強い拮抗阻害作用を有するテストステロンは共に

H，C－OAT－K1いよるTEA輸送を有意に阻害した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE皿：一m

　　E飾ects　of　NSAIDs　and　steroids　on【14C】tetraethylammonium　accumulation　by

　　　　　　　　　　　　　　　　　　LLC・OAT・KI　cells

【14qTetraethy1㎜onium　accumulation　by　LLC－OAT－Kl　cells丘om　the　basolater田side（50μM，2

m1，　pH　7．4）was　measured　fbr　l　5　min　at　37。C　in　the　absence（control）and　presence　of　NSAIDs（1

mM）or　steroi由（100ドM）．　Unlal£led　incubadon　me面㎜without伽gs　was　added　to　the　apic訓side

（2m1，　pH　7．4）．　After　incubation，　the　radioactivity　of　solubilized　cells　was　detem丘ned．

Drugs A㏄Ulnulation

Control

Methotrexate

Ihdometh㏄in

Ketoprofbn

Digoxhl

Testosterone

Te廿ae山yl組1mo血㎜

pmollmg　protein／15　min

　　529．3±44．5

435．4±27．8

428．8±9．5

435．2±30．5

388．6±2．1＊

55．9±0．5＊＊＊

30．4±0．6＊＊＊

Each　value　represents　the　mean±S．B．　of　three　monolayers．　　．

＊P＜0．05；＊＊＊P＜0．001，もignificant　difference　fどom　LLC－pB　K．
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第4節 OAT-KlによるMTX排出機能

ラット腎尿細管においてOAT-Klは刷子縁膜に局在することから､OAT-Klの生理機能と

して【3H】MTXの取り込み並びに排出といった2種の輸送方向が考えられる｡ そこで予め

MTX取り込み活性が確認された卵母細胞を用いて､MTXの排出実験を行った (Fig.II-18.

) ｡ 一定量のMTXを卵母細胞に注入して薬物を含まない緩衝液に置換後､それぞれの時

間における卵母細胞内残存MTX量を測定した.この結果､図から明らかにOATIKl発現卵

母細胞におけるMTX排出活性は､対照に比べて顕著に高かった｡従って､OATIKl発現卵

母細胞は､【3H】MTXの取り込みと排出といった両方向性の輸送活性を示すことが分かっ

た｡

1
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XトM

0 10TIME(min)20 30

Fig.II-18.EmtLXOfl3H]MTXbyXenop〟so∝ytes.Effluxofl3H]MTXbywater(○)orin
vitrotranscribedratOAT-KlmRNA(+)injectedouyteswasassayedforspecifiedtimeat250Cin

incubationbufferimmediatelyafterloadof50nlofl3H]MTXsolution(20pM).Eachpoint
representsthemean±S.E.offiveexpenments･An o∝ytewasusedforeachexpenment･

さらに頂側膜側 (腎尿細管刷子縁膜に相当)にOATIKlが局在することが示唆された

MDCK-OAT-Kl細胞を用いてMTX排出活性について検討した (Fig.Ⅱ-19(A)and(B).)o

MDCK-OATIKl細胞及びMDCK-pBK細胞に37℃､15分間で各濃度【3H】MTXを取り込ませた

後､薬物を含まないメディウムに置換したo続いて一定時間インキュベ-トした後､細胞
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内残存［’H】MTX量を測定した。［3H】MTX排出量は、取り込み終了直後の値をコントロール

として差し引くことによって求めた。MDCK－pBK細胞と比較して、　MDCK－OAT－Kl細胞に

よる37℃、15分間の取り込み量は、それぞれの濃度で2～5倍量’ ﾅあった。その結果、コ

ントロールをそれぞれ100％として解析したところ、MDCK－OAT－K　1細胞によるMTX排出

活性は・1μMにおいて著しく高かった。Figure　H－19（C）に示すように1μMでのMDCK－

OAT－K1細胞によるMTX排出速度定数は0．148と算出され、　M㏄K－pBK細胞（0．01）と比較

して約15倍高いことが示された。従ってMDCK－OAT－K　l細胞によるMTX輸送は、取り込み

並びに排出といった両方向性の輸送活性を示し、卵母細胞と対応する結果を得た。
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Fig．　II－19．　r田MTX　emux　by　MDCK・pBK　ce11s（A）and　MDCK・OAT－KI　cells（B），

and　rH】MTX　emux　rate　comtant（C）鹸e曲e［3H］㎜acc㎜田adon　at　e㏄h　concen圃on
of　O．1戸M（○），1腸M（●）or　lO匙M（△）for　15　min　at　37。C（2　m1，　pH　7．4），　wash　each　cells　and

incubate　in　efflux　medium　for　the　specified　periods　at　37。C（2　ml，　pH　7．4）．　rH】MTX　remaining　in

MDCK－pBK　cells（A）and　MDCK－OAT－Kl　cells（B）were　measured．（C）．　The　ef伽x　rate　constant

of　MDCK－pBK　cells（○）and　MDCK－OAT－Kl　cells（●）were　derived　by　the　integlation　plot　of

efflux　cur》e　at　each　concentration．　Each　point　represents　the　mean±SE．　of　thr㏄experiments．
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考察

　第H章において先ず、アフリカツメガエル卵母細胞を用いてクローン化トランスポータ

OAT－K1の薬物輸送活性について評価した。種々の薬物を用いた検討により、OAT－K1は

MTXや葉酸を認識するトランスポータであることが示唆された。これらの結果は、　OAT－

KI　mRNA由来のタンパクが卵母細胞の細胞膜に挿入されること、トランスポータとして

薬物輸送機能を有することを示すものである。

　次に2種のOAT－Kl安定発現細胞を作成し、機能解析を行った。抗血清を用いたタンパ

クレベルでの解析結果を併せて考えると、OAT－KlはLLC－PK1細胞ではネイティブなタン

パクとして側底膜に発現しており、MDCK細胞では翻雨後の修飾を受け小分子化した後、

頂高山に局在することが示唆された（TABLE　H－IV）。トランスポータの膜局在性につい

　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE皿一rv
Comparison　of　molecular　weight　and　membrane　loca亘ization　of　the　immunoreactive

　　　　OAT・K1・related　pmtein　among　mt　kidney，　LLC・OAT・Kl　cells　and

　　　　　　　　　　　　　　　MDCK・OAT・KI　cells

LLC－OAT－K　1 MDCK－OAT－Kl Rat　Kidney

Mo1㏄ular　Weight（kDa）　　　　70　　　　　　　　50　　　　　　　　40

Memb㎜e　L㏄a血ぬon　Basolateral　Membrane　Apical　Membrane　Brush－border　Membrane

てPasc㏄ら（58）は、促進拡散系型グルコーストランスポータ（GLUT－1，一2，一3，一4　and－5）を

M㏄K細胞にトランスフェクションして調べている。血vfvoでは血管側に相当する側底膜

に局在するトランスポータが、MDCK細胞においてGLUT1とGLUT2は二三膜に、　GLUT3

とGLUT5は半側膜に発現することを示している。これは、同一のファミリーに属するト

ランスポー下間にいくつかの膜局在化機構が存在する可能性を示唆するものである。一

方、腎髄質集合管の二丁膜に局在するバソプレッシン誘導性の水チャンネルAQP2をLLC－

PK1細胞にトランスフェクションした場合、プロテインキナーゼAによる刺激の後、　AQP2

は二二膜ではなく側底膜に発現することが示された（59）。この結果は、ラット及びヒトで

は管腔側に局在するタンパクが、LLC－PK1細胞では血管側に相当する側底膜に誤挿入され

ることを示している。OAT－K1の膜局在化には、　GLuTファミリーやAQp2で示唆されてい
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る個々のトランスポータに特有な膜局在化機構が存在する可能性が考えられる。一方、肝

oatp　1のように同一分子のトランスポータが、肝及び腎において局在性の異なる例も報告

されている（16）。従ってOAT－K　1の膜局在化機構は、タンパクの有するシグナルなどに依

存することも考えられるが、その組織、即ちOAT－K　1の発現する細胞に備わるプロセシン

グ過程を含む膜局在化機構に強く影響を受けると推察される。なお本章において、抗

OAT－K　1抗血清を用いて検出されたタンパクが、　LLC－PKI細胞の側底膜側及びMDCK細胞

の頂側膜側、即ちMTX取り込みの上昇が認められた膜に発現することを確認する必要が

ある。また、2種の安定発現細胞並びに腎尿細管刷子縁膜で検出されたタンパクの糖鎖付

加なども併せて解析することにより、OAT－K1の丁零付加も含めた小分子化と膜発現の関

係が明らかになると考える。さらに本研究において腎特異的なプロセシング機構の存在が

示唆された。その実体である修飾酵素の単離をはじめとした解析を展開することは、腎特

有の膜タンパク局在化機構の解明に役立つこと、この修飾機構による種々トランスポータ

の細胞膜発現過程を標的とした新分野の薬物開発に応用性の高いことが推察される。

　2種のトランスフェクタントLLC－OAT－K　1細胞並びにMDCK－OAT－K　1細胞を用いた機能解

析の結果、OAT－KI　cDNA導入によりMTX及び葉酸の取り込みが顕著に上昇した。これら

は卵母細胞発現系において得られた結果と対応するものであり、OAT－K　1がMTX並びに葉

酸を認識するトランスポ四道であることを示唆するものである。またOAT－K1を介する

MTX輸送における㎞値は2種の細胞においてそれぞれ1．0μM、2．1μMと対応するもので

あった。さらにFigure　H－20．に示すように、2種のトランスフェクタントにおけるMTX取り

込みに及ぼす種々アニオン性薬物の有する共存阻害効果は良好な相関関係を示した。これ

らの結果より、OAT－K　1タンパクは修飾、非修飾体共に類似したMTX輸送の親和性並びに

薬物感受性を有していることが明らかになった。従って、OAT－K　1タンパクの2種トランス

フェクタント間における分子量の相違点は、主としてOAT－Klの細胞膜局在に寄与するこ

と、OAT－K1のMTX輸送特性に対する影響は最小限であることが示唆された。

　以上、OAT－K1は、　LLC－PK1細胞には存在しないがラット腎及びMDCK細胞に備わる、

翻訳後の小分子化修飾過程を含む膜局在化機構によって刷子縁膜並びに頂側膜に挿入され

ることが示唆された。

　臨床においてMTXは白血病、乾癬並びにリュウマチ性関節炎など種々疾病の治療に繁

用されおり（60－62）、ヒトではその大部分が未変化体として尿中排泄されることが知られ

ている（46）。MTXの主な処理臓器が腎臓であることから、これまで種々の実験系を用いて
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Fig．　II－20．　Comparison　of　inhibitory　effects　of　se▼eml　anionic　　　　　　　on

【3H】MTX　accumulation　between　by　LLC・OAT・KI　cells　and　by　MDCK・OAT・Kl
cells．
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　　　　　　　　（％of　control）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　compounds

MTX尿中排泄機構の研究がなされており、多くの情報が蓄積されている（63－69）。これら

の解析結果からMTXは、尿細管側底膜側からその負電荷を認識する輸送系により濃縮的

な細胞内取り込みを受けること（66，70）、ウサギ単離尿細管を用いた研究においてMTXの

尿細管移行は近位尿細管のS2及びS3分節、即ち近位尿細管曲部から直部にわたる範囲で

高いことが示唆されている（65）。近位直尿細管にOAT－K　l　mRNAが最も強く検出された結

果は、OAT－K　lが尿細管分節中、　MTX濃縮活性の最も高い部位において機能していること

を示唆するものである。一方、管腔側刷子縁膜にはATP依存性及び非依存性の少なくとも

2種の輸送機構が存在し、㎜の尿細管分泌を媒介することが報告されており（64，68，69）

、MTXの腎挙動は性質の異なる多くのトランスポータによって制御されていると推察さ

れる。Bhandadら（71）らはラット腎刷子縁膜を用いてMTX：の構造的類似薬物である葉酸の

輸送機構について検討している。この結果、刷子縁膜は葉酸に対して特異的な結合と輸送

を示す2種のコンポーネントを有すること、そのKm値はそれぞれ0．67μM及び1．1μMであ

ることを報告している。OAT・K　l有機アニオントランスポータのMTXに対する㎞値は、
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LLC－OAT－K　l細胞では1．0μM、　MDCK－OAT－K1細胞では2．1μMであることから、腎刷子縁

膜における高親和性の輸送機構の一部にOAT－Klが関与することを強く示唆するものであ

る。

　また、MTXは高濃度に腎移行する薬物であるが、一部肝移行して胆汁排泄を受ける（72）

。HoneとReed（73）は都側底膜小胞を用いた検討の結果、　MTXはトランスポータ介在型の

輸送機構によって小胞内に取り込まれること、Na＋やH＋勾配非依存性であること、起電性

であること、さらに構造的に無関係なアニオン性の物質並びに葉酸誘導体によって阻害さ

れることなどを報告している。肝類洞側膜にはOAT－K　1のホモログoatp　lが発現しており、

MTXの肝組織移行を媒介すると考えられるが現時点におけるその情報は存在しない。一

方、ヒト肝有機アニオントランスポータOATPはMTXを認識しないことから（25，74）、ラッ

ト肝oa¢p　lを介するMTXの細胞内取り込み機構の存在する可能性は低いと思われる。以

上、これら肝類洞側膜における㎜輸送は、OAT－K1の有する㎜輸送特性と対応するこ

とが示されたが、OAT－K1は腎のみに発現することを考え併せると、肝類洞側膜には機能

的にOAT－K　1と類似する未知のトランスポータが発現していることが推察される。

　OAT－K　1の生理的役割を明確にするため、　MTX療法時の薬物相互作用について着目し

た。1b　yfyo組織分布実験において、大腿静脈より瞬時投与されたMTXは速やかに腎臓に分

布すること、その移行性は非標識MTX、インドメタシン及びケトプロフェンの併用によ

り顕著に低下することが示された。この結果は、臨床におけるMTXの腎クリアランス低

下に起因する、MTXの血中濃度上昇と副作用発現といった現象を一部再現するものであ

る。一方、MTXとNSAmの併用によって発現する毒性は、　MTX：の蓄積に起因する腎毒性

であることも報告されている（55，75，76）。これはNSAID併用によって腎移行するMTXの絶

対量が減少するにもかかわらず、㎜の尿細管分泌がNSA皿）によって強く阻害されてお

り、管腔側刷子縁膜におけるMTXとNSA皿）との相互作用による腎毒性発現を示唆してい

る。本研究において検討したNSA皿）（インドメタシンやケトプロフェン）はOAT－K　1を介

するMTX輸送に対して拮抗阻害を示したことから、　OAT－K　lはこの薬物相互作用の発現機

構に少なくとも一部関与することが強く示唆された。

　血yfvoにおいてMTXの体内動態の制御に関わるトランスポータ並びに結合タンパクがい

くつかクローニングまたは精製されており（77・87）、内因性物質葉酸と生体異物MTXの体

内動態について解明されつつある。TABLE　H－Vにこれら㎜または葉酸を認識する「輸

送担体」についてまとめた。特にMTXの腎挙動を制御すると考えられる種々膜タンパク

は、それぞれ数pMから数百μMというMTXに対する㎞値を有しており、全体として許容
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範囲の広いMTX輸送ネットワークを形成していることが推察される。したがって腎尿細

　　　　　　　　　　　　TABLE■一V
Comparison　of　metllotrexate　and　folate　carriers　which　recently

　　　　　　　　　doned　and　characterized

Ca㎡er＊cDNA（b）Amhlo　acid　M．W．（kDa）　Tissue＊＊ Membr㎝e㎞orKd　M
OAT－Kl

IFC－l

h］旺℃一1

hFOLT

hMtxT

M－FBP

FBPl

cMOAT

2，788

2，274

2，644

2，175

2，863

1，126

4，918

669

512

591

590

590

257

1，541

40［74】　　K

　　［58］SI，K，B，H，Li

　　【65】P＞SI＞＞Li＞K

　　【65］　　P，Li＞Ln

　　［64】　　一

40【30］KB　cells，P，B

　　30　　　K

190［173】　Li＞K，D，1

Brush－border　1．O　fbr　M口「X

2．O　fbr　Folate

O．71for　Folate

Brush－border　4．2x　lσ5　for　Folate

Cana血c皿ar　296　fbr　MTX

　＊OAT－K1，kidney　specific　organic　anion　transporter；IFC－1，mouse　mtestlnal　fblate　carriler（84）；

hlFC－1，human　intestinal　folate　carder（85）；hFOLT，　human　placental　fblate　transporter（82）；

hM甑T，　h㎜m　me血。鵬xate幡凶ner（81）；M－FBP，　rat　ren組membr㎝e　ass㏄iat的blate　b舳ng

prote血（77）；田Pl，h㎜an　bla肥bi繭ng　protein行om　KB　cells（78）；cMOAT，　rat　c舳cul訂

multi－specific　orgallic　anion　transporter（84，86）

＊＊B，brain；D，　dodenum；H，　heart；1，　ileum；K，　kidney；Li，　liver；Ln，　lung；P，　placenta；SI，　small

血電es血e

管上皮細胞の管腔側刷子縁膜に局在するOAT－Klは、主として数μMの濃度領域において

MTXの腎挙動を制御するトランスポータであることが推察された。

　これらの結果より、管腔側刷子縁膜において高親和性のMTX輸送をOAT。K　1が媒介する

こと、MTXとNSA皿）との相互作用部位としてOAT－K　1が関与することが示唆された。

　丁丁細胞並びにMDCK－OAT。K　1細胞によるMTX排出活性の発見により、OAT－K　1がラッ

ト腎刷子縁膜においてMTXの尿細管分泌を媒介するトランスポータであることが見出さ

れた。また、OAT－K　1のホモログoatp　1による肝指向型有機アニオンBSPの輸送は、　HeLa細

胞を用いた一過性発現系において取り込み及び排出の両方向性を示すことが明らかとなっ

た（23）。さらに代表的な促進拡散系トランスポ一白であるGLUTグルコーストランスポー

タファミリーは、それぞれの発現する組織において膜内外の濃度に従ったD一グルコース

輸送を示す（88，89）。OAT－K　1はこれらトランスポータなどのような促進拡散系トランス
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ポータファミリーに属するものと考えられる。

　これまでの結果から、OAT－K1有機アニオントランスポータは腎近位直尿細管の刷子縁

膜局在性であること、MTXを認識すること、促進拡散系のトランスポータファミリーに

属することが明らかになった。さらにOAT－K1によるMTX輸送が、取り込み並びに排出と

いった両方向性であることが示唆された。一方、高濃度に腎移行するMTXは、尿細管上

皮細胞内から管腔側即ち、刷子縁膜を介する外向きMTX勾配を形成すると考えられる。

OAT－K1は、その濃度勾配に従ったMTXの尿細管分泌を媒介するトランスポータであると

示された。従来、刷子縁膜のPAHを典型的な基質とする腎有機アニオン輸送系によって、

N皿Xは尿細管分泌を受けると考えられてきたが（66）、PAHを認識しない本トランスポータ

OAT－K　1がM　TXの尿細管分泌に少なくとも一部寄与していることが示唆された。この結果

は、複数のタンパクから構成される腎尿細管刷子縁膜に展開する有機アニオントランス

ポータ・ネットワークの存在を支持すると共に、構造的にOAT－K　1と相同性を示すタンパ

クを含む多くのトランスポータが、アニオン性薬物の尿中排泄に機能していることを示唆

している。

　以上、腎局在性有機アニオントランスポータOAT－Klは取り込みと排出の両方向性輸送

能を有することが明らかになった。さらにOAT－Klの生理的役割について種々の発現系を

用いて検討した結果、OAT－K　1は腎尿細管刷子縁膜において葉酸の再吸収に一部関与する

こと、MTxの尿細管分泌を媒介することが示唆された（Fig．II－21）。従ってoAT－k1は、

MTXの腎蓄積に起因する毒性の発現防御に関わるトランスポータであると考えられた。

00月正：X

LUMEN CELL BLOOD
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METABOuSM
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OU7E月
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Fig．　II－21　Typical　diagram　of　OAT・K1
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第III章　広範な基質認識を示す腎局在性有機アニオントランスポータ

　　　　OAT－K2のcDNAクローニングと構造・組織分布及び機能解析

　腎尿細管における有機アニオン分泌挙動は、生体外異物除去を司る腎臓の中心的な生理

機能であり、主として機能面に焦点を当てた膜レベルから個体レベルに至る膨大な量の解

析が進められている。尿細管の管腔側刷子縁膜及び血管側側底膜には構造的に多様な薬物

の膜輸送を媒介するトランスポータが複数発現しており、薬物の体内動態を支配する極め

て重要な生体側因子として位置付けられている（4）。第1章及び第II章で述べたように、腎

局在性の新規有機アニオントランスポータOAT－K　lは、　MTXの尿細管分泌に関与すること

が示唆された。一方、腎有機アニオン輸送系の代表的な基質とされているPAHは、　OAT－

K1によるMTX輸送に対して有意な阻害効果を有していたが、　OAT－K　lの基質として認識さ

れないことが示され、PAHをはじめとするアニオン性薬物の尿細管分泌を担う未知のトラ

ンスポータの存在することも示唆されている。従って、腎にはOAT－Kl関連タンパクを含

む多くのトランスポータが発現しており、広範なアニオン性物質の尿細管分泌を媒介して

いると考えられる（5，19）。このように尿細管有機アニオン輸送系は複数種のトランスポー

タから構成されており、腎特有の「有機アニオン輸送ネットワーク」を形成していること

が分子レベルにおいて指摘されている（19）。これら尿細管における薬物の処理機構、即ち

生体異物の解毒機構を総合的に理解するためには、さらなるトランスポータタンパクの同

定と統合による「有機アニオン輸送ネットワーク」の再構築が必要である。一方、基質特

異性の低いNonspecificまたはMu董tispecificな薬物認識能を有することが尿細管有機アニオン

輸送系の総合的特徴として知られており、クローン化トランスポータ個々の薬物認識機構

の解明・整理による種々薬物の腎動態の掌握、それに基づく医薬品の有効利用は必要不可

欠と考える。

　本章では、Multisp㏄ificな基質認識を示す尿細管有機アニオン輸送系に属するトランス

ポータの実体解明を目的として、OAT－K　1のcDNAクローニングと同時に単離された新規

cDNAを用いて検討した。得られたcDNAのコードするタンパクをOAT－K2と名付け、その

構造・組織分布・機能特性について解析を行った。
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第1節　OAT－K2　cDNAのクローニング・構造

　第1章で述べたように、肝oatp　lのアミノ酸配列を参考にdegenerative　PCRを行って得られ

たDNA断片を用い、ラット腎cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、ラットOAT－

KI　cDNAのクローニングに成功した。これと同時に、λgt22Aベクターに導入した組み替え

ファージからoatp　1及びOAT－K　1とは異なる陽性クローン（λOAT－K2）を単離した。これよ

りDNAを抽出した後、　cDNAをプラスミドベクターpSPORT1にサブクローニングし、合成

プライマーを用いジデオキシ法によって塩基配列を解析した。その結果、単離に成功した

完全長OAT－K2　cDNAはOAT－K　l及びoaΦ1とは異なる塩基配列から構成されること、遺伝子

データベースを検索した結果OAT－K2は新規のcDNAであることが分かった。

　単離されたOAT－K2　cDNAは、1，494塩基からなる翻訳領域と、5’側と3側のそれぞれ563

塩基、415塩基の非翻訳領域からなり、全長2，472塩基対から構成されることが分かった。

また、3’側非翻訳領域最下流にはpoly　Aが見出された。

　cDNAの塩基配列から推定されるOAT－K2タンパクはアミノ酸498個からなり、その分子

量は55，185であった。OAT－K2の一次構造上面徴的なコンセンサス配列が存在するか検索

したところ、cAMP依存性リン酸化部位が、211、473番目のスレオニン残基と455、477番

目のセリン残基に4ヶ所、プロテインキナーゼCによるリン酸化部位が、211、473番目の

スレオニン残基に2ヶ所存在した（8）（Fig．　m－lA）。また、　N一グリコシレーション部位

が、311、320番目のアスパラギン残基に2ヶ所存在していた。さらにOAT－K2タンパクは、

ラットOAT－K　1と91％、肝oatp　1と65％、ヒトOATPと53％、最近ラット脳より単離されたNa＋

非依存性有機アニオントランスポータoatp2と62％、ラットPGTと35％、ヒトPGTと31％の

アミノ酸同性を有しており（Fig．　m－IA）、疎水性プロット（Fig．　nI－1B）より推定される

疎水性の強いα一ヘリックス領域が8本存在することから、OAT－K2は8回膜貫通型の糖タン

パクであることが推察された。
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Fig. III-1. Comparison of the deduced amino acid sequences between 7 transporters
belong to oaip genefamily (A) and hydropathy plots (B) between rat OAT-K2 and
rat OAT-Kl. A. Conserved residues between 7 transporters are indicated by stars. Putative

membrane-spanning domains are lined over the sequence with numbers (M1 - M8), and potential N-

linked glycosilation sites(O), potential protein kinase A phosphorylation sites (A) and protein kinase

C phosphorylation sites (e) are indicated. B, Kyte and Doolittle (11) hydropathy plots with a

window of 13 amino acid residues. Numbers between plots indicate putative membrane-spanning

    .reglons.
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第2節　OAT－K2　mRNAの組織分布

　ラットOAT－K2　mRNAの組織分布たついて、ノザンプロット法及びRT－PCR法により解

析した（Fig．　m－2）。なお、すべての組織にほぼ均一に発現していることが示唆されてい

るグリセルアルデヒド3一リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）を、試料とした各組織mRNA

の陽性対照として同時検討した（82，90）。ラット各組織のpoly（A）“RNA　3腸gをホルムアミ

ド含有変性アガロースゲルにより分離後、これをナイロンメンブランにトランスファー

し、第1節で得うれたOAT－K2　cDNAをランダムプライム法によって［32P】一dCTPで標識した

ものをプローブとしてハイブリダイズするRNAを解析したところ、腎髄質及び皮質に約

2．5kbの強いバンドが検出された（Fig．2A）。またGAPDH　cDNAをプローブとして用いた

結果、すべての組織にシグナルが認められ、OAT－K2　mRNAが腎に強く発現していること

が示唆された。さらに、OAT－K2またはGAPDHに特異的なオリゴヌクレオチド・プライ

〈

Fig．　m－2．　Northern　Mot　analysis（A）and　detection　by　PCR　ampli6ca髄on（B）of

OAT・K2　and　GAPDH　mRNA　in　mt¢issues．　A，　poly（A）1ぐNA（3叫g）丘om　the　indicated

tissues　was　electrophoresed，　blotted　and　hybridized　with血e　whole　OAT－K2　cDNA＠pp8r）or

GAPDH　cDNAσow87）as　a　probe　at　high　stringency．　B，　poly（A）庶NA（1　Fg）血om　the　indicated

tissues，　of　OAT－Kl　cRNA（25　ng），　OAT－K2　cRNA（25　ng）were　leverse　t甲nscribed，　and　the　cDNA

synthesized　was　amplified　using　a　set　of　primers　specific　fbf　the　rat　OAT－K2（卿87）or　fbr　the　rat

GAPDHσow87）．　The　PCR　products　were　separated　by　e1㏄tropholesis　through　1％agarose　gels　and

stained　with　ethidium　bromide．
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マーを作成し、ラット各組織のpoly（A）＋RNA取gを逆転写することにより得られた丘rst－

stranded　DNAを鋳型としてPCRを行った結果、　OAT－K2　mRNAは他の臓器では検出されず

腎特異的に発現していることが明らかになった。一方、GAPDH　mRNAはすべての組織に

おいて検出された（Fig．2B）。

第3節　卵母細胞発現系を用いた機能解析

　1hγf加。合成したOAT－K2　mRNAまたは水を卵母細胞に注入し、18℃で1－3日間インキュ

ベートした後、薬物輸送実験に用いた。FigureJII－3．に示すようにOAT－K2の輸送基質を検

討した結果、肝oatp1の基質であるTCA、　OAT－K　1の基質であるMTX及び葉酸、　PGE2、　PAH

など構造的に多様な薬物総ての取り込みについて、対照と比較して顕著な上昇が認められ

た。
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fbr　l　hr　at　25。C　in　incubation　buf色r　containing　1μMof［3H］TCA，500　nM　of［3H］MTX，150　nM　of

【3恥1・t・・5・M・f［3H］PGE・㎝d　15戸M・f［14C］PAH，2d・y・a丘・・切ecti・n・f50・1・fw・t。，（卿

co伽〃）or　l繍ro廿ansc伽d　rat　OAT－K2　mRNA（clo5θ4　co1燃，40　ng／oocyte）．　Each　colu㎜

represents　the　mean±SE．　of　three　experiments．　Three　oocytes　were　used　fbr　each　experiment．＊P
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　さらにOAT－K2による種々アニオン性薬物の取り込み上昇が認められた卵母細胞を用い

て、TcA取り込みの濃度依存性について検討した（Fig．　III－4）。oAT－K2発現卵母細胞に

よるTCA取り込みは、共存非標識体濃度の上昇に伴って低下し、阻害定数（IC50）は10μ

Mと算出された。一方、同時に行った水注入卵母細胞のTCA取り込みに影響が認められな

かったことから、これらの結果がOAT－K2発現によることが示唆された。
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⊃
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　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　10　　　　　100　　　　1000

　　　　　　　　　　　　　　　　　　UNLABELED　TCA（μM）

Fig．　III－4．　Concentration　dependent　inhibition　of　unlabeled　TCA　on［3H】TCA　uptake

by　Xθπoμ500cytes．　Uptake　by　oocytes　was　assayed　for　30　min　at　25。C　in　incubation　buffer

containing　lμMof［3H】TCA　in　the　absebce　or　presence　of　various　concentrations　of　unlabeled　TCA

（10，100，1㎜μM），2days　after　injection　of50　nl　ofwater（○）or　l測’ro　tr㎝sch加d　rat　OAT一盟

mRNA（●，40　ng／oocyte）．　Each　colu㎜represents　the　me㎝±S．E．　of　three　experiments．　Three

oocytes　were　used　for　each　experiment．

≠

第4節　OAT－K2安定発現系を用いた機能解析

　前節の卵母細胞による機能解析の結果から、OAT－K2はTCAを始めとする多様な薬物認

識能を有するトランスポータであることが示唆された。また、65％のアミノ酸相同性を示

すOAT－K2のホモログ肝oatplはTCAを始めとする広範な基質認識能を有することが知られ

ている（25）。一方、91％の高いアミノ酸相同性を有するOAT－K1はMTXや葉酸を認識する

が、TCA、　PGE2及びPAHを輸送しないことが明らかになっている（第II章）。そこで卵母
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細胞で得られた結果の評価及びOAT－K　1の有する薬物輸送機能との比較を目的として、

OAT－K2安定発現系を作成し、機能解析を行った。なお第皿章においてOAT－K1の安定発現

細胞で得られた知見をもとに、その膜局在性がラット腎組織との対応を示したMDCK細胞

を選択し宿主細胞として用いた。

　プラスミドベクター（pSPORT　1）に挿入されているOAT－K2　cDNAを哺乳類発現ベク

ター（pBK－CMV）にサブクローニングした後、以下の実験に用いた。第n章と同様に、サ

ブクローニングしたpBK－CMV10AT－K2の5吸び3。末端の塩基配列を確認した後、リン酸カ

ルシウム共沈法によりMDCK細胞にトランスフェクションした。　Figure　m－5．に示すように

G418耐性細胞の中から［3H］TCA取り込み活性の最も高いクローンをOAT－K2安定発現細

胞、MDCK－OAT－K2として選別した。　MDCK－OAT－K2細胞よりtotal　RNAを抽出してノーザ

ンプロッティングを行い、OAT－K2　mRNAの発現を確認した。なお発現ベクターのみを導

入した細胞（MDCK－pBK）を対照として用いた。
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Fig．　m－5．　Constmction　of　rat　OAT・K2　stab塁y　transfbcted　MDCK　cells．

　次に多孔性フィルター上に培養したMDCK－OAT－K2細胞による【3丁目TCA取り込みの方向

性について解析したところ、頂三下側からの取り込みに顕著な上昇が認められた（Fig．

m－6（B））。さらに側底膜から二子膜方向並びに頂側膜から側底膜方向への［3H】TCAの系細

胞輸送を検討した結果、頂側膜から二二膜方向への輸送に上昇が認められたことから、

oAT－K2はMDcK細胞の二三膜側に発現していることが示唆された（Fig．　m－6（A））。従っ

て以降の実験は、培養皿に播種したMDCK－OAT－K2細胞による機能解析を行った。
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Fig．　III－6．　Transce1Mar　transport（A）and　intrace11uhr　accum“lation（B）of【3H】TCA

by　MDCK・OAT・K2　monolayers．　Monolayers　of　MDCK－OAT－K2（●，▲）or　MDCK－pB　K（○

，△）were　incubated　fbr　60　min　at　37℃with　250　nM［3H】TCA　added　to　either　basolateral（●，○；2

ml，　pH　7．4）or　apical（▲，△；2ml，　pH　7．4）side．　Unlabeled　incubation　medium　was　added　to　the

opposite　side（2　ml，　pH　7．4）．　Appearance　of　radioactivity　on　the　opposite　side（A）and　accumulation

（B）were　meas㎝ed．　Each脚int　or　col㎜represents　the　me㎝±S．E．　of伽e　monolayers．

　また、MDcK－oAT－K2細胞による種々アニオン性薬物の取り込み実験を行った（Fig．　HI－

7．）。PAH、インドメタシン、テストステロン、及びジゴキシンについては、　MDCK－pBK

細胞との間に差は見られなかった。一方、TCA、　MTX及びPGE2など構造的に類似性を見

ない薬物の取り込みに顕著な上昇が認められ、細胞卵母細胞で得られた結果と対応するも

のを得た。従ってOAT－K2は、　Multispeci5cな薬物認識能を有することが示唆された。

　次にMDCK－OAT－K2細胞によるTCA取り込みの濃度依存性について検討したところ、基

質の濃度上昇に伴って飽和性を示した（Fig．　IH－8．）。それぞれの濃度における取り込み量

（TOTAL＞から、非標識TCA（500μM）共存下で取り込まれた量（NONSPECIFIC）を差

し引いて特異的な取込み量（SPECIFIC）を算出した。得られた各濃度における取り込み

量をミカエリス・メンテン式に当てはめて求められたKln値は10．3μM、　Vmax値は30．1

pmoVmg　pro麓in！15　minであった。したがって本安定発現系で得られた㎞値は、卵母細胞発

現系における1μM【3H】TCA取り込みに対する非標識体の阻害定数（10μM＞とほぼ一致

するものであった。以降の実験では、TCAをOAT－K2の典型的な基質として用いた。
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Fig. III-7. Accumulation of anionic drugs by MDCK-OAT-K2 cells. MDCK-OAT-K2
(hatched column) or MDCK-pBK (open cotumn) cells grown on 35-mm culture dishes were

incubated for 60 min at 37℃ with either 250 nM [3H]TCA, O.5 pt M [3H]MTX, 2.8 nM [3H]PGE2,

15 pM ['`C]PAH, 1.5pM ['`C]indomethacin, 1.1 nM [3H]testosterone, or 62.5 nM [3H] digoxin

Accumulation of each dmg is expressed as uptake clearance. Each column represents the mean ±
S.E. of three experiments. N.D., not detected
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Fig. III-8, Concentration dependence of ['H]TCA accumulation by MDCK-OAT-K2
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specific component of TCA accumulation. Each point represents the mean:+:S.E. of three experiments.
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　2種のOAT－K2発現系においてその基質認識の多様性が示唆されたことから、　MDCK－

OAT－K2細胞による［3H］TCA取り込みに及ぼす種々アニオン性薬物の共存阻害効果について

検討を加えた（Fig．　m－9．）。薬物は総て100μM共存下で比較検討した。この結果、　BSP

及びインドメタシンが最も強い阻害効果を有していた。また、プロベネシド、㎜、フ

ロセミド、両性イオンであるキノロン系抗菌剤レボフロキサシンも強い阻害効果を有して

いた。さらにDms、　PAH及びベンジルペニシリンも弱い阻害効果を有していた。一一方、

バルプロ酸は、有意な阻害効果を有していなかった。
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Fig．　III－9．　Ef艶ct　of　various　anionic　drugs　on【3H】TCA　accumulation　by　MI）CK・OAT・

K2　cells．　rH】TCA　accumula丘on　by　MDCK－OAT－K2　cells（250　nM；2ml，　pH　7．4）was　measured

飴r15　min　at　37℃．　Data　are　expressed　as％of　co甜ol　v紐ue．　Each　colu㎜represents　the　me㎝±

S．E　of　three　monolayers．＊，p＜0．05；＊＊，ρ＜0．001，significant　diffbrences丘om　contro1．

　次に胆汁酸誘導体の一つにTCAは含まれることから、　MDCK－OAT－K2細胞による

［3H】TCA取り込みに及ぼす種々胆汁酸誘導体の共存阻害効果について検討を加えた（Fig．

HI－10．）。薬物は総て100μM共存下で比較検討した。この結果、用いた総ての胆汁酸誘

導体は強い阻害効果を有していることが明らかになった。

　さらにTCAの構造的特徴であるステロイド骨格に着目し、　MDCK－OAT－K2細胞による
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Fig．　III－10．　Effect　of▼arious　bile　acid　ana艮ogues　on　r田TCA　accumulation　by

MI）CK・OAT・K2　ce1崖s．［3H］TCA　accumulation　by　MDCK－OAT－K2　cells（250　nM；2ml，　pH

7．4）was　measured　for　15　min　at　37℃．　Data礎e　expressed　as％of　con紅ol曲e．　Each　colu㎜

represents　the　mean±S．E．　of　three　monolayers．＊＊，　p＜0．001，　significant　differences　from　control．

N．D．，　not　detected

【3H】TCA取り込みに及ぼす種々の強心配糖体並びにステロイドホルモンや薬物の共存阻害

効果について検討を加えた（Fig．　IH－11．）。薬物は総てlooμM共存下で比較検討した。

この結果、MDCK－OAT－K2細胞による［3H】TCA取り込みに対してジゴキシンやウアベイン

は強い阻害効果を有していること、その他のステロイドは総て顕著な阻害効果を有してい

ることが明らかになった。

　第2章で述べたようにOAT－K1は。訓plをはじめとするNa＋非依存性のトランスポータファ

ミリーに属することを明らかにした。そこでOAT－K2を介するTCA輸送のイオン依存性を

調べるため、細胞外Na＋、　Crイオンの影響について検討した（TABLE　HH）。MDCK－pBK

細胞及びMDCK－OAT－K2細胞による【3H】TCA取り込みは、何れの条件下においても増加傾

向を示したが有意な変化は認められなかった。したがって、OAT－K2はOAT－K1やoalp1な

どのNa＋非依存性有機アニオントランスポ耐量ファミリーに属することが示唆された。
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Fig. III-11. EfTbct of various steroids on ['H]TCA accumulation by MDCK-OAT-K2

cells. [3H]TCA accumulation by MDCK-OAT-K2 cells (250 nM; 2 mi, pH 7.4) was measured for

15 min at 37℃. Data are expressed as % of control value. Each column represents the mean ± S.E.

of three monolayers. **, p < O.oo1, significant differences from control. N.D., not detected

                       TABLE M-I
       Effect of Na' and C]" depletion on [3H]TCA accllmulation by

                   MDCK-OAT-K2 cel}s
moCK-OAT-K2 cells were preincubated at 370C for 15 min in either normal, Na'-free, or Cl--free

medium and incubated at 370C for 5 min with 250 nM [3H]TCA (2 ml, pH 7.4). Each value

represents the mean ± S.E. of three experiments.

Treatment [3H]TCA accumulation

MDCK-pBK MDCK-OAT-K2

ftnoVmg protein/5 min

Control

Na'-ftee

Cl'-ftee

459.5 ± 20.9

482.3 ± 27.4

553.3 ± 28.6

597.1 ± 31.3

610.3± 2.7

684.4 ± 31.6

Each value represents the mean ± S.E. o three expenments.
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考察

　第m章では、OAT－K　I　cDNAと共に単離されたOAT－K1関連cDNAを用いて解析を行っ

た。このcDNAの翻訳領域には、構造上多様なアニオン性薬物の腎挙動に関与する新規有

機アニオントランスポータのOAT－K2がコードされていた。塩基配列を解読した結果、

OAT－K2はOAT－K1及びoatp　lをはじめとするoa｛p遺伝子ファミリーに属する新規cDNAであ

ることが分かった。またTABLE　m－IIに示すように、アミノ酸配列の一次構造において

OAT－K2は他のoa｛μ遺伝子ファミリーに属するトランスポータと相同性を有すること、特

にOAT－K1とは高い相同性を示すことが分かった。

　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE　m－H
Percentages　of　amino　acid　homoiogies　between　the　transporters　belong　to

　　　　　　　　　　　　　　o仰gene　family

OAT－K　1 OAT－K2 oa奪P　1 OATP oatp2 rPGT

OAT－K2

0aΦ1

0ATP

oaΦ2

rPGT

hPGT

91

72

65

76

35

39

65

53

62

31

31

67

76

40

40

71

39

40

39

40 82

Aわわr8v∫α∫∫oη3：0AT－Kl，　kidney　specific　organic　anion　transporter　1（Fig．1－1），　oatp　1，　rat　liver

organic　anion　transporting　polypeptide　l（6）；OATP，　human　liver　organic　anion　transporting

polypeptide（74）；oatp2，　rat　brain　organic　anion　transporting　polypeptide　2（91）；rPGT，　rat

prostaglandhl　transporter（10）；hPGT　human　prostaglandin　transporter（92）

　第1章で述べたようにOAT－K　lは翻訳後の修飾過程により約40　kDaの分子量を有するタ

ンパクとして刷子縁膜に発現することが示唆された。一方、抗OAT－K1抗血清作成時に合

成した抗原ペプチドのアミノ酸配列はOAT－K1（Thr651－Leu665）及びOAT－K2（Thr480－

Leu494＞間において同一であったことから、第1章のFig．1－6．で検出されたOAT－K　1タンパ

クに相当するシグナルは、OAT－K1及びOAT－K2の両方に由来することが示唆された。した

がってOAT－K2タンパクはOAT－K1と同様、腎尿細管刷子縁膜局在性のトランスポータであ

るこ1とが推察された。またFig．　HI－6．で明らかになったように、多孔性フィルター上に培養
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したMDCK－OAT－K2細胞を用いた検討から、　OAT－K2はMDCK細胞の頂側膜側すなわち尿

細管の管腔側刷子縁膜に発現することが示唆された。この結果は、抗OAT－Kl抗血清を用

いて得られたシグナルに含まれると考えられるOAT・K2タンパクの発現と対応するもので

ある。一方、検出されたタンパクの分子量は約40kDaであり、OAT－K2の推定分子量約55

kDaよりも小さいことから、　OAT－K2はOAT－K　1と同様の翻訳後修飾過程により低分子化し

ていることが推察された。またFig．　III－12に示すように抗oAT－K　1抗血清によって検出され

た約40kDaのタンパクに相当するアミノ酸配列は、両トランスポータ間において極めて高

い相同性を示している。今後、OAT－Klと比較的低い相同性を示すOAT－K2の推定第2及び

第3膜貫通部位（OAT－K　1の推定第6及び第7膜貫通部位に相当）に挟まれる細胞内ループを

標的とした抗体を作成することにより、OAT－K　1及びOAT－K2個々の膜局在を含めたタンパ

クレベルにおける解析が進行すると考えられる。また、OAT－K1の翻訳後小分子化修飾過

程により切断され、現有の抗血清では検出できなかったN末端側分子の追跡及び解析に

よって、OAT－K1並びにOAT－K2の尿細管刷子縁膜上における分子構造が解明されると考え

る。さらに第1章で述べたように、肝oatplは腎において翻訳後の修飾過程を受け低分子化

した後刷子縁膜に発現することが知られている（16）。これらoa｛p遺伝子ファミリーに属す

る3種のトランスポ一面が腎近位尿細管において受ける翻訳後の修飾過程及び膜局在化機

構は、生体必須物質の再吸収並びに異物排泄といった腎特有の生理機能の研究・展開に新

047』κ7

H2N

Fig．　III－12．　Predicted　membrane　topologies　of　OAT・Kl　and　OAT・K2．　Closed　circles

represent　an　anhno　acid　residue　that　corresponds　to　an　identical　residue　each　other。　Open　circles

蹟eppesent　either　amino　acids　not　conserved　between　OAT－K　l　and　OAT－K2．
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しい視点を与えるものと考える。

　以上、本章においてクローン化に成功した新規有機アニオントランスポータOAT－K2は

腎局在性であることが明らかになった。またOAT－K2がOAT－K　lと同様の翻訳後低分子化修

飾過程を経て管腔側刷子縁膜に発現することが推察された。

　アフリカツメガエル卵母細胞及びMDCK．OAT－K2細胞を用いた機能解析の結果は、　OAT－

K2がMultispecificな基質認識を示すトランスポータであることを示唆するものである。一

方、OAT－K2　mRNA注入卵母細胞で認められたPAH取り込みの上昇は、　MDCK－OAT－K2細

胞では観察されなかった。この要因として、両発現直間における膜発現型OAT－K2の分子

数の違い、OAT－K2の発現するそれぞれの膜環境によるOAT－K2分子の輸送活性の違いなど

が考えられるが現在不明である。少なくともTCA、　MTX及びPGE2をOAT－K2が認識するこ

とは、両発現系により対応する結果として示された。さらにMDCK－OAT－K2細胞による

TCA取り込みに及ぼす種々アニオン性薬物の示した共存阻害効果は、　OAT－K2が；構造的に

多様な薬物を認識すること、さらにステロイド骨格を有する薬物の認識能が高いことなど

OAT－K2の基質認識機構解明に役立つ情報を与えるものである。一方、　OAT－K2に対する強

い阻害効果を示した薬物の中には、テストステロンやインドメタシンなどOAT－K2の輸送

基質として認識されないものが含まれており、OAT－K2の薬物認識部位と輸送経路との間

には、異なる性質が存在することが推察された。

　TCAをはじめとする胆汁酸誘導体にはデオキシコール酸やグリココール酸などほぼ完全

に再吸収されるもの及びそのグルクロン酸並びに硫酸抱合体のように尿細管分泌を受ける

ものとに大別される（93－97）。Wilsonら（27）の膜小胞系による検討から、腎尿細管刷子縁膜

にはTCAなど胆汁酸輸送機構が存在すること、　Na＋一依存性及び一非依存性の少なくとも2種

の輸送機構が存在することが示された。近年、ラット肝由来Na＋依存性胆汁酸トランス

ポータNtcp（98，99）並びにラット及びハムスターの回腸由来Na＋依存性胆汁酸トランスポー

タISBT（or　ASBT）のcDNAがクローニングされ、胆汁酸の腸肝循環に関する分子的解明

が進展している（100－102）。またISBTの組織分布を調べた結果、　mRNAレベルにおいて回

腸〉盲腸〉腎臓に発現していることが報告されている（101）。従って腎刷子縁膜における

Na＋依存性胆汁酸輸送機構は主としてISBTが寄与すると推察されている（101）。一方、　Na＋

非依存性の胆汁酸輸送機構については今日まで不明であった。本トランスポ山止OAT－K2

はNa＋非依存性のTCA輸送を示したことから、一部の胆汁酸の再吸収または抱合胆汁酸の

尿細管分泌に関与することが推察される。
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　OAT－K2はTCAやMTXの他にPGE2も輸送基質として認識することが示された。この結果

は、OAT－K2がPGE2をはじめとするオータコイドの腎動態に関わるトランスポータである

ことを示唆している。腎髄質乳頭部に存在する介在細胞において生合成されるPGE2は、

血中へ分泌され集合管などに存在するEPレセプター群に相互作用した後（103，104）、最終

的に尿細管上皮細胞より尿中排泄されることが知られている（105）。この最終的なPGB2の

尿細管分泌にOAT－K2が関与することが推察される。また薬物として静注されたPGE2は24

時間以内に投与量の約60％が尿中排泄されること、ラット加vfyoにおける検討からPGE2の

尿中排泄はプロベネシドなど腎有機アニオン輸送系の代表的な阻害剤と強く相互作用する

ことも報告されており（33）、近位直下細管におけるPGE2の分泌機構に対するOAT－K2の関

わりに興味がもたれる。一方、Kanaiら（10）によってPGTプロスタグランジントランスポー

タのmRNAは腎乳頭部に強く発現していることが示されたが、　PGTの膜局在を含めた三内

分布については現在不明である。したがってPGTの媒介するPGE2輸送は、介在細胞から

腎血管系への放出であるのか、または尿細管分泌を反映しているのかというその生理的役

割については未解決である。最近、近位尿細管の側底膜型有機アニオントランスポータ（

OAT－l　or　ROAT　1）のcDNAがクローニングされ、アニオン性薬物の腎移行性に関する分子

的解明が進みつつある（106－108）。OAT－1はPGE2を輸送基質として認識することから、

PGE2の尿細管上皮細胞を介する方向選択的な分泌機構には、側底膜側のOAT－1並びに刷子

縁膜のOAT－K2が関与することが推察される（106）。

　本トランスポータOAT－K2の生理的役割について、これまでの薬物輸送研究で得られた

TCAなどの胆汁酸並びにPGE2の腎挙動に対するOAT－K2の関与も含めて述べてきたが、現

在OAT－K2の生理的役割については不明の点が残っている。今後OAT－K2の主たる機能を見

出し、薬物治療における合理的な投与設計の構築並びに新規薬物創造のための情報を提供

することは、急務な研究課題と考える。

　TABLE　m－mに本章で得られた結果をまとめ、　oAT－K1とoAT－K2の比較を行った。第H

章でも述べたように、OAT－K2と高いアミノ酸相同性を示すホモログOAT－K　1は、　OAT－K2

と同様MTXや葉酸を認識するが、　TCA、　PGE2及びPAHを認識しなかった。さらに取り込

み並びに排出の両方向性輸送能を有する促進拡散系のトランスポータであることが示唆さ

れた。MDCK－OAT－K2細胞を用いたTCA輸送の解析結果から、　OAT－K2はOAT－K　lのように

促進拡散系のトランスポータであることが示唆されたが、排出方向の輸送機能については
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　　　　　　TABLE　m－m
Comparison　of　OAT・KI　with　OAT・K2

OAT・K1 OAT・K2
cD1＞A

配RIVA

5舩。魏眉ε

　Alnino　aρid　residue

　Mo1㏄ular　weight

　（Predicted）

　Homology　with　OAT－K1

77∬μ84’5∫r∫わん∫∫0η

LoOα1’孤∫ゴ0π

F〃んだ。π

1∂η4｛ψθη48πcθ

∫ぬの田圃伽ε5

2，788bp

2．8kb

　669

40kDa
（74kDa）

Kidney（Proximal　straight　tubule）

Brush－border　membrane

Na＋，　Cr　independent

Metho㏄xate
Folate

2，472bp

2．5kb

498

　　　　　（55kDa）

　　　　　　91％

Kidney（Medulla＞Co質ex）

Brush－border　membrane

Na“，　Cr　independent

Metho㏄xate
Folate

Taur㏄holate

Proslaglandin　E2

ρ一AlninohipPurate

現在不明である。今後OAT－K2の薬物認識機構並びに輸送特性について詳細な解析が進む

ことにより、OAT－K2の生理的役割が明らかになると考えられる。さらにOAT－K1との構造

的・機能的な比較解析を推進することによって、腎におけるOAT－Kトランスポータファミ

リーの生理機能が見出されるものと考える。

　以上、本章においてクローニングした新規腎局在性有機アニオントランスポータOAT－

K2の、構造・組織分布・薬物輸送機能について解析し、その生理的役割について考察し

た。その結果、OAT－K2はOAT－K　1と共に腎特有の有機アニオン輸送ネットワークに属する

こと、アニオン性薬物など異物除去に関わるトランスポータであることが推察された。
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結　論

　以上著者は三章にわたり、腎腎局在性有機アニオントランスポータOAT－Kl及びOAT－K2

の構造と機能に関する研究を行い、以下のような結論を得た。

第1章　ラット腎局在性有機アニオントランスポータOAT－K1のcDNAクローニング

　　　　と構造・組織分布・細胞膜発現

　腎指向型アニオン性薬物の尿中排泄挙動を分子的に解明することを目的として、

腎特異的な有機アニオントランスポ目詰のcDNAクローニングを試みた。ラット肝

oatp1のアミノ酸配列を参考にdegenerative　PCRを行ったところ、　oatp1と相同性を示す

PCR断片を得た。これを用いてラット腎cDNAライブラリーをスクリーニングした結

果、翻訳領域にはoatp　1と72％のアミノ酸相同性を示す新規有機ア眼痛ントランス

ポータOAT－K1をコードする完全長cDNAが単離された。ノーザンプロッティング及

び単離ネフロン分節を用いたPCR解析によって、　OAT－K　I　mRNAは腎のみに発現して

おり、特に尿細管分節の近位導尿細管に強く発現していた。また、特異抗体を作成

してウエスタンプロッティングを行ったところ、OAT－K1タンパクはmRNAと同様腎

のみに発現すること、管腔側刷子縁膜に局在することが明らかになった。なお検出

されたOAT－K　lタンパクの分子量は約40kDaであり、その一次構造から推定される約

74kDaよりも小さく、OAT－K1が細胞内で修飾を受けることが示唆された。

第n：章　OAT－K1の機能

　得られたOAT－K　1の機能について、その膜局在化機構及び生理的役割も含めて検討

した。先ず借覧細胞発現系を用い、種々のアニオン性薬物を用いて輸送実験を行っ

たところ、MTX及び葉酸の顕著な取り込み上昇が認められた。次にブタ腎由来培養

細胞LLC－PKIを用い構築したOAT－K　l安定発現系は、卵母細胞発現系と同様にMTX

を特異的に輸送すること、この輸送は細胞外Na＋、　crに非依存性であることが示され

た。また機能解析の結果から、OAT－K　1はLLC－PK1細胞の側底膜に発現することが示

唆された。さらに特異抗体を用いた解析より、OAT－K　1は、その推定分子量に対応す

る約70KDaのタンパクとして発現することが確認された。一方、イヌ腎由来上皮細

胞MDCKを用いてOAT－Kl発現細胞を作成したところ、　OAT－K　1は約50kDaの小分子型

として発現していること、機能解析より頂側下側に発現することが示された。そこ
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で2種のOAT－K1安定発現細胞によるMTX輸送について比較したところ、修飾、非修

飾OAT－K1は、共に類似したMTX輸送の親和性並びに薬物感受性を有していること

が分かった。従って、翻訳後の低分子化修飾過程は、OAT－K　1の膜局在性に強く影響

することが示唆された。これらの結果からOAT－K1は、　LLC－PKI細胞には存在しない

がラット腎及びMDCK細胞に備わる翻訳後修飾機構によって小分子化された後、頂

側管側に発現することが推察された。

　また、MTX療法における相互作用として、　NSAIDを併用した場合血中MTX濃度が

上昇し、重篤な副作用の発現した症例が報告されている。そこでOAT－K1を介した

MTX輸送に対するNSAIDの影響について、薬物相互作用の機構解明の観点から検討

したところ、OAT－Klを介したMTX輸送に対して種：々NSAmは強い阻害効果を有す

ること、インドメタシン及びケトプロフェンは拮抗阻害を示し、Ki値はそれぞれLo

mM、1．9　mMであることが明らかになった。従って、　MTX：とNSAIDとの相互作用発

現に少なくとも一部OAT－K1の関与することが示唆された。

　そこでOAT－K　1を介するMTX輸送の方向性について解析したところ、　OAT－K　l発現

卵母細胞並びにMDCK－OAT－K　1細胞において、速やかなMTX排出活性が観察され

た。従ってOAT－K　1は、　MTXの細胞内蓄積に起因する毒性発現の防御に寄与するト

ランスポータであることが推察された。

第IH章　広範な基質認識を示す腎局在性有機アニオントランスポータOAT－K2の

　　　　cDNAクローニングと構造・組織分布及び機能解析

　腎には、OAT－K1の類縁タンパクを含む未知の有機アニオントランスポータ群が

発現しており、広範なアニオン性薬物の腎移行並びに尿細管分泌のネットワークを

形成していると考えられる。そこでOAT－K　1のcDNAと共に単離されたOAT－K2につい

て構造・組織分布・機能解析を行った。その結果、OAT－K2はOAT－K　1と91％のアミ

ノ気相同性を示すこと、OAT－K2　mRNAはOAT－K1と同様腎のみに発現することが示

された。卵母細胞及び安定発現細胞MDCK－OAT－K2を用いて機能解析したところ、

OAT－K2はTCA、　MTX、　PGE2など広範な基質認識特性を有するNa＋非依存性の有機ア

ニオントランスポータであることが示唆された。またOAT－K2によるTCA取り込み

は、多様な構造のアニオン性薬物や種々の胆汁酸誘導体、ステロイドホルモン、強

心配糖体の共存によって強く阻害された。従って、OAT－K2は構造的に多様な薬物の

尿中排泄に関わるトランスポータであることが推察された。
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　以上、著者は2種の腎局在性有機アニオントランスポータOAT－K　1及びOAT－K2の

cDNAクローニングに初めて成功し、その全塩基配列とそれから推定される一次構造

を明らかにした。さらに各々の生理的並びに薬物動態的役割について新知見を得

た。本研究成果は、腎特有の有機アニオン輸送ネットワークを理解するための重要

な基礎的知見であると共に、薬物の有効性・安全性の確保を目的とした合理的な投

与設計構築にも有用な情報になると考える。
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311,ea(JDgK

tikrs

Du n New En land Nuclear

[3H]methotrexate (1,417.1 GBq/mmol), [3H]taurocholate (74.0 GBq/mmol), p-[glycyl-'`

C]aminohippurate (1.6 GBq/mmol), [14,15,19,20-3H]leukotriene C4 (5,180.0 GBq/mmol), D-

['`C]mannitol (2.0 GBq/mmol), ['`C]tetraethylammonium (124.8 rvfl3q/ml), ['`C]indomethacin (825.1

MBq/ml), [1,2,6,7-3H]testosterone (3,222.7 GBq/mmol), [3H(G)]digoxin (592 GBq/mmol),

D-[1-3H]mannitol (728.9 GBqlmmol)

[5,6,8,1 1,12,14,15(n)-3H]prostaglandin E2 (6.70 TBq/mmol), [3',5',7,9-3H]fblate (1.52 TBq

immol), [3H]methotrexate (285.0 GBq/mniol)

Moravek Biochemical

[3',5',7,9-3H]folate (1,232.1 GBq/mmol)

sigwiJ;

probenecid, DIDS, canrenoate, ouabain, taurochenodeoxycholate

2E[LrcikEge;Sk

methotrexate, folate, valproate, indomethacin, ketoprofen, ibuprofen, flufenamate, phenylbutazone,

dexamethasone, N-methyl-D-glucamine

  fu5 VXe
sulfobromophthalein, taurocholate, p･-aminohippurate, furosemide, NaN3, 2-deoxy-D-glucose,

digoxin, testosterone, predonisolone, spironolactone, estriol, benzylpenicillin, glycocholate,

deoxycholate, taurodeoxycholate, glycochenodeoxycholate, ursodeoxycholate, 17- P -estradiol

? di fiIl o st ec Vl iti eqtFl tw p"n eM v > k.
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第1章　実験の部

【1】　OAT－K　l　cDNAのクローニング

1－1．po汐（：A♪＋R1＞：Aの調製

　腎皮質総RNAはChigwinら（109）の方法に従い、　Wistar系雄性ラット（220－240　g）より抽

出した。さらにオリゴdT一セルロース（Collaborative　Resealch社）を用い、　poly（A）＋RNAを調

製した（110）。

1－2．　RT－PCR

　1μgのpoly（A）＋RNAを鋳型としてavian　myeloblastoma　virus逆転写酵素（B㏄㎞nger

Mannheim社）を用い、∬rst－stranded　cDNAを合成した。得られたfirst－stranded　cDNAを鋳型

として、センス・プライマー（OATKS）及びアンチセンス・プライマー（OATKA）を用

いてPCRを行った。　PCRは、10mM　Tris－HCI（pH　8．3）、50　mM　KCI、0．Ol％geratin、1．5　mM

MgC12、200μMdNTPの溶液に2種類のプライマーをそれぞれ2．5μM、調製first－stranded

cDNA全量と、2．5　unitsのTaq　DNA　polymemse（宝酒造）を添加して100μ1の系で反応を

行った。PCRの反応は、　Programmed　Tempcontrol　System（Astec社）を用い、変性（94℃，1

分目、アニーリング（50℃，1分）、伸長反応（72℃，2分）を1サイクルとして30サイクル

繰り返した。

1－3．　塩基配列決定

　得られたPCR断片（約270bp）を制限酵素Ebo、R　1及びBam　H1で切断し、予めEcoR　1及び

Bam別で切断したプラスミドベクターpSPORT　I（Lifb　Tec㎞010gies社）にサブクローニン

グした。サブクローン化したcDNAの塩基配列はdideoxy　chain－te㎜ination法（111）に従い、ベ

クター・プライマーあるいは合成オリゴヌクレオチドをプライマーとして、修飾T7　DNAポ

リメラーゼのシークエンスキット（Sequenase　Version　2．O　DNA　Sequencing　Kit，　United　States

Bi㏄hemical社）を用いて行った。

1－4．スクリーニング

　ラット腎poly（A）“RNAは1－1．に準じて調製した。続いて1μ9のpoly（A）＋RNAを鋳型として

オリゴdTプライマーを用い、　first－stranded　cDNAを合成した。　cDNAライブラリー（λgt22A
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）は、cDNAライブラリー合成キット（Superscript　cDNA　syn血esis　kit，　Life　T㏄㎞ologies社）

を利用して作成した。大腸菌Y1090に感染させた組み替えファージをLBプレート（φ150

mm）に一枚あたり105個のプラークができるようにまき、37℃でインキュベートして生じ

たプラークをニトロセルロース膜（Schleicher＆Schaell，ピーエム機器社）に移し取る。1－

3．で塩基配列を決定したcDNAをランダムプライム法（llO）により［α一32P］dCTP（3，000

Ci！mmol，　Amersham社）で標識し、これとニトロセルロース膜とをハイブリダイズさせ

た。プレハイブリダイゼーション（3時間）とハイブリダイゼーション（16時間）は42℃

で、30％フォルムアミド、5xSSPE（20　x　SSPE；3M　NaCl，0．2M　NaH2PO4，0．02M　EDTA，

pH　7．4）、5xDenhardt’s　solution、0．2％SDS、25μg！ml変性サケ精子DNAを含む溶液中で

行った。その後2品目SC（20　x　SSC；3M　NaCl，0．3M　Na3　citrate）、0．1％SDSで室温5分、10

分、15分の計3回の洗浄を行って非特異必用イブリダイゼーションによるバックグラウン

ドを除いた後、X線フィルム（Fuji　RX　film，富士写真フイルム社）を用いて一70℃で一晩感

光させた。得られた陽性ファージは、キャピラリーでプラークをpick－upし二次スクリーニ

ングを行い最終的に単一のクローン（OAT－K　1）とした。単離したcDNAは制限酵素Nb’1及

び5al　Iにより切断し、予めN∂’1及び5a11処理したpSORT　1ベクターにサブクローニングし

て以降の実験に用いた。

【2】　OAT－KI　mRNAの組織分布

2－1．ノーザンプロッティング

　1－1．に準じてラット各組織から調製したpoly（A）喰NA各2．5μgをフォルムアミド含有変性

アガロースゲル（1％）電気泳動によって分離し、これをナイロン膜にトランスファーし

た。全長OAT－KI　cDNAをランダムプライム法（110）により［α一32P］dCTP（3，㎜Cilmmol，

Amersham社）で標識し、これとナイロン膜とをハイブリダイズさせた。プレハイブリダ

イゼーション（3時間）とハイブリダイゼーション（16時間）は42℃で、50％（Hf帥

8㎞81eη（ッ）または30％（Low　5厘η8・eη（⊇y）フォルムアミド、5xSSPE、5xDenhardt’s

solution、0．2％SDS、25μg！ml変性サケ精子DNAを含む溶液中で行った。洗浄以降につい

ては、1－4．と同じ条件で行った。

2。2．OA　7LKI　mR凡4の1ηγf正m転．写

　制限酵素1＞bd処理によって直鎖状にしたpSPORT　I10AT－Klを鋳型として、5℃ap（Cap
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analog，　STRATAGENE社）存在下T7　RNA　polymerase（Promega社）を用いて合成した。合

成したmRNAは2－1．に準じて変性アガロースゲルで分離後、エチジウムプロミドで染色さ

れたバンドの大きさを確認して以降の実験に用いた。

2－3．R7LPCRζラッみ各紐織における0盛丁一Kl　mRN：Aの分布♪

　1－1．に準じてラット各組織から調製したpoly（A）＋RNA各1μg並びに2－2．で合成したoAT－

Kl　mRNA　50　ngを用いて、1－2。に準じてRT－PCRを行った。なおPCRに用いたプライマーは

以下の通りである。

　　for　rat　oaq）

　　　　　sense　s廿and：　　5’一GAAGCTGGAAACAATCAGAA－3’（bases　60　to　79）

　　　　　antisense　st㎜d：5㌦GGAAGGGAAGTGTGCATTCT1－3’（bases　2134　to　2153）

　　fbr　rat　OAT－Kl

　　　　　sense　strand：　　5’一GAGACATCATTAAGGAGTCA－3量（bases－30　to－11）

　　　　　antisense　strand：5LACACAAGGCAGTAGAAAAGT－3’（bases　2013to　2032）

PCRの反応は100μ1の系で行い、変性（94℃，1分）、アニーリング（55℃，1分）、伸長反

応（72℃，25分）を1サイクルとして30サイクル繰り返した。

2－4．　ラット腎尿紐1面分筋の．単離

　ラット腎尿細管各分節の単離はNonoguchiら（12）の方法に従った。　SPF－SD系雄性ラット

（4－5週齢、80－100g）をベントバルビタール麻酔下（50　mg！kg，　Nembutal，　Abb侃

Laboratories社）、開腹し左腎を露出させる。下大動脈の左腎動脈分岐点直前頭部側にて結

紮する。下大動静脈を左右分岐点直前頭部側にて結紮し、左腎動脈直下尾部側において血

管に小孔を開ける。続いてその小包よりポリエチレン医療用チューブ（PE－50，　B㏄ton

Dickhlson社）を挿入し、10ml容量のシリンジを用いて過加圧にならないようにA液（130

mM　NaCl，5mM　KCI，　l　mM　NaH2PO4，1mM　MgSO4，　l　mM　Ca　lactate，2mM　Na　acetate，5．5　mM

D－glucose，10　mM　HEPES，　pH　7．4）10mlで左翼を前古流する。灌流腎に欝血等がないこと

を確認した後、B液（1　mg価l　collagenage（type　I，　Sigma社），1mglml　BSA（Sigma社），10

mM　VRC（Life　Technologies社）含有A液）10mlで灌流し、すばやく摘出する。腎皮質から

髄質にわたる角度で切断して厚さ1～1．5㎜の腎切片を作る。得られた腎切片を100％02

を用いて酸素化しながらB湖中で37℃、30分間の振塗後、氷冷A液で腎切片を洗浄し、シ

リコナイズした鋭利な針を用いて以下の尿細管各分節をそれぞれの構造的特徴を基に顕微
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鏡で観察しながら分離する。

　　表層ネフロン；　　糸球体、近位曲尿細管、近位直尿細管、髄質ヘンレ太い上行

　　　　　　　　　　　　脚、皮質ヘンレ太い上行脚、皮質集合管、髄質外層集合管、髄

　　　　　　　　　　　　質内層集合管

　　傍髄質ネフロン；　近位直尿細管、近位直尿細管終末部（S3）

単離した各分節を糸球体は5個、その他の尿細管は2mmを1サンプルとしてA2液（1．7％

Rnase　inhibitor（Boe㎞nger　Mannheim社），5mM　DTr（Promega社）含有A液）10μ1入りの

RT－PCR用チューブに移し4℃、15，000回転で5分間遠心した後、その上清を取り除きOAT－

KI　mRNAの検出に用いた。

2－5．R7LPCR‘α4　T－Kl　mR1＞2：4の腎尿細管：内分布♪

　2－4で得られた各尿細管分節を各チューブあたり3．5μ1の可溶化液（0．2％Triton　X－100（

Sigma社），1U！μlRnase　inhibitor，5mM　DTr）を加える。　RT－PCRは1－2．に準じて行った。

なおPCRに用いたプライマーは以下の通りである。

　　　　sense　strand：　　5LGTAGACACAGGGTCTGTGAATACA－3’（bases　664　to　687）

　　　　antisense　strand：5「一AAGGTACTGCAGCTTGTTGGTGCA－3’（bases　1516to　1539）

PCRの反応は100μ1の系で行い、変性（94℃，1分）、アニーリング（55℃，1分）、伸長反

応（72℃，1．5分）を1サイクルとして30サイクル繰り返した。

2－6．PCR産物の解折

　2－5．で得られたPCR産物を2％アガロースゲルで分離後、エチジウムプロミド染色により

検出した。さらにSambrookら（110）の方法に従い分離したPCR産物をナイロン膜（Hybond－

N＋，Amersham社）にトランスファーした。　OAT－K　l　cDNA全長を鋳型とした【α一32P】dCTP標

識プローブの合成とそれに続くハイブリダイゼーション以降については1－4．と同じ条件で

行った。

【3】OAT－Klタンパクの組織分布及び膜局在

3－1．ペプチドの合成とコンジュグーハ作成

　OAT－Klのアミノ酸配列を基に、　C末端側のペプチド（H2N－TDVHRNPKFKNDGEL－

COOH）をN末端側をシステインとして作成した（ペプチド研）。続いてヘモシアニン（

keyhole　l㎞pet　hem㏄yanin（Calbi㏄hem－Be㎞ng社））を用い、このペプチドとのコンジュ
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ゲートを作成した。アミノ酸組成に基づく分析の結果、ヘモシアニン1mgあたり150－163

molのペプチドが含まれていることが分かった。コンジュゲートは1mlずつ10本に分注し

凍結保存した。

3－2．免疫

　コンジュゲートはFreund完全アジュバント（Difbo社）を用いて均一なエマルジョンを

作った。雄性ニュージーランド白色家兎（2．5kg）の前免疫血清を採取後、1mg1羽の割合

で2週間間隔で免疫した。各免疫時に採血し、ELISA法により抗体価の解析を行った。最

終的に充分な抗体価が得られた後、全採血して抗血清として凍結保存した。

3－3．ポリアクリルアミドグル電気泳動‘3D5－PAGE♪

　Laemmli（112）の方法に従い行った。分子量マーカーには、　Rahlbow四colored　protein

molecular　weight　m訂kers［myosin（220，㎜），　phosphoψse　b（97，400），　BSA（66，㎜），　ov田bumin

（46，000），carbonic　anhydrase（30，000），　trypsin　inhibitor（21，500），　lysozyme（14，300）］（Amersham

社）を使用した。

3－4．抗体の精製

　抗体の精製はSabolicら（13）の方法に準じて行った。2－7．で合成した抗原ペプチドを15％

SDS－PAGEで分離後、200　mA定電流下で30分間PVDF膜（lmmobilon，　Millipore社）にsemi－

dry　electroblo眈ingにより電気的にトランスファーした。抗原ペプチドの位置確認をした

後、切り取り、0．1％Tween　20含有トリス緩衝生理食塩水（TBS－T；20　mM　Tris－HCI，137

mM　NaCl，0．1％Tween　20，　pH　7．5）中で洗浄した。5％スキムミルク（Di飴。社〉を含む

TBS－Tで2時間ブロッキング、抗血清と4℃で一晩インキュベートした後、　TBS－Tで洗浄し

た。次にこのPVDF切片を0．1　Mクエン酸緩衝液（pH　2．0）中で1分間撹拝した後、溶出し

た抗体をlMTds－HCI緩衝液（pH　lO．5）を用いて中和した。

3－5．ウエヌタンブロッティング

　ベントバルビタール麻酔下Wistar系雄性ラット（220－230　g）から各組織を取り出し、

粗細胞膜画分をOgiharaら（113）の方法に従って調製した。ラット腎刷子縁膜及び側底膜の

調製はTakanoら（41）の方法に従い同時調製した。膜サンプルはSDS－sample　buffer（2％SDS，

125mM　Tris，20％glycerol，±5％β一mercapt㏄thanol）に可溶化し2－9．と同じ条件で分離し
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た。2－10．と同じ条件でPVDF膜（Hybond－PVDF，　Amersham社）にタンパクをトランス

ファー後、TBS－Tでリンスした。次に5％スキムミルク含有TBS－Tで室温2時間ブロッキン

グした後、5％スキムミルク含有TBS－Tで希釈した精製済抗血清（1：50）と4℃、一晩反応

させ、その後TBS－Tで15分、3回忌を洗浄した。そしてECL化学発光キット（Amersham

社）を用いてX線フィルムに感光させた。なお還元及び非還元条件下はSDS－sample　bu脆r

に5％β一mercapt㏄thanolを加えるか否かによって行った。

3－6．タンパク定：量

　タンパク質濃度の定量は、Bradford（114）の方法に従い、γ一グロブリンを用いた検量線

より算出した。

第II章　実験の部

【1】　興部細胞を用いた機能解析

1－1．　卵母紹胞の調製

　健康状態の良いアフリカッメガエル（浜松生物教材）を選別し、氷中に約40分間放置し

て冷却による麻酔の後、氷上にて開腹した。卵塊を取り出してMBS緩衝液（modi丘ed

Barth’s　solution；88　mM　NaCl，1mM　KCI，2．4　mM　NaHCO3，10mM　HEPES，0．82　mM　MgSO4，

0．33mM　Ca（NO3），0．41　mM　CaC12，10mg乃penicillin，10mgll　streptomycin，　pH　7．5）を満たし

たφ60mmの培養皿に移し、数回MBSで洗浄する。顕微鏡下個々の卵母細胞が露出するよ

うに卵胞をピンセットで開き、その際壊れた卵母細胞を取り除く。次に0．4％コラゲナー

ゼ（type　IA，　Sigma社）含有MBSで1時間室温で反応させる。さらに同液で約1時間反応させ

た後、淫心細胞をMBSで数回洗浄する。卵胞から離れた卵母細胞の中から、褐色の動物極

と卵白色の植物極との境界線が明確なものを選別して新しいφ60mmの培養皿に取り分け

る。さらに数回MBSで洗浄後、18℃で一晩放置する（115）。

1－2．卵母）雛発現系による取1ク；込み実1験

調製済卵小細胞をMBSで浸した滅菌ガーゼに取る。先端経が25－35μmのガラス針をマ

イクロインジェクターに取り付け、50n11卵母細胞となるように水または2．2．で調製した
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OAT－Kl　mRNA（400　ng1μ1）を個々の卵母細胞に注入する。卵母細胞はMBSで18℃、2－3

日間インキュベート後、輸送実験に用いた。薬物輸送実験は1．5ml容量のマイクロチュー

ブを用いて、1サンプルあたり3－4個の卵母細胞を使用して行った。RI標識薬物を。㏄yte

・p敏・b・ff・・（100　mM　N・Cl，2mM　KCI，1mM　MgC12，　l　mM　C・C12，10mM　Tds－HC1，　pH　7．5

）に希釈し、卵母細胞と一定時間反応後、氷冷したoocyte　uptake　buf驚rで3回洗浄して反応

を停止した。取り込み量の評価は卵白細胞を10％SDSで可溶化後、　ACSH（Amersham社）

を用いて液体シンチレーション法により個々の放射活性を測定した。

1－4．LLC－OIA　7LK1雛の作成

　pSPORT　1！OAT－Kl並びに哺乳類発現プラスミドベクターpBK－CMV（STRATAGENE社）

を制限酵素Nb‘1及び5a11で切断し、1％アガロースゲルで分離後prep－A－gene　DNA精製キッ

ト（Bio－Rad社）を用いて抽出した。このOAT－Kl　cDNAをT4　DNA　ligase（Life　Tec㎞ologies

社）を用いてpBK－CMVにサブクローニングし、　OAT－K　I　cDNAの塩基配列を1－3．に従って

確認した。得られたプラスミドpBK－CMV10AT－K　1をOAT－K1安定発現系作成に用いた。

　ブタ腎上皮由来LLC－PK1細胞（American　Type　Culture　Collection，　ATCC）は、10％FBS（

Whittaker　Bioproducts社）含有DMEM（Life　T㏄㎞logies社）で、5％CO2－95％air、37℃の環

境下で培養した。6－8日ごとに、0．05％トリプシン、0．02％EDTA（Life　Technologies社〉で

細胞を剥離し継代した。10μgのpBK－CMV10AT－K　1またはpBK－CMVをLLC－PK1細胞にリン

酸カルシウム共沈法（53）によってトランスフェクションした。即ち、40～60％connuentに

増殖した細胞に、CaPO4－DNA共晒物を細胞培養液上清に滴下し、15時間後培養液を交換

した。さらに48時間後山枚の培養皿に分け、1mg！ωのG418（Life　Technologies社〉存在下

約2週間培養した。pBK－CMVはネオマイシン耐性遺伝子を有することから、これを選別

マーカーとした。その結果、G418耐性細胞が12クローン得られた。　RT－PCR及びノーザン

プロッティングはそれぞれ1－2．及び2－1．に従った。OAT－Kl　mRNAの発現が確認された6ク

ローンについてMTX取り込み活性（1－5．に従った）を指標として、最終的にOAT－K　1安定

発現細胞LLC－OAT－K1を獲得した。なおpBK－CMVのみをトランスフェクションした細胞、

LLC－pBKを対照として用いた。

1－5．　LLC－0L4、　T－K1雛による薬物・山送実験

LLC－OAT－K1細胞またはLLC－pBK細胞をポリカーボネート膜T㎜swe11暇φ24㎜（cωe．
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3414），φ12mm（code．3402），　Costar社）上に5×105　cellslcm2で播種した。培養液は側底膜側

に2．6ml（φ24㎜）または1．O　ml（φ12mm）、頂側留目に1．5　ml（φ24　mm）または0．33

ml（φ12㎜）を添加し、5％CO2－95％a廿、37℃の環境下8日間培養した。培養液は旧お

きに交換した。薬物輸送実験はSaitoら（57）の方法に準じて行った。即ち、トレーサー薬物

を含まないuptake　buffbr（5　mM　D－glucose含有PBS（Dulbecco’s　phosphate　buffered　saline；137

mM　NaCl，3mM　KCI，8mM　Na2HPO4，1．5　mM　KH2PO4，1mM　CaC12，05　mM　MgC12，　pH　7．4

））で37℃、10分間プレインキュベート後側底膜側または頂側膜側の何れかにRI標識した

薬物を含むuptake　buf驚rに置換した。反対側のuptake　bufferも同時に置換した。一定時間反

応させた後、経細胞輸送量は反対側のuptake　buffbrを採取することにより、細胞内蓄積量

は三岡uptake　buf飴rで洗浄後、1NNaOHで細胞を溶解することにより各サンプルを回収

し、液体シンチレーション法によって測定した。またNa＋一二eeメディウムはNaClと

Na2HPO4をそれぞれN－methyl－D－glucamineとK2HPO4に、　Cr－freeメディウムはNaC1、　KCI、

CaC12、　MgC12をそれぞれsodium　gluconate、　potassium　gluconate、　calcium　gluconate、　MgSO4に

置換して調製した（57）。さらにATP枯渇条件は、20　mM　2－deoxy－D－glucose及び10　mM　NaN3

含有PBSで20分間、37℃で細胞を前処理して作成した（116）。

1－6．MDCK一α4　T－K1細抱の作成

　イヌ腎上皮由来MDCK細胞（Am面can　Type　Culture　Coll㏄tion，　ATCC）10％FBS含有DMEM

で5％CO2－95％air、37℃の環境下で培養した。6－8日ごとに、0．1％トリプシン、0．04％

EDTAで細胞を剥離し継代した。　pBK－CMV！OAT－K1またはpBK－CMVのトランスフェクショ

ンは、1－4．に従った。なお選別に用いたG418の濃度は0．5　mglmlとして約2週間培養した結

果、G418耐性を示す5クローンが得られた。最もMTX取り込み活性（1－7．に従った）の高

いものをMDCK．OAT－K　1細胞として、　OAT－K　l　mRNAの発現を検討した。　RT－PCR及びノー

ザンプロッティングをそれぞれ1－2．及び2－1．に従って行ったところ、OAT－KI　mRNAの発現

が確認された。なおpBK－CMVのみをトランスフェクションした細胞、　MDCK－pBKを対照

として用いた。

1－7．　MDα（一〇A　7LK1雛による薬物1鹸四二実：験

MDCK－OAT－K　1細胞並びにM㏄K－pBK細胞をTranswell田に播種し用いる場合は、1－5．と

同じ条件で行った。実験は播種後5日目で行った。また、両細胞をφ35mm培養皿に2　x　105
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celllcm2で播種した。培養液は2mlを添加し、5％CO2－95％air、37℃の環境下5日間培養し

た。培養液は2日おきに交換した。薬物取り込み実験は、以下のようにして行った。ト

レーサー薬物を含まないuptake　buffer（5　mM　D－glucose含有PBS）2mlで洗浄し、0．8　ml、

15分間37℃でプレインキュベート後、RI標識薬物を含むuptake　bufferに置換した。一定時

間反応させた後、氷冷1％BSA含有uptake　bufferで1回、　BSAを含まないuptake　bufferで3回洗

浄して、0．5NNaOHで細胞を溶解した。液体シンチレーション法により細胞内取り込み

量を測定した。また薬物排出実験は、取り込み実験の手順に従って薬物を予め負荷し、洗

浄後薬物を含まない1％BSA含有PBSに置換後さらに一定時間インキュベートした。実験

終了時に細胞を洗浄し、0．5NNaOHに溶解して細胞内残存薬物量を測定した。なお排出

量は取り込み実験のみを行った場合の細胞内蓄積量を100％として百分率で表した。

1－8．細胞膜画：分の調製

　各遺伝子導入細胞（LLC－OAT－Kl、　LLC－pBK、　MDCK－OAT－K1、　MDCK－pBK）の細胞膜

画名はconnuentに達した細胞をPBSで洗浄、ホモジネート調整後、3－5．に準じて行った。

1－9．ラッ霞ηyfyoにおけるMTXの紐織移行特催

　Wistar系雄性ラット（220－2409）をベントバルビタール麻酔下（50　mglkg）ラット左脚

部の大腿動脈及び大腿静脈にポリエチレン医療用チューブ（PE－50＞挿入し、　MTX瞬時投

与実験を行った（66）。【3H］MTXを静脈血のチューブより投与して一定時間の後、動脈側の

チューブより粉末ヘパリン（ナカライ社）入り1．5m1容量のマイクロチューブ（岩城硝

子）に採血した。続いて速やかに断頭、脱血し、各組織（脳、心臓、肺、肝臓、小腸（粘

膜部）、脾臓、腎皮質、腎髄質）を取り出した。血液サンプルは室温、10，000回転の遠心

後の上清、即ち血漿を調製した。組織サンプルは秤量後、氷質下25W民心％ホモジネートを

生理食塩水を用いて調製し、組織移行【3H］MTX定量用サンプルとした。定量は血漿及びホ

モジネートを各100μ1を測定用バイアルに取り、0．5mlのNCS　tissue　solubilizer（Amersham

社）を加え50℃、2時間振熟することにより均一な溶液とした。これにACSI【を加え、液体

シンチレーション法によって放射活性を測定した。なおNSAID同時投与実験はこれに準じ

て行った。
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第III章　実験の部

【11　0AT－K2　cDNAのクローニング・構造

第1章と同じ条件にて行った。

【2】　OAT－K2　mRNAの組織分布

2－1．ノーザンプロッテイング

　第1章1－1．に準じてラット各組織から抽出したpoly（A）＋RNA各3μgを第1章2－1．に従って

電気泳動によって分離し、これをナイロン膜にトランスファーした。全長OAT－K2　cDNA

をランダムプライム法（110）により［α一32P】dCTP（3，㎜CVmmol，　Amersham社）で標識し、

これとナイロン膜とをハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション以下は、第1章

2－1．と同じ条件で行った。

2－2．OA　7LK2　mRN：Aのfηyf血。転写

　pSPORT1！OAT－K2を鋳型として第1章2－2．と同じ条件で行った。

2－3．　RT－PCR

　第1章2－2．に準じて行った。なおPCRに用いたプライマーは以下の通りである。

　　fbr　rat　OAT－K2

　　　　　sense　sαamd：　　5’一GAACATCACTGCCAATGGAA－3’（bases－399　to－380）

　　　　　antisense　s伽md：5’一ACACAAGGCAGTAGAAAAGT－3’（bases　1501　to　1520）

　　for　rat　GAPDH

　　　　　sense　sなamd：　　5LCGGCC「rCGTCTCATAGACAA－3’（bases　10to　29）

　　　　　antisense　shand：5’一TGGTCCAGGGGTTTCTTACT－3’（bases　1028　to　l　O47）

PCRの反応は100μ1の系で行い、変性（94℃，1分〉、アニーリング（58℃，1分）、伸長反

応（72℃，2．5分）を1サイクルとして30サイクル繰り返した。

【3】　皇師細胞発現系を用いた機能解析

第1章と同じ条件にて行った。
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【4】　OAT－K2安定発現系を用いた機能解析

　OAT－K2　cDNAをpBK－CMV哺乳類発現ベクターにサブクローニングした後、　MDCK細胞

にトランスフェクションした。以下、安定発現細胞MDCK－OAT－K2の作成並びに薬物輸送

実験については、第II章と同じ条件で行った。
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