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論文 内容の要 ヒ=ー固

生体に投与された薬物は，吸収・分布・代謝・排j世といった諸過程を経て最終的に体外へ排植される。特に肝臓と腎臓は，

異物処理を担う主要臓器として解毒における中心的な役割を果たしている。近年，肝臓に発現している有機アニオントラン

スポータの cDNAが次々とクローニングされ，アニオン性薬物の肝胆系移行に関する分子的解明が進展しつつある。一方

腎尿細管上皮細胞には，アニオン性薬物の腎指向性を制御する有機アニオントランスポータが複数種存在しており，薬物や

生体異物の解毒機構として機能していることが示唆されてきたが， トランスポータ自身を単一分子レベルで把握，解析した

報告は皆無に等しい。そこで著者は，ラット肝由来 Na十非依存性有機アニオントランスポータ oatp(organic anion trans-

porting polypeptide)の類縁遺伝子が腎にも発現していることに着目し， polymerase chain reaction (PCR)法を応用して，

腎特異的な有機アニオントランスポータの cDNAクローニングを試み，それに基づく構造・臓器分布・機能特性について

系統的な解析を行い以下の新知見を得た。

1. ラット腎局在性有機アニオントランスポータ OAT-KlのcDNAクローニングと構造・組織分布・細胞膜発現

肝 oatpのアミノ酸配列を参考にして degenerateプライマーを合成し，ラット腎ポリ (A)+RNAを用いて逆転写 PCRを

行った。 oatpと相向性を示した PCR断片を用いて，ラット腎 cDNAライブラリーをスクリ}ニングしたところ，翻訳領

域には oatpと72%の相同性を示す新規有機アニオントランスポータ OAT-Klをコードする完全長 cDNAが単離された。

ノーザンプロッテイング及び単離ネフロン分節を用いた PCR解析によって， OAT-KlmRNAは腎のみに発現しており，

特に尿細管分節の近位直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イングを行ったところ，

OAT-Kl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示された。

n. OAT-Klの機能

先ず卵母細胞発現系を用い， OAT-Klの薬物輸送活性について評価したo in vitro合成 OAT-KlmRNAを卵母細胞に

注入し，種々のアニオン性薬物を用いて輸送実a験を行ったところ，メトトレキセート (MTX)，葉酸の顕著な取り込み上昇

が認められた。さらに OAT-Kl発現卵母細胞において，速やかな MTX排出活性が観察された。次にブタ腎由来培養細胞

LLC-PK1を用い構築した OAT-Kl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+， Clー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-Kl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-Kl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-Klは約 50kDaの小分子型として発現していること，機能解析より頂側膜(刷子縁膜に相当)側に発現するこ

とが示された。これらの結果から OAT-Kl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
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後修飾機構によって小分子化された後，頂側膜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，非ステロイド性抗炎症剤 CNSAID)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-Kl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 NSAIDは強い措抗阻害

を示した。

以上， OAT-KlはMTXを認識するトランスポータであること，取り込み並びに排出という両方向性の輸送能を有する

ことが明らかとなった。また OAT-Klの膜局在化機構には，翻訳後に小分子化修飾過程が介在すること，さらに OAT

-Klは， MTXとNSAIDとの相互作用発現部位のーっとして関与することが示唆された。

皿.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。 1. と同様にしてラット腎 cDNAライブラリー

をスクリーニングした結果，得られた cDNAの翻訳領域には OAT-Klと91%， oatpと65%の相向性を示すタンパク

OAT-K2がコードされていた。 OAT-K2mRNAは， OAT-K1と同様腎のみに検出された。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はタウロコール酸， MTX及びプロスタグランジン Ez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

タウロコール酸取り込みは，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。

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-K1及びOAT-K2のcDNAクロ}ニングに初めて成

功し，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。

論文審査の結果の要旨

腎臓は異物処理を担う主要臓器であり，尿細管において多くの有機イオンが尿中に分泌される口尿細管上皮細胞には，有

機アニオントランスポータが複数存在しており，薬物や生体異物の分泌に関与していることが示唆されてきたが， トランス

ポ}タの実体についてはほとんど明らかにされていない。申請者は，ラット肝由来 Na+非依存性有機アニオントランスポ

ータ oatpCorganic anion transporting polypeptide)の類縁遺伝子が腎にも発現していることに着目し， PCR法を応用し

て，腎特異的な有機アニオントランスポータの cDNAクローニングに成功し，それに基づく構造・機能特性について以下

の新知見を得た。

oatpと相同性を示した PCR断片を用いて，ラット腎 cDNAライブラリーをスクリーニングしたところ，翻訳領域には

oatpと72%の相向性を示す新規有機アニオントランスポータ 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-K1mRNAは腎のみに，特に近位直尿細管に

強く発現しており またウエスタンプロッテイングによって管腔側刷子縁膜に局在することが示された。

In vitro合成 OAT-K1mRNAをアフリカツメガエル卵母細胞に注入し，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，メトトレキセート CMTX)，葉酸の顕著な取り込み上昇が認められた。ブタ腎由来上皮細胞 LLC-PK1並び

にイヌ腎由来上皮細胞MDCKを用い構築した OAT-Kl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+，Clーに非依存性であることが示された。機能解析の結果から， OAT-KlはMTXを認識

するトランスポータであること，取り込み並びに排出という両方向性の輸送能を有することが示された。

腎には， OAT-Kl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
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の尿細管分泌に関与していると推察されるため，更にラット腎cDNAライブラリーをスクリーニングしたところ，翻訳領

域には OAT-K1と91%， oatpと65%の相向性を示す OAT-K2を単離することができた。 OAT-K2mRNAは， OAT

-K1と同様腎のみに検出された。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結果， OAT-K2は

タウロコール酸， MTX及びプロスタグランジン E2など広範な基質認識特性を有する有機アニオントランスポータである

ことが明らかとなった。

以上，本研究は 2種の腎局在性有機アニオントランスポータ OAT四 K1及びOAT-K2のcDNAクローニングに初めて

成功し，各々の生理的並びに薬物動態的役割を明らかにしたものであり，尿細管における薬物分泌の分子機構解明に貢献す

るところ大であり，医療薬剤学の発展に寄与するものと考える。

よって本論文は博士(薬学)の論文として価値あるものと認める。

更に，平成10年 2月19日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。


