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日芳究の背景 a 目的]

生体の免疫システムが生体内に侵入した高分子性異物に対する生体防御機構とし

て機能しているのに対し、異物処理臓器に発現する生体膜輸送システム(薬物トラ

ンスポータ)は、医薬品や劇@毒物等の低分子性異物及び代謝老廃物を体外へ排除

する役割を担っている。我々は、これまで、膜小胞系や培養細胞系を用いた薬物輸送

研究によって、薬物の尿細管分泌にトランスポータが深く関与していることを

してきた (にClin出n. 却p.N陥ep戸h註凶ro吠O

薬物トランスポ一夕のを単離し、各トランスポータの輸送機能特性や臓器分

布などを明らかにしてきた (KidneyInt.， 58，幽958ラ2000) 0 

一方、薬理遺伝学や薬理ゲノミクスの進展によって、薬効@薬物動態

の genotypingに基づいた個別化薬物療法の概念が臨床の現場において

る。薬物トランスポータは、薬物代謝酵素と共に薬物動態個体問

しつつあ

になり得

ることが想定されてきたが、薬物代謝酵素に比べて薬物トランスポータの遺伝子多

型矯報は極めて少なく、医薬品体内動態@相互作用における個人差にどのような影

響を及ぼしているのか不明の点が多かった。

この様な背景のもと、本研究では、腎臓に発現するヒト型薬物排世トランスポー

タ群の実体を遺伝子レベノレで、同定し、 invitro薬物排世機能発現系の再構築による薬

物棺互作用予測システムの技術的@理論的基盤構築を目指した。並行して、薬物ト

ランスポータのヒト組織における発現量解析や一塩基多型情報の収集と変異トラン

スポータの機能解析を実施した。またモデル動物や腎不全患者における、種々薬物

トランスポータの発現や機能変動について精査した。得られた薬物トランスポータ

の遺伝子情報や発現情報と薬物体内動態パラメータとの棺関解析を行い、薬物動態

個体問変動評価法の確立を最終毘標とした。

[研究成果]

1. in vitro薬物排濯機能発現系の再構築

腎尿細管には複数種の薬物トランスポータが発現し、効率的な異物@薬物の尿

排f世を媒介している。一般に、血液中の薬物は腎尿締管側底膜に局在する有機アニ

オンまたは有機カチオントランスポータの媒介により、上皮細胞内へ取り込まれ、

刷子縁膜に局在するトランスポータによって菅腔中へ分泌される(図1) 0 これら

穣々薬物トランスポータ群の invitro発現系を用いて、薬物輸送の機能評価を行っ

た。

-2 



管腔

上皮細胞

血管

側底膜

有機

カチオン

図 1
腎薬物トランスポータ

1， PEPT1; 2， PEPT2; 3， 

側底膜型ペプチドトラ

ンスポータ;4，日+/有機カ

チオンアンチポータ 5，
OCT1; 6， OCT2; 7ラ OCT3;

8， OCTN1; 9， 

P-糖タンパク質 1，PAH 

ト ラ ン ス ポ ー タ 12，

OAT1; 13， OAT3; 14ラ

OAT4; 15， OAT-Kl (rat); 

16， OAT-K2 (rat); 17ヲ

MRP2/cMOAT; 18， MRPl 

ト1. 有機カチオン及び有機アニオントランスポータの機能解析

有機カチオントランスポータ群では、 OCTl、OCT2の詳細な基質特異性、基質親

和性を明らかにするとともに、糸球体j慮過量のバイオマーカーとして用いられてい

るクレアチニンが hOCT2によって輸送されることを初めて実証した。また OCTl

や OCT2と相向性を有する OCTN2は、 Na+依存性カルニチントランスポータとして

機能しており、 H+/有機カチオントランスポータの分子的実体ではないことを証明

した。有機アニオントランスポータ群では、 OAT長 l、OAT蜘 K2の基質特異性を解

明するとともに、 βラクタム抗生物質の肝腎振り分けに OATlが一部関与している

こと、またジゴキシンとアミオダロンの薬物相互作用には腎 MDRlよりもむしろ、

肝 oatp2が主に していることなどを明らかにした。

ト2. 新規腎特異的トランスボータの遺伝子同定と機能解析

ヒト腎 cDNAライブラリーより、hOCT2及び hOCT2-AcDNAの単離に成功したo

hOCT乙A は 483個のアミノ酸から構成され、 hOCT2と 810/0のアミノ酸栢向性を有

し、両者とも腎特異的に発現していることが分かつた。 hOCT2-Aと hOCT2は同じ

染色体上に位置し、 hOCT2-Aは hOCT2のスプライシング、バリアントであることが

判明した。基質特異性、輸送の駆動力は両トランスポータで類似していたものの、

hOCT2.孔
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また、正常並びに腎不全モデ、ルラットより cDNAライブラリーを作成し、ランダ

ムシークエンス法を用いて腎臓の mRNAデータベースを構築した。データマイニ

ング並びに発現クローニングを行い、新規 Na+依作性グルコーストランスポータ

(NaGLTl) の遺伝子単離に成功した。従って、本データベースは腎臓に発現する

実体未知の薬物トランスポータの単離において、強力なツールになりうることが示

唆された。

2. ヒト腎における薬物トランスポータの発現ブ由ファイんと

腎疾患及び腎@尿管臆場などの疾患を有する患者から得られた正常腎組織を用い

て、種々薬物トランスポータ群の mRNA発現量をリアルタイム

した。検討した有機カチオントランスポータ群では、 hOCT2 の発現量が

最も高く hOCTlの発現は認められなかった。この結果は、特異抗体を用いた検討

からも確認された。新規有機カチオントランスポータ hOCT2-Aの

hOCT2の約1/10であった。一方、有機アニオントランスポータ群の中では、 hOAT3

mRNAの発現量が最も高く、次いで、 hOAT1であった。 ATP駆動型トランスポータ

群ではジゴキシン等の腎排世に関わる MDR1の発現量が最も高く、続いてアニオン

性薬物やグルクロン酸抱合体を輸送する MRP1であった。

高発現を示した hOCT2、hOATl及び hOAT3について、連続腎切片を用いて免疫

染色を行ったところ、これらのトランスポータは全て近位尿細管仮.IJ底膜に局在し、

同ーの上皮細胞に発現することが判明した。なお、本研究を実施するにあたり、 「

に発現する薬物輸送体の発現量定量と遺伝子解析に関する臨床研究」という題目で、

京都大学医学研究科@医学部医の倫理委員会より平成ロ年 8月 23日に承認書が交

付されている。さらに平成 13年 3月 29日の「ヒトゲノム。遺伝子解析研究に関す

る倫理指針Jに従い、実施期間を遡って再度承認申請し、平成 14年 11月 20日付

けで承認書が交付されている。

3. 薬物トランスポータの SNP解析

3-1. OCT1及び PEPT2の SNPとその機能解析

hOCT1 cSNP (P283L、R287G、P341L) の機能解析を行ったところ、 P283L及び

R287Gの変異により hOCT1のTEA輸送活性はほぼ完全に消失した。また P341Lの

変異により TEA輪送活性が wildtypeの約 60%に低下した。また、ペプチド類似薬

物の腎再吸収に関与しているペプチドトランスポータ (hPEPT2)の cSNP(R57H、

P409S) について調べたところ、 P409S変具体では wildtypeと同程度の輸送活性が

認められたものの、 R57H変異体ではほぼ完全に輪送活性が消失していた。 Western

blot解析や免疫染色法によって、変異体はタンパクとして細胞膜上に発現している
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ことが確認された。従って、これら SNPによる OCTlやの輪送機能低下は、

トランスポータタンパクの細胞膜局在化の異常によるものではなく、輸送機能障害

または基質認識異常によるものと推察された。しかし検討した SNPの日本人にお

ける発現頻度は少なく、個体間変動困子として機能している可能性は低いことが示

唆された。

3-2. 腎MDRl発現に及ぼす SNPの影響

腎臆場患者由来の正常腎組織を用い、 遺伝子多担と腎組織における

mRNA発現レベルについて検討した。 10街所の MDRl遺伝子多型についてアレノレ

頻度を中心に調べたところ、これまでの B本人における報告とほぼ類似した結果が

得られた。しかし、 MDRlmRNA発現量と MDRl遺伝子多型との柁関は認められ

なかった。従って、日本人において MDRl遺伝子の SNPは

影響を及ぼさないことが示唆された。

4. 腎疾患時における薬物トランスポータの発現変動と薬物体内動態と

4-1. モデ、ル動物を用いた解析

ヒトにおける腎不全モデル動物として繁用されている 5/6腎摘出ラットを用い

腎不全の進展に伴う種々薬物トランスポータの分子的@機能的変動を精査した。 5/6

腎摘出 2週間後の腎では、 OAT幽 Kl、OAT-K2、OCT2の mRNAレベルは顕著に低

下するのに対して、 PEPT2の mRNAレベルは上昇することがわかった。アニオン

性抗癌剤メトトレキサート (MTX)並びにカチオン性 H2ブロッカーシメチジンを

用いて、 invivo体内動態実験を行ったところ、両薬物の腎クリアランスは 5/6腎摘

出群で対象模擬処置群の 20%にまで低下することがわかった。さらに模擬処置群で

は、ブオリン酸投与による MTXの尿中排出促進効果が認められたのに対し、 5/6腎

摘出群では観察されなかった。同時に、 5/6腎摘出ラットに微量のテストステロン

を負荷したところ、 OCT2の発現の凹復とシメチジンクリアランスの再上昇が認め

られ、腎不全に伴うカチオン性薬物の腎排池能低下には、一部血清テストステロン

濃度の低下に起因する OCT2発現低下によることが示唆された。一方、 mRNAの発

現上昇が認められた PEPT2では、 Westernblot解析によるタンパク発現解析、並び

に腎刷子縁膜小胞を用いたジペプチド輪送の解析でも対応した結果が得られた。ま

た、高尿酸血症モデルラットを作成し、有機イオントランスポータ群の発現変動を

調べたところ、 OATl、OAT3，OCT2の著しい低下が認められた。またこれらトラ

ンスポータの発現低下と対応して、 PAH、MTX、シメチジンの腎クリアランスが減

少していた。以上、腎機能低下時においては、各薬物トランスポータの発現変動に

伴った薬物体内動態や輸送機能の変動が認められたことから、本成果は薬物トラン
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スポータの発現量変動を基盤とした合理的な薬物投与設計構築のための有用な基礎

的情報になりうることが示唆された。

4-2. 腎不全思者における解析

病理診断を目的として腎生検が施行された患者の余剰組織検体 (42症例)を用い

て、薬物トランスポータ mRNA発現量を定量した。その結果、腎疾患患者では、hOATl

の発現量が正常腎皮質と比較して有意に低下していることが明らかになった。また

hOAT3の発現量も低下傾向を示すものの、 hOAT2や hOAT4の発現量は上昇傾向を

示しており、腎疾患時において薬物トランスポータの発現変動は一様で、はないこと

が判明した。

腎生検が施行された後、感染症予防を目的として抗生物質セファゾリンが投与さ

れる。 1時間の定速静注直後とさらに 1時間経過後の血中濃度を測定することによ

って体内消失速度を算出し、有機イオントランスポータ との相関解析を行っ

た。その結果、検討した有機イオントランスポータファミリーのうち、の発

現量がセファゾリンの消失速度と有意な正の相関を示した。また、 vitro発現系を

用いた検討より、 hOAT3はセブアゾリンを輸送することが確認された。従って、ヒ

トにおいても腎薬物トランスポータの発現変動に関する情報が、薬物腎排准の予測

と至適薬剤投与設計法確立に有用であることが示唆された。

[総

本研究において、新たに遺伝子単離した腎特異的トランスポータ hOCT2-A並び

に NaGLTlを含む、多様な腎トランスポータの機能特性を明らかにした。さらに、

それぞれのトランスポータのヒト腎における mRNAプロファイルを作成するとと

もに、腎臓における膜局在を同定したo hOCTlやにおいて機能変化を引き

起こす cSNPを見出した。またモデノレ動物や腎不全患者を対象にした、腎薬物トラ

ンスポータ発現量と薬物体内動態の相関解析より、腎薬物トランスポータ発現量が

薬物の腎排世能を規定する因子となり得ることが判明した。

今後、ヒト型薬物トランスボータ群の発現量に影響を及ぼすと考えられる rSNP

や iSNPなどの遺伝情報に加えて、加齢@病態@臓器障害時における発現変動のメ

カニズム、発現制御に関わる転写因子等の探索、輸送機能に及ぼす細胞内外の環境

変化など、個人差をもたらす遺伝的@分子的@環境的要因の網羅的解析を行うこと

によって、ヒト薬物トランスポータ群の薬物体内動態個体問変動因子としての役割

が明らかになり、テーラーメイド薬物療法の実践へと発展することが期待される。
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〔研究成果による工業所有権の出願 m 取得状況〕

特許権の出願篠公開状況

1. ヒト腎臓に発現する有機カチオントランスポータ hOCT2-Aとその遺伝子(特

開:2003-250576)平成 15年 9月 9日公開

(特願:2002悶 363014)2. グルコーストランスポータ NaGLTl及びそ

成昨年 12月 13日出願

3. グルコーストランスポータ及び/又はフノレクトーストランスボータ NaGLT1

及びその遺伝子 (PCT/JP03/15418) 国際特許)平成時年 12月 12日出願
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