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論 文 内 容 要 旨

【目的】 腎近位尿細管細胞 には多 くの薬物 トラ ンスポー ター が発現 し,薬 物の腎排泄,特 に尿細管分泌

お よび再吸収 にお いて重 要な役割 を担 っている。 古 くか らこの輸送 システ ムには分子量500以 下の比較

的低分子 で親水性 の高 い有機 アニオンを輸送す る有機 アニオン輸送系 と有機カチオ ンを輸送す る有機カ

チオ ン輸送系が存在 し,そ れ ぞれorganicaniontransporter(OAr)及 びorganiccatlontransporter(OCT)

がその分子的実体 であるこ とが明 らか とされ ている。一方,腎 臓 での膜輸送 システムには これ ら二つ と

は異な る輸送系 の存在 も知 られ てお り,そ れ にはジ ゴキシ ンや 甲状腺 ホルモ ンの よ うにその構造 中に比

較的疎水性が高い部位 と極性の高い部位を有する化含物が輸送されている。.このような新 しい輸送系の

候 補 としてorganlcaniontransportingpolypeptide(OATP)が 関与する輸送 系が考 え られ る。

OArpフ ァ ミリー は幅広 い基質 認識性 を有 し,内 因性化合物 では胆汁酸や抱合型 ステ ロイ ド,甲 状腺

ホル モ ン,エ イ コサ ノイ ドなどが,外 因性化合物 ではメ トトレキセー トや プラバスタチ ン,ジ ゴキシン

な どとい った構造 中に比較的疎水性 の高 い部位 と極性の高い部位の両方 を有す る化合物 を基質 とす る。

また,そ の発現臓器 は脳や肝臓,肺 な ど様 々な臓器 に分布す るこ とか らOArpフ ァ ミリー は薬物の体 内

動 態において重要 な役割 を担 うこ とが明 らか となってきてい る。

一方
,腎 臓 においては ラッ トではOatplal10atp1やOatpla310Ar-Kl,Oatpla510atp3が 腎臓 に高度に

発 現す るこ とが報告 され,ratOatpla1は 近 位尿細 管の管腔側 に発現す るこ とで基質化合物の再吸収に関

与す ることが報告 され ている。 しか しなが らOatpla1やOatpla3,0atpla5な どの ヒ トでのホモ ログは依

然 と して単離 され てい ない。 また ヒ ト腎臓 に発現 し,腎 排泄 において重要な役割 を担 うOATPも 単離,

報 告 され ていない。そ こで本研究 は ヒ ト腎臓 に発現す る未知OArpの 単離 ・解析 を行 うこ とを 目的 とし

た。

【結 果 ・考察】OATPIB3/liverspeci恥organicaniontransporter(LST)一210ArP8を 探索子 とした

expressedsequencetag(EST)デ ー タベー スサーチ たよ り,OArP4Al10ArP-Eと 相 同性 の高い411bpの

ESTク ロー ン(BF900225)を 得た。 この配列を基に作製 したプ ライマー を用い てRT-PCRを 行い,こ

のESTク ロー ンは腎臓 に発現す るこ とを確認 した。つ ぎに未知領 域の同定 を行 うためrapidampli伽adon

ofcDNAends(RACE)法 を行 った。その結果,OArP4Alと 高 い相 同性 を有す る新規 クロー ンが単離 さ

れ たが,こ の配列 はOArp4Alと の相 同性 よ り5'端 の欠失が予想 された。そ こでク ロー ニング方法 を変

更 し,ヒ ト腎臓 ファー ジライ ブラ リーを用 いてク ロー ニングを行 った。その結果,RACE法 に よ り得 ら

れ た配列 よ りも5'端 に約180bp長 い クロー ンが得 られ,こ の配列 は翻訳領域の全長 を含む ことが明 ら

か とな った。 この遺伝子 はア ミノ酸 レベル でOArP6Al/gonadspeci5ctransporter(GST)及 び0訂P4Al

を始 め とす るOArpと 高い相 同性 を示 し,o湖rPフ ァ ミリー に属す る新規遺伝 子であった。単離 当初 は

Renal-typeのOATPで あるこ とか らOArP4C1と 命名 していたが,HUGOGeneNomenclatureCommittee

(http:〃wwwgene.ucl.ac.uklnomenclature1)力 弐OArPフ ァ ミリーの命名法 を整理 した ことに従 いOArP4Cl

(Gene ,symbol;SLCO4Cl)と 命名 した。 また・ 同様 に して ラ ッ ト腎臓 ファージ ライブラ リー スク リー二
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ングを行い,ratOatp4c1を 単離 した。

OATP4C1及 びrat砿tp4clは 共 に724ア ミノ酸 か らな り,ア ミノ酸配列 の解析 によ り12回 膜 貫通型 で

N末 端及びC末 端 は細胞 内に位置 し,細 胞外 に4個 の糖鎖 付加 部位及び細胞 内に5個 の リン酸化部位 を

持つ と予測 され た。 この よ うな構造 はOArPに 共通の構造で あった。っ ぎに臓器分布を検 討す るため ノ

ザ ンプ ロッ ト解析 を行 った。その結果,OArp4CIは 腎臓 に特異的 に発現 してい るこ とが明 らか とな り,

0ATP4Clは ヒ ト腎臓 に高度 に発現す る初 めて のOArPで あるこ とが明 らか とな った。また,ratOatp4c1

の臓器分布 はOArp4Clと 同様に腎臓 に高度に発現 しているが,肺 や脳 にも発現す ることが明 らか とな

り臓 器分布 において種差が認 め られた。

つ ぎに機能解析 を行 うた め,イ ヌ腎上皮 由来細胞で あるMadinDarbyCanineKidney(MDCK)細 胞 を

用いてOArP4Cl安 定発現細胞株 を樹立 し,OArP4C1の 機能解析 を行 った。方法 は,細 胞 をプ レー トに

播種 しRI標 識化合物 を添加 したKrebs-Henseleit(KH)バ ッファー を各wel1に 加 え,一 定時間細胞 内 に

RI標 識化合物 を取 り込 ませ た後,細 胞 内の放射活性 を測定す るこ とで取込み量 を算出 した。 コン トロー

ル としてgreenHuorescenceprotein(GFP)を 発現 させたMDCK細 胞 を用 いた。まず輸送基質 のスク リー

ニ ングを行 った ≧ころ・甲状腺 ホル モ ンT3(1(〃2=5,9μM)及 び強心配糖体 であるジゴキシン(κ 配=7・8

"M),ウ アバイ ン(κ 〃2=0.38μM)を 濃度依存性 かつ飽 和的に取込 んだ。 またT4やcAMP,メ トトレキ

セー トもコン トロール に比 して有意 な取込み を示 した。 このよ うにOATp4Clは 様 々な構造 を有す る化

合物 を基質 とす る幅広い基質認識性 を有す る と考 え られ た。 また取込み阻害実験 を行 った ところT3の

取込み をジゴキシ ンは抑制せず ジゴキシンの取込み をT3は 抑制 しない とい う結果 が得 られた。 この結

果はT3と ジゴキシンはOArp4C1の 基質 であるに も関わ らず お互いの輸送 に影響 を与えない ものであ

り,T3と ジゴキシンはOArP4CIの 異な る部位で認識 されてい る と予想 された。 この こ とか ら01鯛rP4Cl

には少な くとも二 つ以上の基質認識部位が存在 し,こ のこ とによ り様 々な構造 を有す る化合物 を輸送

できる もの と考 え られ た。 またratOatp4clに おいて も機 能解 析 を行 った ところOArP4Clと 同程度 の親

和性 でT3及 びジゴキシ ンを輸送 した。RatOatp4c1は ア ミノ酸 レベル の相 同性 だけではな く機能的 にも

OArp4c1の ホモ ログであるこ とが示 され た。

つ ぎにoArP4cllrat6atp4clの 腎内発現局在 を明 らかにす るため ,マ イ クロダイセ クシ ョンによ り分

離 したラ ッ ト腎臓各部位 よ りRNAを 抽 出 しRT-PCIミ を行 った。その結果,近 位尿 細管細胞 よ りバ ン ド

が認 め られOATP4CllratOatp4clは 近位尿細管紳胞 に発現す る ことが明 らか となった・ またratOaΦ4c韮

に対す るポ リク、ローナル抗体 を作製 し,免 疫染色 を行 った ところRr-PCRの 結果 と同様 に近位尿細管 に

発現が確認 され,ま たそ の発現 は血管側で あった。以上 の結果 か らOATP4CllratOatp4c1は 近位 尿細管

の血管側 に発現す ることが明 らか とな り,血 中の基質化合物 を細胞 内に取込 む機能,つ ま り尿細管分泌

としての機能 を有 す るもの と考 え られ た。

さらに腎不全時 のratOatp4cl発 現 量の変動 について解析 を行 った。 腎不全 時には腎機能 の変化 に伴

い薬 物の腎排泄量 が影響 を受け ることが知 られてい る。そ の原 因の一つ に薬物 トランスポー タ「 の発

現量 変動 が挙 げ られ る。 そ こで516腎 摘 出 ラッ ト及 びWisterKyotoRat(WKY)一 抗glomerularbasement
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membrane(GBM)腎 炎 ラ ッ

トの2種 類の 腎不全 モデル ラ

ッ トを作製 し,ratOatp4clの

発現 量 に関す る変動 を解析

した。腎不全モデル ラ ッ トの

腎臓 よ りRNAを 抽 出 し,ノ

ザ ンプ ロッ ト解析 を行 った結

果,い ずれのモデル におい て

も腎不全時 にはratOatp4clの

発現 量が低下す るこ とが明

らか となった。その ため腎

不全 時 にはOArp4C1の 基質

Normalcondition

LumenBloodT
ubularcell

OMl

Blood

亙

RenaIfaiIure

LumenT
ubularcell

Fig.1Proposedmechanismfordigoxinrenaltubularsecretion

innormalandrenalfailurecondition.

となる化 合物の腎排泄低下 が予想 され る。 また これ までに腎不全時 に発 現が低 下す るこ とが報告 された

OCT2やOaptlalで は,そ の発現量 に性差 が知 られ てお り,腎 不全時 に血 中テ ス トステ ロンが低下す る

ことが発現 量低下の一因で あるこ とカミ解 明されてい る。しか しratOatp4clの 発現量 に性差 は認め られ ず,

既存の トランスポー ター とは異 なるメカニズ ムで発現制御 されてい る と考 えられた。

その一因と予想される。

また,こ れ まで尿細管分泌 はOArが 担 う

有機 アニオ ン輸送系 とOCTが 担 う有機 カチ

オン輸送系が知 られていたが,本 研究 によ り

OArp4Clが 担 う新たな輸送系炉明 らかとなっ

た。OArp4Clは 腎尿細管分泌の新たな輸送シ

ステムを担 う分子 としてOArpフ ァミリーで

初 めて明 らかにされたものであ り,本 研究成

果 は腎排泄型薬物 の開発や腎臓 をターゲッ ト

とした薬物の開発な どの創薬への応用や薬物

【結 論 】 以上 よ り一〇ATP4C1は 近位尿 細管の血 管側 に発現す る最初 のOATPで あ り,T3や ジゴキシ ン

を始 め とす る様 々な構造 を有す る化合物 を基質 とす ることで,薬 物の尿細管分泌 を担 うトランスポー タ

ーで ある と考 え られ た。例 えば ジゴキシ ンにお いて はOArp4Clは ジ ゴキシ ンの血 管側 か ら尿細管細胞

内への取込み を担 い,管 腔側 のMDRIと 協 調的に働 くことで ジゴキシ ン腎排泄 を担 うとい う新たなモデ

ル が想定 され た。 またジ ゴキシ ンは腎不全時 にそ の腎排泄 が低下す るがMDR1の 発現量は変化 しない こ

とか ら,OArP4CllratOatp4clの 発 現量低 下が

LumenBloodTubular

Oranicaniontransorts④ 画LT4

Organicanionconfound

㎝ 曜く500》

URA了1

Noveltransaortsystem
Organicanion/neutralcompound
ex.Digoxin,Thyroidhormone

MRP2

0rganiccationtransoortsvstei

Orga胸iooationco仰ound

(酬 く500) MDRi

Fig.2Schematicdiagramofmembranetransportsystemin

renaltubulazcell.

相互作用予測などの臨床応用に発展 されていくものであった。

一68一



審 査 結 果 の 要 旨

細 胞 内外 へ の生理 活 性物 質 の輸 送 に薬物 トラン スポー ター が大 きな役割 を果 してい る。な か で も

organicaniontranspordngpolypeptide(OArP)は,内 因性物 質では抱合型 ステ ロイ ドホル モン,甲 状腺 ホ

ル モ ン,エ イ コサ ノイ ド,胆 汁酸 な ど,ま た外因性化合物 ではジ ゴキシ ン,メ トトレキセー トな ど幅広

い基質 に対応 し,ま た脳,肝 臓,肺 をは じめ とした多 くの臓器 にその ファ ミリー が発現す る ことか ら,

薬物 の体 内動 態 に重要な役割 を果す とされてい る。腎臓 においては ラ ッ トで数種 のOatpフ ァ ミリーが高

度に発 現 して い るこ とが報告 されてい るが,ヒ トにお けるOArpは いまだその発現 が明 らかに され てい

ない。 こ うした観 点か ら,本 研究は ヒ ト腎臓 に発現す る未知OArpの 単離 と解析 を試みた もので ある。

先 ず,OATPIB3ハiver-speciHcorganicaniontransporter(LST)一210ArP8を 探 索 子 と し てexpressed

sequencetag(EST)デ ー タベー スサーチに よ りOATP4A1/OATP-Eと 相同性の高いESTク ロー ンを得 た。

この クロー ンは,配 列 を基 に作製 したプライマー を用いて検討 した結果腎臓 に発現す るこ とが判 明 した。

次いで ヒ ト腎臓 ファー ジライ ブ ラ リーを用 いて クローニ ングを行い,約180bpの ク ロー ンを得 た。 この

新規遺伝子 はoArP4Alを は じめ とす るoArPと 高い相 同性 を示 し,oArP4clと 命名 した。尚,ラ ッ ト

か らも同様 単離 しOatp4c1と 名付 けた。

これ らは ともに724の ア ミノ酸か らな り,12回 膜貫通型 で,両 末端 は細胞 内に位置 し,細 胞外 に4個

の糖 鎖付加部位 を,細 胞 内に5個 の リン酸化 部位 を持 ち,他 のOArpと 共通 の構造 を持 ってい た.尚,

臓 器分布 を調べ た ところ,OATp4Clは 腎臓 に特 異的に発現 してい ることが判 明 した。尚,こ れ は ヒ トの

腎臓 に発 現す るOArpと して は じめて発 見 され た もの である。一方,Oatp4c1は 腎臓 に高度 に発 現 して

いる ものの,肺,脳 にも発現 がみ られ,臓 器 分布 に種差 が認 め られた。

引 き続 き,機 能解 析 を行 った。その結果,T3,ジ ゴキシ ン,ウ ワバイ ンが 良好な基質であった。また,

阻害実験 か らT3と ジゴキシ ンはお互 いの輸送 に影響 を与 えず,そ れぞれ異 な る部位 で認識 され るもの

と予想 された。次に発 現局在に吟味 を加 えた ところ近位尿細管細胞の血管側 であるこ とが明か となった。

この こ とか ら本 トラ ンスポー ター は血 中の基 質 を細胞 内に取 り込 む機能 持つ もの と考 え られ る。従 来,

尿細 管分泌 はoArとocTが 担 う輸送 系 が知 られ ていた が,本 研 究 によ りoArP4c1が 担 う新た な輸 送

系の存在が立証 され た。

以上,本 論 文 は,腎 臓 の トランスポーター研究に新 たな 分野 を提供 した もので あ り,創 薬,さ らには

薬物相互作 用研究 に大 きなイ ンパ ク トを与えた もの である。 よって博 士(薬 学)の 学位論文 として合格

と認 める。
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