
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成 21 年 5月 26 日現在

研究成果の概要：虚血再灌流及び白金系抗癌薬誘発急性腎不全モデルラットにおいて、低酸

素誘導因子の上昇に伴い腎近位尿細管上皮細胞に局在する有機アニオントランスポータおよび

有機カチオントランスポータの発現・輸送機能が減少し、尿毒症物質やイオン型薬物の体内動

態が著明に変動することを明らかにした。さらに、尿毒症物質の一つであるインドキシル硫酸

がこれらトランスポータの発現変動並びに腎障害の進展に密接に関与することを突き止めた。
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１．研究開始当初の背景
(1)腎臓は血漿の糸球体濾過とともに、尿細
管における水や電解質の再吸収並びに薬物
や代謝産物等の異物排泄を営んでおり、体
内環境調節臓器及び解毒機構として重要な
役割を担っている。従って、薬剤性腎障害、
虚血性腎障害または腎炎等に伴う腎機能の
低下は、体液バランスや腎特異的な異物解
毒システムの破綻を生じ生命活動維持に重
大な影響を及ぼす。これまで申請者等は、
腎障害モデル動物において尿細管に存在す
る複数種の薬物輸送タンパク質群（薬物ト

ランスポータ）が各々異なる機序により遺
伝子発現調節を受けること、個々のトラン
スポータの発現変動と薬物排泄動態との間
に良好な相関が認められることを明らかに
した。さらに、ヒト型腎薬物トランスポー
タの遺伝子発現量と薬物排泄能との相関解
析に基づき、有機アニオントランスポータ
の臨床的な機能・役割について明らかにし
てきた。一方、腎障害に伴う薬物トランス
ポータの発現変動が、どのような機序また
は生理的因子により調節されているかにつ
いては解明されていない。腎障害時に誘導
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される生理因子や毒性代謝物の影響、ある
いはトランスポータ発現調節に関わる細胞
内因子の破綻等の関与が推測されているが、
実体については解明されていない。

一方、外界からの過剰な刺激や生命を脅
かす脅威（バイオストレス）に対して適応
するストレス応答機構の病態生理的役割が
注目されつつある。特に、ストレス応答機
構を発動させる緊急シグナルとして酸素濃
度の変化や毒素・環境因子等が明らかにさ
れており、これらのストレスを感知し適応
するための生理因子が複数種見出されてい
る。虚血性腎障害時に誘導される低酸素応
答因子（HIF-1α）は、下流域に位置する様々
な機能調節因子、組織再生因子、脂溶性薬
物の尿細管分泌・解毒を担う P-糖タンパク
質等の遺伝子発現調節、細胞死（アポトー
シス）誘導に関わることにより、腎組織・
機能障害の修復や細胞障害の防御システム
に重要な役割を果たしていることが示唆さ
れている。

２．研究の目的
本研究課題では、腎障害モデル動物及び

in vitro 培養細胞系を主として用い、スト
レス応答関連因子（HIF、日周リズム調節因
子）と薬物トランスポータ群との機能的な
協働及び相互作用について動物、細胞及び
分子レベルで系統的に精査し、腎特異的な
ストレス応答機構・機能制御と異物解毒シ
ステムとの機能連関情報を基盤とした腎障
害防御戦略を確立することを到達目的とし
た。 シスプラチン、メソトレキサート（抗
癌薬）やバンコマイシン（抗生物質）等の
薬剤投与による急性腎障害、また虚血性・
再灌流による急性腎障害に伴って尿細管異
物解毒システムの異常・破綻が生じる結果、
尿毒症物質等の障害性産物が腎組織や体内
臓器に蓄積することで種々の組織機能障害
が惹起されるが、薬物トランスポータ群を
媒体とする解毒システムへの影響・関連因
子については不明である。従って、ストレ
ス応答機構と腎固有解毒システムの機能的
な協関メカニズムを系統的に解明すること
ができれば、腎障害適応機序に関する理解
が進展するとともに、腎障害発症の防御あ
るいは修復促進を図るための選択的腎保護
薬のスクリーニング系の確立等、新たなス
トラテジー構築が可能となる。また、本研
究課題で提案する内容は、従来未着手であ
った研究発想を含むため、学術的な観点や
特許性も含め独創性の高い研究プロジェク
トを展開することができる。本研究を実施
することにより、腎特異的なストレス適応
機序の一端が解明されることが予想され、
波及的に腎機能防御効果を示す医薬品開発
戦略や薬物治療法の確立に対して新たな視
点から情報を提供し得るものと期待される。
特に、シスプラチン等抗癌剤投与に伴う急
性腎障害の予防・軽減法の早期開発が臨床
的観点からも必要とされているため、本研
究の実施は緊要性が高い。

３．研究の方法
本研究課題では、ストレス応答関連因子

（低酸素誘導因子 HIF、時計関連遺伝子群）
と腎固有解毒システム（尿細管薬物トランス
ポータ群により構築）の機能的連関（図 1参
照）について腎障害モデル動物、培養細胞系
並びに分子・細胞生物学的手法を用いて系統
的かつ多角的に分析・究明し、腎ストレス適
応システムについて得られた情報を基盤と
する腎障害防御法の確立を目標として、以下
の研究を実施した。
（１）虚血再灌流による急性腎障害ラットに
おけるストレス応答関連因子群並びに薬物
トランスポータ群の発現変動解析
1)虚血再灌流による腎障害モデルの作成：対
象として体重約 250 g、12 週齢 Wistar 系雄
性ラット（九動（株））を用い、動物実験は
National Institute of Health の動物実験ガ
イドラインに準じて行った。ラットは、I
群：対照群（開腹手術のみ施行）並びに II
群：腎障害群（虚血再灌流を施行）の 2群に
分けた。血管クランプを用いて両側の腎動脈
を 30 分間完全閉塞させた後開放し、腎臓を
再潅流した。再灌流前、後 3,6,9,12 及び 24
時間後に各群ラットを麻酔下で断頭屠殺後
採血を行い、血清クレアチニン（Cr）及び血
清尿素窒素（BUN）を測定した。また、膀胱
内に PE-50 カテーテルを留置し，0-3 時間，
3-6 時間，6-12 時間，12-24 時間毎に採尿を
行い、尿量、尿中 Crと Na排泄量を測定する。
虚血再灌流前、3,6,9,12 及び 24 時間後に麻
酔下断頭屠殺したラットより腎臓を速やか
に摘出し、下記に示す方法に準じて mRNA 及
びタンパク質を分離精製した。
2)血液生化学値の測定:血液生化学データ測
定用の採血は麻酔下断頭屠殺後ヘパリン添
加にて行い、遠心分離後血清を凍結保存した
後、血清 Na、血清 K、Cr、BUN 及び血清総蛋
白を測定した。血清 Cr の測定はアルカリピ
クリン酸法を用い、血中 BUN 測定はウレアー
ゼ・UV 法を用いて測定した。
3)尿検体の測定:尿中 Na、K および Cl 排泄量
をイオン選択電極法にて測定した。尿中 Cr
測定は酵素法を用い、尿中尿素窒素はウレア
ーゼ UV 法を用いて測定した。
4)腎組織検体の採取:腎組織検体は麻酔下断
頭屠殺後、直ちに採取した。摘出した腎検体
は逆転写(RT)-PCR 用、病理検査用に分割して
保存した。組織染色用の検体は等張リン酸緩
衝液にて洗浄後 TissueTek Compound でコー
ティングし、液体窒素にて凍結した。RT-PCR
用検体は直ちに凍結し必要時まで－80℃に
て凍結保存した。腎検体の一部は、タンパク
質分解酵素阻害薬を含む緩衝液を用いてホ
モジナイズし、ウエスタンブロット分析に供
した。腎検体の一部を用い、HE 染色により組
織障害の病理検査を行った。

4-1.メッセンジャー(m)RNA の抽出:摘出し



た腎臓を液体窒素で瞬時凍結固定した後、
MagNAPureLC RNA アイソレーションキットを
用いた全自動核酸抽出装置（MagnaPureLC、
ロシュダイアグノスティック社製；現有設
備）により mRNA を分離精製した。

4-2.RT-PCR 法による検出:逆転写酵素反応
（RT）を用いて RNA を鋳型とした cDNA の合
成反応を行い、合成 cDNA を鋳型として
degenerateプライマーを用いたPCR増幅反応
を行った。PCR 反応条件は常法に従い、プラ
イマー条件を考慮した温度・増幅サイクル数
を設定した。PCR 増幅産物はアガロースゲル
電気泳動後、エチジウムブロマイドで染色し
て検出した。

4-3.リアルタイム PCR による mRNA 定量:リ
アルタイム PCR 反応は、対象とする各種因
子・トランスポータの遺伝子配列を基に作成
した TaqMan プローブ（Applied Biosystems
社による受注販売）を用い、リアルタイム PCR
解析装置（シーケンスディテクションシステ
ム ABI PRISM 7900、現有設備）にて行った。

4-4.免疫染色による腎内タンパク質発現
部位の同定:凍結保存した腎組織をクリオス
タットにて薄切し、室温にて乾燥した後アセ
トン固定した。非特異的反応を除去するため
に、二次抗体と同種の血清を用いてブロッキ
ングした後、一次抗体を添加し室温で反応さ
せた。薬物トランスポータに対する 1次抗体
は京都大学医学部附属病院薬剤部より供与
さたものを使用した。2 次抗体はマウスまた
はウサギ IgG を使用し、一定時間検体とイン
キュベーション後洗浄し、蛍光顕微鏡または
共焦点レーザー顕微鏡（熊本大学医学部総合
研究棟の現有設備）にて染色像を観察した。
5)各種生理因子・トランスポータの mRNA 及
びタンパク質の発現解析：

5-1.ストレス応答因子の発現：低酸素誘導
因子 HIF-1α及び熱ショック誘導因子 HSF-1
に対する特異抗体を用いてウエスタンブロ
ット分析並びに免疫染色を行い、腎臓におけ
る HIF-1α及び HSF-1 の誘導並びに発現部位
について精査した。また、両因子の mRNA 発
現変動についてリアルタイム PCR により検討
する。mRNA 発現量の測定値は、内部標準であ
るβ-アクチンまたは 18SrRNA の発現量で補
正し相対値として算出した。

5-2.時計関連遺伝子群の発現：虚血再灌流
に伴う時計関連遺伝子（CLOCK, BMAL1, Per2）
の概日リズム振動及び発現変動についてリ
アルタイム PCR により比較検討した。

5-3.薬物トランスポータ群の発現：虚血再
灌流に伴う腎尿細管有機アニオントランス
ポータ（OAT1,OAT3）、有機カチオントランス
ポータ（OCT1,OCT2）、多剤耐性獲得関連薬物
ト ラ ン ス ポ ー タ （ P- 糖 タ ン パ ク 質 ／
MDR1,MRP2）の mRNA 発現をノーザンブロット
分析及びリアルタイム PCR により精査した。
さらに、これらトランスポータタンパク質の

発現変動及び腎内発現分布変化についてウ
エスタンブロット分析及び免疫染色によっ
て調べた。
6)統計処理：血液生化学データ並びに mRNA
発現量の変化については、One-way analysis
of variance（ANOVA）を用いた後、Scheffe's
F test を行い有意差判定した。

（２）薬剤投与による急性腎障害ラットの作
成とストレス応答因子並びに薬物トランス
ポータ群の発現変動解析
1)シスプラチン投与による腎障害モデルの
作成：対象として体重約 250 g、12週齢 Wistar
系雄性ラット（九動（株））を用いた。ラッ
トは、I 群：対照群（生理食塩水投与）並び
に II 群：腎障害群（シスプラチン投与）の 2
群に分けた。シスプラチンの投与量は、既報
に従い 5mg/kg 腹腔内投与とした。シスプラ
チン投与 3～5 日間後に各群ラットを麻酔下
で断頭屠殺後採血を行い、血清クレアチニン
及び血清尿素窒素を測定した。また、膀胱内
に PE-50 カテーテルを留置し，0-3 時間，3-6
時間，6-12時間，12-24時間毎に採尿を行い、
尿量、尿中 Cr と Na 排泄量を測定した。シス
プラチン投与前、後 3～5 日後に麻酔下断頭
屠殺した後腎臓を摘出し、mRNA 及びタンパク
質を分離精製した。

以下、虚血再灌流腎障害において計画する
実験と基本的に同様の実験を実施し、ストレ
ス応答関連因子群並びに薬物トランスポー
タ群の発現に及ぼすシスプラチン腎障害の
影響について評価・解析を行った。
2)血液生化学値の測定: 前項に記載した方
法に従って行った。
3)尿検体の測定: 前項に記載した方法に従
って行った。
4)腎組織検体の採取: 前項に記載した方法
に従って行った。

4-1.mRNA の抽出
4-2.RT-PCR 法による検出
4-3.リアルタイム PCR による mRNA 定量

5)各種トランスポータの mRNA 及びタンパク
質の発現解析：前項に記載した方法に従って
行った。

４．研究成果
(1)急性腎障害時における腎尿細管有機イオ
ントランスポータ(Slc22a)群の発現・機能変
動

急性腎不全は、短期間で腎機能に重度の障
害が生じ、体液の水・電解質異常をきたす症
候群であり、他の臓器不全を伴うことが多く
高い死亡率を示す。腎臓近位尿細管上皮細胞
側底膜には有機イオントランスポータ
(Slc22a)群に分類される有機アニオントラ
ンスポータ(Organic Anion Transporter,
OAT)及び有機カチオントランスポータ
(Organic Cation Transporter, OCT)が発現



しており、血液中の不要代謝産物や外因性異
物の尿細管上皮細胞内への取り込みを媒介
することから、薬物動態制御因子としての関
与が示唆されている。腎疾患に伴う有機イオ
ントランスポータ群の発現及び機能変動は，
腎排泄型薬物の体内動態に影響を及ぼすと
想定されるが、急性腎障害時における有機イ
オントランスポータの発現変動に関する報
告は殆どない。そこで本研究では、虚血再灌
流及びシスプラチン誘発急性腎不全モデル
ラットを用い、急性腎障害時における有機イ
オントランスポータの発現・機能変動並びに
薬物動態変動との関連について精査した。

１．虚血性急性腎障害時における有機イオン
トランスポータ発現・機能

虚血再灌流・急性腎不全モデルラットにお
いて低酸素誘導因子 HIF-1αの発現上昇に伴
い有機アニオントランスポータ rOAT1 及び
rOAT3のmRNA及び蛋白質発現量の有意な減少
が観察された。さらに、虚血再灌流ラットに
おいて有機カチオントランスポータ rOCT1及
び rOCT2 mRNA 発現の有意な減少が認められ
た。一方、rOCT1 蛋白質発現に影響は認めら
れなかったが、rOCT2 では蛋白質発現の顕著
な減少が観察された。虚血再灌流ラットから
作製した腎切片におけるパラアミノ馬尿酸
(PAH)、エストロン硫酸(ES)及びテトラエチ
ルアンモニウム(TEA)の取り込み量が低下し
たことから、尿細管側底膜における有機アニ
オン及び有機カチオンの輸送活性が減少し
ていることが明らかとなった。これらの虚血
再灌流ラット尿細管側底膜における有機ア
ニオン及び有機カチオン輸送活性の減少機
序として、rOAT1、rOAT3 及び rOCT2 の発現抑
制、並びに Na+/K+-ATPase 発現量低下に伴う
これらトランスポータの駆動力減弱が少な
くとも一部関与する可能性が示唆された。
薬物動態解析の結果から、虚血再灌流ラット
において rOAT1 及び rOAT3 の輸送基質である
尿毒症物質インドキシル硫酸(IS)の血中濃
度が上昇すること、rOCT1 及び rOCT2 の輸送
基質である TEAの腎クリアランスが低下する
ことが観察された。また、rOAT3、rOCT1 及び
rOCT2 の輸送基質である H2受容体拮抗薬
famotidine の血中濃度上昇、並びに腎クリア
ランスの低下が認められた。IS、TEA 並びに
famotidine の虚血再灌流ラットにおける体
内動態変動の要因として、有機イオントラン
スポータの発現・機能減少が関与することが
強く示唆された。さらに、虚血再灌流ラット
において腎刷子縁膜型 H+/有機カチオンアン
チポータ rMATE1(rat multidrug and toxin
extrusion 1) mRNA 及び蛋白質発現の減少が
認められたことから、TEA の腎クリアランス
減少に rMATE1 の発現減少が関与する可能性
が示唆された。

２．シスプラチン誘発腎障害時における有機
イオントランスポータ発現・機能

シスプラチン (10 mg/kg)誘発急性腎障害
ラットにおいて rOAT1、rOAT3 及び rOCT2 の
mRNA 及び蛋白質発現量の有意な減少が観察
された。また、シスプラチン腎障害ラットに
おいてrMATE1 のmRNA発現の有意な減少と蛋
白質発現の減少傾向が認められた。シスプラ
チン腎障害ラットから作成した腎切片にお
ける PAH、ES 及び TEA の取り込み量が低下し
たことから、尿細管側底膜における有機アニ
オン及び有機カチオンの輸送活性が減少し
ていることが判明した。経口吸着剤 AST-120
の併用は、rOAT1、rOAT3 の mRNA 及び蛋白質
発現、並びに ES 及び TEA の腎切片取り込み
量を有意に回復させた。シスプラチン腎障害
ラットにおいて血清中 IS 中濃度の上昇、静
脈内投与後の famotidine の腎クリアランス
低下が観察された。これらのシスプラチン腎
障害ラットにおける IS 並びに famotidine の
体内動態変動に有機イオントランスポータ
の発現・機能減少が関与することを明らかに
した。AST-120 の併用により、シスプラチン
による腎障害の進展及び血清中 IS 濃度の上
昇は有意に抑制されたが、famotidine の体内
動態に対する影響は認められなかった。

血清 Mg 濃度低下時のシスプラチンの投与
は、正常な血清 Mg 濃度時では腎毒性が観察
されないシスプラチン投与量(2.5 mg/kg)に
おいても腎障害を惹起させることが示され
た。それに伴い、rOAT1及び rOAT3 mRNA 及び
蛋白質発現量の著しい減少並びに血清 IS 濃
度の有意な上昇が観察された。また、
Na+/K+-ATPase 蛋白質発現量が減少したこと、
PAH及びESの腎切片取り込み量が有意に低下
していたことから、rOAT1 及び rOAT3 の輸送
機能の低下が示唆された。また、PAH 及び ES
の動態解析から、両薬物の血中濃度上昇及び
腎クリアランスの低下が認められた。rOCT2
mRNA 及び蛋白質発現の顕著な減少も示され
たことから、腎尿細管側底膜における有機カ
チオン輸送活性が減少すること、カチオン性
薬物の腎排泄挙動が影響を受ける可能性が
示唆された。

(2)有機イオントランスポータ発現に及ぼす
IS の影響

マイクロダイセクション法により単離し
た近位曲尿細管(PCT)における rOAT1、rOAT3、
rOCT1 及び rOCT2 の mRNA 発現量が IS を含む
medium でインキュベートすることにより減
少した。また、luciferase assay の結果より
IS 及びシスプラチンは、hOAT3 プロモータ活
性を減少させることが判明した。これらの結
果から、腎障害時における血清 IS 濃度の上
昇に伴い、rOAT1、rOAT3、rOCT1 及び rOCT2
の mRNA 発現抑制が惹起される可能性が示唆
された。また、IS 及びシスプラチンは hOAT3



の mRNA 発現を転写レベルで減少させる可能
性が示唆された。以上の結果から、虚血再灌
流及びシスプラチン誘発急性腎不全モデル
ラットにおいて、腎近位尿細管側底膜に局在
する有機アニオントランスポータ rOAT1 及び
rOAT3、有機カチオントランスポータ rOCT2
の発現・輸送機能が減少し、尿毒症物質やア
ニオン性及びカチオン性薬物の体内動態が
変動することを明らかにした。また、尿毒症
物質の一つである IS がこれらトランスポー
タの発現変動に密接に関与する可能性を初
めて示した。

(3)シスプラチン誘発腎障害時における有機
イオントランスポータ発現・機能変動並びに
薬物動態変動

シスプラチン (10 mg/kg) 誘発急性腎不全
モデルラットを用いて、シスプラチン誘発腎
障害時における有機イオントランスポータ
の発現・輸送機能変動を精査した。シスプラ
チン腎障害ラットにおいて rOAT1、rOAT3 及
び rOCT2 の mRNA 及び蛋白質発現量の有意な
減少が観察された。また、シスプラチン腎障
害ラットにおいてrMATE1の mRNA発現の有意
な減少と蛋白質発現の減少傾向が認められ
た。シスプラチン腎障害ラットから作成した
腎切片における PAH、ES 及び TEA の取り込み
量が減少していたことから、尿細管側底膜に
おける有機アニオン及び有機カチオンの輸
送活性が減少していることが判明した。シス
プラチン腎障害ラットにおいて血清中 IS 中
濃度の上昇、静脈内投与後の famotidine の
腎クリアランス低下が観察された。これら IS
並びに famotidine のシスプラチン腎障害ラ
ットにおける体内動態変動に腎近位尿細管
に発現する有機イオントランスポータの発
現・機能減少が関与することが明らかとなっ
た。AST-120 の併用により、シスプラチンに
よる腎障害の進展及び血清中 IS 濃度の上昇
は有意に抑制され、rOAT1、rOAT3 の mRNA 及
び蛋白質発現、並びに ES 及び TEA の腎切片
取り込み量の有意な回復が観察された。一方、
famotidineの体内動態に対するAST-120併用
の影響は認められなかった。

血清 Mg 濃度低下時のシスプラチンの投与
は、正常な血清 Mg 濃度時では腎毒性が観察
されないシスプラチン投与量(2.5 mg/kg)で
あっても腎障害を惹起させることが示され
た。それに伴い、rOAT1 及び rOAT3 mRNA 及び
蛋白質発現量の著しい減少並びに血清 IS 濃
度上昇が観察された。また、Na+/K+-ATPase
蛋白質発現量が減少したこと、PAH 及び ES の
腎切片取り込み量が有意に低下していたこ
とから、rOAT1 及び rOAT3 の輸送機能の低下
が示唆された。また、PAH 及び ES の動態解析
から、両薬物の血中濃度上昇及び腎クリアラ
ンスの低下が認められた。rOCT2 mRNA 及び蛋
白質発現の顕著な減少も示されたことから、

腎尿細管側底膜における有機カチオンの輸
送活性の減少すること、並びにそれに伴うカ
チオン性薬物の腎排泄挙動が影響を受ける
可能性が示唆された。

(4)白金系抗癌薬シスプラチンの体内動態に
及ぼす血清マグネシウム濃度の影響

ラットを用い、シスプラチン誘発腎障害発
現における血清マグネシウム(Mg)濃度の影
響について精査した。低 Mg 食の摂食を 7日
間行うことにより、血清 Mg 濃度が低下する
こと、また、血清 Mg 濃度の低下に伴い、低
投与量シスプラチンによって急性腎障害が
惹起されることを認めた。血清 Mg 濃度の低
下によるシスプラチン血漿中濃度の変動は
認められなかったが、腎臓内濃度は血清 Mg
濃度の低下に伴い約 2倍の増加が認められた。
この時、シスプラチン腎取り込みに寄与する
側底膜型有機カチオントランスポータ rOCT2
発現量が増加し、それに伴うカチオン性物質
であるテトラエチルアンモニウムの腎切片
への取り込み活性は約 2倍に上昇した。従っ
て、血清 Mg 濃度の低下により rOCT2 発現量
が増加し、シスプラチンの腎臓への取り込み
が亢進したことが、血清 Mg 濃度低下時にお
けるシスプラチン誘発急性腎障害の惹起に
少なくとも一部関与することが示唆された。
さらに、シスプラチン誘発腎障害により
rOCT2 発現量は低下したが、シスプラチンの
腎組織 Kp 値は増加したことから、rOCT2 の機
能低下時に異なる尿細管トランスポータが
シスプラチンの腎蓄積に関与することが示
唆された。

以上、虚血再灌流及び cisplain 誘発急性
腎不全モデルラットにおいて、腎近位尿細管
側底膜に局在する有機アニオントランスポ
ータ rOAT1 及び rOAT3、有機カチオントラン
スポータ rOCT2 の発現・輸送機能が減少し、
尿毒症物質やアニオン性及びカチオン性薬
物の体内動態が変動することを明らかにし
た。また、尿毒症物質の一つである IS がこ
れらトランスポータの発現変動に関与する
可能性を初めて示した。本研究成果は、急性
腎不全の病態発症機序の究明並びに治療戦
略、腎不全時の薬物動態変動機構の解明とそ
れに基づく医薬品適正使用に有用な基礎的
知見になるものである。
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