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研究成果の概要（和文）：肝移植後の個別化薬物療法の確立を目指し、肝虚血再灌流(I/R)障害
が薬物腎排泄に及ぼす影響について検討した。その結果、肝 I/R 障害後にシメチジンの全身ク
リアランスが減少し、その機構には、腎近位尿細管に発現する有機カチオントランスポータ
2(rOCT2)、H+/有機カチオン逆輸送体 (rMATE1)を介した腎排泄の低下が関与することが示唆さ
れた。本研究成果は、肝 I/R 障害時におけるカチオン性薬物の腎排泄低下機構を知る上で有用
な知見である。 
 
 
研究成果の概要（英文）：The effect of liver I/R injury on the renal excretion of drugs 

was investigated to establish the individual drug therapy after liver transplantation.  

This study suggested that the systemic clearance of cimetidine was decreased after liver 

I/R, and that this alternation is attributable to the decreased renal excretion mediated 

by rOCT2 and rMATE1 in the kidney.  The present findings provide useful information for 

our understanding of renal disposition of cationic drugs in liver I/R injury.   
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１．研究開始当初の背景 

肝虚血再灌流(I/R)障害は、臓器が虚血後、
血流が再開する際に生じ、術時に産生される
酸化ストレス等によって様々な障害が引き
起こされ、肝移植時には避けられない問題で
ある。肝 I/R 障害時には肝薬物代謝能が低下

することから肝移植直後の薬物体内動態を
変動させる重要な要因であると考えられる。
また、肝 I/R 障害時には虚血臓器のみならず
他臓器にも障害を引き起こし、なかでも腎臓
に及ぼす影響は臨床上大きな問題となって
いる。一方、肝 I/R 障害をはじめとする酸化
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ストレス起因性の疾患時には、種々の薬物ト
ランスポータの機能や発現量の変動が報告
されている。しかしながら、肝 I/R 障害後の
腎臓における薬物トランスポータ変動とそ
の変動機構についてはほとんど情報がない。 

 
２．研究の目的 
肝 I/R 障害後の薬物腎排泄変動とその分

子機構を明らかにし、移植時患者に対する個
別化薬物療法の確立を目指した臨床薬剤業
務の科学的基盤を構築することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)肝 I/R 障害モデルラットの作製 

Wister 系雄性ラット(9週齢)を用い、肝臓
の左葉及び中葉への血流を 60 分間遮断する
ことにより 70%部分肝虚血を行い、肝 I/R 障
害モデルを作製した。肝機能は血漿中 ALTを、
腎機能は血漿クレアチニン値及び尿素窒素 
を測定することにより評価した。 
 
(2)In vivo 全身クリアランス実験 

再灌流 12 時間後に、ペントバルビタール
(50 mg/ml)麻酔下で、右大腿動脈、右大腿静
脈にカニュレーションを施した。右大腿静脈
よりシメチジン(8 mg/kg)を瞬時投与した後、
右大腿動脈から経時的に採血を行った。 
 
(3)In vivo 腎クリアランス実験 

再灌流 12 時間後にシメチジンを負荷投与
後、維持量を持続投与することで定常状態と
した後、大腿動脈及び膀胱からそれぞれ採血、
採尿を行い、腎クリアランスを算出した。ま
た、糸球体濾過速度はイヌリンの腎クリアラ
ンスより算出した。血漿中、尿中及び腎組織
内のシメチジン濃度は高速液体クロマトグ
ラフィーを用いて測定した。 
 
(4)Western Blot 法 

In vivo全身クリアランス実験終了直後に、
腎臓を摘出し、腎皮質の粗膜画分を調製した。
試料(45 µg)を 10%SDS-PAGE で展開し、PVDF
膜上に転写後、抗 rOCT2 及び rMATE1 ポリク
ローナル抗体及び抗 Villin 抗体で一晩反応
させた。PVDF 膜を洗浄後、HRP 標識した二次
抗体を用いた化学発色法によって発光させ、
LAS4000（富士フィルム）を用いてバンドを
撮影し、Image J 1.38 を用いて定量化した。
内部標準 Villin に対する比をｒOCT2 及びｒ
MATE1 発現量とした。 
 
(5)肝 I/R 障害時に生じる酸化ストレスがシ
メチジンの体内動態に及ぼす影響の検討 

ビタミン Eの水溶性誘導体の抗酸化物質で
ある Trolox® (2.5 mg/kg)を再灌流 5分間に右
総頸静脈より瞬時投与し、上記手順で同様の

検討を行い、肝 I/R 障害による酸化ストレス
がシメチジンの体内動態及び尿細管トラン
スポータに及ぼす影響を解析した。 
 
(6)統計学的解析 
データは、平均値±標準偏差で示し、２群

間比較は、unpaired Student’s t-test 検定
を 用 い 、 多 群 間 比 較 の 検 定 に は 、
Tukey-Kramer 法を用い、P<0.05 を有意差あ
りとした。 
 
４．研究成果 
(1)シメチジンの体内動態並びに尿細管トラ
ンスポータに及ぼす肝 I/R 障害の影響 
再灌流 12 時間後における I/R 群の血漿中

ALT は約 58 倍に上昇し (P<0.001)、肝 I/R 障
害に伴う肝障害が確認されたが、血漿クレア
チニン、BUN には差が認められなかった。シ
メチジンを静脈内瞬時投与した場合、Sham 群
に比べ、I/R 群では血中濃度(図.1)及び投与
後 2時間までの血中濃度－時間曲線下面積 
(AUC)は、有意に増加し (P<0.001)、全身ク
リアランスは I/R 群では Sham 群の 76 %まで
減少し、腎クリアランス、腎分泌クリアラン
スも74、61 %まで減少していた (各々P<0.01, 
P<0.01)。また、腎粗膜画分中の rOCT2、rMATE1
の蛋白発現量を比較検討した結果、 I/R 群に
おけるrOCT2、rMATE1は共にSham群の67, 61%
まで減少していた (図.2)。以上より、肝 I/R
障害時におけるシメチジンの全身クリアラ
ンスが減少する機構には、腎近位尿細管に発
現する rOCT2、rMATE1 を介した腎排泄の低下
が関与することが示唆された。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. シメチジン(8 mg/kg)を静脈内瞬時投
与後の血漿中シメチジン濃度推移  
平均値±標準偏差 (n=5), *:p<0.05, 
**:p<0.01, ***:p<0.001 vs Sham 
 
(2)肝 I/R 障害時のシメチジンの体内動態変
動における酸化ストレスの役割 
抗酸化剤である Trolox を再灌流前に投与

したところ、肝 I/R 障害後にみられたシメチ
ジンの AUCの増加並びに全身クリアランスの
減少は改善し (各々I/R + Vehicle 群と比較
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し P<0.001, P<0.01)、rOCT2、rMATE1 の蛋白
発現量の減少も抑制された(図.3, 4)。以上
より、肝 I/R 障害時に生じる酸化ストレスが
rOCT2、rMATE1 の発現量と機能低下に関与す
ることが示唆された。本研究成果は、肝 I/R
障害時におけるカチオン性薬物の腎排泄低
下とその機構を示唆する有用な知見と考え
られる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 腎粗膜画分における rOCT2 及び
rMATE1 蛋白発現量の比較 
rOCT2 及び rMATE1 蛋白発現量は内部標準の
Villin を対象として数値化し、Sham の発現
量を 100%として表記した。 
平均値±標準偏差 (n=4-5), **:p<0.01 vs 
Sham 

 
図 3.  シメチジン(8 mg/kg)を静脈内瞬時投
与後の血漿中シメチジン濃度推移に対する
Trolox の効果  
平均値±標準偏差 (n=5-6), **: p<0.01 vs 
Sham＋Vehicle rats.  ♯: p<0.05 vs I/R＋
Vehicle rats. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 腎粗膜画分におけるrOCT2及び rMATE1
蛋白発現量に対する Trolox の効果 
rOCT2 及び rMATE1 蛋白発現量は内部標準の
Villin を対象として数値化し、Sham の発現
量を 100%として表記した。 
平均値±標準偏差 (n=4-5) , *: p<0.05 vs 
Sham＋Vehicle rats.  ♯: p<0.05 vs I/R＋
Vehicle rats. 
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