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研究成果の概要（和文）：ヒト腎近位尿細管管腔側膜の Na+依存性リン酸トランスポーターNPT

が、電位依存性の有機酸排出を担う分子 OATv1 と考えられ、その尿酸排出機能について検討す

るとともに、ヒト OATv1 を作用点とする利尿薬による高尿酸血症発症機序解明を目指した。 
 本研究期間中に、NPT は RI 標識 PAH および尿酸を電位依存性に輸送すること、さらに利尿薬
による濃度依存性に抑制を見出した。OATv1 を作用点とする尿酸と利尿薬の競合による尿酸分
泌低下が、利尿薬性高尿酸血症発症に関与するものと示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Since sodium-dependent phosphate transporter NPT at the apical 
membrane of renal proximal tubules in human is considered to be OATv1 which mediates the 
extrusion of organic anions with voltage-dependent manner, I analyzed its urate-transport 
properties to clarify the molecular mechanism for diuretics-induced hyperuricemia 
targeting human OATv1. During this period, I observed voltage-dependent transport of both 
PAH and urate labeled with radio isotope and concentration-dependent inhibition on 
OATv1-mediated transport by diuretics. Thus, it is suggested that reduction of urate 
secretion by the competition between urate and diuretics targeting OATv1 leads to the 
development of diuretics-induced hyperuricemia. 
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１．研究開始当初の背景 
 利尿薬はうっ血性心不全、腎疾患、肝疾患
に伴う浮腫などに対して用いられるが、中で
も特にサイアザイド系利尿薬はその Na+ 排泄
作用と関連した血圧降下作用を持つため、む
しろ降圧薬として腎不全のない本態性高血
圧症で使用される。また最も強力な利尿薬で
あるループ利尿薬は腎血流量や糸球体濾過
値を減少させないため腎障害時にも適し、利
尿薬の第一選択薬となっている。 

 臨床的に極めて使用頻度の高い利用薬で
あるが、その副作用として、最も多い水・電
解質異常に続き、特にサイアザイド系および
ループ利尿薬では、「高尿酸血症」を認める。
これらの利尿薬投与時、初期には、尿量、尿
中 Na 排泄が増加し、尿酸の腎よりの排出は
促進され尿酸値は低下するとされるが、継続
投与後は細胞外液量、腎血流量、糸球体濾過
量の減少により、尿酸の再吸収は亢進するこ
とに加え、また近位尿細管において、利尿薬
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が競合的に排泄低下を起こし、尿酸分泌経路
を停止させることで血清尿酸値を上昇させ
ると考えられている。 
 サイアザイド系およびループ利尿薬によ
る血清尿酸値上昇を引き起こす原因となる
腎近位尿細管での尿酸分泌経路の分子実体
は未だ明らかではない。腎臓での尿酸輸送は
両方向性であるとされるが、申請者らはこれ
までに尿細管管腔側膜に存在する尿酸取込
みトランスポーターの URAT1および血管側の
尿酸排出トランスポーターURATv1 を続けて
固定し、さらにそれらの遺伝子変異が腎性低
尿酸血症を来たすことから、尿酸の再吸収は、
URAT1-URATv1 がタンデムとなって寄与する
ことを明らかにしている。これに対し、尿酸
分泌経路については、血管側の有機酸トラン
スポーターOAT1 および OAT3 がその取込みに
関与することを in vitro で証明したが、尿
細管腔に尿酸を排泄する分子実体について
は未解明のままである。 
 しかし申請者は 2003 年に発現クローニン
グ法によりブタ腎近位尿酸管管腔側に存在
する電位依存性有機酸トランスポーターの
pOATv1 を同定し、pOATv1 は PAH 等の外来性
有機酸に加えて尿酸等の内因性有機酸を輸
送し、その輸送は利尿薬の furosemide およ
び bumetanide により強力に抑制されること
を示した。続けて申請者は尿酸管管腔側に存
在するヒト有機酸トランスポーターOAT4 は
利尿薬と相互作用を示さないことを見出し、
ヒトにおいてもブタ OATv1様の機能を持つ分
子が管腔側に存在し、尿酸および利尿薬を含
む薬物輸送を担うことを想定した。 
 最近申請者は、アフリカツメガエル卵母細
胞での有機酸の輸送特性解析の結果、Na+依存
性リン酸トランスポーターNPT1がブタ OATv1
のヒトのホモログである可能性を見出した
（ Experimental Biology 2006, San 
Francisco,USA にて発表）。そこで、ヒトの
OATv1 である NPT1 は、腎尿細管管腔側膜での
尿酸排出を担うと同時に、サイアザイド系お
よびループ利尿薬と相互作用することで、薬
物誘発性高尿酸血症の原因となる可能性に
着目し、本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、利尿薬による副作用軽減に向
けた新規治療法開発を最終目的とし、その実
現に向けた基盤確立のために、(a) ヒト電位
依 存 性 有 機 酸 排 出 ト ラ ン ス ポ ー タ ー
OATv1(NPT1)による尿酸排出特性の検討、(b) 
ヒト電位依存性有機酸排出トランスポータ
ーOATv1 と利尿薬の相互作用、(c) ヒト電位
依存性有機酸排出トランスポーターOATv1 に
よる利尿薬輸送、(d) 管腔側膜のヒト尿酸ト
ランスポーターURAT1 と利尿薬の相互作用に
ついての解析を行う事を目的とする。 

 
３．研究の方法 
 上記の目的のために、まず保有するヒト
OATv1 plasmid から T7 promoter を用いた 
in vitro transcription 法により OATv1 cRNA
を作成し、マイクロインジェクション法によ
りアフリカツメガエルから取り出した卵母
細胞に注入を行う。注入から 2-3日後経過後、
OATv1 タンパク質が発現したと思われる時期
に、〔14C〕尿酸をトレーサーとした取込み実
験を行い、その細胞内の蓄積量を液体シンチ
レーションカウンターにより測定する。この
際に、細胞外液中のイオン組成を変換するこ
とで、Na+依存性、電位依存性、Cl-交換輸送
特性などや pH依存性などを検討することで、
尿酸取込みの駆動力を明らかにする。 
 また一部の卵母細胞では cRNA 注入後 2-3
日経過後に〔14C〕尿酸自体を卵母細胞内に注
入して、一定時間経過後の細胞外液中の RI
標識尿酸量を同様に測定する。この際、取り
込み実験の際と同様に、細胞外液イオン組成
の変換等を行い、尿酸排出の駆動力を明らか
にする。 
 上記の実験によりヒト OATv1による尿酸輸
送を確認した後、同様にアフリカツメガエル
卵母細胞発現系での RI 標識尿酸をトレーサ
ーとした輸送実験を行う。ここでは、各種利
尿薬が OATv1 によって認識されるか否か、す
なわち各種利尿薬が NPT1 による尿酸輸送を
抑制し、ひいては尿酸の分泌経路を阻害する
ことで高尿酸血症を誘発する可能性がある
かどうかを検討するために、各種利尿薬を細
胞外液中に付加して、RI 標識尿酸の取り込み
量の減少度（抑制率）を調べる。 
対象とする利尿薬としては、申請者が 2004
年の J Phrmacol Exp Ther 論文公表示に用い
た、（１）サイアザイド系利尿薬
（Chlorothiazide, hydrochlorothiazide, 
cyclothiazide, trichlorothiazide）、（２）
ループ利尿薬（Bumetanide, furosemide, 
ethacrynic acid）、そして（３）炭酸脱水素
酵素阻害薬（Acetazolamide, methazolamide）
の計 9種を用いる。これらの薬物を用いて初
めに OATv1による尿酸輸送に与える抑制効果
として IC50値を測定し、強い相互作用(抑制)
を認めたものに対しては、さらに阻害定数
（Ki 値）を求め、その阻害様式(競合阻害か
否か)などを分析する。 
 さらに上記の実験で OATv1と強く相互作用
をすることが示された利尿薬について、
OATv1 が実際に輸送を行うかどうかを確認す
る。ここでは、RI 標識体の存在する
Bumetanide をループ利尿薬の代表的薬物と
して実験を進める。さらに NPT1 と強く相互
作用をするサイアザイド系利尿薬が見出さ
れた際には、同薬物の細胞内取込み量および
細胞外排出量を、HPLC を用いた手法により測



 

 

定して分析する。非標識サイアザイド系利尿
薬を、上述の RI 標識 Bumetanide と同様に細
胞外液中に付加した後の細胞内移行量を、ま
た卵母細胞内に注入して一定時間経過後の
外液中への排出量を HPLC により測定し、ル
ープ利用薬同様のサイアザイド系利尿薬の
輸送(排出)が行われるか否かを解析する。 
 
４．研究成果 
 まず機能の確認として、腎特異的有機酸で
ある PAHをトレーサーとした取込み実験を行
った結果、OATv1 による PAH 輸送は電位依存
性であり、Na+依存性および Cl-交換輸送特性
は認められなかった。また cRNA 注入後 2-3
日経過後の卵母細胞に〔14C〕PAH 自体を注入
すると時間依存性に PAH の排出を認めた。 
 続いて今回のメインである尿酸の RI 標識
体をトレーサーとして用いる取り込み実験
を行った。その結果、PAH と同様に尿酸でも
OATv1 による輸送は電位依存性であり、Na+依
存性および Cl-交換輸送特性は認められなか
った。また cRNA 注入後 2-3 日経過後の卵母
細胞に〔14C〕尿酸自体を注入すると時間依存
性に尿酸の排出を認めた。以上の結果より
NPT はヒト電位依存性有機酸（尿酸）トラン
スポーターとして相応しいものと考えられ
た。 
 そこで、（１）サイアザイド系利尿薬
（ Chlorothiazide, hydrochlorothiazide, 
cyclothiazide, trichlorothiazide）、（２）
ループ利尿薬（Bumetanide, furosemide, 
ethacrynic acid）、そして（３）炭酸脱水素
酵素阻害薬（Acetazolamide, methazolamide）
の計 9 種を用いて、OATv1 による尿酸輸送に
与える抑制効果を調べたところ、サイアザイ
ドおよびループ利尿薬の強力な阻害作用を
見出した。 
 最終的に OATv1は直接利尿薬の輸送を担う
かどうかを検討するため、RI 標識体の存在す
る Bumetanide をループ利尿薬の代表的薬物
として実験を進めたところ、時間依存性およ
び濃度依存性の[3H]Bumetanideの取込み量の
増加を認め、実際に OATv1 は利尿薬をも輸送
する事が明らかになった。 
 以上の結果から、ヒト OATv1 を作用点とす
る尿酸と利尿薬の競合による尿酸分泌低下
が、利尿薬性高尿酸血症発症に関与する可能
性が明らかとなり、2010 年には J Biol Chem
誌に成果を公表した。 
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