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研究成果の概要（和文）：リポポリ多糖類（LPS）投与により作製した炎症モデルラットにメトトレキサート（MTX）を
静脈内投与したところ、LPSラットではMTXの血漿クリアランス（CL）が対照に比べ約50%まで低下した。LPS処置による
MTXの腎CL低下には、糸球体ろ過速度に加え尿細管分泌低下の関与が示唆された。MTXの腎組織／血漿中濃度比、腎組織
から管腔への排泄CLはLPSラットで低下し、有機アニオントランスポータ群（rOAT1、rOAT3、rMRP2、rMRP4）の発現量
低下と対応していた。結果、LPS処置ラットではMTXの腎CLが顕著に低下し、糸球体ろ過低下と有機アニオントランスポ
ータの発現低下の寄与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Plasma clearance of methotrexate (MTX) decreased about 50% in the inflammatory rat
 model, which is prepared by the administration of lipopolysaccharide (LPS).  Involvement of glomerular fi
ltration as well as tubular secretion were suggested in the decreased renal clearance of MTX by LPS.  Rena
l tissue/plasma concentration ratio and efflux clearance from renal tissue to the tubular lumen also decre
ased in LPS rats, and were comparable to the decreased expression levels of organic anion transporters (rO
AT1, rOAT3, rMRP2, rMRP4) in the kidney.  In conclusion, the renal clearance of MTX markedly decreased in 
the LPS-treated rats and the contribution of decreased glomerular filtration as well as decreased expressi
on levels of organic anion transporters in the renal tubules were suggested.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
リポ多糖（LPS）はグラム陰性菌細胞壁外

膜の構成成分であり、脂質及び多糖から構成
される糖脂質である。LPS は内毒素（エンド
トキシン）であり、菌体より大量の LPS が生
体内に放出されると、Toll 様受容体 4を介し
たシグナル伝達が活性化されサイトカイン
産生が亢進する。この細菌由来の LPS による
サイトカイン過剰産生によって引き起こさ
れる病態が敗血症である。敗血症の治療法は
現在でも様々な研究がなされ、LPS 投与モデ
ル動物が汎用されている。またサイトカイン
は炎症反応を司る重要な化学伝達物質の一
つである。 
 腎臓は、糸球体ろ過や尿細管分泌、再吸収
の過程を経て生体内不要物を尿中へ排泄し
ている。尿細管分泌の過程において、腎上皮
細胞の側底膜側および刷子縁膜側にはそれ
ぞれトランスポータが発現し、これらは、基
質物質を速やかに尿中へ除去する重要な役
割を果たしている。葉酸代謝拮抗作用により
抗がん作用を示すメトトレキサートは、腎排
泄型の薬物であり、ヒトにおける未変化体の
尿中排泄率は投与後 4時間で平均 65%、24 時
間で平均 90%あるいはそれ以上である。 
メトトレキサートは様々なトランスポー

タの基質となることが報告されている。その
うち尿細管分泌に関わるトランスポータと
して、側底膜側では SLC トランスポータであ
る腎有機アニオントランスポータ（Organic 
anion transporters; OATs）、刷子縁膜側で
はABCトランスポータである多剤耐性関連タ
ンパク質（Multidrug resistance-associated 
proteins; MRPs）等が報告されている。メト
トレキサートは糸球体ろ過に対して尿細管
分泌の寄与が2倍程度と大きいことが知られ
ていることから、これらトランスポータの機
能と発現量の変動は、その腎排泄過程に大き
な影響を与えることが予想される。我々の研
究室ではメトトレキサートの腎排泄が発熱
時に低下することを見出しているがその要
因解明には至っていない。 
一般に敗血症時には腎糸球体ろ過速度が

低下することが知られている。近年、ラット
において LPS の投与量に依存的に rOAT1、
rOAT3 のタンパク質発現量が減少することが
報告されている。さらに LPS 投与後メトトレ
キサートの腎クリアランスが低下し、腎臓に
おいてはrMRPsのタンパク質発現量が減少す
ることも報告されている。しかし、LPS 誘発
炎症時におけるメトトレキサートの腎排泄
過程において、これら 3つの変動因子（糸球
体ろ過速度の低下、側底膜側に発現している
OATs のタンパク質発現量の減少、刷子縁膜側
に発現している MRPs のタンパク質発現量の
低下）の寄与とその相関については詳細な検
討がなされていない。また近年、炎症性サイ
トカインが肝臓での種々のトランスポータ
の機能と発現量を調節していると報告され
ているが、腎臓での OATs ならびに MRPs の機

能と発現量に対する炎症性サイトカインの
影響はこれまでに報告されていない。 
 
２．研究の目的 
炎症時の薬物腎排泄挙動の変動とその原

因解明を目的として、LPS 投与により炎症を
惹起したラットにおけるメトトレキサート
の体内動態変動に関する詳細な検討を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 試薬・器具 
メトトレキサートは和光純薬工業のもの、

LPS はシグマアルドリッチ、その他の試薬は
市販特級品を用いた。 
 
(2) 実 験 
①実験動物 
動物実験は三重大学動物実験に関する指

針を遵守して行った。Wistar 系雄性ラット
（SLC）9週齢を自由摂餌、自由飲水下で飼育
した。実験開始時における体重は 190 ― 240 
g であった。LPS 誘発炎症ラット（以下 LPS
ラット）は、生理食塩液に溶解した LPS（4 
mg/kg）を腹腔内投与することにより作成し
た。Sham ラットは生理食塩液を腹腔内投与す
ることにより作成した。 
 
② in vivo 全身クリアランス実験 
 ラットをペントバルビタール (50 mg/mL)
麻酔下、頚静脈にカニューレ(SP45、夏目製
作所)を留置し、皮下を通して頚背部へ迂回
することでフリームービング化した。なお、
凝血防止のためカニューレにはヘパリン(50 
IU/mL)を満たしておいた。施術後、生理食塩
液に溶解したLPSまたは生理食塩液のみをラ
ットに投与し、それぞれLPS投与ラット、Sham
ラットとした。投与後 12 時間後、メトトレ
キサート(5 mg/kg)をフリームービングより
瞬時投与後、経時的に採血を行った。メトト
レキサートの薬物血中濃度―時間曲線下面
積（AUC）を算出し、投与量/AUC から全身ク
リアランス（CLtot）を算出した。また 2-コ
ンパートメントモデルを用いた解析により、
中心コンパートメントからの消失速度定数
（Kel）、並びに分布容積（Vd）を算出した。
なお解析には WAPAS（パソコン用薬物動態解
析ソフトウェア）を用い、重みを 2に設定し
た。 
 
③ in vivo 腎クリアランス実験 
 LPS 投与 12 時間後のラット（LPS ラット）
と、Sham ラットをペントバルビタール（50 
mg/ml）麻酔下で、大腿静脈、大腿動脈およ
び膀胱にカニューレ（SP45、夏目製作所）を
留置した。カニューレ留置時に大腿動脈から
採血し（500 μL）、薬物血中濃度測定用の対
照検体とした。なお、凝血防止のため大腿部
カニューレにはヘパリン（50 IU/mL）を満た
しておいた。腎クリアランス実験は Habu 等



の方法に準じて行った(Biochem Pharmacol 
2003; 66: 1107-14)。薬物投与は、速やかに
定常状態を達成するため初回瞬時投与と持
続注入によって行った。メトトレキサートの
初回瞬時投与量を、86 μg/kg に設定し、イ
ヌリン（73.4 mg/kg）、マンニトール（146 
mg/kg）とともに生理食塩水に溶解し、カニ
ューレを介して大腿静脈から注入した。その
後、定速（2.2 mL/hr）で持続注入（メトト
レキサート 61 μg/mL およびイヌリン 20 
mg/mL、マンニトール 40 mg/mL）を開始した。 
薬物投与直後から 60 分間を定常状態に達す
るまでの安定期間とし、その後、採尿及び採
血を行った。採尿は 10 分毎に 3 回行い、比
重を 1として測定した。採血は採尿時間の中
間地点で行い、遠心分離後の血漿をサンプル
とした。また、糸球体ろ過速度はイヌリンの
腎クリアランスを測定することにより評価
した。 
  
④ ウエスタンブロット分析 
 ラットを断頭し直後に腎臓を摘出後、3 倍
容量のホモジナイゼーション用緩衝液
（ 0.25M Sucrose, 30mM Histidine, 1mM 
EDTA-2Na-2H2O）を加え、テフロンホモジナイ
ザーでホモジナイズした後、1,000 x g, 4℃
で 15 分間遠心分離した。上清をさらに 7,000 
x g, 4℃で 15 分間遠心分離した後、上清を
100,000 x g, 4℃で 45 分間遠心分離した。
ペレットを氷冷したホモジナイゼーション
用緩衝液に懸濁した後、ウエスタンブロット
分析用の試料とした。試料（タンパク質とし
て 15μg）を 1M β―メルカプトエタノール
の存在下、10% SDS-PAGE で展開し、PVDF 膜
上に転写後、TBS-T（20 mM Tris/HCl, 137 mM 
NaCl, 0.1% Tween20, pH7.5）で洗浄した。
室温下、5％スキムミルクで 1 時間ブロッキ
ングし、抗 rOAT1 ポリクローナル抗体（1：
1000）、または抗 rOAT3 ポリクローナル抗体
（1:1000）、抗 rMRP4 ポリクローナル抗体
(1:500)とともに 4℃で、一晩反応させた。
PVDF 膜を TBS-T で洗浄後、HRP 標識した二次
抗体を用いた化学発色法によって発色させ、
Ras4000（富士フィルム）を用いてバンド強
度を数値化し、ImageJ を用いて定量した。な
お、タンパク質は、Bradford の方法に従い、
IgG を ス タ ン ダ ー ド と し て 測 定 し た
(Biochemistry 1976; 72: 248-54)。なおタ
ンパク質発現量は villin の発現量を用いて
補正した。 
 
⑤ メトトレキサート濃度の測定 
 血漿中のメトトレキサート濃度は、Huo 等
の方法に準じて測定した(Pharm Clin Res 
2007; 15: 390-2)。すなわち、ラット血漿 200 
μLに50 μLの10% HClO4を加え混和した後、
14,000 x g, 4℃で 10 分間遠心分離した。上
清を HPLC の分析試料とした。また、メトト
レキサートのタンパク非結合率は血清を
Ultra Centrifugal Filter (10K membrane, 

Amicon)を用いて遠心した後、ろ過後の薬物
濃度をろ過前の薬物濃度で除することによ
って算出した。ただし、移動相：50 mM 酢酸
アンモニウム液／アセトニトリル＝93/7 
(v/v)、検出波長 303 nM に設定した。HPLC 分
析 に 用 い た 機 器 は 、 分 光 検 出 器
SPD-20A,LC-20AD ポンプ、DGU-20A3 デガッサ
ー（以上、島津製作所）、分析カラム 5C18-AR-
Ⅱ―4.6 ID x 150 mm (COSMOSIL) とした。 
 
⑥ 検定 
 データは平均±S.D.で表記し、2 群間比較
の検定には unpaired Student’s t-test を
用いた。酸化ストレス起因性肝虚血再灌流
(I/R)障害モデルラットの作成 
 

４．研究成果 
メトトレキサート (5mg/kg) を大腿静脈

より急速単回投与した後のメトトレキサー
ト血中濃度の時間推移を Fig. 1 に示す。メ
トトレキサートの AUCは LPS 投与ラットでは
Sham ラットに比べて約 2 倍に上昇し（Sham
ラット及び LPS 投与ラットそれぞれ 135 ± 
16 μg・min/ mL、279 ± 62 μg・min/mL、
p<0.01）、CLtotも約1/2に減少していた（37.5 
±  4.43 mL/min/kg vs 18.6 ±  4.10 
mL/min/kg、p<0.001）。またメトトレキサー
ト血中濃度時間推移曲線を 2-コンパートメ
ントモデルに当てはめた解析では、中心コン
パートメントの Kel は LPS 投与ラットでは
Sham ラットに比べて有意に低下していたが
（Sham ラット及び LPS 投与ラットそれぞれ
0.112 ±  0.019 min-1、 0.050 ±  0.010 
min-1 vs、p<0.01）、Vd には両群間での差が
認められなかった。メトトレキサートは、大
部分が腎臓から未変化体として排泄される
ことから、LPS 処置によるメトトレキサート
の消失遅延は、メトトレキサートの尿中排泄
が何らかの要因によって低下したものと推
察された。 

 
Fig. 1 Sham ラットと LPS ラットにおける

メトトレキサートの血中濃度推移 



次に in vivo 腎クリアランス実験を行った。
定常状態でのメトトレキサート血中濃度は
Shamラットに比べLPS投与ラットでは有意に
上昇し（0.71 ± 0.06 μg/mL vs 2.82 ± 
0.92 μg/mL、p<0.01）、CLtot も低下してい
た（3.19 ± 0.29 mL/min vs 0.85 ± 0.25 
mL/min、p<0.001）。また、メトトレキサート
の CLR は LPS 投与ラットでは Sham ラットに
比べ顕著に低下し（1.64 ± 0.72 mL/min vs 
0.15 ± 0.04 mL/min、p<0.01）、糸球体ろ過
速度も有意に低下していたが（1.41 ± 0.55 
mL/min vs 0.14 ± 0.04 mL/min、p<0.01）、
メトトレキサートのタンパク結合率には両
群間での差は認められなかった。メトトレキ
サートの未変化体の糸球体ろ過速度は有意
に低下し（0.77 ± 0.28 mL/min vs 0.10 ± 
0.05 mL/min、p<0.01）、尿細管分泌も顕著に
低下していた（0.87 ± 0.46 mL/min vs 0.05 
± 0.04 mL/min、p<0.05）。よって LPS ラッ
トにおけるメトトレキサートの排泄遅延は、
腎臓でのGFRの低下に伴う糸球体ろ過量の低
下ならびに尿細管分泌の低下が原因である
と考えられた。 
メトトレキサートの腎組織/血中薬物濃度

比は Sham ラットに比べて LPS 投与ラットで

Fig. 3 ラット腎皮質粗膜画分の rOAT1 
(A)、rOAT3 (B)、rMRP2 (C)及び
rMRP4 (D)タンパク発現量に及
ぼす LPS 投与の影響 

Fig. 2 腎組織/血漿中濃度比(A)及び管腔中排
泄クリアランス(B)に及ぼすLPS投与
の影響 



は、有意な差ではないものの減少傾向が認め
られた（4.29 ± 0.91 vs 2.53 ± 0.49、
p=0.14）。また腎組織から管腔側への排泄ク
リアランスは Sham ラットに比べて LPS 投与
ラットでは有意に低下していた（0.24 ± 
0.06 mL/min vs 0.05 ± 0.003 mL/min、
p<0.05）（Fig. 2）。 
LPS投与ラット及びShamラットから摘出し

た腎皮質の粗膜画分を調製し、抗 rOAT1 抗体
または抗 rOAT3 抗体、抗 rMRP4 抗体を用いた
ウエスタンブロット分析を行ったところ、腎
皮質の側底膜に発現する rOAT1、rOAT3 のタ
ンパク質発現量は、LPS 投与ラットでは Sham
ラットに比べてそれぞれ有意に減少してい
た（rOAT1: 100 ± 6.8% vs 52.8 ± 7.7%、
p<0.01. rOAT3: 100 ± 3.9% vs 70.0 ± 
4.9%、p<0.01）（Fig. 3）。また刷子縁膜に発
現する rMRP2、rMRP4 の発現量も LPS 投与ラ
ットでは Sham ラットに比べて有意に低下し
ていた（rMRP2: 100 ± 3.8% vs 49.3 ± 0.6%、
p<0.001. rMRP4: 100 ± 1.2% vs 85.0 ± 
2.2%、p<0.001）（Fig. 3）。また、免疫染色
の予備検討では、LPS ラットでは MRP4 の刷子
縁膜局在が拡散傾向にあった（データ非掲
載）。メトトレキサートの腎組織/血漿中薬物
濃度比は 58%まで低下し、OAT1 及び OAT3 の
タンパク質発現量はそれぞれ Sham ラットの
53%及び 70%まで低下していたことから、これ
らトランスポータのタンパク質発現量の低
下がメトトレキサートの腎組織への取り込
み量の低下に深く関与していることが明ら
かとなった。一方で、メトトレキサートの腎
組織から管腔中への排泄クリアランスは約
20%に低下し、MRP4 のタンパク質発現量の低
下（Sham の約 85%）と対応していないと考え
られる。メトトレキサートの腎組織から管腔
側への排泄クリアランスの低下は、MRPs のタ
ンパク質発現量の減少以外の要因も大きく
関与していると考えられ、今後もより詳細な
検討が必要であると考えられる。 
以上 LPS 投与ラットを用いた解析の結果、

LPS 誘発炎症時におけるメトトレキサートの
腎排泄遅延の一因として、腎尿細管における
トランスポータの関与が示唆された。今後、
炎症時におけるメトトレキサートの排泄遅
延機構を明らかにすることで、メトトレキサ
ートの臨床投与設計に応用されることが期
待される。 
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