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研究成果の概要（和文）：腎臓の近位尿細管における薬物の運び屋タンパク質（トランスポーター）の働きを予測でき
る実験系の確立を目的として、トランスポーターを発現していない培養細胞を用いて様々な薬物で処理することによっ
て、トランスポーターを発現するようになることを試みた。その結果、DNAのメチル化を阻害する薬物で処理した場合
に、ある種のトランスポーターの発現が亢進することが判明し、その輸送機能も亢進していることが明らかになった。
このような実験系が確立できれば、医薬品開発にも有用であると考えている。

研究成果の概要（英文）：To develop in vitro experimental model systems to predict the renal secretion of 
drugs in human kidney, we treated the human kidney-derived cultured cells by various reagents to 
stimulate the expression of drug transporters. When HK-2 cells were treated with DNA methyltransferase 
inhibitor, the expression of OCT2 mRNA was significantly enhanced. It was demonstrated that the transport 
function of OCT2 was also enhanced. Development of in vitro experimental model systems to predict the 
renal secretion of drugs in human kidney will be useful for drug discovery and development.

研究分野： 医療系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 腎臓における尿細管分泌は、肝臓における
代謝と並んで薬物の主要な消失経路である。
これまでの検討から、腎近位尿細管の血管側
側底膜と管腔側刷子縁膜に発現する薬物ト
ランスポーターが協調して働き、薬物の尿細
管分泌を担っていることが明らかにされて
きた。さらに、各々の薬物トランスポーター
が分子的に同定され、機能的解析が進められ
てきた。しかし、トランスポーターの機能解
析に用いる培養細胞等の遺伝子発現系は、一
般的に過剰発現であることが多く、また実際
の腎臓に発現している多くのトランスポー
ターを同時に発現させることは不可能であ
る。一方、近位尿細管のモデル細胞としてブ
タ由来の培養腎上皮細胞 LLC-PK1 やフクロ
ネズミ由来の OK 細胞が用いられてきたが、
これらは種差が問題となる。またヒト腎臓由
来の培養細胞は、初代培養細胞や不死化細胞
が入手可能であるが、これらヒト由来培養腎
上皮細胞においては薬物トランスポーター
の発現がヒト個体とは大きく異なっている。
医薬品開発において、前臨床試験段階で新規
化合物の腎排泄（尿細管分泌）やトランスポ
ーターの寄与率を予測することは重要であ
るが現状では困難であり、その予測を可能に
する新しい in vitro 試験系の開発が望まれて
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では細胞接着性と増殖分化の関連
性に着目し、近年発見された細胞の接着や増
殖、分化を促進する低分子化合物アドへサミ
ンを用いて、ヒト腎由来の初代培養上皮細胞
等の接着性を調節することによって、上皮細
胞の分化や薬物トランスポーターの発現変
動を解析し、ヒト個体と同様の発現挙動を示
す in vitro 試験系を構築することを目的とす
る。さらに、いくつかの薬物トランスポータ
ーの臓器特異的発現が、そのプロモーター領
域のメチル化によって制御されていること
が明らかにされていることから、ヒト由来培
養腎上皮細胞における DNA メチル化の程度
とその発現量との関連、ならびに DNA メチ
ル化阻害薬処理による影響について検討す
ることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常ヒト腎上皮細胞やヒト近位尿細管上
皮細胞などの初代培養細胞や、不死化ヒト正
常腎近位尿細管上皮細胞株 HK-2 細胞を用い、
種々濃度のアドへサミン共存下で培養し、細
胞増殖性や培養日数の継続性について検討
する。また頂側膜指標酵素等の活性を測定し、
細胞の分化度について確認する。 
 
(2) アドへサミン処理によって細胞増殖や分
化の促進が認められた条件を用いてヒト正
常腎由来細胞を培養し、SLC トランスポータ
ーファミリーや ABC トランスポーターファ

ミリーのうち腎臓において重要なものを選
択し、その発現量について mRNA レベル
（RT-PCR や real-time PCR）やタンパク質
レベル（ウェスタンブロッティング）により
検討を行う。HK-2 細胞については SLC22A
ファミリー（OAT1,OAT3, OCT2）の発現が
認められず、ABCB1 (MDR1) や MRP ファ
ミリーが発現していることが報告されてお
り、アドへサミンのこれらトランスポーター
発現に及ぼす影響について比較検討を行う。 
 
(3) 正常ヒト腎上皮細胞やヒト近位尿細管上
皮細胞などの初代培養細胞や、不死化ヒト正
常腎近位尿細管上皮細胞株 HK-2 細胞を用い、
細胞を 5-アザシチジンやゼブラリンなどの
メチル化阻害薬で処理して、その濃度依存性
や時間依存性について脱メチル化の程度を
指標に検討する。DNA の脱メチル化が認め
られた条件において薬物トランスポーター
の発現量について検討し、エピジェネティッ
クな制御について明確にする。 
 
(4) ヒト個体に近い薬物トランスポーターの
発現挙動を示すメチル化阻害薬の処理条件
を用いて、多孔性フィルター上に培養した細
胞を処理し、薬物の経細胞輸送実験を行う。
分泌クリアランスを算出してヒト個体との
対応を評価するとともに、各薬物トランスポ
ーターに対する特異的阻害剤を用いて経細
胞輸送に及ぼす影響について検討し、薬物相
互作用の評価系としての妥当性について検
証する。 
 
４．研究成果 
(1) まず、不死化ヒト正常腎近位尿細管上皮
細胞株 HK-2 細胞の増殖に及ぼすアドヘサミ
ンの影響について検討したところ、アドヘサ
ミンの処理によって増殖が促進することが
示された。次に、頂側膜指標酵素である
aminopeptidase, alkaline phosphatase, γ
-glutamyl transferase の活性を測定したと
ころ、これらの活性にアドヘサミン処理の影
響は認められなかった。したがって、HK-2
細胞においてアドヘサミンはその増殖は促
進するが分化には影響しないことが示唆さ
れた。さらに、ヒト培養腸上皮細胞 Caco-2
を用いて検討を行ったところ、HK-2 細胞と
同様にアドヘサミン処理による増殖促進効
果が認められた。 
 
(2) HK-2 細胞における種々薬物トランスポ
ーターmRNA の発現について、RT-PCR 法に
よって確認したところ、OCT2, PEPT1 の発
現が弱いながら認められた。一方、MATE1
や MATE2-K の発現は認められなかった。次
にアドヘサミンで処理した細胞におけるこ
れらトランスポーターの発現について検討
したところ、いずれのトランスポーターも未
処理の場合と比べてその発現に変化は認め
られなかった。したがって、アドヘサミンは



薬物トランスポーターの発現には影響しな
いものと考えられた。 
 
(3) 5-アザシチジンやゼブラリンなどのメチ
ル化阻害薬で処理した HK-2 細胞における薬
物トランスポーターの発現について、
RT-PCR 法で検討した。5-アザシチジン処理
した HK-2 細胞において、OCT2 の発現が顕
著に亢進していた。一方、PEPT1 や MATE1, 
MATE2-K の発現には変化が認められなかっ
た。また、ゼブラリンで処理した場合にはい
ずれのトランスポーターもその発現に変化
は認められなかった。OCT2 の腎臓特異的な
発現は、そのプロモーター領域のメチル化に
よって制御されていることが報告されてお
り、本研究結果はこれと対応するものである
と考えられる。また、これらのメチル化阻害
剤を用いた場合の DNA 脱メチル化の程度に
ついては現在検討中であり、今後脱メチル化
の程度と OCT2 発現変動の関係について明
確にする予定である。一方、PEPT1 や
MATE1 に関してもその近位プロモーター領
域に CpG アイランドが存在することが報告
されており、DNA メチル化によりその発現
が制御されている可能性が考えられる。今後
これらのトランスポーターについても、DNA
メチル化／脱メチル化の程度について詳細
に解析する必要があると考える。 
 
(4) DNA メチル化阻害薬で処理した際に
MATE の発現が変動していた場合には、多孔
性フィルター上に培養した細胞を用いて薬
物の経細胞輸送を測定する予定であったが、
その影響が OCT2 についてのみ認められた
ため、ディッシュを用いた取り込み実験を行
った。5-アザシチジンで処理した HK-2 細胞
において、OCT2 基質であるメトホルミンの
取り込みについて検討したところ、未処理の
場合に比べてその取り込みは亢進していた。 
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