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研究成果の概要（和文）：H+/有機カチオン交換輸送体であるMATEについて、薬物の他、内因性代謝物・蛍光物質の尿
中排泄に関わること、さらに、cimetidinenなどによる腎排泄における薬物間相互作用の一部はMATE阻害で説明できる
ことを明らかにした。NPT4が促進拡散により利尿薬などアニオン性薬物を輸送する。OCT2が尿中排泄を受ける有機カチ
オンのうち極性の高い化合物を主に基質とするのに対して、新たにMCT9がOCT2とは異なる基質選択性を示す有機カチオ
ントランスポーターであることを明らかにした。MCT9は腎臓に加えて血液脳関門にも発現が認められることから、薬物
の脳内動態にも関与しているものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study elucidated that MATEs which act as H+/organic cation exchanges mediate 
the urinary excretion of various drugs, endogenous metabolite (N-methylnicotinamide) and fluorescents in m
ouse, and that inhibition of MATEs is part of the mechanism underlying the drug-drug interactions in the u
rinary excretion with cimetidine and trimethoprim. NPT4 mediates facilitated diffusion of various anionic 
drugs such as diuretics in HEK293 cells. MCT9 is found to be expressed on the basolateral membrane of the 
proximal tubules. Among the drugs which undergo urinary excretion, OCT2 can recognize only hydrophilic com
pounds as substrate. MCT9 also acts as organic cation transporter showing substrate specificity distinct f
rom OCT2. Since MCT9 is also expressed in the blood-brain barrier, it is speculated that MCT9 is involved 
in the disposition of drugs in the central nervous system in addition to the kidney.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 個体レベルの薬剤応答性には、薬効関連因
子に加えて、薬効関連因子への曝露を決定す
る体内動態関連因子も深く関わる。体内動態
関連因子には、医薬品の代謝に関わる薬物代
謝酵素のほか、その膜透過に関わるトランス
ポーターが知られている。体内動態関連因子
としてのトランスポーター（薬物トランスポ
ーター）の最大の特徴は、１つの分子が複数
の構造の異なる化合物を基質とする多選択
性にある。そのため、限られた数のトランス
ポーターで、多様な化合物の体内動態の決定
要因となることができる。トランスポーター
は医薬品の消化管吸収、肝臓や腎臓からの異
物排泄、組織移行に関わる複数の分子種が知
られており、遺伝的変異や併用薬による機能
阻害などその機能変動は必然的に体内動態
の個人間変動を生じる。 
 腎臓は肝臓と並んで重要な異物排泄臓器
であり、糸球体ろ過のほか、尿細管分泌によ
り、薬物は尿中へと排泄される。特に、腎近
位尿細管には種々のトランスポーターが発
現し、外因性化合物や内因性代謝物の尿中排
泄に関わる他、尿中からの再吸収を担ってい
る。アニオン性薬物の尿細管分泌において、
取り込み過程には OAT1、OAT3 の２つの分子
種が、カチオン性薬物はヒトでは OCT2 が基
底膜側の取り込みに関与することが知られ
ている。一方、アニオン性薬物の細胞内から
の排出過程に関してはMRP4の関与が一部の
薬物に留まる。カチオン性薬物に関して派、
近年単離された H+/有機カチオン交換輸送体
（MATE）が単離され、カチオン性薬物の排
出に関与するものと考えられている。 
 脳には血液脳関門が存在し、薬物を含め生
体外異物の中枢移行性を妨げている。この関
門機構として、P-glycoprotein をはじめとする
ABC トランスポーターによる能動的排出輸
送の重要性が明らかにされてきた。一方で、
血液中から脳実質内方向への薬物輸送に関
しても、飽和性や阻害実験等から、トランス
ポーターの関与が示唆されているもののそ
の分子実体の同定には至っていない。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、医薬品の体内動態の決定因子
として、また薬物間相互作用や遺伝子多型の
個人間変動要因として、腎臓・脳（特に血液
脳関門）における薬物輸送機構を明らかにす
ることを目的として、以下の研究に取り組ん
だ。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス in vivo 試験 
麻酔下のマウスに採尿のために膀胱カニュ
ーレを施した。頸静脈より薬物を持続的に投
与し、定常状態における血漿中濃度、尿中排
泄量、実験終了時の組織中濃度を測定した。
阻害剤として用いた pyrimethamine は、テス
ト薬物の持続投与開始 30 分前に、cimetidine

は薬物と同時に投与した。薬物量は、
LC-MS/MS（QTRAP5500）を用いて定量した。
また、腎臓内動態の解析のため、マウス腎臓
を露出させ、Nikon A1R 高速共焦点顕微鏡シ
ステムを用いて、in vivo イメージングを実施
した。 
(2) 強制発現細胞・ノックダウン細胞を用い

た in vitro 輸送実験 
HEK293 細胞を宿主細胞とした過剰発現細胞、
siRNA によるノックダウン細胞を構築し、常
法に従い in vitro 輸送実験を行った。非放射性
化合物の細胞内の薬物量は、LC－MS/MS を
用いて定量した。放射性同位体で標識した化
合物の定量は、液体シンチレーションカウン
ターを用いて実施した。 
(3) 抗体の作製ならびに WB 
ウサギに MCT9C 末ペプチドを免役し、ポリ
クローナル抗体を調製した。また、常法に従
い、BBB 画分を調製し、WB を行った。 
(4) サル腎組織切片を用いた in vitro 試験 
摘出サル腎組織から組織切片（300 µm 厚）を
調製し、O2バブリングしているバッファー中
で薬物の組織切片中への取り込みを測定し
た。放射性同位体での標識化合物の取り込み
は液体シンチレーターを用いて、非放射性化
合物は LC-MS/MS を用いて定量した。 
(5) 臨床検体中のN-methylnicotinamide濃度の
測定 
metformin と pyrimethamine との薬物間相互作
用試験実施時に採取した血漿、尿検体を用い
て、N-methylnicotinamide 濃度を決定した。 
(6) マイクロアレイ解析 
jvs マウス腎から調製した cDNA を用いて、
DNA マイクロアレイ解析を実施した。正常マ
ウスとの比較で、発現変動が生じている遺伝
子を探索した。 
 
４．研究成果 
(1)腎有機カチオントランスポーター（MATE）
の基質探索と尿中排泄への関与 
 ヒトにおける MATE1 および MATE2-K の
重要性を示唆するため、腎有機カチオントラ
ンスポーターの内因性基質として知られる
N-methylnicotinamide について、血漿中濃度な
らびに尿中排泄量を測定した。その結果、
pyrimethamine 投与により、血漿中濃度の時間
推移は影響を受けないものの、その尿中排泄
量は大きく低下した。腎クリアランスも糸球
体ろ過速度程度にまで顕著に低下した。この
結果は、臨床等用量の pyrimethamine が
MATE1ならびにMATE2-Kによる排出輸送を
強く阻害することを示している。典型的基質
として知られる metformin よりも高感度に
MATE 阻害を検出することができる。 
 H2 受容体拮抗薬である cimetidine は、
metformin をはじめとする種々カチオン性薬
物の尿中排泄を阻害することが知られてい
る。そこで、本薬物間相互作用における MATE
の関与について、in vitro ならびに in vivo 試
験により検討した。MATE1 および MATE2-K



強制発現系で、cimetidine が MATE1 および
MATE2-K に対して競合阻害であることを確
認した。また、臨床投与量で得られる遊離形
濃度をマウスで再現した場合、metformin な
ど Mate1 で尿中に排泄される薬物について、
腎臓中濃度基準の排出輸送が低下すること
を確認した。すなわち、cimetidine との薬物
間相互作用は MATE 阻害によるものである
と考えられる。 
 Pyrimethamine および cimetidine は MATE1
および MATE2-K に対する阻害定数は同程度
である。文献情報に基づいて guanfacine が
MATE に対する選択性が高いことを in vitro
試験で再現した。さらに、trimethoprim によ
る薬物間相互作用メカニズムの解析を行う
過程で、 trimethoprim が MATE1 よりも
MATE2-K をより強く阻害することを明らか
にした。これら阻害剤を利用することで、ヒ
ト腎刷子縁膜ベシクルを用いた H+/有機カチ
オン交換輸送に占める MATE1 と MATE2-K
の寄与率を評価することが可能である。 
 Pyrimethamine 投与時に生じる腎臓中薬物
濃度の増加が、Mate1 発現部位である近位尿
細管で生じることを実証するため、Mate1 基
質となる蛍光基質を探索した。カチオン性蛍
光基質である ASP、rhodamine123 が、MATE
基質であることを確認した。これら化合物の
腎 臓 中濃度 基 準の腎 ク リアラ ン ス は
pyrimethamine 投与により低下した。腎臓を露
出させ、in vivo イメージングを行った結果、
アニオン性蛍光物質である fluorescein の蓄積
部位である近位尿細管中への rhodamine123
の蓄積が認められた。Pyrimethamin による阻
害効果が近位尿細管で生じていることを確
認した。 
以前に報告した pyrimethamine 投与量では、

腎臓中の Mate1 機能はせいぜい半分程度にし
か、阻害できていなかった（Ito S et al J 
Pharmacol Exp Ther, 2010）。そこで投与液の組
成を検討した結果、その 10 倍量の投与が可
能となった。その結果、マウス Mate1 に対す
る Ki 値よりも 10 倍以上高い腎臓中遊離形濃
度を達成できた。本条件を用いて、in vivo 試
験をおこなった。 
 Cimetidine との薬物間相互作用が生じるこ
とが知られている薬物について、マウスにお
いて薬物間相互作用試験を実施した。
Amiloride や ranitidine の尿中排泄の腎臓中濃
度基準の腎クリアランスは、pyrimethamine
投与により低下した。Pindolol、pilsicainide、
triamterene に対しては、影響が認めら得なか
った。Cimetidine 投与でも同様の効果が認め
られたが、pyrimethamine、cimetidine との併
用効果は認められなかった。Pyrimethamine
と cimetidine の薬効標的が同一であることが
示唆された。また、マウスとヒトとの間には、
相互作用に種差があるものと考えられる。 
 トリプタンならびにβブロッカーをテス
ト薬物について、OCT2 ならびに MATE 発現
細胞で輸送実験を行った。その結果、OCT2

は極性が高い薬物のみ輸送活性が認められ
たのに対して、MATE 発現系では輸送活性が
認められた。これまで OCT2 と MATE 基質は
重複していると考えられてきたが、排出輸送
過程に対して、取り込み過程は複数の輸送過
程が関与することが示唆された。 

 
(2) NPT4 の機能解析 
NPT4 を恒常的に発現する細胞は構築するこ
とが出来なかったため、薬剤処理により発現
誘導するシステムを利用し、NPT4 過剰発現
細胞を構築した。本細胞では、細胞外 Na+を
K+に置換することで、利尿剤をはじめとする
種々アニオン性薬物の取り込みが顕著に増
加したことから、促進拡散型の輸送を行うト
ランスポーターであり、生体内では尿中への
排泄に関与するものと考えられる。阻害剤探
索の結果、C 型肝炎治療薬である telaprevir
が阻害剤として見つかった。NPT4 SNP は尿
酸値との関連が示唆されている。Telaprevir
も尿酸蓄積の作用を有することから、NPT4
阻害の関与が疑われる。 
 
(4) jvs マウスのマイクロアレイ解析 
jvsマウスではpyrilamineの腎取り込みが低下
していることから、カチオン性薬物トランス
ポーターの発現低下を疑い、DNA マイクロア
レイ解析を実施した。脂肪酸の N-アシル化酵
素など脂肪酸代謝に関わる遺伝子の発現変
動は認められたが、トランスポーターの発現
変動は軽微であり、mRNA の変動以外の要因
で輸送活性の低下が認められたものと考え
られる。 
 
(5)MCT9 の機能解析 

MCT9 は脳・肝臓、肺の内皮細胞画分の発
現プロファイル解析で、脳毛細血管内皮細胞
に発現が認められるトランスポーターであ
る。また、生体内では腎臓での発現量が高い。
予備試験の結果、HEK293 細胞をはじめ、種々
の細胞に内因性に発現していることを確認
した。サル脳由来から単離した脳毛細血管画
分を利用し、Western blot を行い、脳毛細血管
のマーカー蛋白である P-gp と同様、内皮細胞
画分への濃縮を確認したほか、マウス腎臓か
ら密度勾配を実施して膜画分を調製し、
Western blot を行った結果、基底膜側への発現
が示唆された。ヒト脳・腎組織切片を用いた
免疫染色によっても、脳毛細血管内皮細胞、
腎近位尿細管基底膜への局在が確認されて
いる。 

HEK293 細胞における KD 細胞において、
varenicline の細胞内取り込みが低下した。
HEK293 細胞において、varenicline の取り込
みは飽和性を示し、かつ H+との交換輸送であ
ることが示唆された。HEK293 細胞での過剰
発現細胞、アフリカツメガエル卵母細胞を用
いた過剰発現細胞において、varenicline の輸
送が認められた。OCT2 基質である TEA によ
る阻害がかからないことを確認した。 



サル腎臓から調製した組織切片を用いた in 
vitro 試験により、varenicline の腎組織内への
取り込みは、OCT2 輸送が飽和する濃度で
TEA による阻害が認められなかったことか
ら、OCT2 とは異なる輸送機構により、腎臓
内への取りこまれることが期待される。
Varenicline は腎排泄型の医薬品であり、中枢
作用薬でもある。その動態に、従来の OCT2
や MATE ではなく、MCT9 が関与しているこ
とが示唆された。 
 
 以上、本研究により、腎有機カチオントラ
ンスポーター、特に MATE を中心に解析し、
薬物や内因性代謝物の in vivo 腎排泄におけ
る重要性をマウスならびにヒトにおいて実
証するとともに、新たに NPT4 と MCT9 が薬
物トランスポーターとして、医薬品体内動態
に関連していることを示唆する結果を得た。 
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