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研究成果の概要（和文）：肝消失型薬物の一部は、血漿中からの消失が慢性腎障害時に遅延する。そこで、
OATP1B1阻害作用を有する生体内化合物を探索したところ、6-OH indoleはOATP1B1を阻害した。血漿中6-OH 
indole濃度は、腎障害患者において、正常腎機能患者よりも血漿中濃度が高かった。この化合物によるOATP1B1
阻害作用は持続的であり、プレインキュベーション時のみに添加した際にも阻害作用を有した。さらに、本化合
物は、ヒト初代培養肝細胞でestrone 3-sulfateの細胞内取り込みを阻害した。本化合物は、慢性腎障害時に血
液中に蓄積してOATP1B1の機能阻害を引き起こすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Several uremic tocxins have been proposed to inhibit hepatic uptake 
transporters. The purpose of this study is to find possible inhibition of OATP1B1 by newly 
identified uremic toxins, 6-OH indole. 6-OH indole inhibited OATP1B1-mediated uptake of [3H]estrone 
sulfate in HEK293/OATP1B1 cells. Plasma concentration of 6-OH indole was higher in patients with 
severe renal failure than that in patients without renal failure. The inhibition pattern of OATP1B1 
by 6-OH indole was long-lasting, since its inhibition was maintained after 6-OH indole was washed 
out. Also, 6-OH indole inhibited uptake of estrone sulfate in primary cultured hepatocytes without 
changing mRNA expression of OATP1B1. These results suggest that increase of 6-OH indole in plasma 
during CKD could at least partially explain the delayed elimination of OATP1B1 substrate drugs.

研究分野： 薬物治療学

キーワード： トランスポーター　慢性腎障害　尿毒素　メタボロミクス
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１．研究開始当初の背景 
本邦成人の 8 人に 1 人が慢性腎障害に罹患

しているとされ、その患者数は近年の高齢化

に伴い増加傾向にある。慢性腎障害の唯一の

根本治療法は腎移植だが、治療例は非常に限

られる。慢性腎障害患者の多くは、生活習慣

病等の他疾患の治療薬を服用するが、慢性腎

障害時の薬物動態は、ごく一部の薬剤のみで

しか詳細に検討されておらず、合理的な投与

量設計ができない状況下にある。患者数の多

さと疾患の難治性を考慮すると、慢性腎障害

時における合理的な薬物投与量設計法の確

立は急務である。 
肝臓に主に取り込まれ代謝・排泄される薬物

(肝消失型薬)の体内動態は従来、腎機能の影

響を受けにくいとされてきた。しかし、抗が

ん剤イリノテカンの活性代謝物 SN-38、抗糖

尿病薬 repaglinide 、脂質異常症治療薬

rosuvastatin 等の肝消失型薬は、慢性腎障害患

者において血漿中からの消失が遅延し、特に

SN-38 は腎障害患者での重度の骨髄抑制が報

告されている(Drug Matab Dispos 39 2011, 
Clin Pharmacol Ther 67 2000, Curr Med Res 
Opin 24 2008)。 
 
２．研究の目的 
 
肝膜輸送体 OATP1B1 は、多数の薬物の肝取

り込みに寄与し、肝消失型薬物のクリアラン

スの律速段階となる場合があるが、OATP1B1
の輸送機能は CKD 時に低下する。CKD 時に

体 内 に蓄積 す る尿毒 症 物質の 一 部 は

OATP1B1 を競合阻害するが、既報の競合阻害

だけではCKD時におけるOATP1B1基質薬物

の血中濃度上昇を定量的に説明するには不

十分である。そこで、本研究では OATP1B1
の阻害作用を有する新規の尿毒症物質を探

索することと、その阻害様式を検討すること

を目的とした。尿毒症物質には、 Indoxyl 
Sulfate や Indole Acetic Acid, Melatonin のよう

に Indole 環を有する化合物が複数存在する点

に着目し、CKD 時には indole 代謝物全般が体

内に蓄積すると考え、本研究では Indole 関連

化合物と対象にした。 
 
 
３．研究の方法 
 

① OATP1B1 阻害作用を有する尿毒症化合物

の探索 
ヒ ト OATP1B1 発 現 細 胞 株

(HEK293/OATP1B1)を用いて、Indole 関連化

合物による [3H]Estrone-3-Sulfate （ E3S 、

OATP1B1 典型的基質）の細胞内取り込みに対

する阻害活性を評価した。CKD 時に尿毒症物

質は長時間体内に蓄積することから、競合阻

害のみならず、Pre-incubation 時間依存的な阻

害活性を評価すべく、Indole 関連化合物を

Pre-incubation 時のみ、または[3H]E3S と同時

に添加して取り込み活性を評価した。さらに、

OATP1B1 の強い阻害活性を有した 6-OH 
Indole に関しては、ヒト初代培養肝細胞での

[3H]E3S の細胞内取り込み阻害活性を評価し

た。 
 
② 阻害メカニズムの解明 
①で、[3H]E3S の取り込みに対する Km、

Vmax を Eadie-Hofstee Plot から算出した。

6-OH Indole 添加後の細胞膜上での OATP1B1
発現量変動を、細胞膜表面タンパク質ビオチ

ン化法と免疫染色で評価した。 
③ CKD 患者における 6-OH indole の血漿中

濃度変化 
6-OH indole は、MS におけるイオン化効率

が低く、LC-MS/MS での測定は困難である。

そ こ で Indole 環 を

p-dimethylaminocinnamaldehyde で誘導体化し

てイオン化効率を高めつつ、OH 基の位置異

性体を分離して LC-MS/MS で定量した。腎障

害の程度が異なるがん患者血漿における

6-OH Indole 濃度を、LC-MS/MS で定量した。 
 
 
４．研究成果 
 
検討した 11 種類の Indole 関連化合物のう

ち、100 μM Indoxyl Sulfate、6-OH Indole、7-OH 
Indole は、HEK293/OATP1B1 細胞における

[3H]E3S の 取 り 込 み を 、 直 接 的 (Direct 
Inhibition) お よ び 持 続 的 (Long-lasting 
Inhibition)に低下させた。6-OH Indole は、

Indole が CYP2A6 によって代謝されて生成す

るが、特に強い OATP1B1 の阻害活性を有し

たことから、以降は 6-OH Indoleに着目した。

ヒト初代培養肝細胞において、6-OH Indole
は、[3H]E3S の取り込みを Direct Inhibition お



よび Long-lasting Inhibition で低下させたこと

から、6-OH Indole による OATP1B1 の機能低

下は、ヒト肝臓でも生じることが示唆された。

一方で、6-OH Indole のヒト肝細胞への暴露は、

OATP1B1 の mRNA 発現量を変化させなかっ

たことから、6-OH Indole は、OATP1B1 の

mRNA 発現調節ではなく、翻訳後調節または

機能阻害に関与することが分かった。 
6-OH Indole は、HEK293/OATP1B1 への

[3H]E3S の取り込みを、濃度依存的かつ

Pre-incubation 時間依存的に阻害した。Direct 
Inhibitionにおける6-OH Indoleの IC50は、14.7 
µM であり、既知の OATP1B1 阻害作用を有す

る尿毒症物質の一つである Indoxyl Sulfate 
(4.8 mM)よりも、100 倍以上強力に OATP1B1
を阻害することが分かった。3 時間までは

Pre-incubation 時間依存的に阻害が強まった

が、3 時間以降は阻害が強まる傾向はなかっ

た 。 Cyclosporin A は 、 OATP1B1 を

Pre-incubation 時間依存的に阻害するが、その

阻害活性は 30 分以上の pre-incubation では強

まらなかったことから、 6-OH Indole は

Cyclosporin A よりは遅い Pre-incubation 時間

依存性を有していた。6-OH Indole の Direct 
Inhibition で は 、 HEK293/OATP1B1 で の

[3H]E3Sの取り込みに対するKmおよびVmax
が増加し、Long-lasting Inhibition では、Km が

増加し Vmax は変化しなかった。一方、6-OH 
Indole の Pre-incubation による阻害は、3 hr で
回復したことから、Long-lasting 阻害は可逆的

であり、6-OH indole は共有結合ではないが、

OATP1B1 と強く結合していると考えられる。

細胞膜表面ビオチン化の結果、6-OH indole は

OATP1B1 の細胞膜上での発現量および総発

現量を変化させなかった。HA タグで標識し

た OATP1B1 の免疫染色においても、6-OH 
indole は OATP1B1 の細胞膜上への発現局在

は変化させなかった。6-OH indole の添加で

OATP1B1 の Vmax が低下しなかったことと

合致しており、6-OH Indole による OATP1B1
の阻害機構には、OATP1B1 の細胞膜局在変化

は関与しないことが示唆された。 
6-OH indole 濃度は、重度の腎障害患者

(eGFR<15 mL/min)で 227 nM、正常な腎機能

患者(eGFR>60 mL/min)では、18.5 nM であり、

CKD 時に 6-OH Indole が生体内に蓄積するこ

とが示された。一方で、重度の CKD 時でも

6-OH Indole の全身循環血漿中濃度は、

HEK293/OATP1B1 で算出された IC50 値より

も、50 倍以上低い濃度であった。6-OH indole
は、肝細胞に発現する CYP2A6 で indole から

代謝されて生成することから、肝細胞内およ

び肝細胞近傍では全身循環血よりも高濃度

で存在する可能性がある。また、Cycloporine A
は Pre-incubation 時に細胞内に取り込まれ、

OATP1B1 を細胞内部から阻害することが報

告されている 4)。6-OH indole は、肝細胞の内

部から OATP1B1 を阻害する可能性もあるた

め、CKD 時における 6-OH indole の OATP1B1
の阻害作用に関して更なる検討が必要であ

る。 
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