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研究成果の概要（和文）：トランスポーターの機能をヒト in vivo で評価できるプローブ基質・

阻害剤となる薬物の in vitro 試験による探索、ならびにヒト臨床研究による検証を複数実施し

た。その結果として、腎取り込みトランスポーターOAT1, OAT3, OCT2、腎排出トランスポー

ターMATEs、肝取り込みとランポーターOATPs、胆汁排泄トランスポーターMRP2 などに対

するヒトに適用しうるプローブ基質、阻害剤が見出された。  
 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated several in vitro assays and validated human 
clinical studies for the search of probe substrate and inhibitor drugs for drug transporters 
which can be used in vivo in humans.  As a result of our investigation, we found good 
probe substrate and inhibitor drugs for OAT1, OAT3 and OCT2 (renal uptake transporters), 
MATEs (renal efflux transporter), OATPs (hepatic uptake transporters) and MRP2 (biliary 
excretion transporter). 
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１．研究開始当初の背景 
 代謝酵素の領域においては、個々の酵素に
ついて分子種選択的な基質および阻害剤が
既に同定されており、かつヒト臨床で投与可
能な薬物群が知られている。また、ヒトに
個々の代謝酵素の機能を反映する複数のプ
ローブ薬を同時に投与した後、尿中に出現す
るそれぞれの代謝物の量を測定することで、
ヒトにおける複数の代謝酵素の機能を一度
に phenotypingすることが可能となっている

（カクテルアプローチ）。しかしながら、薬
物トランスポーターについては、個々の取り
込み・排出トランスポーター機能を反映する
ような選択的基質・阻害剤でかつヒト臨床で
投与可能な薬物の探索については未だ進ん
でおらず、phenotyping するための手段がな
いのが現状である。一方で、薬物トランスポ
ーター機能の変動により、薬物動態や薬効・
副作用に影響を与えうる事象が論文報告さ
れるにつれ、ヒトにおけるトランスポーター
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機能の評価の重要性から、ヒト臨床で使いう
るプローブ薬物の探索が求められていた。 
２．研究の目的 
 肝臓・腎臓などに発現する各種薬物トラン
スポーターに対するヒト臨床で適用可能な
プローブ基質および阻害薬の探索を進める
と共に、臨床研究を行い、適切な機能評価の
ための投与法および評価方法を構築するこ
とで、実際の利用法を提案する。さらに、遺
伝子多型や薬物間相互作用（阻害・誘導）に
よるトランスポーターの機能変動が起こっ
た場合に、プローブ薬物の適用により、機能
変動が定量的に予測可能であるかどうかに
ついて in vitro 実験ならびに臨床研究を通
して検証を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 腎臓の OAT1, OAT3 の機能を評価しうる
プローブ薬物の探索とヒト臨床試験による
検証 
 OAT1, OAT3それぞれのプローブ候補基質薬
物として、adefovir, benzylpenicillin 
(PCG)を、プローブ阻害剤候補薬物として、
OAT1 については、p-aminohippurate (PAH)、
OAT1, OAT3 の両方の阻害剤として、
probenecid を考えた。これらについて、OAT1, 
OAT3 遺伝子発現系において、それぞれの基質
-阻害剤ペアの間で阻害実験を実施した。ま
た、ヒト腎スライスを用いても同様の検討を
実施した。さらに、これらプローブ薬がヒト
臨床において用いうるかを調べるため、健常
人ボランティアを対象としたヒト臨床試験
を実施した。臨床試験においては、adefovir, 
PCG 投与し、あわせて同時に、PAH もしくは
probenecid を低・中・高投与量を併用した時
に、adefovir, PCG の血中濃度ならびに腎ク
リアランスに与える影響について、観察した。 
 
(2) MRI 造影剤 Gd-EOB-DTPA のトランスポー
タープローブとしての有用性に関する検討 
 Gd-EOB-DTPA が、肝取り込みトランスポー
ターである OATPs、ならびに胆汁排泄トラン
スポーター基質である MRP2 のプローブ基質
になる可能性を考え、遺伝子発現細胞を用い
た検討を実施した。OATPs については、
OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1 発現 HEK293 細胞
における本基質の取り込みを観察した。一方
で、排出トランスポーターについては、MRP2
遺伝子を発現した細胞から調製された膜ベ
シクルへの輸送を観察した。本基質の定量に
ついては、ICP-MS（誘導結合プラズマ質量分
析装置）を用いた。 
 
(3) atorvastatinの肝クリアランスを決定づ
ける律速段階を評価するためのヒト臨床研
究 
 Atorvastatin は、CYP3A4 ならびに OATPs
の両方の基質となるモデル薬物として利用
した。さらに、CYP3A4, OATPs それぞれの選
択的基質として midazolam, pravastatin を
選択し、これら３薬剤を微量ずつ健常人ボラ
ンティアに対して経口投与（合計：111 ・g、
各 33 ・g）した。さらに、CYP3A4, OATPs の
選択的阻害剤となる薬物として、
itraconazole の静脈内投与(211mg)ならびに
rifampicin の経口投与(611mg)を併用した時
の上記３薬剤の血中濃度推移の変動につい
て観察した。 
 

 (4) トランスポーターを介した薬物間相互
作用の簡便な予測法の開発 
 創薬初期における相互作用予測を念頭に
おいて、阻害剤の濃度を理論上考えうる最大
濃度により見積もることで、最大の相互作用
リスクを鋭敏に捉える予測法(static model)
を、実際のトランスポーター、特に肝取り込
みに関わる OATPsを介した相互作用事例を網
羅的に探索し、各事例について、標的となり
うる代謝酵素・トランスポーターに関する阻
害剤の阻害能を文献もしくは実験的に求め、
それらの値を使って、実例の予測を試みた。
その際、３つのポイントについて仮定をどの
ように設定した時、false-negative な予測が
避けられるかを検証した。 
 
(5) cimetidineが関わる薬物間相互作用の標
的に関する検討 
 Cimetidine は、元来 OCT2 の阻害剤である
とされてきたが、これまでの我々の検討から、
腎排出トランスポーターMATEs の阻害が、相
互作用点と考える方が自然であると考えた。
そこで、cimetidine の OCTs, MATEs を介した
各種基質輸送に対する阻害能を、遺伝子発現
細胞を用いて明らかにした。さらに、 
 
４．研究成果 
(1) OAT1, OAT3 発現細胞、ならびにヒト腎ス
ライスを用いた解析の結果から、adefovir の
輸送は、PAH, probenecid 両方によって阻害
される一方、PCG の輸送に対しては、
probenecid は阻害するが、PAH はあまり強く
阻害しないことから、当初の仮説が正しいこ
とを検証することができた。また、ヒト臨床
研究を実施し、adefovir, PCG に対する
probenecid, PAH の阻害効果を阻害剤の投与
量を変化させる４期クロスオーバー試験を
行ったところ、adefovir については、PAH, 
probenecid ともに腎クリアランスの阻害効
果が見られ、OAT1 のプローブ薬として用いう
る可能性が考えられた。一方、PCG について
は、probenecid の併用により腎クリアランス
の低下が見られたが、PAH との併用では予想
に反して、腎クリアランスの上昇が観察され
た。これはおそらく PCG の再吸収が PAH によ
り阻害されたものと推定しており、プローブ
選択の時の新たな考慮点であることが分か
った。 
 
(2) Gd-EOB-DTPA について、OATP1B1, OATP1B3, 
OATP2B1 遺伝子発現細胞における取り込みを
観察したところ、OATP1B3 においてのみ有意
な取り込みが観察され、神話定数 Km 値は、1 
mM 程度と非常に低親和性の輸送であること
が確認された。一方、MRP2 発現膜ベシクルに
おいて、ATP 依存的な有意な取り込みが観察
された。従って、これらの結果から、
Gd-EOB-DTPA は、OATP1B3 によって肝取り込
みされた後、MRP2 により胆汁排泄される可能
性が示唆され、これらトランスポーターのプ
ローブ基質となることが期待される。 
 
(3) 臨床研究の結果、pravastatin は、
rifampicin によって血中濃度の上昇が見ら
れ、midazolam は、itraconazole によっての
み血中濃度が上昇した。これは、プローブ薬
物が予想通り機能していることが実証され
たこととなる。この条件下で atorvastatin
の 血 中 濃 度 変 動 を 観 察 し た と こ ろ 、



 

 

rifampicin では大きく血中濃度の上昇が見
られたが、itraconazole によっては、血中濃
度は変動しなかった。一方で、atorvastatin
の主代謝物(1-OH 体)の量は低下しているこ
とから、CYP3A4 による代謝は阻害されていた。
すなわち、これらの結果から、atorvastatin
の肝クリアランスの律速段階は、OATPs によ
る肝取り込み過程にあることが示唆された。 
 
(4) static model による、実際の臨床相互作
用事例の解析結果から、false-negative を避
けた予測を行うには、消化管アベイラビリテ
ィの阻害による上昇の考慮、肝臓入口の最大
非結合型阻害剤濃度の利用、取り込み＋排泄
/代謝の両過程の最大の阻害率の乗算の実施
が有効であることを示した。また、一方、取
り込み阻害だけを考慮した場合では、若干
false-negative な予測は増えるが、予測精度
としては、むしろ高く、このことから、OATP
基質が絡む薬物間相互作用は、主に取り込み
過程の阻害を考えることが重要であること
が示唆できた。 
 
(5) in vitro 実験における阻害実験の結果か
ら得られた阻害定数と臨床濃度を比較して
考察したところ、OCT2 の阻害は、臨床ではお
こし得ないことが明らかとなった。一方、腎
排泄トランスポーターMATEs の阻害は、OCT2
と比較して、強力であり、その Ki 値は、臨
床非結合型薬物濃度よりも低い値を示した
ことから、臨床において MATEs の阻害はおこ
しうることが示唆された。これらの検討から、
cimetidine は、これまでの常識である OCT2
の阻害とは異なり、MATE 阻害剤として働き、
多くのカチオン性薬物と相互作用を引き起
こしていることが明らかとなった。 
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