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研究成果の概要（和文）：近位尿細管基底細胞膜に発現する有機アニオントランスポーターOAT1を介したメチル
マロン酸の取り込みが示された。また、ラット腎スライスを介したメチルマロン酸取り込みはOAT阻害剤である
プロベネシドによって阻害された。したがって、OAT1は、血中から近位尿細管細胞内への取り込みを介して、メ
チルマロン酸の尿細管細胞内への蓄積または尿中への分泌機構に関与する可能性が高い。また、ラット尿細管管
腔側膜小胞を介したメチルマロン酸の取り込みには、ナトリウム依存性トランスポーターの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Of organic anion transporters (OAT) evaluated in this study (OAT1, OAT3, and
 OAT4), OAT1-mediated transport of methylmalonic acid was indicated. Furthermore, the uptake of 
methylmalonic acid by rat kidney slice was inhibited by probenecid, an OAT inhibitor. Since OAT1 is 
responsible for the renal secretion of various drugs by basolateral uptake at the blood facing 
membrane, OAT1-mediated uptake of methylmalonic acid from the plasma may be involved in the renal 
toxicity and urinary secretion of methylmalonic acid in methylmalonic acidemia. With respect to 
methylmalonic acid transport on the luminal side of renal epithelia, sodium ion-dependent uptake of 
methylmalonic acid by rat renal brush border membrane vesicles was detected. However, overexpression
 of sodium-dependent dicarboxylate transporter 1 (NaDC1) and sodium-coupled monocarboxylate 
transporter 2 (SMCT2) had negligible effect on the cellular uptake of methylmalonic acid.

研究分野： 生物薬剤学

キーワード： トランスポーター　近位尿細管　メチルマロン酸　有機アニオン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスポーターによるメチルマロン酸の輸送について検討し、OAT1がメチルマロン酸を基質認識することを見
出した。メチルマロン酸血症患者における腎障害は近位尿細管で観察されることから、OAT1がメチルマロン酸に
よる腎障害発症に関与している可能性がある。トランスポーターによる有機酸の基質認識は、有機酸代謝異常症
における新規薬物治療法を開発したり疾患時の薬物腎クリアランスの変動について予測したりする上で重要な知
見となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
有機酸代謝異常症は、アミノ酸および脂質の代謝に必要な酵素の活性低下や欠損によって、異

常な酸性代謝物が生成・蓄積する先天性の希少疾患である。現在の薬物治療は、有機酸血症を一
つの病態と捉え、アミノ酸制限食やカルニチン投与による有機酸排泄促進および二次性カルニ
チン欠乏の予防を行うことが主である。しかし、十分な効果が示されない例も多い。異常な酸性
代謝物は、代謝性アシドーシスおよび高アンモニア血症による発作や様々な全身症状の原因と
なることから、その体内動態を規定する分子機構を明らかにすることは、薬物治療法の開発に重
要である。 
有機酸血症患者において、異常酸性代謝物は尿中に排泄される。有機酸代謝異常症の一つであ

るメチルマロン酸血症において、異常酸性代謝物であるメチルマロン酸の消失機構には、尿細管
再吸収過程と分泌過程の両方の存在が示唆される。また、生理的 pH において、メチルマロン酸
はアニオンとして存在することから、その尿中排泄機構は担体介在性であると考えられる。さら
に、メチルマロン酸は、メチルマロン酸血症患者で観察される、近位尿細管を病巣とする腎障害
の原因物質と考えられている。よって、近位尿細管トランスポーターを介した輸送は、メチルマ
ロン酸による腎毒性の発現に関与している可能性がある。しかし、これまでにメチルマロン酸を
基質とするトランスポーターは明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、近位尿細管においてメチルマロン酸を基質とするトランスポーターを明らかに

すすることを目的として、（１）近位尿細管に発現する有機アニオントランスポーターによるメ
チルマロン酸の基質認識を明らかにするとともに、（２）ラット腎におけるメチルマロン酸の輸
送特性を明らかにするための解析を行った。有機酸代謝異常症の一つであるグルタル酸血症に
おいて生成・蓄積されるグルタル酸は、有機アニオントランスポーターOAT1 およびナトリウム/
ジカルボン酸共輸送体 NaDC3 を介した尿細管血液側膜からの取り込みと、OAT4 を介した尿細管
への排出によって、尿中に分泌されている可能性が示されている(Hagos et al., Eur J Physiol. 
2008)。メチルマロン酸もジカルボン酸であることから、その輸送においても同様の機構が関与
する可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
（１）トランスポーターによるメチルマロン酸の基質認識評価 
OAT1、OAT3、OAT4 をテトラサイクリン誘導性に発現する HEK293 細胞株(T-REx OAT1-293, T-REx 
OAT3-293, T-REx OAT4-293)、NaDC1 を一過性に強制発現させた Cos-7 細胞、およびナトリウム/
モノカルボン酸共輸送体 SMCT2 を一過性に強制発現させた HEK293 細胞を用いた。細胞内への
[14C]methylmalonic acid、[3H]p-aminohippuric acid、 [3H]estrone sulfate、[3H]succinic acid、
および[14C]lactic acid の取り込み量を、液体シンチレーションカウンターを用いて測定した。 
 
（２）ラット腎スライスおよび腎刷子縁膜小胞を介したメチルマロン酸取り込み実験 
尿細管血液側膜および管腔側膜におけるメチルマロン酸の輸送を、それぞれ、腎スライスおよび
腎刷子縁膜小胞への取り込みとして評価した。8 週齢オスの SD ラットから腎臓を摘出し、切片
を作成した。また、腎髄質を除去し、膜小胞を作成した。小胞の純度および配向性は、刷子縁膜
マーカーとして alkaline phosphatase を用い、その活性を評価することで算出した。
[14C]Methylmalonic acid、[3H]p-aminohippuric acid、および D-[3H]glucose の取り込みは、液
体シンチレーションカウンターを用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）OAT1、OAT3、および OAT4 によるメチルマロン酸の基質認識 
近位尿細管血液側の基底細胞膜に発現する有機アニオントランスポーターに関して、OAT1 発

現誘導細胞では、OAT1 の代表的な基質である p-アミノ馬尿酸と同様に、非発現誘導細胞と比較
してメチルマロン酸の取り込みが有意に増加し、その取り込みは、取り込み開始 10 分後まで時
間依存的に上昇した。したがって、メチルマロン酸がヒト OAT1 の基質となることが示された。
一方、OAT3 発現誘導細胞において、OAT3 の代表的な基質であるエストロン硫酸の取り込みは、
非発現誘導細胞と比べて有意に増加したものの、メチルマロン酸の取り込みには差が示されな
かった。 
ヒト近位尿細管管腔側の刷子縁膜に発現する OAT4 は、その基質によって、「細胞内ジカルボン

酸との交換輸送による取り込み」および「細胞外塩化物イオンとの交換輸送による排出」のいず
れの方向への基質輸送にも関与する(Noguchi et al., Drug Metab Pharmacokinet. 2021, 



Noguchi et al., J Pharm Sci. 2015) 。しかし、細胞外塩化物イオンの有無にかかわらず、OAT4
を介したメチルマロン酸の輸送は示されなかった。したがって、OAT4 は、メチルマロン酸の分
泌および再吸収のいずれの方向の輸送にも関与する可能性が低いことがわかった。 
 
（２）ラット腎スライスへのメチルマロン酸の取り込み 
メチルマロン酸を基質認識することが明らかとなった OAT1 は、近位尿細管基底細胞膜に発現

する。そこで、ラット腎スライスへのメチルマロン酸の取り込みに対する OAT 阻害剤の効果を検
討した。ラット腎スライスを介したメチルマロン酸および p-アミノ馬尿酸の取り込みは、時間
依存的に増加し、これらの 30 分間の取り込み量は、OAT 阻害剤であるプロベネシドが存在する
ことで有意に低下した。これらより、OAT1 は、メチルマロン酸の血中から近位尿細管細胞内へ
の取り込みを介して、メチルマロン酸の尿細管細胞内への蓄積または尿中への分泌機構に関与
する可能性が高いことが示された。メチルマロン酸による腎障害は近位尿細管で観察されるこ
とから、OAT1 がメチルマロン酸による腎障害発症に関与している可能性がある。 
 
（３）ラット腎刷子縁膜小胞へのメチルマロン酸取り込み 
作成したラット腎膜小胞は、ほぼすべてが生体と同じ配向性を示すと算出され、刷子縁膜マー

カーの濃縮とナトリウムイオン依存性の D-glucose 取り込みを示したことから、尿細管刷子縁
膜における輸送機能を評価可能であると判断した。ラット腎刷子縁膜小胞へのメチルマロン酸
の取り込みは、時間依存的に上昇し、4℃における取り込みは、37℃における取り込みの約 20%
であった。小胞へのメチルマロン酸の取り込みは、小胞外液からナトリウムイオンを除くことで、
約 30%に減少したことから、尿細管刷子縁膜におけるメチルマロン酸の取り込みには、ナトリウ
ム依存性トランスポーターが関与することが示唆された。また、小胞外液から塩化物イオンを除
くことによっては、腎刷子縁膜小胞へのメチルマロン酸取り込みが、わずかではあるものの有意
に上昇し、オーバーシュート現象が示された。よって、メチルマロン酸の尿細管刷子縁膜を介し
た輸送には、一部に塩化物イオンとの交換輸送機構もはたらくことが示唆された。 
 
（４）NaDC1 および SMCT2 によるメチルマロン酸の基質認識 
メチルマロン酸のラット尿細管刷子縁膜への取り込みにおいて、特にナトリウム依存性トラ

ンスポーターに着目した解析が必要であることが示されたことから、近位尿細管刷子縁膜に発
現するナトリウム/ジカルボン酸共輸送体 NaDC1 およびナトリウム/モノカルボン酸共輸送体
SMCT2 の発現ベクターを作成し、それらを導入した過剰発現細胞を用いて、メチルマロン酸の輸
送を検討した。NaDC1 発現細胞では、非発現細胞と比べて NaDC1 の代表的な基質であるコハク酸
の取り込みが著しく増加した一方で、メチルマロン酸の取り込みにはほとんど差が示されなか
った。また、SMCT2 発現細胞においても、非発現細胞と比べて SMCT2 の代表的な基質である乳酸
の取り込みが増加した一方、メチルマロン酸の取り込みには差がなかった。よって NaDC1 および
SMCT2 がメチルマロン酸の輸送に関与する可能性は低いことが示された。 
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