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研究成果の概要（和文）：近位尿細管に発現する有機アニオントランスポーターOAT1がメチルマロン酸(MMA)を
基質とすることから、有機アニオントランスポーター阻害剤がラットにおけるMMA動態に与える影響を検討した
ところ、その繰り返し投与によって、ラット腎皮質におけるMMA濃度の低下が示された。また、ラット腎切片へ
のMMA取り込みは、ナトリウム感受性を示し、ナトリウム・ジカルボン酸共輸送体NaDC3発現細胞におけるMMA取
り込みの上昇が示されたことから、MMAは、NaDC3の基質にもなることが示された。

研究成果の概要（英文）：The effect of organic anion transporter (OAT) inhibition on endogenous 
methylmalonic acid (MMA) disposition was investigated in rats because we have reported that OAT1, a 
renal basolateral transporter, mediates MMA uptake. The repeated administration of an OAT inhibitor 
resulted in a decrease in rat renal cortical MMA concentration. Furthermore, the uptake of MMA by 
rat renal cortical slices exhibited sodium ion sensitivity, and sodium/dicarboxylate co-transporter 
NaDC3-mediated MMA uptake was detected in the overexpressing cells, indicating that MMA is also a 
NaDC3 substrate.

研究分野： 生物薬剤学、薬物動態学

キーワード： トランスポーター　有機アニオントランスポーター　近位尿細管　有機酸　メチルマロン酸　腎障害　
腎排泄

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎不全は、メチルマロン酸(MMA)血症患者に特徴的な長期合併症であり、近位尿細管上皮細胞における病変
が観察される。MMAは生体内でアニオンとして存在することから、アニオントランスポーターを介した尿細管上
皮細胞へのMMA取り込みは、腎障害を誘発している可能性が高い。本研究では、ラットにおいて、有機アニオン
トランスポーターの阻害によるMMAの腎蓄積低減効果が示唆された。今後、腎毒性についての慎重な評価が求め
られるものの、MMA血症における腎障害の新たな予防法を提案できる可能性が示された。

※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、アミノ酸や脂肪の代謝酵素の欠失や活性低下により、異常な酸性代謝
物が産生・蓄積されることによって引き起こされる先天性疾患群である。現在の治療法は、有機
酸の産生抑制および排泄促進を目的とした、低アミノ酸食やカルニチン補給が主である。しかし、
現行の治療法の有効性は十分とは言えず、これら疾患および疾患関連合併症の根本的な機構に
ついての、さらなる研究が必要である。 

メチルマロン酸（methylmalonic acid, MMA）血症は、最も発症例の多い有機酸代謝異常症で
あり、メチルマロニル-CoA の異常代謝物である MMA の血清中濃度上昇を示す。メチルマロニル
CoA をスクシニル CoA に代謝するミトコンドリア酵素であるメチルマロニル CoA ムターゼの欠
損、またはその補酵素であるアデノシル-コバラミンの合成異常が本疾患の原因である（図 1）。
嘔吐や低血糖、筋緊張低下などの急性
症状を通常乳児期から呈し、特徴的か
つ重篤な長期合併症として、進行性の
慢性腎障害が知られる。 

MMA は主に MMA 血症患者の肝臓で
産生され、尿中に排泄される。MMA 血
症患者の腎障害は、近位尿細管で観察
されるが遠位尿細管では観察されず
(Zsengellér ZK. et al., Pediatr 
Nephrol. 29:2139–2146 (2014))、そ
の重症度は血清 MMA 濃度と相関する
(Kruszka PS. et al., Genet Med. 
15:990–996 (2013))。生体内 pH にお
いて、MMA はアニオンとして存在する
と推測されることから、トランスポー
ターを介した近位尿細管上皮への
MMA の取り込みは、MMA 血症における
腎毒性を引き起こす可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、メチルマロン酸(MMA)血症における腎障害の予防標的となり得る、MMA 認識トラ
ンスポーターを明らかにし、MMA 蓄積に与える影響を評価することを目的とした。慢性腎障害は、
有機酸代謝異常症の中でも、MMA 血症に特徴的な合併症である。薬物によって尿細管中 MMA 濃度
を低下させることで、腎毒性が予防できれば、移植や透析の回避につながる。しかし、尿細管輸
送過程を標的にした有機酸血症治療は行われていない。これまでの研究により、近位尿細管に発
現する有機アニオントランスポーターOAT1 (organic anion transporter 1)が MMA を基質認識
することを明らかにしていたことから、本研究では、（1）OAT 阻害がラット腎における MMA 蓄積
に与える影響を評価した。さらに、（2）近位尿細管に発現する OAT1 以外の MMA 認識トランスポ
ーターの探索を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）LC-MS/MS による MMA 濃度測定 

ラット生体試料は、内標準物質として d3-MMA を含む acetonitrile で除タンパク処理をし、
遠心分離した上清を、冷却トラップを連結した遠心エバポレーターで低気圧条件下脱溶媒した
後、0.5% formic acid in methanol で再構成した。分析用カラムには Force C18 (3.0 mm×100 
mm, 3 µm, Restek)を 35°C で使用し、エレクトロスプレーイオン化 negative mode の多重反応
モニタリングにて検出した。採血は頸静脈より行い、採尿は代謝ケージによって行った。腎臓は
髄質部分を取り除き、腎皮質のみを測定に使用した。 
 
（２）ラットへの OAT 阻害剤投与実験 

8 週齢雄性 SD ラットに対して、麻酔下、フィーディングニードルを使用して、OAT 阻害剤を
経口投与した。単回経口投与実験では、投与 4 時間後に腎臓を摘出した。繰り返し投与実験で
は、1日 2回(AM10:00, PM6:00)、6 日間、OAT 阻害剤を経口投与し、投与 6日目に腎臓を摘出し
た。 
 
（３）MMA 認識トランスポーターの探索 

ヒト SLC13A3、ラット Slc13a3、およびラット Slc10a3 cDNA を、pcDNA3 ベクターにサブクロ
ーニングし、リポフェクション法によって COS-7 細胞に導入し、トランスフェクショ 48 時間後

図 1 メチルマロン酸産生機構 



に取り込み実験に用いた。また、8 週齢雄性 SD ラットから腎臓を摘出して髄質部分を取り除き、
膜小胞を作成して、取り込み実験に用いた。[14C]MMA および[3H]succinic acid の細胞内取り込
み量を、液体シンチレーションカウンターで測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ラット内因性 MMA 濃度測定 

6 週齢雄性 SD ラットの血漿、尿、腎ホモジネート、および水に MMA をスパイクし、検量線を
引いた結果、検量線の傾きはいずれも同等であった。よって、血漿、尿、腎ホモジネートは、内
因性 MMA 濃度の測定に影響しないと考えられた。また、MMA をスパイクしていない血漿、尿、お
よび腎ホモジネートにおける対象物質(MMA)と内標準物質(d3-MMA)のピーク面積比を、水を用い
て引いた検量線に当てはめることで得られた血漿、尿、腎臓中の内因性 MMA 濃度は、いずれも、
0.25 µM 以上であり、本研究に用いた測定系の定量限界以上であった。健常成人における血清中
MMA 濃度と比べてラット血漿中 MMA 濃度が高いことは、過去の報告 (Marcell PD. et al., Anal 
Biochem. 150:58-66 (1985)) と一致した。 
 
 
（２）OAT 阻害剤投与がラット腎皮質中 MMA 濃度に与える影響 

OAT 阻害剤の単回投与実験において、投与 4 時間後の腎皮質中 MMA 濃度は、OAT 阻害剤投与
群と生理食塩水のみを投与した対照群で同程度であった。一方、繰り返し投与実験おいて、投与
6日目における腎皮質中 MMA 濃度は、OAT 阻害剤投与群で、対照群の約半分まで減少した。よっ
て、OAT 阻害剤の単回投与が MMA の腎蓄積に与える影響は乏しいものの、繰り返し投与には、腎
皮質中 MMA 濃度の低減効果があることが示された。 
 
 
（３）MMA 認識尿細管トランスポーターの探索 

血漿中 pH 7.4 において、MMA は主にジカルボン酸として存在すると推測されることから、ナ
トリウムイオン-ジカルボン酸共輸送体(sodium/dicarboxylate cotransporter, NaDC)によって
細胞内に取り込まれる可能性がある。近位尿細管に発現する NaDC のうち、以前の検討で、NaDC1
を介した MMA 輸送は示されなかったことから、NaDC3 による基質認識を検討した。ヒト および
ラット NaDC3 過剰発現細胞において、[3H]succinic acid の
取り込みは、取り込み開始 10 分後まで直線的に増加し、取
り込み開始後 30 分までのいずれの点においても 、空ベク
ターを導入した mock 細胞と比較して有意に高かったこと
から、遺伝子導入細胞における NaDC3 の機能発現が確認で
きた。ヒトおよびラット NaDC3 過剰発現細胞における
[14C]MMA の取り込みは、取り込み開始 30 分後まで時間依存
的に上昇し、取り込み開始 30 分後において、mock 細胞と比
較して有意に高かった。よって、ヒトおよびラットいずれの
NaDC3 によっても、MMA が基質として認識されることが示さ
れた。NaDC3 はヒトおよびラット近位尿細管上皮細胞の側
底膜に存在することから、OAT1 に加え、NaDC3 も、MMA の
血液側から近位尿細管上皮細胞内への取り込みに関与し
ている可能性が高いことが示された（図 3）。 
さらに、ラット尿細管より調製した膜小胞における

[3H]MMA 取り込みの輸送特性を検討し、ラット腎近位尿
細管におけるトランスクリプトーム解析データ(GEO 
accession # GSE13668, Yu M. et al., Proc Natl Acad 
Sci USA. 106:2441-2446 (2009))を解析することで、
MMA 輸送トランスポーター候補を抽出した。そのうちラ
ット Slc10a3 導入細胞における[3H]MMA の取り込みは、
mock 細胞と同等であり、rSlc10a3 が MMA を基質とする
可能性は低いことが示された（図 4）。 

図 3 OAT1 および NaDC3 による
メチルマロン酸の基質認識 

図 4 rSlc10a3 発現細胞を用いた 
メチルマロン酸取り込み実験 
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