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略 語

ABC ATP-binding cassette；ATP 結合カセット

ATP adenosine triphosphate；アデノシン三リン酸

ATPγS adenosine 5'-O-(3-thiotriphosphate)；アデノシン 5'-O-(3-チオ三りん酸)

AUC area under the plasma concentration–time curve；血漿中濃度－時間曲線下

面積

BBM brush border membrane；刷子縁膜

BBMV brush border membrane vesicles；刷子縁膜ベシクル

BCRP breast cancer resistance protein

CV coefficient of variation；変動係数

dCyd 2’-deoxycytidine

DHG dihydrogenistein

E217βG estradiol 17β-D-glucuronide

EDTA 2,2',2'',2'''-(ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic acid

EGTA ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid

EHBR Eisai hyperbilirubinemic rat

FDA US Food and Drug Administration；米国食品医薬品局

GFR glomerular filtration rate；糸球体ろ過速度

HEK human embryonic kidney

HMDB Human Metabolome Database

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LC-MS liquid chromatography-mass spectrometry；液体クロマトグラフィー質量

分析法
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LC-MS/MS liquid chromatograph-tandem mass spectrometer；液体クロマトグラフ－タ

ンデム質量分析計

MATE multidrug and toxin extrusion protein

MEC mammary epithelial cells；乳腺上皮細胞

MOI multiplicity of infection

M/P milk-to-plasma concentration ratio；乳汁/血漿中濃度比

MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridinium

mRNA messenger RNA (ribonucleic acids)

MRP multidrug resistance associated protein

m/z mass-to-charge ratio

NMN N-methylnicotinamide

OATP organic anion transporting polypeptide

OCT organic cation transporter

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

OPLS-DA orthogonal partial least square discriminant analysis；直交部分最小二乗法

判別分析

PYR pyrimethamine

RFC reduced folate carrier

SD Sprague Dawley

S.E.M. standard error of the mean；標準誤差

SLC solute carrier

SNP single nucleotide polymorphism；一塩基多型

TEA tetraethylammonium

THTR thiamine transporter

TMP thiamine monophosphate
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TPP thiamine pyrophosphate

UMIN University Hospital Medical Information Network
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パラメータ

CLplasma total body clearance with regard to the plasma concentration；血漿中濃度に

基づく全身クリアランス（血漿クリアランス）

CLR renal clearance；腎クリアランス

Cmax maximum plasma concentration；最高血漿中濃度

Ki inhibition constant；阻害定数

Km Michaelis constant；ミカエリス定数

Pdif nonsaturable uptake clearance；非飽和性取り込みクリアランス

Rb blood-to-plasma concentration ratio；血液/血漿中濃度比

Vmax maximum uptake rate；最大取り込み速度

Xurine urinary excretion amount；尿中排泄量
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序 論

1．本研究の目的

薬物トランスポーターの遺伝子多型、または、医薬品および医薬品候補化合物の曝露

によって引き起こされる薬物トランスポーター機能変化の評価に資するバイオマーカ

ーを、生体内低分子化合物の中からメタボローム解析により探索および同定することを

本研究の目的とした。

2．本研究の背景

（1）薬物トランスポーター機能評価の重要性

薬物の主要な排泄臓器である肝および腎に発現する薬物トランスポーターは、薬物

の全身クリアランスを決定する重要な働きをしている。血液から肝細胞内への薬物の取

り込みに関与する、organic anion transporting polypeptide 1B1（OATP1B1）、OATP1B3、

organic cation transporter 1（OCT1）、ならびに、肝細胞内から胆汁への排出に関与する、

P-glycoprotein（P-gp；multidrug resistance protein 1；MDR1）、multidrug resistance-associated

protein 2（MRP2）、breast cancer resistance protein（BCRP）、multidrug and toxin extrusion 1

（MATE1）は、薬物の肝代謝および胆汁排泄に影響を与える主要な薬物トランスポー

ターである（図 1）。また、血液から尿細管上皮細胞内への取り込みに関与する、organic

anion transporter 1 (OAT1)、OAT3、OCT2、ならびに、尿細管上皮細胞内から尿への排出

に関与する、P-gp、MRP2、MATE1、MATE2-K は、薬物の尿細管分泌に関わる主な薬

物トランスポーターである（図 1）。これらの薬物トランスポーターの機能が低下した

際には、血液中または組織中薬物濃度が上昇し、薬物の重篤な副作用発現につながるこ

とが懸念される（図 2）。
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近年、これらの薬物トランスポーターの遺伝子多型が多数見い出され、そのなかには、

薬物の重篤な副作用発現と関連するものが存在する。例えば、simvastatin を長期投与し

た患者を対象として、スタチン類の重篤な副作用であるミオパシーを発現した患者群と

発現しなかった患者群に分けて、一塩基多型（SNPs）の網羅的解析を行ったところ、

OATP1B1 の T521C 変異が最もミオパシーとの関連が強い SNP として同定された（1）。

ミオパシー発症のオッズ比は、野生型ホモと比較した場合、T521C 変異のヘテロ保有者

で 4.5、T521C 変異のホモ保有者で 17 であった。この T521C 変異は、simvastatin の体内

動態に影響を与えることから（2）、simvastatin の全身曝露の上昇が副作用発現の規定因

子となっているものと考えられる。このように、薬物トランスポーターの in vivo 活性に

影響を与える SNPs を同定することは、薬物の重篤な副作用を未然に防ぐアプローチの

確立につながるため、極めて重要である。しかしながら、薬物トランスポーター遺伝子

の SNPで層別化した被験者にプローブ薬剤を投与して体内動態を検証する臨床試験を、

SNP ごとに実施するには、大変な労力と時間を必要とする。それゆえ、多数の SNPs の

中から薬物トランスポーターの in vivo 活性に影響を与えるものを効率的にスクリーニ

ングするストラテジーが求められている。

また、トランスポーターを介した薬物相互作用の事例が集積され始めたことを受け

（3）、近年、日米欧の各規制当局から、医薬品開発における薬物相互作用リスク評価に

関する指針（ガイドラインまたはガイダンス）が公表されている（4,5,6）。現在、製薬

企業では、医薬品候補化合物が薬物トランスポーターの基質になる可能性、ならびに、

阻害剤になる可能性を精度良く、かつ効率的に評価すべく、その評価系の構築および改

善が進められている。例えば、阻害剤になる可能性を評価するためには、まずトランス

ポーター発現細胞系等を用いた in vitro 試験により薬物トランスポーターに対する医薬

品候補化合物の阻害活性を評価し、そこで阻害活性を有し、かつ、臨床用量における血
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漿中薬物濃度が相互作用を引き起こしうる濃度であった場合には、プローブ薬剤を用

いた臨床薬物相互作用試験を実施して薬物相互作用リスクを最終的に判定するのが標

準的なスキームである（図 3）。原則として、偽陰性を発生させないクライテリアを用

いて臨床薬物相互作用試験の実施の要否を判定しているため、臨床薬物相互作用試験で

陰性判定されるケースが多いとの指摘もある。これに掛かる被験者負担や時間・労力・

コストを抑えるため、開発早期段階で薬物相互作用リスクを精度良く予測できるスキー

ムの確立が望まれている。さらに、薬物由来の代謝物による薬物相互作用や、侵襲性が

低い生体試料である血漿や尿を用いた薬物動態解析からの予測が困難である局所濃度

が関連する薬物相互作用など、想定することが難しい機構で生じる薬物相互作用を如何

に医薬品開発の過程で発見し、安全な薬物療法に貢献するかが課題である。このような

課題の解決に向けて、本研究では、開発早期段階にルーチンで実施される臨床 Phase 1

試験の中で、医薬品候補化合物が薬物トランスポーター機能に与える影響を評価するア

プローチを確立すべく、バイオマーカーの検討を行った。

（2）生体内低分子マーカーの有用性

近年、ノックアウト動物を用いた in vivo 実験やトランスポーター発現系を用いた in

vitro 実験において、薬物トランスポーターの機能変化が、薬物だけではなく、内因性物

質や食物由来成分の体内動態にも影響を与えることが知られるようになった（7,8）。

このような生体内低分子化合物の体内動態の変動をバイオマーカー（生体内低分子マー

カー）として活用することによって、プローブ薬剤を用いた臨床試験を行うことなく、

薬物トランスポーター機能変化の in vivo 評価が可能になると考えられる（図 4）。

医薬品開発における臨床薬物相互作用試験は開発後期段階において実施されている

が（図 3）、血漿または尿中の鋭敏な生体内低分子マーカーを利用することにより、医
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薬品候補化合物を初めてヒトに投与する臨床 Phase 1 試験において、薬物相互作用リス

クを判定できるようになり、医薬品開発の効率化に資するものと考えられる。

また、確立された生体内低分子マーカーがあれば、遺伝子情報ととも保管されたバイ

オバンクの血液サンプルを解析することによって、薬物トランスポーターの in vivo 活性

に影響を与えうる SNPs を、大規模な臨床試験を行うことなく、スクリーニングするこ

とも可能になると期待される。

（3）薬物動態研究における生体内低分子マーカー利用の現状

近年、薬物代謝酵素 cytochrome P450 の主要分子種のひとつである CYP3Aに対する生

体内低分子マーカーとして、血漿中 4β-hydroxycholesterol/cholesterol 濃度比や尿中

6β-hydroxycortisol/cortisol 濃度比が提唱され、CYP3A 遺伝子多型、ならびに、医薬品の

CYP3A 誘導活性および阻害活性の評価に有用であるというエビデンスが蓄積されてい

る（9,10,11,12）。これに対し、薬物トランスポーターの生体内低分子マーカーに関す

る報告は、これまでにほとんど例がない。但し、薬物トランスポーターは、糖やアミ

ノ酸のような生命維持に必須の化合物を選択的に輸送するトランスポーターとは異な

り、幅広い基質特異性を示すという特性を持っている。このため、薬物以外に食物由来

成分や体内の老廃物を含めた、何かしらの生体内低分子化合物の輸送に関与している可

能性は極めて高いと推察される。実際、生体内低分子化合物の bilirubin glucuronide は、

MRP2 の典型的な基質であり、MRP2 遺伝子疾患である Dubin-Johnson 症候群では、血

液中に bilirubin glucuronide が蓄積する。最近、我々の研究グループは、これまで糸球体

ろ過機能および尿細管分泌機能のマーカーとしてそれぞれ利用されてきた creatinine お

よび N-methynicotinamide（NMN）の腎クリアランスがいずれも MATE 阻害によって有

意に低下すること（13,14）、ならびに CYP3A マーカーである尿中 6β-hydroxycortisol の
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腎クリアランスが OAT3阻害によって有意に低下することを見い出した（15）。

本研究では、薬物トランスポーター機能評価マーカーとしてより適したものを、生体

内低分子化合物の中から網羅的に探索することを試みた。

（4）メタボローム解析による生体内低分子マーカーの探索

数多くの生体内低分子化合物の中から薬物トランスポーターの内因性基質を効率的

に探索する手法としてメタボローム解析が有用であることが、最近、in vitro 試料や動物

試料を用いた検討によって示された（7,8）。メタボローム解析では、異なる 2 つの群か

ら採取した生体試料に含まれる多種多様な化合物を網羅的に測定し、検出された多数の

化合物の検出強度（相対的濃度）を用いて多変量解析することにより、群間の差異を視

覚化し、さらに、その差異の要因となる化合物を抽出することが可能である。メタボロ

ーム解析の測定手法としては主に、ガスクロマトグラフィー質量分析法（GC-MS）、

液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS）、キャピラリー電気泳動質量分析法

（CE-MS）、核磁気共鳴分光法（NMR）が用いられ、測定対象化合物の物性や研究目

的によって使い分けがなされている。本研究では、化合物の適用範囲の広さ、感度およ

び前処理操作の簡便性の面から、LC-MS を測定手法として選定した。今回は、マーカ

ーの探索範囲を可能な限り広げるため、予め、測定対象物質を限定して測定する「標的

メタボローム解析手法」ではなく、精密質量の測定が可能な LC-MS 装置によって検出

された数百化合物の中からマーカー候補化合物を選定した後に、精密質量やプロダクト

イオンスペクトルからその化学構造を同定する「非標的メタボローム解析手法」を採用

した。



10

3．本論文の構成

2008～2011 年に、経済産業省管轄の独立行政法人「新エネルギー・産業技術総合開

発機構」（NEDO）の研究委託として、東京大学・杉山雄一教授（当時）をリーダーと

する「マイクロドース臨床試験を活用した革新的創薬技術の開発」に関する産学官連携

プロジェクトが行われた。本論文の内容は、このプロジェクトで、有害事象発現と関連

した遺伝子多型で層別化された臨床検体および薬物相互作用試験の臨床検体を用いた

メタボローム解析を行い、ヒトにおいて薬物トランスポーター機能評価マーカーある

いはその候補を同定した研究成果からなる。

本論文の第一章では、臨床研究「胆管側排出輸送トランスポーターの個体間変動が組

織中濃度・血漿中濃度に与える影響の評価（BSP-SG の胆汁排泄と MRP2、OATP1B1、

OATP1B3 等の遺伝子多型の関連）（UMIN000003960）」において、MRP2 遺伝子 SNPの

rs12762549 で層別化された被験者の血漿試料を用いてメタボローム解析を行い、MRP2

機能評価マーカーについて検討した。

第二章では、臨床研究「メトホルミンとピリメタミンとの薬物間相互作用を評価する

ための健康成人を対象としたマイクロドーズおよび臨床用量での薬物動態試験

（UMIN000002739）」において、選択的 MATE 阻害剤、pyrimethamine 投与の影響を検討

するクロスオーバー試験で採取された血漿および尿試料を用いてメタボローム解析を

行い、MATEs 機能評価マーカーについて検討した。

第三章では、前章で MATEs 機能評価マーカーとして同定された thiamine について、

その体内動態における OCTs の関与に関してマウスを用いて検証し、OCTs 機能評価マ

ーカーとなりうる可能性を検討した。

本論文は、ヒトにおけるメタボローム解析を起点とした、薬物トランスポーター機能

評価マーカーの同定プロセスを明示するものである。
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図 1 薬物の胆汁排泄および尿中排泄に関与する主なトランスポーター
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図 2 トランスポーター機能低下による薬物動態への影響
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前臨床

臨床薬物相互作用試験
（プローブ薬物を用いた評価）

発現細胞等を用いたIn vitro試験
（基質認識性/阻害活性）

Phase 1 Phase 2a Phase 2b Phase 3

健康成人における
血漿中薬物濃度
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図 3 医薬品開発における薬物相互作用リスク評価の標準的スキーム
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図 4 生体内低分子マーカーを用いた薬物トランスポーターの機能評価



13

第一章 日本人健康成人男性における MRP2 遺伝子の SNP

（rs12762549）と血漿中 isoflavonoid 抱合代謝物濃度との関連性

～MRP2 機能評価マーカーの同定～
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第一章 要約

目的：Multidrug resistance-associated protein 2（MRP2; ABCC2）は、アニオン性薬物、な

らびに glucuronide、glutathione 抱合体、硫酸抱合体といった抱合代謝物の細胞内からの

排出に関与している。MRP2 遺伝子の 3' 非翻訳領域の SNP である rs12762549（G > C）

は docetaxel誘発性好中球減少症の発現率と関連することが報告されている。本章では、

この SNP が MRP2 の in vivo 活性に与える影響について生体内低分子化合物の血漿中濃

度の変動に基づいて検証し、その結果から MRP2 機能評価マーカーを同定することを目

的とした。

方法：rs12762549 の遺伝子型に基づいて層別化された 18 名の日本人健康成人男性から

血漿を採取し、液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS）を用いた非標的メタボロ

ーム解析に供した。遺伝子型間で血漿中濃度に違いが認められた化合物の体内動態にお

ける MRP2 の役割について、Mrp2 欠損ラット（Eisai hyperbilirubinemic rats; EHBR）を

用いて検証した。また、それらがヒト MRP2 の基質であるか否かについてはヒト MRP2

発現膜ベシクルを用いて検証した。

結果：LC-MS データセットの多変量解析において、rs12762549 の GG 遺伝子型被験者群

と CC 遺伝子型被験者群との群間差の要因として計 11 個の化合物を抽出した。これら

のうち、genistein および dihydrogenistein の抱合代謝物 5 種については、CC 遺伝子型群

の検出強度が GG 遺伝子型群に比べて有意に高く、かつ、GC 遺伝子型群の検出強度が

GG 遺伝子型群と CC 遺伝子型群の中間の値を示した。EHBR の血漿中においても、

genistein および dihydrogenistein を含む isoflavonoids の抱合代謝物 9 種が蓄積していた。

EHBR におけるこれらの胆汁排泄能は、正常 SD ラットと比較して低下していた。

Genistein または daidzein を正常 SD ラットと EHBR に経口投与したところ、血漿中の抱
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合代謝物を含む total genistein および total daidzein濃度はEHBRにおいて有意に高値を示

した。また、ヒト MRP2 発現膜ベシクルにおいて genistein、dihydrogenistein および equol

の各 sulfoglucuronide および各 glucuronide の ATP 依存的取り込みが認められた。

結論：本研究により、MRP2 は isoflavonoids の抱合代謝物が体内に蓄積するのを防ぐ役

割を果たしていることが明らかとなった。rs12762549 の C アレル保有者では、Mrp2 欠

損ラットと同様、MRP2基質である isoflavonoid抱合代謝物が血漿に蓄積したことから、

MRP2 の in vivo 活性が低下していると考えられた。本章の結果から、検証試験が今後必

要ではあるが、この isoflavonoid 抱合代謝物の血漿への蓄積は MRP2 機能評価マーカー

として有望であると考えられた。



16

第一章 緒言

インターネット公表不可
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第一章 結果

インターネット公表不可



18

第一章 考察

インターネット公表不可
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第一章 図表

インターネット公表不可
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第二章 MATEs を介した薬物相互作用のリスク評価に適した

生体内低分子マーカーの同定
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第二章 要約

目的：Multidrug and toxin extrusion proteins（MATEs）は、腎における様々なカチオン性

薬物の尿中排泄に関与する主要なトランスポーターである。本章では、MATEs を介す

る薬物相互作用のリスク評価に適したバイオマーカーを生体内低分子化合物の中から

見い出すことを目的とした。

方法：健康成人およびマウスの生体内低分子化合物の血漿中濃度および尿中排泄に対

する MATE 阻害剤 pyrimethamine 処置の影響を、非標的メタボローム解析によって検討

した。メタボローム解析によって見い出されたマーカー候補の血漿および尿中濃度は

LC-MS/MSを用いて定量した。MATEs および OCT2によるマーカー候補の輸送活性は、

各トランスポーターを発現させた HEK293 細胞を用いて評価した。また、マーカー候

補のマウス体内動態は、それらの重水素標識体を投与することにより検討した。

結果：ヒトおよびマウスにおいて N-methylnicotinamide（NMN）、thiamine および carnitine

を含む計 11 化合物の尿中排泄量は、pyrimethamine 処置によって有意に低下した。一方、

pyrimethamine 処置により血漿中濃度が有意に変動する生体内低分子化合物は認められ

なかった。ヒトにおける thiamine および carnitine の腎クリアランスは、pyrimethamine

処置によってそれぞれ無処置時の 16%～30%および 6%～10%にまで低下した（p<0.05）。

これらの血漿中濃度および尿中排泄量の日内変動は比較的小さかった。MATE1、

MATE2-KおよびOCT2の各発現細胞における thiamineの取り込みは、それぞれ 3.5  1.0、

3.9  0.8 および 59.9  6.7 M の Km値を示した。マウスにおける carnitine-d3の腎クリア

ランスは、pyrimethamine 処置によって無処置時の 38%にまで低下した。

結論：本章において、thiamine が腎尿細管上皮細胞内から MATEs を介して尿中へと排

出されていることを明らかにした。Thiamine の尿中排泄は、代表的プローブ薬剤の
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metformin よりも感受性が高く、かつ、既知の生体内低分子マーカーの NMN よりも日

内変動が小さいことから、腎における MATEs を介した薬物相互作用のリスクを評価す

る上で有用なバイオマーカーとなるものと考えられた。
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第二章 緒言

Multidrug and toxin extrusion proteins（MATEs）は、腎近位尿細管上皮細胞の刷子縁膜

（BBM）に発現し、H+ との交換輸送により、様々なカチオン性薬物の細胞内から尿管

腔への排出に関与している（45,46）。ヒト MATEs のアイソフォームとして、MATE1

（SLC47A1）およびMATE2-K（SLC47A2）の2つが存在する。両者は、tetraethylammonium

（TEA）や metformin といったカチオン性有機化合物に対して重複した基質特異性を示

す（47,48）。 MATEs は、側底膜に発現する取り込みトランスポーターOCT2（SLC22A2）

と連携して、様々なカチオン性薬物の循環血から尿への分泌に関与すると考えられてい

る。この概念は、Mate1 ノックアウトマウス（Mate1(−/−)マウス）を用いたいくつかの

実験によって検証されている。Mate1(−/−)マウスでは、体内からの metformin の消失が

Mate1 野生型マウス（Mate1(+/+)マウス）と比較して著明に遅延するとともに、腎内に

metformin の蓄積がみられた（49）。Mate1(−/−)マウスにおける varenicline の腎分泌クリ

アランスは、Mate1(+/+)マウスの 55% にまで低下した（50）。さらに、Mate1 の遺伝子

欠損は、白金抗腫瘍剤 cisplatin や除草剤 paraquat を腎に著しく蓄積させ、これらによる

腎障害性を高めることが知られている（51,52）。

これまでに、市販薬剤である cimetidine および pyrimethamine（PYR）が MATE1 およ

び MATE2-K に対して強力な阻害作用を示すことが報告されている（53,54,55）。PYR

は、膜内外に H+ 勾配を付与したヒト腎 BBM ベシクル（BBMV）における、MATE 基質

である metformin および N-methylnicotinamide （NMN）の取り込み輸送を完全に阻害し

た。その際の Ki 値は、MATE1 および MATE2-K を発現させた各細胞系で求められた値

と同等であった。ここで、注目すべき知見は、MATEs および OCT2 に対する cimetidine

および PYRの Ki 値を、これらの薬剤の一般的な臨床用量で達する非結合型薬物の最高
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血漿中濃度と比較した結果、両阻害剤は共に OCT2 には影響を与えずに、MATE1 およ

び MATE2-K を阻害していることが示唆された点である。実際、マウスにおいて

cimetidine および PYR は、Mate 基質の腎内濃度を上昇させた（55,56）。

MATEs の代表的なプローブ薬剤である metformin および MATE 阻害剤 PYR との臨床

薬物相互作用試験において、MATE 阻害による metformin の腎クリアランス（CLR）の

低下率は約 34%と比較的小さかった（13）。この知見から、metformin よりも感受性の高

いマーカーの探索を開始した。これまでに我々は、PYR 処置によって生体内低分子化合

物の creatinine および NMN の腎クリアランスがそれぞれ約 20%および約 70%低下する

ことを見い出している（13,14）。この結果から、NMN をマーカーとして MATEs 介在

の薬物相互作用のリスクを評価する手法を提案した（14）。この手法を用いれば、プロ

ーブ薬剤投与の必要がなくなるため、医薬品候補化合物のみを投与する臨床早期段階の

Phase 1 試験でも評価が可能となり、医薬品開発における薬物相互作用リスク評価にか

かる時間と労力を削減できることは明らかである。但し、NMN は血漿中濃度および尿

中排泄量が朝から夜に掛けて 1/3程度にまで低下する日内変動が見られるため、尿中排

泄量では評価が難しく、腎クリアランスによる評価が必要である。そこで、本研究では、

metformin よりも感受性が高く、かつ、NMN よりも日内変動が小さい生体内低分子マー

カーを探索することを目的とした。

第一章で示したように、メタボローム解析は、数多く存在する生体内低分子化合物の

中から新規のトランスポーター基質を探索するのに有用な分析アプローチである（7,8）。

本章では、PYR 処置による影響を比較検討するクロスオーバー試験から得られた 8 名

の健康成人男性の血漿および尿を用いて、LC-MS によるメタボローム解析を行い、

PYR によって尿中排泄量および腎クリアランスが有意に低下する生体内 MATE 基質を

同定した。
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第二章 結果

PYR 処置の有無に基づくメタボローム解析

健康成人被験者およびマウスの PYR 処置群と対照群の尿試料をメタボローム解析に

供した。ヒトおよびマウス試料を LC-MS 測定した結果、それぞれ約 2000 および約 3000

のピークが検出された。その中から、次の 3 つの基準に基づいてマーカー候補を選定し

た。1) ヒトおよびマウスともに、PYR 処置群の相対的尿中排泄量 （ピーク面積と尿容

量の積）の平均が対照群の 50%未満であること、2) 8 名の被験者のうち、少なくとも 7

名で PYR 処置により相対的尿中排泄量の低下が見られること、 3) 検出されたピークが

プロダクトイオンスペクトルの取得に十分な強度を有していることを基準とした。選

定された11個のマーカー候補のLC保持時間およびMSデータを、変化倍率とともに表

4 に示す。オンラインデータベース HMDB （57）および KEGG （58）を用いて、

mass-to-charge ratio（m/z）が合致する化学構造を検索した。11化合物のうち 6化合物は、

NMN、thiamine、2’-deoxycytidine（dCyd）、carnitine、acetylcarnitine および propionylcarnitine

の標準品の LC-MS データと一致した。U146の化学構造は、carnitine のスペクトルと比

較した結果、 4-N-trimethylaminobutyrate であると推定された。U160 は、それに CH2基

が一つ延伸した構造であると推察された。他の 3 化合物については構造を推定するこ

とができなかった。

血漿および腎についても同様にメタボローム解析を行った。PYR 処置によって相対

的血漿中濃度が 2 倍以上増加した化合物として、PYR（m/z 249.09043）およびその 2つ

の代謝物、酸化体（m/z 265.08527）およびグルクロン酸抱合体（m/z 425.12233）が検出

されたが、生体内低分子化合物で有意に増加したものは認められなかった。尿のメタボ

ローム解析で選定した 11 個のマーカー候補のうち、8 個が血漿に検出された。それらの



26

相対的血漿中濃度の変化倍率は 0.7～1.2 倍であり、PYR 処置群と対照群の間に有意な差

はなかった（表 4）。マウスの血漿においても同様の変化であった（表 4）。マウス腎で

は 1.7 倍が最大の変化倍率であった。

マーカー候補の血漿中濃度および尿中排泄量に対する PYR 処置の影響

マーカー候補の thiamine、 carnitine、 acetylcarnitine および dCyd の血漿中および尿中

濃度を、それぞれの安定同位体を内標準物質とする内標準法により定量した。

Thiamine、carnitine および acetylcarnitine の血漿中濃度推移を図 11Aに示す。これらの

AUC を表 5 に示す。血漿中 dCyd 濃度は、定量下限 （0.3 ng/mL）未満であった。これ

は、ヒト血漿中における dCyd の安定性をブランク血漿に dCyd（48 ng/mL）を添加して

in vitro で検討した結果、 2 時間後の残存率が、室温で 2.2% 、氷上で 28%であったこと

から、血漿中における dCyd の不安定性に起因するものと考えることができる。血漿中

thiamine 濃度は、PYR 処置群（Period 2 および Period 4）と対照群（Period 1 および Period

3）のいずれにおいても投与 9 時間後までは一定であったが、対照群の 13 時間後におい

て、わずかな上昇が認められた（図 11A）。血漿中 carnitine 濃度には、有意な日内変動

は認められず、carnitine 濃度の被験者間のばらつき（CV, 20%）の方が、日内変動（CV,

6%）よりも大きかった（図 11A）。血漿中 acetylcarnitine 濃度は午前中に高値を示す傾向

があった。PYR 処置群における carnitine および acetylcarnitine の AUC は、無処置群と比

較して l5%程度低かった（表 5）。

dCyd を含む 4 化合物の Xurine を、図 11B に示す。これらの CLR を表 5 に示す。PYR

処置群（Period 2 および Period 4）の 4 化合物の尿中排泄量（Xurine）は、無処置群（Period

1 および Period 3）の値と比較して著明に低かった。これらの結果はメタボローム解析

の結果と符合する。PYR 処置群の thiamine、carnitine および acetylcarnitine の CLR は、そ
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れぞれ無処置群の 16%～30%、6%～10%および 9%～13%にまで低下した。

MATE1 発現細胞および MATE2-K 発現細胞における thiamine の取り込み

MATE1 または MATE2-K を発現させた HEK293 細胞における[3H]thiamine（10 nM）お

よび [14C]TEA（MATE 典型基質; 36 M）の取り込みは、mock細胞よりも有意に高かっ

た （図 12A）。その取り込みは、大過剰の非標識 TEA を添加することによって、mock

細胞と同程度にまで低下した。MATE1 発現細胞および MATE2-K 発現細胞における

thiamineの取り込みはいずれも飽和性の取り込みと非飽和性の取り込みから構成された

（図 12B、図 12C）。最小二乗法によって得られた MATE1 および MATE2-K の速度論的

パラメータを表 6 に示す。

MATE1 発現細胞および MATE2-K 発現細胞における[3H]carnitine の取り込みは、mock

細胞と同程度であった（データ示さず）。 dCyd は mock細胞でも高い取り込みが認めら

れ、各MATE発現細胞とmock細胞との間で取り込みに有意な差は認められなかった（デ

ータ示さず）。

OCT2 発現細胞における thiamine の取り込み

OCT2 発現 HEK293 細胞における[3H]thiamine（10 nM）の取り込みは、mock細胞より

有意に高かった（図 13A）。その取り込みは、大過剰の非標識 TEA（5 mM）を添加する

ことにより、mock細胞と同程度にまで低下した。取り込みには飽和性が認められた（図

13B）。Km 値および Vmax 値は、それぞれ 59.9±6.7 M および 1.09±0.01 nmol/2min/mg

protein であった。
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Carnitine のマウス体内動態における pyrimethamine 処置の影響

Pyrimethamine（PYR）処置群マウスには、重水素標識 carnitine （carnitine-d3）を投与

する 30 分前に、PYR（0.5 mg/kg）を投与した。腎内の非結合型 PYR 濃度は、PYR のマ

ウス Mate1 に対する Ki 値（145 nmol/L）（55）と同等であった。Carnitine-d3投与 120 分

後を除き、血漿中 carnitine-d3 濃度に、PYR 投与群と対照群の間に有意な差はなかった

（図 14A）。対照群と PYR 処置群の CLplasma は、それぞれ 17.0 および 15.5 mL/min/kg で

あった。Carnitine-d3 の Xurine は、PYR 処置によって有意に低下した（図 14B）。PYR 処

置群の CLR （0.28 mL/min/kg）は、対照群（0.74 mL/min/kg）の 38%にまで低下した。

Carnitine-d3から生成するアシル体は、carnitine-d3投与 120 分後の試料を用いたメタボロ

ーム解析における LC-MS 分析により検出された。PYR 処置群における carnitine-d3、

acetylcarnitine-d3、propionylcarnitine-d3 および butyrylcarnitine-d3 の相対的尿中排泄量はい

ずれも対照群の 50％未満に低下した（図 14C）。一方、血漿中および腎内の

acylcarnitines-d3 濃度は、PYR 処置群で対照群より高値か、もしくは対照群と同等であっ

た（図 14D 、図 14E）。
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第二章 考察

日米欧の各規制当局は、近年公表した医薬品開発における薬物相互作用リスク評価に

関する指針において、前臨床試験で薬物動態学的薬物相互作用のリスクが示唆された

場合、医薬品候補化合物が受ける、または、与える相互作用の程度を評価する目的で、

in vivo 阻害剤やプローブ薬剤を用いた臨床試験を実施するよう求めている（4,5,6）。こ

れに対応するため、現在、製薬企業では薬物トランスポーターの阻害剤やプローブ薬剤

の選定に関心を寄せている。MATEs は、ヒト腎臓の尿細管上皮細胞の BBM に局在して

おり、カチオン性薬物の尿中排泄に重要な働きをしている薬物トランスポーターである。

MATEs による細胞内からの排出輸送過程が阻害された場合、血漿中濃度の増加から推

定される以上に、被相互作用薬の腎内濃度の上昇をもたらすことから、被相互作用薬が

腎毒性ポテンシャルを有する際には、その毒性を増強することにつながる。そのため、

MATEs を介した薬物相互作用のリスク評価は極めて重要といえる。本章では、MATEs

機能評価マーカーとして適した生体内低分子化合物をメタボローム解析により探索し

た。

MetforminとPYRとの臨床薬物相互作用試験で得られた健康成人の尿試料を用いてメ

タボローム解析を行ったところ、PYR 処置により Xurineが 50％未満に低下する生体内低

分子化合物を11個ピックアップすることができた（表4）。そのうちの6化合物は NMN、

thiamine、carnitine、acetylcarnitine、propionylcarnitine および dCyd と同定することができ

た。Thiamine は、糖質代謝や神経機能に必須な vitamin （vitamin B1）である（59）。

Carnitine はミトコンドリアへの長鎖脂肪酸の輸送に関与し、-oxidation による細胞内エ

ネルギー産生に欠かせない化合物であり（60）、フリー体もしくはアシル体として体内

に存在する。アシル体は、carnitine acyltransferase によって carnitine および acyl-CoA か
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ら生成される。dCyd は、pyrimidine deoxyribonucleoside の一つであり、サルベージ経路

で nucleotide 合成に再利用されるか、もしくは deoxyuridine へと異化されることが知ら

れている（61）。

ヒト血漿中および尿中の thiamine、carnitine、acetylcarnitine および dCyd の濃度を定量

した結果（図 11、表 5）、対照群の血漿中濃度および CLR は文献値（62,63,64）と一致

した。dCyd は血漿中で cytidine deaminase によって速やかに変換されるため（65）、血

漿中 dCyd 濃度を検出することはできなかった。 血漿中 thiamine および acetylcarnitine

濃度は弱い日内変動を示し、それぞれ時間経過とともに徐々に増加または減少した。

但し、これらの日内変動は NMN（14）と比較して明らかに小さいものであった。Carnitine

においては少なくとも日中の血漿中濃度は一定であった。dCydを含むこれらのXurine は、

PYR 処置によって著しく低下した。血漿中 thiamine、carnitine および acetylcarnitine 濃度

が PYR 処置によりわずかに低下していることから、Xurineの低下は、一部、血漿中濃度

の低下に起因している可能性がある。しかしながら、PYR 処置によって thiamine、

carnitine および acetylcarnitine の CLR がそれぞれ約 80%、90% および 90%低下したデー

タは、PYR がこれらの尿中排泄を阻害したことを表している（表 5）。

これまでに、MATE1 発現細胞および MATE2-K 発現細胞を用いた in vitro 輸送実験に

より、thiamine が MATE1 および MATE2-K の基質であることが示されている（47）。こ

の知見は、本章の結果でも再現された（図 12）。ラット腎の BBMV では thiamine/H+ 対

向輸送が認められている（66）。これらの in vitro 実験結果は、thiamine が MATEs を介

して尿中排泄されることを支持する。一方、carnitine、 acylcarnitine および dCyd が

MATE の基質であるかどうかは、議論の余地がある。マウスに重水素標識 carnitine を投

与した動物実験において、臨床結果と同様に CLR が PYR 処置により低下したこと、な

らびに acetylcarnitine/free carnitine 比が PYR の影響を受けなかったことは（図 14）、PYR
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が carnitine の生合成を阻害する可能性や腎における carnitine と acetylcarnitine との相互

変換を阻害する可能性を排除し、carnitine が Mate1 の基質であることをサポートした。

一方、MATE1 発現細胞および MATE2-K 発現細胞において、carnitine の特異的な取り込

みは見られなかった（データ示さず）。これは既報とも一致する（47）。但し、cephalexin

の例では、MATE 発現細胞で cephalexin の特異的な取り込みは確認できなかったが、

PYR および cimetidine が cephalexin のマウス腎内濃度を有意に上昇させた（56）。加え

て、Mate1(−/−)マウスにおいて cephalexin の尿中排泄の著明な遅延が認められた（67）。

これらの in vivo 実験から、cephalexin の尿中排泄に Mate1 が関与することが実証されて

いる。よって、MATE 発現細胞で carnitine の特異的な取り込みが見られなかったことに

基づいて、MATE を介した尿中 carnitine 排泄の可能性を否定することはできない。dCyd

に関しては、MATE の基質であることをサポートするデータを得ることができなかった。

腎は、thiamine、carnitine および acetylcarnitine を糸球体ろ過後の尿から効率よく再吸

収することによって、これらの内因性物質の恒常性を保つ重要な役割を果たしている。

実際、これらの化合物の CLR は、それぞれ約 50、3 および 6 mL/min であり、糸球体ろ

過速度（GFR、約 120 mL/min）と比較して小さい。Thiamine の再吸収過程には thiamine

transporter-1 および-2（THTR-1/SLC19A2 および THTR-2/SLC19A3）（68）が、carnitine

および acetylcarnitine の再吸収過程には高親和性の Na+/L-carnitine cotransporter である

OCTN2/SLC22A5（69）が関与している。dCyd の再吸収に関与するトランスポーターの

候補としては、equilibrative nucleoside transporter（ENT1/SLC29A1）および concentrative

nucleoside transporters（CNT1/SLC28A1、CNT2/SLC28A2 および CNT3/SLC28A3）が挙げ

られる（70）。PYR が近位尿細管上皮細胞 BBM での排出を完全に阻害するが、再吸収

過程に全く影響せず、かつ、腎における生合成や代謝を無視することができると仮定し

た場合、PYR 処置後の腎クリアランスを GFR と比較することによって、再吸収の比率
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を求めることができる（図 15A）。Thiamine については 90%以上が再吸収されていると

考えられる。さらに、この概算した再吸収の比率を用いて分泌クリアランスを求めると、

thiamineの分泌クリアランスはGFRの 4倍程度と概算される。実際、再吸収が飽和する

程の高い血漿中濃度において、thiamineのCLRはヒト腎血漿流量に近い値を示す（71）。

これまでに、OCT2 遺伝子をトランスフェクトした Hela 細胞において、OCT2 による

thiamine の取り込みが認められなかったことが報告されているが（72）、本研究では、

HEK293細胞を用いて thiamineが OCT2の基質であることを示すことができた（図 13）。

この乖離理由は不明である。この知見から、側底膜に発現するOCT2は thiamineの血液

から尿細管上皮細胞への取り込みに関与している可能性が考えられた。よって、腎にお

ける OCT2 および MATEs を介した尿細管分泌は、再吸収が飽和するような高濃度の

thiamine が血液中に存在する際に、体循環から thiamine を除去する役割を果たしている

と考えることができる。

同様に、carnitine の分泌クリアランスは、GFR の 9 倍と概算される（図 15B）。しか

しながら、carnitine は高用量で投与された場合でも、その腎クリアランスは依然として

GFR を下回り（73）、carnitine が腎尿細管分泌を受けることをサポートする臨床エビデ

ンスは得られていない。それゆえ、側底膜側からの取り込みを無視できると仮定した

ダイアグラムの方が carnitine には適切といえるかもしれない（図 15C）。今後、腎にお

ける carnitine の生合成や代謝を考慮することによって、クリアランスを正確に見積もる

ことができると考えられ、腎における carnitine の動態を速度論的に解析するには、さら

なる研究が必要である。

MATE阻害の生体内低分子マーカーとして、現在のところ、NMNと creatinineが使用

できるが、これらが分泌タイプであるのに対し、thiamineは再吸収タイプである点が異

なる。また、NMN の血漿中濃度が大きな日内変動を示すのに対し（14）、thiamine の
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日内変動は比較的小さい。それゆえ、NMN については腎クリアランスによる評価が必

要であるが、thiamine は尿中排泄量でも評価が可能と考えられる。MATEs 阻害による

NMN および thiamine の CLRの低下率（70%～80%）は、プローブ薬剤の metformin（34%

（13））を上回っており、 MATE マーカーとして適していることを示している。但し、

thiamine は食物から摂取する成分であることから、臨床試験時には食事内容のコントロ

ールが必要であると考えられる。

本章における知見から、thiamine が尿細管上皮細胞内から MATEs を介して尿中へと

排出されていることが明らかとなった。Thiamine の尿中排泄は、metformin よりも感受

性が高く、かつ、NMN よりも日内変動が小さいことから、腎における MATEs を介した

薬物相互作用のリスクを評価する上で有用なバイオマーカーとなるものと考えられた。
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表 4. 健康成人およびマウスにおいて pyrimethamine 処置により変動した生体内低分子化合物（マーカー候補）

No. Identity
Retention

time
(min)

Protonated
molecule

(m/z)

Product ion (m/z) Fold change (PYR-treatment/control)

Major Others
Human † Mouse ‡

Urine Plasma Urine Plasma Kidney

1 2’-deoxycytidine 3.1 228.09777 112.05058 189.10353 203.04364 0.5 ±0.1 N.D. 0.2 ±0.1 N.D. N.D.

2 U196* 6.4 196.07310 114.12756 152.08356 0.5 ±0.3 1.2 ±0.2 0.5 ±0.1 0.8 ±0.2 0.9 ±0.2

3 N-methylnicotinamide 7.2 137.07066 94.06507 0.6 ±0.1 0.9 ±0.1 0.5 ±0.1 0.7 ±0.1 0.9 ±0.1

4 U132* 7.4 132.13782 114.09116 72.08055 0.3 ±0.1 N.D. 0.4 ±0.1 N.D. 1.4 ±0.5

5 L-Propionylcarnitine 7.7 218.13863 159.06537 85.02841 144.10213 0.2 ±0.1 0.8 ±0.05 0.3 ±0.1 0.8 ±0.2 1.3 ±0.2

6 Acetylcarnitine 8.0 204.12310 85.02834 145.04955 60.08047 0.3 ±0.1 0.9 ±0.1 0.3 ±0.1 1.0 ±0.1 1.3 ±0.2

7 Carnitine 8.4 162.11245 103.03891 60.08050 85.02836 0.4 ±0.2 1.0 ±0.1 0.5 ±0.1 1.0 ±0.02 1.0 ±0.03

8 Thiamine 8.8 265.11148 122.07133 144.04787 156.04790 0.3 ±0.1 N.D. 0.3 ±0.1 0.9 ±0.3 1.0 ±0.1

9 U171* 9.4 171.11242 124.08679 85.07588 109.07594 0.2 ±0.1 1.1 ±0.3 0.4 ±0.2 N.D. 1.7 ±0.6

10 U146* 9.7 146.11742 87.04407 60.08052 0.3 ±0.1 0.9 ±0.1 0.4 ±0.2 1.0 ±0.1 1.1 ±0.1

11 U160* 10.0 160.13317 101.05978 60.08054 0.2 ±0.1 0.7 ±0.1 0.4 ±0.2 1.2 ±0.2 1.1 ±0.2

* 未同定化合物

N.D.： 検出下限未満

† クロスオーバーで試験された各被験者の変化倍率から計算された平均 標準誤差（n = 8）を表す。

‡ コントロール群および pyrimethamine 処置群の平均ピーク面積から計算された変化倍率を表す。標準誤差は、誤差伝搬式により概算した。
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表 5. 健康成人男性の thiamine、carnitine および acetylcarnitine の AUC および腎ク

リアランス（CLR）における pyrimethamine 処置の影響

Period 1 ではマイクロドーズの metformin（100 µg、po）、Period 2 ではマイクロドーズの

metformin および pyrimethamine（50 mg、po）、Period 3 では治療用量の metformin（250 mg、

po）、Period 4 では治療用量の metformin および pyrimethamine を被験者に投与した。速度

論的パラメータの計算方法は、実験の部に示す。データは 8例の平均 標準誤差を表す。

Interval（h）は PYR 投与後の時間を表す。* および ** は、対照群に対する差の統計学的

有意性（P < 0.05 または P < 0.01）を表す。

Compound Parameter
Interval

(h)
Period Control Period PYR-treatment

Thiamine AUC
(nmol·h/L)

1-7 1 35.0±2.0 2 35.8±1.8

3 37.6±2.1 4 33.7±1.8

7-13 1 43.1±3.0 2 40.8±2.2

3 44.6±2.3 4 35.6±2.0 **

CLR

(mL/min)

1-7 1 32.3±7.4 2 9.54±2.46 **

3 58.6±9.4 4 9.55±1.85 **

7-13 1 48.6±6.2 2 8.14±0.92 **

3 48.1±8.3 4 10.7±3.1 **

Carnitine AUC
(mol·h/L)

1-7 1 315±19 2 266±27 **

3 317±17 4 282±19 *

7-13 1 326±24 2 266±30 **

3 347±23 4 288±25 **

CLR

(mL/min)

1-7 1 3.31±0.65 2 0.333±0.196 **

3 2.49±0.75 4 0.242±0.076 *

7-13 1 2.70±0.56 2 0.172±0.087 **

3 2.37±0.57 4 0.180±0.042 **

Acetylcarnitine AUC
(mol·h/L)

1-7 1 43.8±6.5 2 34.5±5.0 *

3 44.6±6.0 4 37.4±5.8 *

7-13 1 33.6±4.0 2 27.5±4.3 **

3 33.4±4.1 4 28.6±4.1 **

CLR

(mL/min)

1-7 1 6.67±2.04 2 0.881±0.506 **

3 6.13±2.08 4 0.746±0.314 *

7-13 1 6.01±1.31 2 0.535±0.266 **

3 5.55±1.22 4 0.645±0.145 **
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表 6. MATE1 および MATE2-K を介した thiamine 取り込みの速度論的パラメータ

Parameter MATE1 MATE2-K

Km (M) 3.54  1.02 3.94  0.79

Vmax (pmol/2min/mg protein) 105  25 50.7  9.3

Pdif (μL/2min/mg protein) 3.87  0.66 3.55  0.27

各値は 図 12 に示したデータから求めた。データは平均  標準誤差（n = 3）を表す。
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第三章 Thiamine のクリアランスにおける有機カチオン

トランスポーターの関与

～OCTs 機能評価マーカーとしての可能性～



43

第三章 要約

目的：Thiamine のマウス体内動態における organic cation transporter 1（Oct1）および Oct2

の役割を明確にし、その結果に基づいて thiamine が OCTs の機能評価マーカーとなりう

る可能性を検討することを本章の目的とした。

方法：Oct1、Oct2、または Oct3 を発現させた HEK293 細胞、ならびに、Oct1/2(+/+)マウ

ス由来および Oct1/2(−/−)マウス由来の新鮮単離肝細胞における[3H]thiamine の取り込み

活性を評価した。雄性 Oct1/2(+/+)マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスに thiamine-d3の静脈内

持続注入（1 および 100 nmol/kg/min）を行い、その体内動態を比較した。MATE 阻害実

験には pyrimethamine（5 mg/kg）を用いた。また、雌性マウスの血漿中および乳汁中内

因性 thiamine 濃度を測定した。

結果：Thiamine は、Oct1 および Oct2 の基質であったが、Oct3 の基質ではなかった。

Oct1/2 欠損により、in vitro での肝細胞への[3H]thiamine の取り込みは有意に低下し、か

つ、in vivo において内因性 thiamine の血漿中濃度は 5.8 倍にまで上昇した。Thiamine-d3

の血漿クリアランスは、Oct1/2(−/−)マウスにおいて有意に低かった。高用量注入時には、

Oct1/2 欠損マウスおよび pyrimethamine 処置マウスで thiamine-d3の腎クリアランスが有

意に低下した。Oct1/2(−/−)マウスの消化管における total thiamine 濃度および total

thiamine-d3 濃度は、Oct1/2(+/+)マウスに比べて有意に低下したが、腎、肝および脳内の

濃度は変化しなかった。Oct1/2(−/−)マウスにおける内因性 thiamine の乳汁/血漿中濃度比

は、Oct1/2(+/+)マウスの 28 分の 1 であった。

結論：Oct1 は、循環血から肝細胞への thiamine の取り込みに関与し、thiamine の血漿ク

リアランスの決定因子となっていることが示唆された。また、過剰摂取時には、thiamine

は Oct1/2 および Mate1 を介した尿細管分泌により排泄されることが示唆された。よっ
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て、今後ヒトにおいて検証する必要があるが、thiamine は、医薬品候補化合物の OCT1

に対する阻害活性を評価するための血漿中バイオマーカーとしての活用、ならびに、

OCT2 および MATE1/2-K による腎尿細管分泌に対する阻害活性を評価するためのプロ

ーブ基質としての活用が期待される。さらに副次的な知見であるが、Oct1/2 欠損により

消化管組織中 total thiamine 濃度が低下すること、ならびに Oct1 は thiamine の乳汁分泌

に関与していることが示唆された。
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第三章 緒言

Organic cation transporters（OCTs/SLC22A）および multidrug and toxin extrusion proteins

（MATEs/SLC47A）はいずれも様々な内因性および外因性カチオンを基質とし、それぞ

れが組織への取り込みおよび排出に関与することにより、体内の有機カチオン輸送シス

テムを構築している（74）。OCT ファミリーは 3 つのアイソフォーム、OCT1（SLC22A1）、

OCT2（SLC22A2）および OCT3（SLC22A3）からなる。ヒトにおいては、OCT1 および

OCT2がそれぞれ肝細胞および腎尿細管上皮細胞の側底膜においてカチオン性薬物の循

環血からの取り込みに関与している。一方、ユビキタスに発現する OCT3の薬物動態に

おける役割については明らかとなっていない（75）。げっ歯類では、Oct1 が腎にも発現

しており、Oct2 とともにカチオン性薬物の腎への取り込みに関与している（76）。ヒト

MATE1（SLC47A1）および MATE2-K（SLC47A2）、ならびに、げっ歯類の Mate1 は、腎

近位尿細管上皮細胞の刷子縁膜（BBM）に発現している。MATE1 および Mate1 につい

ては、肝細胞の胆細管膜にも発現している（45）。それゆえ、MATEs は、様々なカチオ

ン性薬物を細胞内から尿もしくは胆汁へと排出する輸送体として機能していると考え

られている。

第二章で示したように、ヒトに MATE 阻害剤である pyrimethamine（PYR）を投与す

ると、MATEs の内因性基質 thiamine（vitamin B1）の尿中排泄量は有意に低下した。

Thiamine は、cDNAトランスフェクト細胞を用いた in vitro 実験において MATE1 および

MATE2-K によって輸送されることが報告されている（47）。 我々は、同様の実験にお

いて、thiamine が MATEs の基質であるとともに、OCT2 の基質であることも明らかにし

た（第二章参照）。よって、thiamine は、医薬品開発における薬物相互作用のリスク評

価において、MATEs のみならず、OCTs のバイオマーカーとしても機能しうる可能性が
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期待された。本章では、その可能性を検証するため、Oct1/2ノックアウトマウス（Oct1/2(−

/−) マウス）を用いて thiamine の体内動態における Oct1/2 の役割に関して検討した。

これまでに、thiamine 特異的なトランスポーターとして、THTR-1（SLC19A2）および

THTR-2（SLC19A3）の 2つがクローニングされている（72,77,78）。THTR-1 は、骨格筋

をはじめ、胎盤、心臓、肝および腎に高発現している（72）。一方、THTR-2 は、十二指

腸に高発現している（77）。加えて、赤血球における THTR-1 の発現（79）や腎および

脳における THTR-2 の発現が示唆されている（80,81）。THTR-1 は、糖尿病、難聴、貧

血といった症状を呈する thiamine-responsive megaloblastic anemia（OMIM ID #249270）

の原因遺伝子である（82,83）。Thtr-1(−/−) マウスでは、赤血球における thiamine の取り

込みが顕著に低下した（84）。THTR-2 は、再発性亜急性脳症の症状を呈する

biotin-responsive basal ganglia disease（OMIM ID #607483）の原因遺伝子である（85）。

Thtr-2(−/−) マウスでは、小腸からの thiamine 吸収の低下が認められた（86）。ラット肝

細胞における thiamine の取り込みには飽和性が見られること、ならびに 4 級アミンの

choline によってその取り込みが阻害されることが報告されている（87）。Choline は

THTR-1 に対する阻害活性を持たないが、OCT1に対して阻害活性を示す（72,74）。これ

は OCT1 が肝への thiamine の取り込みに関与している可能性を示すものである。そこで

本章では、組織への thiamine の取り込みにおける Oct1/2 の役割、ならびに thiamine の血

漿クリアランスに Oct1/2欠損が与える影響について検証することを第一の目的とした。

生理的条件下において thiamine は、腎で糸球体ろ過および尿細管分泌された後、その

ほとんどが再吸収される（80）。第二章に示したように、我々の研究では、尿中 thiamine

の 90%以上が再吸収されると試算された。一方、過剰量の thiamine を摂取した際には、

再吸収が飽和するため、糸球体ろ過および尿細管分泌された thiamine は速やかに尿中排

泄される（71）。本章では、この thiamine の尿細管分泌における Oct1/2および Mate1の
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役割を明らかにすることを第二の目的とした。

さらに本章では、組織中 total thiamine 濃度の恒常性ならびに thiamine の乳汁分泌にお

ける Oct1/2 欠損の影響についても検討した。生体内において thiamine は、thiamine

pyrophosphokinase（TPK）によって、thiamine pyrophosphate（TPP）にリン酸化される（88）。

TPP は、複数の重要な細胞内代謝反応の補酵素として機能している。Pentose phosphate

経路の transketolase、ミトコンドリア内の tricarboxylic acid（TCA）回路の pyruvate

dehydrogenase および α–ketoglutarate dehydrogenase やアミノ酸異化を行う branched chain

α-ketoacid dehydrogenase、ならびに、ペルオキシソーム内の分岐脂肪酸の α–酸化を行う

2-hydroxyphytanoyl-CoA lyase の酵素反応に必須とされている（89,90）。Thiamine 欠乏症

として、脚気、乳酸アシドーシス、ウェルニッケ・コルサコフ症候群、中枢および末梢

の神経障害、ならびに冠動脈障害が知られている（91,92）。このように thiamine は組織

におけるエネルギー代謝に重要な役割を果たしている。そこで、組織への thiamine の取

り込みの低下が推察される Oct1/2(−/−) マウスにおいて thiamine 欠乏状態になっている

か否かを検証するため、組織中 total thiamine 濃度を測定した。

また、thiamine は乳児にとっても必須の栄養素である（93）。ごく最近、Ito らは、Oct1

が授乳期の乳腺上皮細胞（MEC）で誘導され、乳汁への Oct1 基質の分泌に関与してい

ることを明らかにした（94）。そこで今回、thiamine の乳汁分泌における Oct1 の役割に

ついて Oct1/2(−/−) マウスを用いて検討した。

以上のように、本章では、生理的条件および過剰摂取条件の両方で thiamine のマウス

体内動態における Octs の役割を in vivo 速度論的解析によって検証し、その結果から

thiamine の OCTs 機能評価マーカーとしての可能性を明示する。加えて、組織中 total

thiamine 濃度の恒常性、ならびに thiamine の乳汁分泌に関するメカニズムに関して新し

い知見を与えるものである。
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第三章 結果

cDNA トランスフェクト細胞における thiamine の取り込み

Oct1 発現細胞、Oct2 発現細胞および Oct3 発現細胞における [3H]MPP+（Oct1、Oct2、

Oct3 の典型基質；100 nM）の取り込みは、empty-vector を導入したコントロール細胞よ

りも有意に高く、かつ、その取り込みは TEA によって阻害された（図 16A）。Oct1 発

現細胞および Oct2 発現細胞における [3H]thiamine（100 nM）の取り込みもコントロール

細胞と比べて有意に高く、かつ、その取り込みは TEA によって阻害された。一方、Oct3

発現細胞における [3H]thiamine の取り込みはコントロール細胞に比べて増加傾向を示し

たが、TEA による阻害効果はほとんど見られなかった（図 16A）。 Oct1 発現細胞およ

び Oct2 発現細胞における thiamine の取り込みは、飽和性の取り込みと非飽和性の取り

込みから構成された（図 16B および図 16C）。最小二乗法によって得られた Oct1 およ

び Oct2 の速度論的パラメータを表 7 に示す。

マウス肝細胞における thiamine の取り込み

Organic anion transporting polypeptides（Oatps）および Octs のそれぞれの典型的基質で

ある estradiol-17β-D-glucuronide および MPP+ のマウス単離肝細胞における取り込み活性

を図 17 に示す。Estradiol-17β-D-glucuronide の取り込みは、Oct1/2 野生型（Oct1/2(+/+)）

マウスと Oct1/2(−/−) マウスにおいて同等であり、その取り込みは、Oatps 阻害剤の

rifampicin によって有意に阻害された。一方、MPP+ の取り込みは、Oct1/2(+/+)マウス由

来肝細胞と比較して、Oct1/2(−/−) マウス由来肝細胞において有意に低く、TEA 添加に

よってさらに低下した。

[3H]thiamine の肝細胞取り込み実験における基質濃度（100 nM）は、Yoshioka らがラ
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ット肝細胞で求めた 2 つの Km 値（1.3 および 34 μM）（87）に基づいて設定した。本研

究で求めた Km 値を考慮すると、過剰添加濃度（500 μM）は、Oct1 を介する取り込みを

飽和させるのに十分な濃度であると考えられた。Oct1/2(−/−)マウス由来肝細胞における

トレーサー濃度の[3H]thiamine の取り込みは、Oct1/2(+/+)マウス由来肝細胞と比較して

有意に低かった（図 18A）。また、Oct1/2(+/+)マウス由来肝細胞への[3H]thiamine の取り

込みは、過剰量の非標識 thiamine（500 μM）または TEA の添加によって有意に低下し

た（図 18B）。Oct1/2(−/−)マウス由来肝細胞への[3H]thiamine の取り込みも、統計学的に

有意ではないものの、過剰量の非標識 thiamine（500 μM）または TEA の添加によって

低下した。

Oct1/2 欠損が血漿中内因性 thiamine 濃度に与える影響

マウスの飼料（CE-2, CLEA Japan, Tokyo, Japan）には vitamin として thiamine を含有し

ている。本研究においては、この飼料由来の thiamine を内因性 thiamine として扱った。

血漿中内因性 thiamine 濃度は、Oct1/2(+/+)マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスでそれぞれ、

0.0972 ± 0.0139 および 0.559 ± 0.060 nmol/mL（n=5）であり、両者に統計学的に有意な差

が認められた（P < 0.05）。

Oct1/2 欠損が生理的条件下における thiamine-d3 のクリアランスに与える影響

（Experiment 1）

Thiamine-d3 を低用量（1 nmol/kg/min）で定速持続注入した際の Oct1/2(+/+)マウスお

よび Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine-d3の血漿中濃度推移を図 19 に示す。尿中排泄

量（Xurine）および薬物速度論的パラメータを表 8-Experiment 1 に示す。Oct1/2(−/−) マウ

スにおける thiamine-d3 の血漿中濃度は、Oct1/2(+/+)マウスに比べて有意に高かった。
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Oct1/2(−/−)マウスでは、注入開始 80 分の血漿中 thiamine-d3 濃度がプラトーに達してい

ないことから、Oct1/2(−/−)マウスの CLplasma,appは、真の値である CLplasmaよりも過大評価

している。よって、Oct1/2(−/−)マウスの血漿クリアランス（CLplasma）は、Oct1/2(+/+)マ

ウスに比べて 80%以上低下していることになる。腎クリアランス（CLR）は、CLplasma

にほとんど寄与しなかった（Oct1/2(+/+) マウスで 0.36%）。Oct1/2(+/+) マウスおよび

Oct1/2(−/−) マウスの Xurineに有意な差はなかった。Oct1/2(−/−)マウスの CLRは、統計学

的に有意ではないものの、Oct1/2(−/−) マウスよりも低い値を示した（表 8-Experiment 1）。

血液/血漿中 thiamine-d3濃度比

Oct1/2(+/+) マウスにおける thiamine-d3 の血液/血漿中濃度比（Rb）は、実効濃度が 0.085

M（内因性 thiamine 濃度 0.075 M と thiamine-d3 添加濃度 0.01 M を足した値）のとき、

2.68 であった（図 20）。Oct1/2(−/−) マウスにおける Rb 値は、実効濃度が 0.48 M（内因

性 thiamine 濃度 0.47 M と thiamine-d3 添加濃度 0.01 M を足した値）のとき、0.78 であ

った。3 M 以上の実効濃度における Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスの Rb 値

はいずれも約 1 であった。

Oct1/2 欠損が過剰摂取時の thiamine-d3のクリアランスに与える影響（Experiment 2）

Thiamine-d3 を高用量（100 nmol/kg/min）で定速持続注入した際の Oct1/2(+/+) マウス

および Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine-d3の血漿中濃度推移を、図 21A に示す。Xurine

および薬物速度論的パラメータを表 8-Experiment 2 に示す。過剰摂取条件下において、

Oct1/2(+/+)マウスにおける thiamine-d3の尿中排泄は、体循環からの消失の67%を占めた。

Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine-d3 の血漿中濃度は、Oct1/2(+/+) マウスに比べて有意

に高かった。Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine-d3 の血漿中濃度は、注入開始 80 分で
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プラトーに達しなかったことから、Oct1/2(−/−)マウスの CLplasma,app は、真の値である

CLplasmaよりも過大評価している。よって、Oct1/2(−/−)マウスの CLplasma は、Oct1/2(+/+)

マウスと比較して 78%以上低下していることになる。Oct1/2(+/+)マウスおよび

Oct1/2(−/−)マウスの Xurineに有意な差はなかったが、Oct1/2(−/−)マウスでは血漿中濃度が

増加したことから、Oct1/2(−/−)マウスの CLRは、Oct1/2(+/+)マウスと比較して 79%低下

した。

Pyrimethamine による Mate 阻害が thiamine-d3のクリアランスに与える影響

（Experiment 3）

Pyrimethamine（PYR）処置群マウスには、thiamine-d3（100 nmol/kg/min）の定速持続

注入開始 10 分前に、選択的 MATE 阻害剤の PYR（5 mg/kg）を急速静脈内投与した。

thiamine-d3注入開始 80分後の腎および血漿中 PYR の総濃度は、それぞれ 51.1  3.4 お

よび 5.55  0.81 M であった。腎および血漿中 PYR の非結合型濃度を、既報の非結合型

分率（腎および血漿でそれぞれ 0.026 および 0.081（55））と総濃度との積として求めた

ところ、それぞれ 1330  87 および 449  66 nM であった。腎内 PYR の非結合型濃度は、

マウス Mate1 に対する Ki 値（145 nM（55））に比べて顕著に高かった。血漿中の PYR

非結合型濃度は、マウス Oct1 および Oct2 に対する Ki 値 （それぞれ 3.6 および 6.0 M

（55））に比べて顕著に低かった。よって、PYR 処置により Mate1 は阻害されているが、

Oct1 および Oct2 は阻害されていないものと考えられた。

対照群および PYR 処置群の thiamine-d3の血漿中濃度推移を、図 21B に示す。Xurineお

よび薬物速度論的パラメータを表 8-Experiment 3 に示す。 PYR 処置群マウスにおける

thiamine-d3 の血漿中濃度は、対照群に比べて有意に高かった。PYR 処置群マウスの

CLplasma および CLRは、対照群と比較してそれぞれ 47%および 58%低下した。
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Oct1/2 欠損が組織中および血漿中 total thiamine 濃度に与える影響

TMP および TPP の標準品（1 および 10 M）は、acid phosphatase を添加後、室温で

一晩放置することによって完全に水解した（データ示さず）。酵素水解後の thiamine 濃

度を total thiamine 濃度と定義した。雄性 Oct1/2(+/+)マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスから

thiamine-d3 の定速持続注入開始 80 分後に採取した、血漿、腎、肝、十二指腸、空腸、

回腸、結腸および脳における内因性 total thiamine 濃度と外因性 total thiamine-d3 濃度を、

表 9 に示す。腎、肝および脳内の total thiamine および total thiamine-d3 濃度には、

Oct1/2(+/+)マウスと Oct1/2(−/−)マウスの間で差がなかったが、Oct1/2(−/−)マウスの消化

管における total thiamine および thiamine-d3 濃度は、Oct1/2(+/+)マウスに比べて有意に低

かった（それぞれ 0.6～0.8 倍および 0.3～0.4 倍）。一方、Oct1/2(−/−)マウスの血漿中 total

thiamine および total thiamine-d3 濃度は、Oct1/2(+/+)マウスに比べて有意に高かった（そ

れぞれ 2.7 倍および 3.2倍）（表 9）。血漿には、thiamine のリン酸エステルとして、thiamine

monophosphate（TMP）が存在するが、TPP はほとんど存在していない（95）。そこで、

酵素水解による血漿中 thiamine の増加分をすべて TMP と仮定すると、Oct1/2(+/+) マウ

スおよび Oct1/2(−/−)マウスの血漿中 TMP 濃度は、それぞれ 0.119 ± 0.027 および 0.0369 ±

0.0115 nmol/mL であり、統計学的に有意な差を示した（P < 0.05, n=5）。

Oct1/2 欠損が授乳期マウスの血漿中および乳汁中 thiamine 濃度に与える影響

授乳期の雌性 Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスにおける血漿中および乳汁

中の内因性 thiamine 濃度を、図 22 および表 10 に示す。Oct1/2(−/−)マウスにおける血漿

中 thiamine 濃度は、Oct1/2(+/+)マウスに比べて 2.8 倍高かった。これに対し、Oct1/2(−/−)

マウスにおける乳汁中 thiamine 濃度は、Oct1/2(+/+)マウスの 9.8 分の 1 であった。

Oct1/2(−/−)マウスにおける乳汁/血漿中濃度比（M/P）は、Oct1/2(+/+)マウスの 28 分の 1
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であった。
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第三章 考察

1. OCTs 機能評価マーカーとしての thiamine の可能性

本章の主な目的は、マウスを用いて thiamine の血漿クリアランスおよび腎クリアラン

スにおける Octs の役割を検証することにより、thiamine が OCTs を介した薬物相互作用

のリスク評価マーカーとなりうる可能性を明示することである。

（1）Octs による thiamine 輸送活性

In vitro 実験により、thiamine が、組織特異的に発現するアイソフォームである Oct1

および Oct2 の基質であるが、ユビキタスに発現する Oct3 の基質ではないことを明らか

にした（図 16）。Oct1 および Oct2 を介した thiamine 輸送の Km 値は、それぞれ 36.3 お

よび 22.6 M であり（表 7）、thiamine 特異的トランスポーターTHTR-1 および THTR-2

の Km値（それぞれ 2.5 M （72）および 27 nM （77））よりも大きかった。このことか

ら、Oct1 および Oct2 は、低親和性の thiamine トランスポーターとして機能しているも

のと考えられた。

（2）Thiamine の血漿クリアランスにおける Oct1/2 の役割

Thiamine の体内動態における Oct1 および Oct2 の重要性を検証するため、Oct1/2(−/−)

マウスを用いた in vitro および in vivo 実験を行った。Oct1/2(−/−)マウス由来肝細胞では、

Oct1/2(+/+)マウス由来肝細胞に比べて取り込み活性が著明に低下した（図 18）。

Oct1/2(−/−)マウスにおける内因性 thiamine の血漿中濃度は、Oct1/2(+/+)マウスよりも 5.8

倍高い値を示した。一方、血漿中 TMP 濃度は、Oct1/2(−/−)マウスにおいて有意に低か

った。次いで、Oct1/2(+/+)マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine-d3の体内動
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態試験を行い、速度論的解析を行った。Thiamine-d3 を 1 nmol/kg/min で静脈内持続注入

時において、thiamine-d3 の血漿中濃度が、内因性 thiamine 濃度の 20 分の 1 未満であっ

たことから（図 19）、thiamine-d3 の体内動態は、生理的条件下の内因性 thiamine の体内

動態を表しているものと考えられた。Oct1/2(−/−)マウスにおける血漿中 thiamine-d3 濃度

は、Oct1/2(+/+)マウスに比べて有意に高くなり（図 19）、CLplasma は 80％低下した（表

8-Experiment 1）。但し、Oct1/2(−/−)マウスにおける血漿中 thiamine-d3 濃度は、注入開始

80 分後に定常状態に達していないため、CLplasma を過大評価している。従って、Oct1/2

欠損による実際の CLplasma 低下は、実測値よりもさらに大きいものと考えられる。体内

からの thiamine-d3 の消失において、尿中排泄の寄与はごくわずかであったことから（表

8-Experiment 1）、腎特異的に発現する Oct2 の欠損ではなく、腎のほか、肝および消化管

に発現する Oct1 の欠損がこの変化に大きく寄与していることが示唆された。Oct1/2 欠

損に伴う CLplasma低下分が、そのまま Oct1 介在輸送の寄与率を表しているかどうかにつ

いては議論の余地がある。第一に、腎外クリアランス全体に占める、Oct1 が発現する肝

および消化管におけるクリアランスの割合が現時点で不明である。これには、

Oct1/2(+/+)マウスと Oct1/2(−/−)マウスにおける各組織の固有クリアランスを比較する

ことが必要である。第二に、非線形性が存在する場合、Oct1/2(−/−)マウスにおける血漿

中の内因性 thiamine 濃度が Oct1/2(+/+)マウスよりも高いことが、thiamine-d3 のクリアラ

ンスや組織移行に影響を与えている可能性がある。

赤血球におけるTHTR-1を介した thiamineの取り込みに飽和性が認められていること

から（84）、Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine-d3 の Rb 値が Oct1/2(+/+)マウスのものと

異なることが推察された。実際に、Oct1/2(+/+)マウスと Oct1/2(−/−)マウスの血液を用い

て、生理的条件下の濃度の内因性 thiamine が存在する状態（それぞれ約 0.1 および 0.5

M）での thiamine-d3 の Rb 値を測定した結果、Oct1/2(−/−)マウスの Rb 値は、Oct1/2(+/+)
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マウスの 3分の 1 であった（図 20）。Oct1/2(−/−)マウスの内因性 thiamine 濃度（約 0.5 M）

と同程度の濃度においては、Oct1/2(+/+)マウスの Rb 値は、Oct1/2(−/−)マウスと同等にま

で低下した（図 20）。よって、Oct1/2(−/−)マウスでは、血漿中濃度の上昇に伴って赤血

球への取り込みが低下したものと考えられた。Oct1/2(+/+)マウスと Oct1/2(−/−)マウスに

おける血液中 thiamine 濃度における差は、Rb 値の非線形性によって、血漿中濃度の差

よりも小さくなっている。従って、この赤血球における取り込みの非線形性は、生体内

thiamine 量を制限する方向に働いていると考えられる。

血漿中 thiamine 濃度が疾病と関連する症例として、Thornally らは、英国内の 1 型およ

び 2 型糖尿病患者が低い血漿中 thiamine 濃度を示すこと、ならびに、高用量の thiamine

投与により、糖尿病合併症（細小血管障害）の主要評価項目である尿中 albumin 排泄量

（UAE）が低下したことを報告している（79,96）。よって、OCT1 阻害による血漿中

thiamine 濃度の是正は、細小血管障害リスクの低減効果をもたらす可能性がある。

（3）Thiamine の腎クリアランスにおける Oct1/2 の役割

Oct1/2 の腎における役割については、Octs が両方向性の輸送特性を有すること、なら

びに、生理的条件下では尿中 thiamine の大部分が再吸収を受けることを考え合わせると、

Oct1/2 は、腎において側底膜での血液への thiamine の排出に関与している可能性が考え

られた。しかしながら、Oct1/2(−/−)マウスにおける CLRは、統計学的な有意差はないも

のの、減少傾向を示したことから（表 8-Experiment 1）、Oct1/2 は、thiamine の尿への分

泌に関与していると考えられる。Thiamine の再吸収に関与するトランスポーターは、現

在のところ、完全な同定に至っていない。免疫組織化学的染色によって、ヒト腎におけ

る THTR-1 および THTR-2 が近位尿細管上皮細胞の BBM に局在することが示され、尿

からの取り込み過程に両トランスポーターが関与することが推察された（80）。加えて、
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MDCK（Madin-Darby canine kidney）細胞では THTR-2 は頂端膜に、THTR-1 が基底膜お

よび頂端膜の両方に発現していたことから（97）、Larkin らは、THTR-1 が尿細管上皮細

胞の側底膜にも存在するものとして、THTR-1 を循環血への排出トランスポーターの候

補としている（80）。

Oct1 および Oct2 を介した thiamine の尿細管分泌を明瞭化するため、Thtrs による再吸

収が飽和した状態、即ち、過剰量の thiamine が存在する条件下で thiamine の CLR を測定

した（表 8-Experiment 2）。過剰量の thiamine-d3（100 nmol/kg/min）をマウスに静脈内持

続注入した結果、尿中排泄が循環血からの主な消失ルートとなり（67%以上）、CLR は

糸球体ろ過速度（GFR；17 mL/min/kg（55）、14 mL/min/kg（98））よりも大きな値を示

した。Oct1/2(−/−)マウスと pyrimethamine 処置マウスでは、thiamine-d3 の CLRの有意な

低下が認められた（表 8- Experiment 2 および Experiment 3）。これは、Oct1/2および Mate1

が thiamine の尿細管分泌に寄与していることを示唆するものである。Pyrimethamine 処

置マウスの CLR が、Oct1/2(−/−)マウスと比較して大きかったことから、本実験における

pyrimethamine 投与条件では尿細管分泌を完全に抑えることができなかったと考えられ

る。この理由として、Mate1 を完全に阻害させるには不十分な pyrimethamine 濃度であ

った可能性、ならびに、Mate1 よりも寄与は小さいが pyrimethamine によって阻害を受

けない未知のトランスポーターが関与している可能性の 2 つが考えられる。

（4）OCTs 機能評価マーカーとしての期待

以上の結果から、生理的条件下の血漿中 thiamine 濃度の決定因子としての Oct1 の重

要性、ならびに thiamine 過剰摂取時の thiamine の尿細管分泌における Oct1、Oct2 およ

び Mate1 の重要性が示された。それゆえ、今後ヒトにおける検証試験が必要ではあるが、

thiamine は、医薬品候補化合物の OCT1 に対する阻害活性を評価するためのバイオマー
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カーとしての活用、ならびに、OCT2 および MATE1/2-K による腎尿細管分泌に対する

阻害活性を評価するためのプローブ基質としての活用が期待される。

2. 組織中 total thiamine 濃度の恒常性における Oct1/2 欠損の影響

上述した通り、Oct1/2 が組織への thiamine の取り込みに関与していることが示唆され

たことから、Oct1/2(−/−)マウスの組織で thiamine 欠乏状態となっている可能性が考えら

れた。これを検証するため、thiamine とその活性体 TPP 等のリン酸エステルを含む total

thiamine の組織中濃度を測定した（表 9）。肝、腎、脳では TPP および TMP の合計が total

thiamine の 90%以上を占める（99）。本研究で得られた組織中 total thiamine 濃度は、既

報値（99）と一致した。血漿中濃度とは異なり、腎、肝および脳内の total thiamine 濃度

は、Oct1/2(+/+) マウスと Oct1/2(−/−)マウスの間で違いがほとんど認められなかった。小

腸および大腸内濃度では、Oct1/2(−/−)マウスで有意な低下がみられた。しかしながら、

Oct1/2(−/−)マウスの消化管内 total thiamine 濃度は、thiamine 欠乏症状が見られる組織中

濃度（100）よりは相当高い値であった。よって、通常餌で飼育された Oct1/2(−/−)マウ

スは、少なくとも生理的条件下において thiamine 欠乏状態には至らないものと考えられ

た。

Oct1/2 欠損による組織への thiamine 取り込みの低下分は、血漿中濃度の増加分によっ

て補われると考えられる。この点は、Oct1(−/−) マウスにおいて肝への移行が顕著に抑制

された metformin の体内動態結果（101）とは全く異なる。これは、肝細胞では Oct1以

外に、thiamine特異的トランスポーターの Thtr-1または Thtr-2による血漿からの thiamine

の取り込みが存在するからだと説明することができる。実際、Oct1/2(−/−)マウス由来肝

細胞における[3H]thiamine の取り込みにおいて、統計学的有意性はないものの、過剰量

の thiamine の添加によって取り込み活性の低下傾向がみられている（図 18B）。内因性
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thiamine の血漿中濃度は、THTR-2 の Km 値（27 nM（77））よりも高かった。ヒト THTRs

とマウス Thtrs の Km値に種差がないと仮定すると、マウス血液からの Thtr-2 を介した輸

送が生理的条件下においても飽和していることを示す。よって、Thtr-1（THTR-1 の Km

値 2.5 M（72））が、Thtr-2 よりも大きく寄与しているものと考えられる。また、reduced

folate carrier（RFC、SLC19A1）が、THTR-1 が変異を起した際に、血漿から組織への TMP

を取り込むことで代替輸送ルートの機能を果たし、組織内 total thiamine 濃度の維持に寄

与している可能性が報告されている（102）。Oct1/2(−/−)マウスにおける血漿中 TMP 濃

度が Oct1/2(+/+)マウスより有意に低下していたことから、TMP が Oct1/2(−/−)マウスの

肝内および腎内 total thiamine 濃度の維持に寄与している可能性が考えられる。

一方、消化管においては、Thtr-1 および Thtr-2 が管腔側から血液側への thiamine 輸送

に関与しているため（103）、血液側からの thiamine 輸送担体は Oct1 以外に存在しない

ものと考えられる。このように考えれば、Oct1 の機能低下が消化管組織内 total thiamine

濃度に与えた影響を説明できる。我々の推察（101）とは異なり、Han らは、 OCT1 お

よび Oct1 がそれぞれヒトおよびマウスの消化管の頂端膜に局在していることを示した

（104）。この知見に基づけば、Oct1 欠損による消化管細胞内 thiamine 濃度の低下は、胆

汁に排泄された thiamine の管腔側からの取り込みが低下することによって引き起こさ

れたものと考えられる。Thiamine の消化管吸収における Oct1 の関与を明らかにするに

は、さらなる研究が必要である。

脳には Oct1/2 がほとんど発現していない（76）。Oct1/2(−/−)マウスの血漿中 thiamine

濃度が Oct1/2(+/+)マウスの 5.8 倍であるにも関わらず、脳内 total thiamine の増加は見ら

れなかった。Thiamine の脳内濃度は、thiamine の取り込みトランスポーターの飽和によ

って維持されているものと推定される。実際、in situ ラット脳還流実験において、脳へ

の thiamine の取り込みに飽和性が認められ、その取り込みの Km値は 96 nM であった
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（105）。本研究で測定した内因性 thiamine 濃度が 100 nM 程度であることから、生理的

条件下、thiamine の脳移行は非線形性領域であると考えられる。

以上のように、Oct1/2 欠損は消化管組織内の total thiamine 濃度を低下させたが、その

低下率は限定的であった。肝、腎および脳の total thiamine 濃度においては Oct1/2 欠損に

よる影響は認められず、恒常性が保たれていた。

3. Thiamine の乳汁分泌における Oct1/2 欠損の影響

授乳期の Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine の乳汁/血漿中濃度比（M/P）を測定した

ところ、Oct1/2(+/+)マウスの 28 分の 1 にまで低下していることが明らかとなった（図

22）。授乳期の雌性 Oct1/2(−/−)マウスの血漿中内因性 thiamine 濃度は、相当する

Oct1/2(+/+)マウスよりも高かったのに対し、乳汁中 thiamine 濃度は、Oct1/2(+/+)マウス

と比較して著しく低かった。授乳期マウスの乳腺における Oct1 の発現量が Oct2 よりも

相当高いこと（94）を考慮すると、Oct1 が thiamine の乳汁分泌に関与していると考えら

れる。腎や肝とは異なり、Mate1 の発現は乳腺では著しく低いことから（94）、乳腺上

皮細胞（MEC）内からの乳汁への thiamine の排出に関わるトランスポーターは不明であ

る。これまでに ABC トランスポーターの breast cancer resistance protein（BCRP）が乳腺

で riboflavin（vitamin B2）の乳汁分泌に関与することが報告されている（106）。しかし

ながら、Bcrp(−/−)マウスにおける、thiamine を含む他の vitamin B 群の濃度は、Bcrp(+/+)

マウスと変わらなかった。乳汁への thiamine の排出には、他の未知トランスポーターが

介在するものと考えられる。Maela 難民キャンプにおいて 636 名の授乳期の女性の乳汁

中 total thiamine（thiamine および TMP）を測定した結果、その平均値は 755 nM（四分

位範囲：730〜781nM）であったが、全体の 4.1％は 300 nM 未満の濃度であった（107）。

P283L や P341L のように機能低下を引き起こす、SLC22A1 遺伝子変異（108,109）が関
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連している可能性が考えられる。

以上のように、Oct1 は thiamine の乳汁分泌に大きく関与していることが示唆された。
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図 16. Oct1、 Oct2、Oct3 の各発現細胞における [3H]thiamine の取り込み

（A）各Oct発現HEK293細胞、ならびに empty-vector導入HEK293細胞を、[3H]MPP+（100

nM）、もしくは[3H]thiamine（100 nM）とともに、TEA（5 mM）の存在下（黒塗り）ま

たは非存在下（白抜き）、37C で 10 分間インキュベートした。（B）Oct1 発現細胞（黒

塗り）および（C）Oct2発現細胞（黒塗り）、ならびに、empty-vector 導入細胞（白抜き）

における[3H]thiamine（100 nM）の取り込みを経時的に評価した（左のグラフ）。Thiamine

の取り込みの濃度依存性を、Eadie-Hofstee プロットで表した（右のグラフ）。Thiamine

濃度は 3〜3000 M とした。データは平均 標準誤差 （n = 3）で表す。
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図 19. マウスに低用量で thiamine-d3を投与時の血漿中濃度における Oct1/2欠損の影響

Thiamine-d3 を 1 nmol/kg/min の速度でマウスに静脈内持続注入した。血液は注入開始後

の所定時間に頸静脈から採血した。Oct1/2 (+/+) マウス（白抜き）および Oct1/2(−/−)マ

ウス（黒塗り）における thiamine-d3の血漿中濃度は LC-MS/MS を用いて測定した。各

ポイントは、平均値 標準誤差 （n = 4）を表す。

* および** は、Oct1/2(+/+)マウスに対する差の統計学的有意性（P < 0.05およびP < 0.01）

を表す。
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図 20. 雄性 Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスにおける thiamine の血液/血漿

中濃度比

Oct1/2(+/+) マウス（白抜き）および Oct1/2(−/−) マウス（黒塗り）から採取した新鮮な

血液試料に thiamine-d3 を添加後、37C で 30 分間インキュベートした。横軸は、所定の

thiamine-d3添加濃度（0.01、0.5、3、15 μM）と内因性 thiamine 濃度（Oct1/2(+/+) マウス、

0.075 μM；  Oct1/2(−/−) マウス、0.47 μM）とを足し合わせた実効濃度を表す。縦軸は、

thiamine-d3の血液/血漿中濃度比（Rb）を表す。データは 平均  標準誤差（n = 3）を表

す。
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図 21. マウスに高用量で thiamine-d3を投与時の血漿中濃度における Oct1/2 欠損および

Mate1 阻害の影響

（A）Thiamine-d3 を 100 nmol/kg/min の速度でマウスに静脈内持続注入した。血液は注

入開始後の所定時間に頸静脈から採血した。Oct1/2(+/+) マウス（白抜き）および

Oct1/2(−/−)マウス（黒塗り）における thiamine-d3の血漿中濃度は LC-MS/MS を用いて測

定した。各ポイントは、平均値  標準誤差（n = 4 または 5）を表す。 * および** は、

Oct1/2(+/+)マウスに対する差の統計学的有意性（P < 0.05 および P < 0.01）を表す。

（B）Pyrimethamine 処理群マウスには pyrimethamine（5 mg/kg）を thiamine-d3 の持続注

入開始 10 分前に急速静脈内投与した。対照群マウス（白抜き）および pyrimethamine 処

置群マウス（黒塗り）の各ポイントは、平均値標準誤差（n = 4）を表す。* および** は、

対照群マウスに対する差の統計学的有意性（P < 0.05 および P < 0.01）を表す。
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図 22. 授乳期雌性マウスの血漿中および乳汁中 thiamine 濃度における Oct1/2 欠損の

影響

雌性 Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスにおける内因性 thiamine の（A）血漿中

濃度および（B）乳汁中濃度を測定した。（C）M/Pは乳汁/血漿中濃度比を表す。乳汁は、

授乳期の雌性マウスから 1 日 1 回、3 日間搾乳された（表 10 参照）。血液は最終日の搾

乳後直ちに頸静脈から採血された。各ポイントは平均値 標準誤差（n = 3）を表す。

* および** は、Oct1/2(+/+)マウスに対する差の統計学的有意性（P < 0.05およびP < 0.01）

を表す。
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表 7. Oct1 および Oct2 を介した thiamine 取り込みの速度論的パラメータ

Parameter Oct1 Oct2

Km (M) 36.3±9.2 22.6±4.4

Vmax (pmol/min/mg protein) 353±52 258±36

Pdif (μL/min/mg protein) 0.454±0.048 2.09±0.11

各値は 図 16 に示したデータから求めた。データは平均  標準誤差（n = 3）を表す。
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表 8. Oct1/2(+/+) マウスと Oct1/2(−/−) マウス間、もしくは、対照群マウスと PYR 処置群マウス間における thiamine-d3 の薬物速度論

的パラメータの比較

Parameter Unit
Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3

Oct1/2(+/+) Oct1/2(−/−) Oct1/2(+/+) Oct1/2(−/−) Control PYR (5 mg/kg)

Infusion rate nmol/kg/min 1 1 100 100 100 100

C80min nmol/mL 0.00546 ± 0.00098 0.0241 ± 0.0010 ** 3.32± 0.88 14.4± 2.6 ** 1.87± 0.25 3.38± 0.13 **

AUC0–80min nmolmin/mL 0.362 ± 0.047 1.15 ± 0.06 ** 177± 33 654± 156 * 121± 13 210± 12 **

Xurine nmol 0.00991 ± 0.00471 0.00957 ± 0.00289 n.s. 169± 55 105± 25 n.s. 123± 11 90.6± 11.9 n.s.

CLplasma mL/min/kg 209 ± 50 N/A 38.3± 11.4 N/A 56.3± 7.1 29.7± 1.1 *

CLplasma,app† mL/min/kg N/A 41.6 ± 1.6 N/A 8.49± 2.20 N/A N/A

CLR mL/min/kg 0.710 ± 0.256 0.240 ± 0.064 n.s. 24.8± 6.9 5.13± 1.04 * 34.9± 4.4 14.7± 2.3 **

各値は 図 19 および図 21 に示したデータから求めた。各値は平均 ± 標準誤差（n = 4 あるいは 5）を表す。

AUC0-80min ：時間ゼロから 80 分までの血漿中濃度－時間曲線下面積、C80min：持続注入開始後 80分における血漿中濃度

CLplasma および CLplasma,app：血漿中濃度に基づく全身クリアランス（血漿クリアランス）、CLR, 腎クリアランス、N/A：該当データなし

* および ** は、Oct1/2(+/+)マウスもしくは対照群マウスに対する差の統計学的有意性（P < 0.05 および P < 0.01）を表す。

n.s. は、Oct1/2(+/+)マウスもしくは対照群マウスに対する差に統計学的有意性がないことを表す。

† は、非定常状態で算出された値であることを表す。
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表 9. Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−) マウスにおける内因性 total thiamine および外因性 total thiamine-d3の組織内濃度

Tissue

Total endogenous thiamine
(nmol/mL or nmol/g tissue)

Total exogenous thiamine-d3

(pmol/mL or pmol/g tissue)

Oct1/2(+/+) Oct1/2(−/−)  Fold change Oct1/2(+/+) Oct1/2(−/−)  Fold change

Plasma 0.216 ± 0.028 0.588 ± 0.061 ** 2.7 8.54 ± 1.11 27.3± 0.4 ** 3.2

Kidney 38.2 ± 2.3 37.0 ± 0.9 n.s 1.0 265 ± 27 249 ± 33 n.s 0.9

Liver 28.1 ± 2.0 25.9 ± 1.7 n.s 0.9 148 ± 16 196 ± 39 n.s 1.3

Duodenum 10.1 ± 0.7 6.16 ± 0.40 ** 0.6 88.2± 25.1 25.0± 4.5 * 0.3

Jejunum 12.3 ± 1.5 7.33 ± 0.71 * 0.6 88.1± 23.7 24.6± 3.8 * 0.3

Ileum 8.62 ± 0.83 5.64 ± 0.81 * 0.7 44.7 ± 10.6 16.0± 3.9 * 0.4

Colon 7.46 ± 0.35 5.75 ± 0.52 * 0.8 59.7 ± 10.1 16.5± 2.4 ** 0.3

Brain 7.49 ± 0.67 8.25 ± 0.34 n.s. 1.1 9.44± 0.76 9.58± 0.96 n.s. 1.0

Experiment 1 において、Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスに thiamine-d3 を 1 nmol/min/kg の速度で静脈内持続注入した。

注入開始から 80 分後に血漿と組織を採取した。各値は平均値 ± 標準誤差（n = 4）を表す。

* および** は、Oct1/2(+/+)マウスに対する差の統計学的有意性（P < 0.05および P < 0.01）を表す。

n.s. は、Oct1/2(+/+)マウスに対する差に統計学的有意性がないことを表す。



72

表 10. 雌性 Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−) マウスにおける乳汁中 thiamine 濃度

Genotype
Milk concentration (nM)

Day 1 Day 2 Day 3 Mean ± S.E.M.

Oct1/2(+/+)

2210 1800 1860 1957 ± 128

2080 1290 695 1355 ± 401

2010 1980 2730 2240 ± 245

Oct1/2(−/−) 

121 150 382 218 ± 83

106 139 244 163 ± 42

139 121 294 185 ± 55

乳汁は、授乳期の雌性 Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウス各 3 例から 1 日 1 回、

3 日間搾乳された。乳汁中濃度は、各例における各日の測定値および 3 日間の平均 ± 標

準誤差を表す。
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結論および今後の展望

本論文において、遺伝子多型や阻害剤投与によって引き起こされる、薬物トランスポ

ーター機能変化の評価に資する生体内低分子マーカーまたはその候補を同定した。

第一章では、docetaxel の副作用発現頻度との関連が示唆されている MRP2 遺伝子の

SNP、 rs12762549（G > C）に注目した。この SNP に基づいて層別化した健康成人男性

の血漿を用いてメタボローム解析を行うことにより、リスクアレル（C アレル）保有者

の血漿に genistein および dihydrogenistein の抱合代謝物 5 種が蓄積していることを見い

出した。これらの isoflavonoid 抱合代謝物は C アレルの数に依存して血漿中濃度が上昇

していること、in vitroでヒト MRP2 の基質であること、ならびに、Mrp2 欠損ラットの

血漿にも蓄積することが示された。よって、isoflavonoid 抱合代謝物は、MRP2 の in vivo

活性を評価する生体内低分子マーカーとして有望であると考えられる。

第二章では、選択的 MATE 阻害剤 pyrimethamine 投与の有無に基づき、健康成人男性

の尿を用いてメタボローム解析を行うことにより、MATE 阻害によって thiamine の尿中

排泄が有意に低下することを見い出した。Thiamine の腎クリアランスの低下率は約 80%

であり、代表的プローブ薬剤の metformin（約 34%）を大きく上回った。既知の生体内

低分子マーカーである N-methylnicotinamide（NMN）については血漿中濃度および尿中

排泄量の日内変動が大きいため、腎クリアランスによる評価が必要である（14）。これ

に対し、thiamine は日内変動が比較的小さいため、尿中排泄量で評価できる点がメリッ

トといえる。よって、thiamine は MATEs の in vivo 活性を評価する生体内低分子マーカ

ーとして適していると考えられた。

第三章では、前章で MATEs 機能マーカーとして同定された thiamine について、マウ

ス体内動態を詳細に検討した結果、マウスOct1が肝への thiamineの取り込みに関与し、
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thiamine の全身クリアランスの決定因子となっていることが示唆された。今後、ヒトに

おける検証が必要であるが、血漿中 thiamine 濃度が OCT1 機能評価マーカーとなる可能

性が示された。また、過剰摂取時に thiamine は Oct1/2 および Mate1 を介した尿細管分泌

により速やかに尿中排泄されることが示唆されたことから、ヒト OCT2/MATEs を介し

た尿細管分泌の機能評価のためのプローブ基質としても活用できるものと期待される。

本研究において MRP2 および MATEs の機能評価マーカーとしてそれぞれ同定された

isoflavonoid 抱合代謝物および thiamine は、いずれも食物由来成分であることから、血漿

中濃度または尿中排泄量が食事によって影響を受けるものと考えられる。これらを薬

物相互作用のリスク評価においてマーカーとして活用する際には、食事メニューをコ

ントロールすることが重要である。また、個体間差を排除するため、同一被験者にお

けるクロスオーバー試験デザインが望ましい。また、複数の生体内低分子マーカーで判

定することにより、薬物トランスポーターの機能低下以外の要因で発生する偽陽性／偽

陰性を感知できる確率が高まり、より信頼性の高い評価が行えるものと考える。

本研究で用いた手法、即ち、遺伝子変異もしくは阻害剤投与の有無に基づいたメタボ

ローム解析は、MRP2 および MATEs 以外の薬物トランスポーターに対しても同様に、

生体内低分子マーカーの同定が可能であると考えられる。さらに、薬物代謝酵素の生体

内低分子マーカーの探索に関してもその応用が可能と思われる。生体内低分子マーカー

を用いて、臨床早期段階（Phase 1）で医薬品候補化合物の薬物相互作用リスクを in vivo

評価するストラテジーは、医薬品開発の効率化に大いに貢献するものと考える。医薬品

候補化合物の in vitro 試験で阻害活性が示唆された場合においても、Phase 1 試験におけ

る生体内低分子マーカーの評価で阻害活性が全く検出されなければ、プローブ薬剤を用

いた臨床薬物相互作用試験を回避できるものと考えられる。Phase 1 試験で評価するこ

との副次的な利点として、Phase1 では薬効用量の数倍以上の高い用量まで投与すること
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が一般的であり、阻害活性の用量依存性を含めた定量的評価ができることや、in vitro

試験では予期しなかった薬物由来の代謝物や予想以上の組織内への濃縮によって引き

起こされる機能阻害であっても検出できることがあげられる。その結果として、薬物相

互作用を回避した安全性の高い医薬品の開発に貢献するものである。

今後、生体内低分子マーカーがプローブ薬剤の代替として機能するエビデンスを蓄積

して、マーカーの信頼性を確立していくことが重要である。近い将来、数多くの生体内

低分子マーカーがバリデートされ、薬物相互作用のリスク評価に有効に活用されること

を強く期待するものである。
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第一章

インターネット公表不可
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第二章

試薬

Pyrimethamine（PYR）は Wako Pure Chemicals（Osaka, Japan）より購入した。Thiamine-d3

hydrochloride は Toronto Research Chemicals（North York, Canada）より購入した。

Carnitine-d3、acetylcarnitine-d3および 2’-deoxycytidine-15N3はCambridge Isotope Laboratories

（Andover, MA, USA）より購入した。Carnitine-d9 は CDN Isotopes（Quebec, Canada）よ

り購入した。[14C]TEA bromide（3.5 mCi/mmol）および [3H]thiamine hydrochloride（20

Ci/mmol）は、それぞれ PerkinElmer Life and Analytical Science（Waltham, MA, USA）お

よび American Radiolabeled Chemicals（St. Louis, MO,USA）より購入した。 他の試薬は

市販の特級品または分析用グレード品を用いた。

臨床研究検体

健康成人ボランティアにおける metformin および pyrimethamine の薬物動態学的薬物

相互作用試験に関する研究プロトコールは、東京大学薬学系研究科および北里大学東病

院 の 治 験 審 査 委 員 会 に よ っ て 承 認 さ れ 、 UMIN 臨 床 試 験 登 録 シ ス テ ム

（www.umin.ac.jp/ctr/index.htm）に登録された（UMIN000002739）（13）。ボランティア

から書面によるインフォームド・コンセントを取得した。8名の男性被験者はいずれも

診察と臨床検査において身体的に正常であり、重大な病歴や薬物に対する過敏性を持た

ないことが確認された。被験者の年齢、体重および血清 creatinine 濃度の平均  標準偏

差（最低値～最高値）は、それぞれ 28.0  4.5 歳（ 22～34 歳）、63.9  6.9 kg（54.1～76.6

kg）および 0.82  0.10 mg/dL（0.66～0.94 mg/dL）であった。

本試験は、4 期のクロスオーバーで行われた。被験者は一晩絶食した後に、Period 1お
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よび Period 2 ではマイクロドーズ（100 g）の metformin の投与を、Period 3 および Period

4 では治療用量（250 mg）の metformin の投与を受けた。Period 2 および Period 4 では、

被験者は metformin の投与 1 時間前に Daraprim®錠（50 mg pyrimethamine/tablet）の投与

を受けた。試験中に metformin あるいは pyrimethamine の投与が起因すると考えられる

有害事象は、腎障害とは関係のない血漿中 creatinine 濃度のわずかな上昇を除いて、認

められなかった。所定時間に抗凝固剤として sodium heparin を用いて採血し、血液を遠

心分離して血漿を得た。また、所定時間内に排泄された尿を全量回収し、その重量を測

定した。血漿および尿試料は分析するまで –80°C で凍結保存された。

動物実験

全ての動物実験は、大正製薬株式会社動物実験規定に従って行われた。雄性 ddY マ

ウスは、Japan SLC（Shizuoka, Japan）より購入し、空調管理された飼育室で予備飼育し

た。照明は 12時間サイクルに設定した。飲料水および固型飼料（MF; Oriental Yeast, Tokyo,

Japan）は自由に摂取させた。実験には7～8週齢で用いた。PYR処置群にはPYR（0.5 mg/kg、

基剤：生理食塩水/ethanol = 9/1）を、対照群には投与基剤のみを急速静注し、その 30

分後に carnitine-d3 （0.25 mg/kg）を急速静注した。いずれの投与も尾静脈から行った。

carnitine-d3投与前と投与後の所定時間（5、15、30、60 および 120 分）に、isoflurane 麻

酔下、腹部後大静脈および膀胱からそれぞれ血液および尿を採取した。マウスの死亡を

確認後直ちに腎を採取し、4 倍量の冷水を加えてホモジナイズした。抗凝固剤として

EDTA を用いて採血し、血液を遠心分離して血漿を得た。

メタボローム解析

臨床研究の Period 2 にて PYR 投与 7 時間後に得られたヒト血漿および蓄尿、ならび
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に、動物実験にて PYR 投与 2.5 時間後に得られたマウス血漿、膀胱尿および腎を、これ

らの対照群の生体試料とともに測定試料とした。測定試料 50 L に、氷冷下の

acetonitrile/methanol（9:1）混液 200 L を加えた。これを撹拌後に遠心分離（5 分、10,000

g）し、得られた上清を LC-MS 分析に供した。LC システムは XBridge HILIC カラム（3.5

m, 4.6  50 mm; Waters, Milford, MA, USA）を装着した Agilent 1100 series 液体クロマト

グラフ（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）を使用した。移動相には次に示す組

成比で 10 mM ammonium acetate （pH 5.0）（溶媒 A）と acetonitrile（溶媒 B）を用いた。

注入後 1 分までの溶媒 B の割合は 95%とし、次いで注入後 10 分に 70%、11 分に 50%と

なるように線形グラジエント溶出を行い、さらに注入後 12 分までは 50%のまま溶出を

行った。流速は 1 mL/minとした。MSデータはLTQ Orbitrap XL質量分析計（Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて採取した。イオン化はポジティブイオンモード

のヒーテッド・エレクトロスプレー法を用い、次の測定条件で行った：スプレー電圧 2.5

kV、スキャン範囲 m/z 100～800、分解能 30,000、衝突エネルギー 35%とした。試料間

におけるピーク保持時間のばらつき補正やピーク強度の自動算出には、フリーソフトウ

ェア MZmine（44）を用いた。精密質量に基づく化学構造の検索は、HMDB（57）また

は KEGG（58）データベースを用いた。

LC-MS/MS 定量法

分析対象化合物の安定同位体である、thiamine-d3、 2’-deoxycytidine-15N3、carnitine-d9

および acetylcarnitine-d3を内標準物質として用いた。生体試料の前処理、LCシステムお

よび移動相溶媒については、メタボローム解析と同条件とした。thiamine および dCyd

の定量における移動相は、注入後 0.5 分までの溶媒 B の割合を 90%とし、次いで注入後

2.2 分に 80%、2.7 分に 60%、4.5 分に 50%となるようにそれぞれ線形グラジエント溶出
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を行い、さらに注入後 5分までは 50%のまま溶出を行った。Carnitineおよび acetylcarnitine

の定量における移動相は、注入後 0.2 分までの溶媒 B の割合を 75%とし、次いで注入後

2.5 分に 50%となるように線形グラジエント溶出を行い、さらに注入後 3分までは 50%

のまま溶出を行った。MS データは API4000 タンデム質量分析計（AB Sciex, Foster City,

CA, USA）を用いて採取した。thiamine は m/z 265122、dCyd は m/z 228112、thiamine-d3

は m/z 268125、dCyd-15N3は m/z 231115、carnitine は m/z 162103、acetylcarnitine は

m/z 20485、carnitine-d9は m/z 171103、acetylcarnitine-d3は m/z 20785をモニターし

た。dCyd の定量下限を 0.3 ng/mL、それ以外の定量下限を 1 ng/mL とした。また、PYR

定量には、内標準物質として propranolol を用い、PYR のモニターイオンとして m/z

249177 を用いた。

トランスポーター遺伝子発現系を用いた in vitro 輸送実験

既報に従い、OCT2、MATE1 あるいは MATE2-K を安定発現させた HEK293 細胞を作

製した（53,114）。細胞は輸送実験の 72 時間前に、poly-L-lysine および poly-L-ornithine

でコートされた 12 well 細胞培養プレートに 1.5105 cells/ well の密度で播種した。輸送

実験の 24時間前に、細胞培養液から 5 mM sodium butyrateを添加した培養液に置換して、

トランスポーターの発現を誘導した。In vitro 輸送実験は、既報（115）に準じて行われ

た。細胞を Krebs–Henseleit 緩衝液で 2 回洗浄後、37℃で 15 分間プレインキュベートし

た。Krebs–Henseleit 緩衝液は、118 mM NaCl、23.8 mM NaHCO3、4.8 mM KCl、1.0 mM

KH2PO4、1.2 mM MgSO4、12.5 mM HEPES、5.0 mM glucose および 1.5 mM CaCl2 から構

成され、pH 7.4 に調整された。取り込み実験は、37°C、TEA （5 mM）の存在下または

非存在下、 [14C]TEA あるいは [3H]thiamine の添加によって開始された。 MATE 介在輸

送の評価では、細胞を NH4Cl （20 mM） でプレインキュベートして細胞内を酸性化し
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たものを用いた。所定時間に培養液を取り除き、氷冷 Krebs–Henseleit 緩衝液を添加す

ることにより取り込み輸送を停止した。0.5 N NaOH を添加後、4°C で 一晩放置して細

胞を溶解した。HCl で中和後、シンチレーションカクテルを加え、細胞内に取り込まれ

た放射活性を液体シンチレーションカウンターにより測定した。タンパク濃度は、

Lowry法 （116）により測定した。

In vitro 速度論的解析

速度論的パラメータは、次式を用いて計算された。

v = Vmax × S / (Km + S) + Pdif × S (式 1)

ここで、Pdif は非飽和性取り込みクリアランス、 vは基質取り込みの初速度、Vmax は

最大取り込み速度、Km はミカエリス定数、S は培養液中基質濃度とする。フィッティ

ングは、MULTI program （117）を用いて非線形最小二乗法により行った。

In vivo 薬物速度論的解析

血漿中濃度－時間曲線下面積（AUC）は、台形法にて算出した。腎クリアランス（CLR）

は、尿中排泄量 （Xurine）を AUC で除して求めた。血漿クリアランス（CLplasma） は、

用量を AUC で除して求めた。

統計学的解析

データは平均 標準誤差として表した。臨床研究における 2つの群間の有意差検定に

は 対応のある Student t 検定を用いた。動物実験における 2 つの群間比較には、等分散

の場合、対応のない Student t 検定を、不等分散の場合、Welch 検定法を用いた。有意水

準は P < 0.05 とした。いずれの統計解析にも SAS version 8（SAS Institute, Cary, NC, USA）
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を用いた。
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第三章

実験材料

Thiamine hydrochloride、thiamine monophosphate（TMP）chloride dihydrate、pyrimethamine、

tetraethylammonium（TEA）および potato 由来凍結乾燥 acid phosphatase は Sigma-Aldrich

（St. Louis, MO, USA）から購入した。重水素標識 thiamine（thiamine-d3）塩酸塩および

beclotiamine 塩酸塩は Toronto Research Chemicals（North York, Canada）から入手した。

[3H]Thiamine（20 Ci/mmol）は American Radiolabeled Chemicals（St. Louis, MO, USA）、

[3H]1-methyl-4-phenylpyridinium （MPP+）（83.7 Ci/mmol）は PerkinElmer（Waltham, MA,

USA）から購入した。TPP 塩化物は MP Biomedicals（Solon, OH, USA）から入手した。

そのほかの試薬は分析グレードの市販品を使用した。

cDNA トランスフェクト細胞を用いた in vitro 輸送実験

マウス Oct1、Oct2 またはOct3 の cDNA を組み込んだ各 vector、もしくは empty-vector

を安定にトランスフェクトしたHEK293細胞（55）は、poly-L-lysineおよび poly-L-ornithine

でコートされた 12 well プレートに 4105 cells/well の密度で、輸送実験の 72 時間前に播

種された。細胞培養液は、トランスポーターの発現を誘導するため、輸送実験の 24 時

間前に 5 mM sodium butyrate を含む培養液に置き換えた。輸送実験は、既報（115）に準

じて行った。細胞は Krebs–Henseleit 緩衝液（KHBS）で 2 度洗浄し、 37°C で 15 分間プ

レインキュベートした。KHBS は、118 mM NaCl、 23.8 mM NaHCO3、4.8 mM KCl、 1.0

mM KH2PO4、1.2 mM MgSO4、12.5 mM HEPES、5.0 mM glucose および 1.5 mM CaCl2か

ら構成され、pH 7.4 に調整された。プレインキュベーション後に培養液を、[3H]MPP+

（100 nM）または [3H]thiamine（100 nM）を溶解した KHBS に置き換えることによって
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取り込み実験を開始した。TEA（5 mM）の存在下または非存在下、37°C でインキュベ

ートした。所定時間にインキュベーション緩衝液を取り除いた後、氷冷 KHBS を添加す

ることによって、取り込み輸送を停止させた。細胞に NaOH を加え、4°C で一晩放置し

て溶解した後、HCl を用いて中和した。放射活性は液体シンチレーションカウンターに

て測定した。タンパク濃度は Lowry法（116）を用いた。

速度論的解析

速度論的パラメータは次式から求めた。

v = Vmax × S / (Km + S) + Pdif × S (式 1)

ここで、Pdif は非飽和性取り込みクリアランス、 vは基質取り込みの初速度、Vmax は最

大取り込み速度、Km はミカエリス定数、S は培養液中基質濃度とする。フィッティン

グは、MULTI program （117）を用いて非線形最小二乗法により行った。

Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−)マウスからの肝細胞の単離

Oct1/2 野生型（Oct1/2(+/+)）マウスおよび Oct1/2ノックアウト（Oct1/2(−/−)）マウス

の肝細胞は、collagenase 灌流法によるラット肝細胞調製法（118）を一部改変した方法

により調製した。肝は Ca2+/Mg2+ を含まない Earle’s 平衡塩溶液で調製した 1 mM EDTA

溶液、次いで、Hanks’平衡塩溶液で調製した Ca2+/Mg2+を含む 1 mg/mL collagenase IV 溶

液を用いて 6 mL/min の流速で灌流した。物理的な分離、ろ過および低速の遠心処理を

行うことにより単離肝細胞を得た。細胞生存率は trypan blue 色素排除試験によって測定

した（ >75%） 。
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マウス肝細胞における [3H]thiamine の取り込み

KHBS に懸濁させた単離肝細胞を 37°C で 3 分間プレインキュベートした後、

[3H]estradiol-17β-glucuronide、[3H]MPP+ または[3H]thiamine を添加することによって、取

り込み輸送を開始させた。所定時間に、遠心ろ過により培養液から細胞を分離させるこ

とによって取り込みを停止させた。インキュベーション溶液 80 μL を、下層に 2 M NaOH

50 μL、上層にオイル混液（密度：1.05 g/mL, シリコン油とミネラル油の混液；

Sigma-Aldrich）100 μL を入れた 0.25 mL 遠心チューブ（Sarstedt, Numbrecht, Germany）に

移し、10 秒間遠心処理を行った。細胞に取り込まれた放射能および培養液に残った放

射能を、液体シンチレーションカウンター（LS6000SE; Beckman Coulter, Brea, CA, USA）

を用いて測定した。

血液/血漿中濃度比

4 濃度の thiamine-d3（0.01, 0.5, 3, 15 M）を新鮮な血液に添加した試料を各 3 本調製

し、37C で 30分間インキュベートした。血液試料を遠心処理（2,000 g、10 分間、4C）

して血漿を得た。Thiamine-d3の血液中濃度（Cb）および血漿中濃度（Cp）は、LC-MS/MS

を用いて測定した。血液/血漿中濃度比（Rb） は、次式により求められた。

Rb = Cb / Cp （式 2）

動物実験

遺伝子欠損マウス実験および pyrimethamine による阻害実験は、それぞれ東京大学お

よび大正製薬株式会社の各動物実験委員会において承認された。Oct1/2(−/−) マウス

（119,120）は、Taconic Farms（Germantown, NY, USA）から入手した。 Oct1/2(+/+)マウ

スとして、FVB/Njcl マウス（Clea Japan, Tokyo, Japan）を用いた。これらを空調管理さ
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れた飼育室で予備飼育した。照明サイクルは 12 時間に設定した。飲料水と固形飼料は

自由摂取とした。Experiment 1 および Experiment 2 には 22 週齢の雄性マウスを、ならび

に Experiment 3 には 7 週齢の雄性マウスを使用した。Isoflurane 麻酔下、生理食塩水に溶

解した thiamine-d3 を、Experiment 1 および Experiment 2 において、それぞれ 1 および 100

nmol/kg/min の注入速度で頸静脈から 80 分間の持続注入を行った。注入開始 10、20、40

および 80 分後に、抗凝固剤（EDTA）入りのチューブに採取し、血液を遠心処理して血

漿を得た。最終サンプリングポイントでは、血液および膀胱尿の採取を行い、さらに、

動物の死亡を確認後直ちに、腎、肝、脳、十二指腸、空腸、回腸および結腸を採取した。

組織は重量を測定後、4 倍量の氷冷水でホモジナイズされた。Experiment 3 では、

thiamine-d3（100 nmol/kg/min）の持続注入開始の 10 分前に、10% hydroxypropyl-β- 

cyclodextrin を用いて溶解した PYR（0 または 5 mg/kg）を頸静脈から急速注入した。血

漿と尿試料は上述の方法により得た。乳汁は既報（121）の方法に従い、1日 1 回 3 日間、

授乳期の雌性 Oct1/2(+/+) マウスおよび Oct1/2(−/−) マウスから採取した。最終日には、

搾乳後直ちに、血液を頸静脈から採取した。試料は分析までの間、−80°C で凍結保存さ

れた。

LC-MS/MS による thiamine および thiamine-d3の定量

血液試料（50 L）に氷冷した 1.2 M perchloric acid 50 Lを加え、氷冷下で 15 分間放

置した後、混液を 10,000  g で 4 分間遠心処理した。 上清 50 L に 0.6 M KOH/1.8 M

potassium acetate 50 Lを加えて中和した後、混液を 10,000  g で 4 分間遠心処理するこ

とにより脱塩した。この上清、ならびに、そのほかの生体試料に内標準物質を含む 4

倍量の acetonitrile/methanol（9:1, v/v）混液を加えた。これを攪拌後、3,639 g で 10 分間

遠心処理した。その上清を LC-MS/MS に注入した。Thiamine の定量には、LC システム
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として XBridge HILIC カラム（3.5 m, 4.6  50 mm; Waters, Milford, MA, USA）を装着し

た Shimadzu LC-30AD（Kyoto, Japan）を用いた。移動相には溶媒 A として 10 mM

ammonium acetate（pH 5.0）を、溶媒 B として acetonitrile を用い、流速を 1.0 mL/min と

した。組成比は、注入後 0 から 0.5 分を 90％Bとし、2.2 分に 80％B、2.7 分に 60％B、

4.5分に 50％Bとなるようにそれぞれ線形グラジェント溶出を行い、その後 0.5分間 50％

B のままアイソクラティック溶出を行った。MSデータは、AB Sciex TripleQuad 5500 タ

ンデム質量分析計（Foster City, CA, USA）を用いて採取した。エレクトロスプレーイオ

ン化法を用い、thiamine は m/z 265122、thiamine-d3は m/z 268125、beclotiamine （内

標準物質）は m/z 283122 をモニターした。PYR の定量には、LC システムとして

Shim-pack XR-ODS column （2.2 m, 3.0  30 mm; Shimadzu）を装着した Agilent HP1100

system（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）を用いた。溶媒 A として 0.1% formic

acid、溶媒 B として acetonitrile を用いた。流速は 1.3 mL/min とした。組成比は注入時に

2％B とし、次いで、注入後 1.0 分に 98％B となるように線形グラジェント溶出を行い、

その後 0.3 分間 98％B のままアイソクラティック溶出を行った。MS データは AB Sciex

API3000タンデム質量分析計を用いて採取した。分析対象化合物のPYRはm/z 249177、

その内標準物質の propranolol は m/z 260116 をモニターした。

Total thiamine の定量

TPP および TMP を含む total thiamine 濃度は、Wielders らによって報告された酵素水

解法（122）を一部改変して測定した。融解した組織ホモジネート 20 L に氷冷の 1.2 M

perchloric acid 20 L を加えて攪拌後、0C で 15 分間放置した。その後に 10,000  g で 10

分間遠心分離した。上清 20 L に、10 L の内標準溶液（1 M、生理食塩水に溶解）を

加えた後、20 Lの 0.6 M KOH/1.8 M potassium acetate を加えて中和した。その後、10,000
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 g で 10 分間遠心分離して脱塩した。上清（25 L）は、25 Lの 4 mg/mL acid phosphatase

（生理食塩水に溶解）と混合した後、室温で一晩放置して酵素水解を行った。最終的な

pH は約 5 であった。 Acetonitrile/methanol（ 9:1, v/v) 200 Lを加えて攪拌した後、3,639

 g で 10 分間遠心分離を行った。この上清を thiamine 定量条件の LC-MS/MS 分析に供し

た。

薬物速度論的解析

血漿中濃度に基づく全身クリアランス（CLplasma）は、持続注入速度を、注入開始 80

分における血漿中濃度で除することによって求めた。Oct1/2(−/−) マウスでは、血漿中濃

度が注入後にプラトーに達しなかったことから、CLplasmaを CLplasma,appとして表した。腎

クリアランス（CLR）は、80 分間の尿中排泄量（Xurine）を、投与後 80 分までの血漿中

濃度－時間曲線下面積（AUC0-80min）で除することによって求めた。AUC0-80minは台形法

により求めた。

統計解析

データは、平均 標準誤差として表す。2つの群間の有意差検定は、対応のない Student

t 検定を用いた。in vitro 阻害実験では、分散分析を行った後に Tukey’s 多重比較検定を

行った。有意水準は P < 0.05 とした。
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