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略語集 

 

ANOVA ：分散分析 (analysis of variance) 

AUC ：血中濃度-時間曲線下面積 (area under the drug concentration-time curve) 

CES     ：カルボキシルエステラーゼ (carboxylesterase) 

Cmax ：最高血中濃度 (maximum concentration) 

CKD ：慢性腎不全 (chronic kidney disease) 

CLOATP1B1 ：OATP1B1 取り込みクリアランス (uptake clearance by OATP1B1) 

[Cu] ：タンパク非結合型濃度 (unbound concentration) 

CLcr ：クレアチニンクリアランス (creatinine clearance) 

CMPF  ：3-カルボキシ-4-メチル-5-プロピル-2-フランプロパン酸 

               (3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionic acid) 

CYP      ：シトクロム P450 (cytochrome P450) 

eGFR ：推定糸球体濾過速度 (estimate glomerular filtration rate) 

GFR ：糸球体濾過速度 (glomerular filtration rate) 

DMSO      ：ジメチルスルホキシド (dimethyl sulfoxide) 

G418 ：ジェネティシン (geneticin) 

HA         ：馬尿酸 (hippuric acid) 

HEK ：ヒト胎児由来腎臓 (human embryonic kidney) 

HSA      ：ヒト血清アルブミン (human serum albumin) 

HPLC ：高速液体クロマトグラフィー (high performance liquid chromatography) 

IAA ：インドール-3-酢酸 (indole-3-acetic acid) 

IRES ：mRNA 内部リボソーム進入部位 (internal ribosomal entry site) 

IS ：3-インドキシル硫酸 (3-indoxyl sulfuric acid) 

Km        ：ミカエリス定数 (michaelis constant) 

NMWL ：公称分画分子量 (nominal molecular weight limit) 

MULTI ：非線形最小二乗法プログラム (a nonlinear least squares program) 

NSR ：健常者血清残渣 (normal serum residue) 

OATP ：有機アニオン輸送ポリペプチド (organic anion transporting polypeptide) 

PBS ：リン酸緩衝生理食塩液 (phosphate buffered saline) 

Pdif ：非特異的クリアランス (non-specific uptake clearance) 



 

[S]   ：反応薬物濃度 (substrate concentration) 

SN-38G   ：SN-38 グルクロン酸抱合体 (SN-38 glucronide) 

T1/2 ：消失半減期 (elimination half-life) 

UGT ：UDP-グルクロノシルトランスフェラーゼ  

 (UDP-glucuronosyl transferase) 

Vmax   ：最大反応速度 (maximum velocity) 

Vmax/Km     ：固有クリアランス (intrinsic clearance)
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序論 

慢性腎不全 (CKD) は、加齢による生理学的な機能低下に加えて、急性腎不全からの

移行や耐糖能異常、高血圧、脂質異常症などの生活習慣病による腎内微小血行動態変化

や血管内皮障害を成因とする。経年的かつ不可逆的な糸球体や尿細管の障害が進行する

ことにより腎機能が顕著に低下すると末期腎不全に移行し、維持透析あるいは腎移植な

どの腎代替療法を余儀なくされる 1)。全世界の CKD の有病率は全人口の 8-16%と推計さ

れ、2015 年における我が国の CKD の有病率及び罹患率は、それぞれ世界第 3 位及び第

2 位と上位に位置している 2, 3)。本邦では、Stage 3 以上の CKD 患者の有病率が、超高齢

社会を背景に、成年人口の 13% (8 人に 1 人) であり、数多くの末期腎不全患者予備軍を

抱えている 4)。日本透析医学会が行った統計調査では、日本における透析患者数は年々

増加しており 5, 6)、末期腎不全患者数は増加の一途を辿ることが予想される (Figure 1-1)。 

CKD は、高血圧を合併しやすく心筋梗塞や脳卒中などの心血管系疾患の危険因子であ

ることが知られており、CKD 患者では CKD 進行防止及び合併症の治療を目的として

様々な薬物治療が行われる。腎機能低下患者への薬物投与設計は、細心の注意が必要で

ある。具体的には、投与薬物またはその活性代謝物の体外への排泄に占める糸球体濾過

や尿細管分泌の寄与率が高い薬物は、腎機能の低下に応じて減量あるいは投与間隔の延

長が必要である。多くの医療施設において、腎機能は血清クレアチニン濃度から推算さ

れるクレアチニンクリアランス (CLcr) または推定糸球体濾過速度 (eGFR) により評価

されている。しかしながら、これらの推定値は体格 7)、心不全 8, 9)
 や糖尿病 10)

 などの合

併症の影響を受けるため、高齢者や長期臥床に伴う筋肉量の低下、心不全や糖尿病を合

併しやすい腎機能低下患者では、患者集団ごとに最適な腎機能評価法を選択する必要が

ある。さらに、クレアチニンの一部は、腎臓以外における排泄経路を有することが報告

され 11)、腎機能が顕著に低下している末期腎不全患者では、血清クレアチニンの測定値

に腎外経路が与える影響が大きくなる。したがって、腎排泄型薬剤の投与設計を行う場

合、末期腎不全患者では、より慎重な腎機能評価法の選択や解釈が要求される。 

多くの医療従事者は添付文書を参考に用量調節をするものの、添付文書中に腎機能低

下時における具体的な用量が記載されていない薬物も多い 12)。腎機能に応じた適切な用

量調節の方法論に、1973 年頃に提唱された薬物の尿中未変化体排泄率及び CLcr から算

出する Giusti-Hayton 式 13)
 が知られている。Giusti-Hayton 式は、ネフロン中のすべての

部位は同じように機能低下するというインタクトネフロン仮説に基づいている 14, 15)。し

かしながら、いくつかの腎障害モデル動物において、腎障害の原因に応じた糸球体機能
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及び尿細管分泌機能の低下度合いが相違するとの報告がなされており 16–19)、インタクト

ネフロン仮説は必ずしも常に成り立つものではないことが見出されている。また、2017

年に報告されたシステマティックレビューでは、腎排泄型薬物の腎クリアランスは糸球

体濾過速度 (GFR) で必ずしも正確に予測できないこと、その原因が CKD 進行に伴う

GFR と尿細管分泌の低下度合いの乖離にあることが示唆されており、GFR のみならず尿

細管分泌能を定量的に評価できるバイオマーカーの必要性が指摘されている 20)。このよ

うに、末期腎不全患者では、既存の投与設計理論を用いても腎排泄型薬物の投与が困難

となる場合が存在している。 

末期腎不全患者において、肝消失型薬物は、その消失に腎排泄経路の寄与が小さいこ

とから減量の必要性はほとんどないと考えられてきた。しかしながら、小腸や肝臓など

の腎臓以外からの薬物消失経路 (腎外クリアランス) の変動が報告されている。末期腎

不全患者における腎外クリアランスの変動の可能性は、1960 年代に報告され 21)、現在に

至るまで数多くの症例報告や総説に取り上げられてきた。その数は年々増加し、2003 年

から 2014 年までの間に報告された 7 遍の総説の中で、少なくとも 115 種類の薬物におい

て、腎外クリアランスの変動が認められている 22–28)
 (Figure 1-1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1-1. Increase of the number of hemodialysis patients and drugs with  
  variation on non-renal clearances 

A) the number of hemodialysis patients in global (open circle) or in Japan (closed 

cicle), Open square represents estimate of number of patients receiving renal 

replacement therapy in 2020. Ref: (2), (3), (5), B) the number of hemodialysis 

patients, Ref: (22-28).  
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例えば、末期腎不全患者において、ワルファリンの血中 S 体/R 体濃度比は、腎機能正

常者の 1.49 倍を示すこと 29)、すなわち CYP2C9 で代謝される S 体の血中濃度が CYP3A4

など他の CYP 分子種で代謝される R 体の血中濃度と比べて上昇することが報告されて

いる。また、国際標準比プロトロンビン時間の目標域内を維持するのに必要なワルファ

リンの用量は、腎機能の低下時では減量することが必要であると示されている 30)。これ

らの事実は、末期腎不全患者において CYP2C9 機能が低下している可能性を示唆してい

る。また、末期腎不全患者では、尿中未変化体排泄率が 1–4%であり、CYP1A2 基質薬物

であるプロプラノロールのバイオアベイラビリティ (F) は 68%増大し、これは初回通過

効果の低下に起因すると考えられている 31, 32)。一方で、血中からの消失に CYP がほと

んど寄与していないフェキソフェナジンなどにおいても経口投与後の腎外クリアランス

の変動が報告されており 33, 34)、末期腎不全患者における腎外クリアランスの変動が代謝

酵素の機能変動に留まらないものと考えられる。 

山田ら 35)
 は、全身吸収性のある医薬品 976 成分のインタビューフォームを調査する

ことにより、重度腎機能低下患者における血中濃度–時間曲線下面積 (AUC) 上昇比と尿

中未変化体排泄率の記載が得られた 70 成分のうち、腎排泄の寄与を考慮しても 25%程

度の薬物において、腎外クリアランスの低下を考慮しなければ合理的に血中濃度上昇を

説明できないと報告している。Zang らも同様に、添付文書情報をもとに、腎機能低下患

者において 25%の肝消失型薬物の AUC が上昇することを報告している 25)。腎外クリア

ランス変動を示す文献が数多く存在するが、特定の代謝酵素分子種の基質薬で血中濃度

は一律に上昇せず 25, 35, 36)、腎外クリアランス変動に対する責任分子及び詳細な分子機構

の解明は未だ明らかとなっていない。このことは、末期腎不全患者における肝消失型薬

物の腎外クリアランス変動を考慮した薬物投与設計には至っていない要因のひとつであ

り、腎外クリアランスの責任分子を同定する必要がある。 

一方、末期腎不全患者におけるがん罹患率は健常人に比べ 1.4 倍高く、死亡率は 1.9

倍高い 37)。また、透析技術や薬物療法の向上による末期腎不全患者の高齢化を反映して、

末期腎不全患者の悪性腫瘍による年間死亡者数は年々増加している 5)。抗がん薬は殺細

胞性作用を有することから治療域が狭く、わずかな血中濃度の変動によって重篤な有害

事象が発現して、死亡の転帰に至る可能性が考えられることから、末期腎不全患者にお

ける腎外クリアランス変動の機序を明らかにすることは喫緊の課題であると考えられる。 

抗がん薬のひとつであるイリノテカンは、肝代謝型薬物であり、静脈内投与後に肝細

胞内に取り込まれ肝臓のカルボキシルエステラーゼ (CES) によって、強力なトポイソメ
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ラーゼⅠ阻害作用を持つ SN-38に速やかに代謝活性化された後に全身循環に移行する 38)。

血中の SN-38 は、肝細胞に取り込まれた後、UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGT) 1A1 に

よってグルクロン酸抱合化を受けて不活化され、投与量の 90%以上が肝臓から胆汁中に

排泄される 38)。SN-38 は、血漿タンパク結合率が 92–96%と非常に高く 39)、血液透析に

よってほとんど除去されない 40)。すなわち、イリノテカンは、腎機能低下に伴う薬物動

態の変動は生じないと考えられるため、透析患者における用量調節は不要とされている。

しかしながら、腎機能正常患者と比較して、末期腎不全患者における SN-38 の最高血中

濃度は 4 倍高値を示し、全身クリアランスは 30%低下すること 41)、また、消失半減期は

顕著に延長することが報告されている 42)。さらに、腎機能の低下に伴い、イリノテカン

の重篤な有害事象である好中球減少症及び遅発性下痢の悪化が報告されている 43, 44)。し

たがって、末期腎不全患者では SN-38 の肝臓からの消失能が低下している可能性が考え

られる。 

有機アニオン輸送ポリペプチド (OATP) は、solute carrier class に属し、solute organic 

anion transporter (SLCO) に分類される 45)、12 回膜貫通型の取り込みトランスポーターで

ある。1994 年にラット肝細胞膜上に SLCO family の存在が確認され 46)、1999 年から 2000

年にかけて、ヒト肝細胞及び肝細胞類洞側膜上から単離及び同定された 47–50)
 (Figure 1-2)。

OATP1B1 は、幅広い基質認識性を有しアニオン性薬物や内因性物質である胆汁酸、ビリ

ルビンやステロイドホルモン並びに老廃物を、Na 非依存的かつ pH 感受性の膜電位依存

的に 51)
 肝細胞内への輸送に関与している。近年、OATP1B1 は、疾患、薬物動態におけ

る個人差 52)及び人種差 53, 54)、薬物間相互作用 55)との関連を示す報告が増えつつあり、

OATP1B1 の臨床上の重要性が明らかにされている。 
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OATP1B1 をコードする SLCO1B1 遺伝子上にはアミノ酸置換を伴う複数の一塩基多型

が存在する。特に、日本人において比較的頻度が高く、輸送活性の著しい低下 56)を引き

起こす 521T>C (Val174Ala) 変異と 388A>G (Asn130Asp) 変異をホモにもつ SLCO1B1*15

アレル保因者では 57)、SN-38 の全身曝露量の増大 
58, 59)

 及び、消失半減期の延長 60)
 がそ

れぞれ報告されている。SLCO1B1*15 アレル保因者では、SN-38 の副作用である重篤な

好中球減少症の発症頻度増大が報告されている 61)。したがって、SN-38 の消失過程にお

いて、OATP1B1 が大きく寄与していることは明らかである 。 

イリノテカンのみならず、体内からの消失に OATP1B1 が関与する他の薬物において

も、末期腎不全患者における薬物動態の変動が報告されている (Table 1-1)。さらに、Tan

ら 36, 62)
 は、先行研究の文献値及び静的モデルを用いて、末期腎不全患者における CYP

や OATP1B1 基質薬物の腎外クリアランスに及ぼす腎機能低下の影響を検討している。

その結果、末期腎不全患者において、CYP3A4 や CYP1A2 では腎外クリアランスの変動

は差が認められない一方で、OATP1B1 基質薬物は顕著なクリアランスの低下を認めてい

る。したがって、末期腎不全患者では、OATP1B1 機能が低下することにより、SN-38 の

肝取り込み過程に遅延を生じている可能性が考えられる。 

  

Hepatic artery 

Portal vein 

Bile ducts 

Sinusoid 
Central vein 

Sinusoidal membrane 

Figure 1-2. Hepatic uptake of SN-38 via OATP1B1 on sinusoidal membrane of hepatocyte 

Hepatocyte 

Bile canaliculus 

SN-38 

SN-38G 
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Table 1-1.  Pharmacokinetics of OATP1B1 substrates in patients with end-stage  
 renal disease 

a) Measured as 
14

C radioactivity, b) [Metabolic clearance ratio]/[T1/2 of metabolite ratio],  

Metabolic clearance = [AUC metabolite]/[ACU unchange] 

c) CKD patients, d) end-stage renal disease  

AUC: area under the drug concentration-time curve, CYP: cytochrome P450, BCRP: breast cancer 

resistant protein, F: bioavailability, MRP: multi drug resistant protein, T1/2: elimination half-life  

,   

 

そこで本研究では、末期腎不全患者における SN-38 消失遅延機序の解明を目的とし

て、OATP1B1 機能に及ぼす血清中蓄積成分の影響を網羅的に解析することにより責任分

子の特定を目指した。第 1 章では、OATP1B1 安定発現細胞及び維持透析患者のプール血

清を用いて、OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みに及ぼす末期腎不全患者血清の影響

を評価した。第 2 章では、OATP1B1 機能に影響する末期腎不全患者血清中の成分の特定

を試みた。 

以下、得られた結果を 2 章にわたり論述する。 

  

 

F 

(%) 

Dose as 

intact drug 

in urine  

(%) 

Metabolic 

pathway 
Transporter 

Sever renal failure 

(vs normal renal function) 
Ref 

Cerivastatin 60 None CYP2C8 
 

AUC 1.16-fold Cmax 1.3-fold 63) 

   
CYP3A4 

 
AUC 1.38-fold T1/2 1.21 -fold 64) 

Ezetimib 
  

CYP3A4 
 

AUC 1.6-fold  65) 

Erythromycin 35 5.0 CYP3A4 P-gp EBT 0.72-fold  66) 

Fexofenadine 30 11.5 None P-gp AUC 2.84-fold T1/2  1.35-fold 33) 

Atorvastatin 12.2 1.2 a) CYP3A4 P-gp 
AUC 1.74-3.78 

-fold 

T1/2  1.14-1.64 

-fold 
67) 

     

Metabolite CL[M] ratio b)  0.21- 

0.24-fold 
 

Rosuvastatin 29 5.5 Slightly < 10% P-gp AUC 3-fold  68) 

   
CYP2C9/2C19 

  
  

Pravastatin 19.1 11-12 None P-gp/MRP2 
 

 69) 

     
Cmax 1.68-fold  63) 

Imatinib 98.3 3-5 CYP3A4 BCRP/MRP AUC 1.76-fold  70) 

Repaglinide 62.5 None CYP2C8 
 

AUC 1.75-fold T1/2 1.7-fold 71) 

   
CYP3A4 

 
AUC 2.7-fold c)  72) 

     
AUC 3.7-fold d)   

Simeprevir 46-62 < 1 

Less 

contribution 

 < 20% CYP3A 

P-gp 

MRP/BCRP 
AUC 1.62-fold 

 

73) 
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第 1 章 OATP1B1 機能に及ぼす末期腎不全患者血清の影響 

 

第 1 節 緒言 

 腎臓は、薬物などの異物のみならず、内因性成分や窒素代謝産物などの老廃物の排泄

経路としても機能している。末期腎不全患者では、老廃物の蓄積や全身性の代謝異常が

惹起され、腎機能正常時にほとんど血中に存在しない有害成分に全身が曝露される。 

プロプラノロールは、CYP1A2 及び CYP2D6 により代謝される薬物であり、維持透析

患者において血中濃度が顕著に増大することが報告されている 31, 32)。硝酸ウラニルによ

り誘発された急性腎障害モデルラットにおいて、摘出肝灌流実験によるプロプラノロー

ルの代謝クリアランスは低下し、正常ラットの血液を再灌流することで正常ラットと同

等まで回復することが報告されている 74)。また、同一の腎不全モデルラットから得られ

た肝ミクロソームによるプロプラノロールの代謝は変動しないことが報告されている 75)。

すなわち、腎不全モデルラットにおいて、プロプラノロールの肝クリアランスは低下し、

その原因は、血清中に蓄積した成分であると考えられる。また、維持透析患者血清中に

含有される成分は、ラットあるいはヒト遊離肝細胞内へのサイロキシン 76)
 やジゴキシ

ン 77)
 の取り込みをそれぞれ低下させることが報告されている。これらの報告内では肝

取り込み低下に関わる責任分子の同定までに至っていないものの、サイロキシンは

OATP1A2及び OATP1B3
78, 79)

 の基質であることから、OATP1B1の基質薬物においても、

肝取り込みを直接的に阻害する成分が末期腎不全患者血清中に蓄積している可能性が考

えられる。 

そこで、本研究では、OATP1B1 安定発現細胞及び維持透析患者から得られたプール血

清を用いて、OATP1B1 機能に及ぼす末期腎不全患者血清の影響を検討した。 
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第 2 節 方法 

1. 試薬及び実験材料 

カンプトテシン、SN-38 及び酪酸ナトリウムは、東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan) 

より購入した。ジェネティシン (G418) 及びヒト血清アルブミンは、ナカライテスク株

式会社  (Kyoto, Japan) よりそれぞれ購入した。 Lipofectamine
TM

 2000 Regent 

(Lipofectamine) 及 び Opti-MEM Ⓡ  
I Reduced-Serum Medium (Opti-MEM) は Life 

Technologies (Carlsbad, CA, USA) より、ウシ真皮由来Ⅰ型コラーゲンは、新田ゼラチン

株式会社 (Osaka, Japan) よりそれぞれ購入した。Vivaspin
®
-2 (30,000 公称分画分子量 

(NMWL) Hydrosart
®
) は、Sartorius Stedim Biotech (Darmstadt, HE, Germany) から購入した。

その他の試薬は、いずれも試薬特級もしくは高速液体クロマトグラフ (HPLC) 用の規格

のものを使用した。 

 

2. 細胞及び細胞培養液 

 ヒト胎児由来腎臓 (HEK) 293 細胞は、ヒューマンサイエンス研究資源バンク (Tokyo, 

Japan) より購入した。細胞培養液は、ウシ胎児血清 (終濃度 10%, Lot No. AXM56561 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)、ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 

(PS-mix: 終濃度ペニシリン 100 U/mL, ストレプトマイシン 100 µg/mL, Invitrogen Co., 

Carlsbad, CA, USA)、非必須アミノ酸溶液 (NEAA: 終濃度 0.1 mM, Invitrogen Co.) 及び

G418 (終濃度 0.72 mM) を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM、

Invitrogen Co.)を用いた。mRNA 内部リボソーム進入部位 (IRES) 及びネオマイシン 

(G418) 耐性遺伝子を挿入したプラスミドベクターは (pIRESneo3) 並びに pIRESneo3 に

SLCO1B1 配列を導入したプラスミドベクター (pIRES-OATP1B1) はタカラバイオ株式

会社 (Kusatsu, Japan) より購入した。 
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3. OATP1B1 安定発現 HEK 293 細胞の作製 

 6穴細胞培養プレート (培養面積 9.6 cm
2
) にHEK293細胞を 1.0×10

6 
cells/wellの細胞密

度で播種し、37˚C、5%CO2下にて 24 時間培養し、SLCO1B1 形質導入に用いた。Opti-MEM

に pIRES-OATP1B1 もしくは pIRESneo3 (0.016 g/L) を加えた溶液に、Opti-MEM により

25 倍希釈した Lipofectamine を等量混合し、室温で 20 分間静置した。その混合液に 3 倍

量の PS-mix 非含有細胞培養液を加え、形質導入用細胞培養液とした。6 穴細胞培養プレ

ートに培養した細胞を、PS-mix 非含有細胞培養液で 2 回洗浄し、形質導入用細胞培養液

を 2 mL 添加後、37˚C、5%CO2 条件下にてさらに 24 時間培養した。リン酸緩衝性生理食

塩水 (PBS (-): 137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4) により 2 回

洗浄後、トリプシン-EDTA 1 mL により剥離し、各穴に PS-mix 非含有細胞培養液を 4 mL

ずつ添加し、150×g の条件下で 6 分間遠心分離することで細胞を回収した。得られた細

胞懸濁液は、6 穴細胞培養プレートに 2.0×10
5
 cells/well の細胞密度で播種し、37˚C、5%CO2

条件下にて 24 時間培養後、OATP1B1 安定発現細胞のクローニングに用いた。 

 

4. OATP1B1 安定発現細胞のクローニング 

 OATP1B1 安定発現細胞のクローニングは、第 1 章 3 節で得た細胞について、1.44 mM 

G418 を含有した細胞培養液で 37˚C、5%CO2条件下にて 2 週間継代培養した。その後、

96 穴細胞培養プレート (培養面積 0.32 cm
2
) に 0.5 cells/100 µL/well の細胞密度で播種し、

37˚C、5%CO2 気流下にて 22 日間培養した。単離した細胞のコロニーを 24 穴細胞培養プ

レート、60 mm 培養皿を経て 100 mm 培養皿に順次スケールアップした。pIRES-OATP1B1

Figure 1-3. pIRESneo3 Vector Map and Multiple Cloning Site (MCS) 

The vector map was obtained Clontech 
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もしくは pIRESnro を形質導入して樹立した細胞をそれぞれ HEK/OATP1B1 及び

HEK/Mock 細胞と命名した。 

 

5. HEK/OATP1B1 細胞における OATP1B1 mRNA 発現解析 

5-1. スピンカラム法による全 RNA の抽出 

 HEK/OATP1B1及びHEK/Mock細胞を 6穴細胞培養プレート (培養面積 9.6 cm
2
) に 2.0 

× 10
5 
cells/mL の細胞密度で播種し、7 日間培養した細胞から全 RNA を抽出した。全 RNA

は、GenElute
TM

 Mammalian Total Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を用い

てスピンカラム法により抽出した。まず、細胞を剥離した後回収し、lysis solution (1% 2-

メルカプトエタノール含有) を 500 µL 添加後攪拌し、細胞を溶解した。得られた細胞溶

解液を GenElute
TM

 Filtration Column に移し、11,300 × g で 2 分間遠心分離した。得られた

ホモジネートに二酸化ジエチル処理済み 70 %エタノール 500 µL を加えて混合後、

GenElute
TM

 Nucleic Acid Binding Column に移し、11,300 × g で 30 秒間遠心分離すること

で RNA をカラムに吸着させた。残りの細胞溶解液 500 µL 中の RNA も同じカラムに同

様の操作により吸着させた。カラムに吸着した RNA は、wash solution 1 を 500 µL 加え、

11,300 × g で 30 秒間遠心分離することにより洗浄した。カラムを新しいマイクロチュー

ブに移し、wash solution 2 を 500 µL 加え、11,300 × g で 30 秒間遠心分離した後、さらに

wash solution 2 を 500 µL 加え、11,300 × g で 2 分間遠心分離した。マイクロチューブを交

換後、elution solution 50 µL を添加し、11,300 × g で 1 分間遠心分離することによりカラ

ムから全 RNA を溶出させた。RNA 濃度 (µg/mL) は、RNA 溶液の吸光度 (A260) を Smart 

Spec
TM 

3000 (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) で測定し、RNA 濃度 (µg/mL) = A260 × 40 にて

算出した。また、同時に 280 nm における吸光度も測定することにより、核酸の純度を

確認した。なお、核酸の純度 (A260/A280) が 1.6 以上の RNA 溶液を RNase-free water で 300 

µg/mL になるように希釈し、以下の実験まで- 80˚C で冷凍保存した。 

 

5-2. 逆転写反応 

 逆転写反応は、Rever Tra AceⓇ qPCR RT Kit (TOYOBO，Osaka，Japan) を用いて行っ

た。まず、逆転写反応による cDNA の合成は i-Cycler (BIO-RAD) を用いて、反応溶液の

全量を 30 µL (Nuclease-free Water 19.5 µL、5×RT buffer 6 µL、RT Enzyme Mix 1.5 µL、RNA

サンプル 3 µL) とし、逆転写反応 (37°C、15 分間)、逆転写酵素の不活化 (98°C、5 分間)、

冷却 (4°C) の条件下にて順次行った。 
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5-3. リアルタイム PCR 

 リアルタイム PCR は、7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems，CA，USA) を

用いて、反応溶液の全量を 20 µL [滅菌蒸留水 7.16 µL，THUNDERBIRD
TM

SYBR
®
 qPCR 

Mix (TOYOBO) 10 µL，10 µM センスプライマー 0.4 µL，10 µM アンチセンスプライマ

ー 0.4 µL，50×ROX reference dye (TOYOBO) 0.04 µL，逆転写反応後の検体 2 µL] とし、

初期熱変性 (95°C，1 分間) 、PCR 反応 [(95°C，10 秒間、60°C，30 秒間) × 45 サイクル]、

融解曲線分布 (95°C，15 秒間) の条件下で行った。なお、PCR 反応に用いた特異的オリ

ゴヌクレオチドプライマーは、株式会社ジーンデザイン (Ibaraki，Japan) にて合成され

たものを使用し、その塩基配列 48)を以下に示す。 

 

OATP1B1 (PCR 産物: 246 bp)  

 センスプライマー: 5’-TGG GAA TTG GAG GTG TTT TG-3’ 

 アンチセンスプライマー: 5’-AACA AGT GGA TAA GGT CGA TGT TGA-3’ 

β2M (PCR 産物: 133 bp) 

 センスプライマー: 5’-CTC GCG CTA CTC TCT CTT TC-3’ 

 アンチセンスプライマー: 5’-CGG ATG GAT GAA ACC CAG AC-3’ 

  

また、得られた実験値は、SYBR
® 

Green I の蛍光強度を基に CT値として算出した。な

お、目的遺伝子の発現量は、2－
ΔCTとして表し、ΔCTは次式 (1-1) を用いて算出した。 

ΔCT＝ΔCT OATP1B1－ΔCT β2M   式 (1-1) 

ここで、CT OATP1B1及び CT β2Mは、それぞれ目的遺伝子及び内標準遺伝子 (β2M) の CT値

を表す。 

 

 

6. コラーゲンコート法 

 取り込み実験に用いる 24 穴細胞培養プレートは、事前に細胞接着と伸展の促進を目的

として、24 穴細胞培養プレートに濾過滅菌済 5 mM 酢酸を用いて希釈したウシ真皮由来

Ⅰ型コラーゲンを処置した。各穴にコラーゲン (3 mg/mL) を 0.5 mL 添加し、30 分間静

置後、コラーゲン溶液を吸引除去した。その後少なくとも 30 分間以上風乾させ、0.5 mL

の滅菌済 PBS (-) で 3 回洗浄し細胞播種に用いた。 
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7. 細胞培養 

 HEK/OATP1B1 及び HEK/Mock 細胞はコラーゲン処置済 24 穴細胞培養プレートに

5.5×10
4
 cells/well の細胞密度で、37˚C、5%CO2 条件下にて 3 日間培養した。その後、

OATP1B1 の転写活性を安定化させる目的でヒストン脱アセチル化酵素阻害薬である酪

酸ナトリウム (終濃度 5 mM) 含有細胞培養液に交換し、さらに 24 時間培養したものを

実験に用いた 80)。  

 

8. 血清 

健常者血清は、プール血清を Merck Millipore Ltd. (Darmstadt, HE, Germany) より購入し

た。末期腎不全患者血清は、仁真会白鷺病院 (Osaka, Japan) にて透析直前の維持透析患

者から提供を受け、400 名以上の患者のプール血清として実験に用いた。すなわち、日

常診療のために採血された維持透析患者の採血スピッツ管中の残余血清検体は、ろ紙を

通過させることにより凝固したフィブリン分子を除去した後に、単一容器に回収してプ

ール血清とした。プール血清は、取り込み実験に使用するまで-80ºC で凍結保存した。 

 

9. 血清残渣含有反応溶液の調製 

 本研究では、既報に従い 81)、健常者プール血清及び末期腎不全患者プール血清をそれ

ぞれ血清の 3 倍量のメタノールで除タンパク処理した健常者血清試料及び末期腎不全患

者血清試料を用いた。すなわち、各血清をメタノールにより除タンパクした後、窒素気

流下 50˚Cで乾固して得られた血清残渣に HEPES 含有Hank’s Balanced Salt Solution溶液 

(HEPES-HBSS: 137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.3 mM CaCl2, 0.4 mM MgSO4, 0.5 mM MgCl2, 

0.3 mM Na2HPO4, 0.4 mM KH2PO4, 4.2 mM NaHCO3, 5.6 mM グルコース及び 25.0 mM 

HEPES) を除タンパク処理前の血清と等量となるように加え、 得られた HEPES-HBSS

溶液を精密ろ過したものを 100 % (v/v) 血清残渣含有 HEPES-HBSS 溶液とした。 

 また、生体内条件下において、ビリルビン、脂肪酸、金属イオンなどの血清中成分の

いくつかはアルブミンなどのタンパク質に結合して存在していることから 82, 83)、血清残

渣のみを含有する反応溶液を用いた検討ではタンパク結合性の違いによっては血清含有

率に応じて過小または過大評価してしまう恐れがある。したがって、より生体内条件下

で血清残渣の影響を評価するために、アルブミンを加えて評価をした。すなわち、まず

血清残渣に HEPES-HBSS を添加し、125 % (v/v) 血清を調製し、さらに、精密ろ過した。

この 125 % (v/v) 血清残渣含有 HEPES-HBSS 溶液に対して、4 分の 1 量の 19 g/dL アル
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ブミン含有 HEPES-HBSS 溶液を混和し、アルブミン含有反応溶液 (終濃度: 血清, 100 % 

(v/v); アルブミン, 3.8 g/dL) として使用した。 

 

 

 

Scheme 1-1. Preparation of uptake buffer containing serum component 

 

 

10. 取り込み実験に用いた緩衝液 

取り込み実験に用いた SN-38 溶液は、取り込み実験前日にジメチルスルホキシド

(DMSO) に溶解し、等量の 0.05 M NaOH を添加し、SN-38 を完全にカルボキシル体に変

換したものを使用した 84)。取り込み実験の反応溶液は、タンパク非結合型の SN-38 濃度

が、5–50 µM とし、DMSO 濃度は 0.5％になるように HEPES-HBSS 溶液に溶解して調製

した。また、細胞の洗浄には、0.9 mM CaCl2及び 0.9 mM MgCl2を加えた PBS (PBS (+)) を

用いた。 

 

11. SN-38 の取り込み実験 

 24 穴細胞培養プレート各穴の細胞培養液を吸引除去し、 HEPES-HBSS 溶液で 2 回洗

浄後、HEPES-HBSS 溶液で 10 分間前加温した。反応溶液 0.3 mL を添加することにより

取り込み実験を開始した。開始 30 秒後に、24 穴細胞培養プレート中の溶液を吸引除去

することにより取り込みを停止した。その後直ちに氷上に移し、細胞を氷冷した PBS (+) 

0.5 mL で 2 回、2 mL で 1 回素早く洗浄した。取り込み実験終了後の細胞は、0.4 M NaOH

Supernatant 

N
2
 stream 

50 ºC 

Methanol 

Serum residue 

HEPES-HBSS 
 
100 % (v/v) 

1) Microfiltration 
2) Dilute to 3 or 10 % (v/v) 

1) Microfiltration 
2) Add 19 g/dL albumin in HEPES-HBSS 

solution to 125% serum. 
Final concentration 
Serum: 100 % (v/v), albumin: 3.8 g/dL 

HEPES-HBSS 
 
125 % (v/v) 

Serum 

Protein denaturation 

Centrifugation 
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水溶液にて溶解後、0.4 M HCl 水溶液にて中和したものを検体とし、SN-38 の定量及びタ

ンパク定量に用いた。 

  

12. SN-38 の定量 

 SN-38 は、除タンパク法及び HPLC-蛍光光度法により定量した。すなわち、検体 100 µL

に内標準物質として 5 ng/mL カンプトテシン含有 50%メタノール水溶液 100 µL 及びア

セトニトリル 400 µL を順次添加し、1 分間撹拌後、10,000×g で 3 分間遠心分離すること

で除タンパクした。上清 500 µL を別のガラス製試験管に分取後、SN-38 をラクトン体に

変換するために 0.02 M HCl 30 µL を加え 85)
 、40˚C で窒素気流下にて蒸発乾固した。さ

らに、残渣に移動相 (0.02 M クエン酸緩衝液 (pH 3.0) : アセトニトリル= 75 : 25) 200 µL

を添加した後、オートインジェクター: SIL-20A (島津製作所, Kyoto, Japan) を用いて蛍光

検出器 (RF-20Axs, 島津製作所) 付 HPLC 装置 (ポンプ; LC-20AT, 島津製作所, システ

ムコントローラー; CBM-20A, 島津製作所) に注入し、SN-38 を定量した。その際の分析

条件は、カラム; Inertsil ODS-III (長さ 25 cm×内径 4.0 mm, 粒経 5 µm, ジーエルサイエン

ス株式会社, Tokyo, Japan)、流速; 1.0 mL/min, カラム温度; 40˚C, 励起波長 370 nm, 蛍光波

長 530 nm であった。なお、SN-38 及びカンプトテシンの保持時間は、それぞれ 17.3 分

及び 18.7 分であった。SN-38 の検量線 (3.125–50 nM) は、原点を通る良好な直線性を示

した (r
2＝0.999)。タンパク定量は、標準タンパク質としてウシ血清アルブミンを用いて、

Lowry らの方法 86)
 に準じて行った。 

 

13. アルブミン含有反応溶液中のタンパク非結合型 SN-38 濃度測定 

 アルブミンを含有した反応溶液中では、SN-38 はアルブミンに強く結合する 
39, 85)。血

清成分中にも、アルブミンと結合する成分が存在していることから、タンパク結合置換

によるアルブミンからの SN-38 の解離によって、末期腎不全患者及び健常者血清間で

SN-38 のタンパク非結合型濃度に差異が生じる可能性がある。一般的に、タンパク非結

合型の薬物がトランスポーターによって輸送されるが、タンパク結合している薬物は輸

送されないと考えられており、取り込み機能の評価を行う場合は、反応溶液中のタンパ

ク非結合型濃度を測定し、取り込み速度を非結合型濃度で補正する必要がある。そこで、

取り込み実験に用いたアルブミン含有反応溶液は、取り込み実験と同時に限外ろ過法を

用いて SN-38 タンパク非結合型濃度を測定した。すなわち、アルブミン含有反応溶液の

一部は、取り込み実験開始時間に合わせて Vivaspin
®
-2 を用いた限外濾過 (2,860×g, 1 分
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間) を行った。得られた溶液中の SN-38 濃度は、アルブミン含有試験溶液中のタンパク

非結合型濃度とした。 

タンパク非結合型 SN-38 濃度の測定は、次の条件で行った。なお、反応溶液中の SN-38

総薬物濃度測定の検体は、反応開始直前の反応溶液 50 µL を HEPES で 10 倍希釈し、以

降の手順は、ろ過ろ液中の SN-38 非結合型濃度測定用の検体と同様に行った。総薬物濃

度の検体及び限外ろ過された SN-38 の検体それぞれ 50 µL に 1000 ng/mL カンプトテシ

ン含有50%メタノール水溶液50 µL及びメタノール150 µLを順次添加し、1分間撹拌後、

1,630×g で 30 分間遠心分離することで除タンパクした。上清 150 µL を別のガラス製試験

管に分取後、SN-38 を全てラクトン体に変換するために 0.02 M HCl 10 µL を加え 85)、40˚C

で窒素下にて蒸発乾固した。さらに、残渣に移動相 (0.02 M クエン酸緩衝液 (pH 3.0) : 

アセトニトリル= 75 : 25) 200 µL を添加した後、第 2 章第 2 節 11 項で示す取り込み実験

と同一条件の HPLC 法により SN-38 を定量した。 

 

14. OATP1B1 活性の評価 

アルブミン非存在下における OATP1B1 特異的な SN-38 の取り込み速度は、

HEK/OATP1B1 細胞における取り込み速度から HEK/Mock 細胞における取り込み速度を

差し引いて算出した。また、アルブミン存在下における SN-38 の細胞内への取り込みク

リアランスは、OATP1B1 特異な SN-38 の取り込み速度を試験溶液中の SN-38 タンパク

非結合型濃度で除することにより算出した。 

 

𝑑𝑋 𝑑𝑡 = 𝑈𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒𝑂𝐴𝑇𝑃1𝐵1 ⁄ −  𝑈𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒𝑀𝑜𝑐𝑘   ・・・・・・・・・・・・・・・・・・(1-2) 

 

𝐶𝐿𝑂𝐴𝑇𝑃1𝐵1 =
𝑑𝑋 𝑑𝑡⁄

𝐶𝑢
 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・(1-3) 

 

ここで、dX/dt、UptakeOATP1B1、UptakeMock、CLOATP1B1及び Cuは、それぞれ OATP1B1 特

異な取り込み初速度 (pmol/mg protein/min)、HEK/OATP1B1 細胞における取り込み初速度 

(pmol/mg protein/min)、HEK/Mock 細胞における取り込み初速度 (pmol/mg protein/min)、 

OATP1B1 特異な取り込みクリアランス (µL/mg protein/min)、反応溶液中の SN-38 タンパ

ク非結合型濃度 (µM) を示す。 
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15. 速度論解析 

 OATP1B1 活性の速度論的パラメータであるミカエリス定数 (Km, µM) 及び最大取り

込み速度 (Vmax, pmol/mg protein/0.5 min) は、非線形最小二乗法プログラム (MULTI) に

より 87)、HEK/OATP1B1 及び HEK/Mock 細胞により得たデータに式 (1-3) 及び (1-4) を

それぞれ同時に当てはめることにより算出した。 

 

𝑉 =
𝑉𝑚𝑎𝑥 × 𝑆

𝐾𝑚+𝑆
+ 𝑃𝑑𝑖𝑓 × 𝑆 ・・・・・・・・・・・・・・・・・(1-4) 

𝑉 = 𝑃𝑑𝑖𝑓 × 𝑆     ・・・・・・・・・・・・・・・・・(1-5) 

 

ここで、V、Pdif及び S は、それぞれ取り込みの初速度 (pmol/mg protein/min)、OATP1B1

非特異的取り込み速度 (µL/mg protein/min)、反応溶液の SN-38 タンパク非結合型濃度 

(µM) を示す。 

 

16. 統計処理 

 得られた測定値は、すべて平均値 ± 標準誤差 (S.E.) で表示した。統計学的検定とし

て、二群間の比較には、unpaired student’s t test を適用した。その際、危険率 5%未満 (両

側) を有意差ありとした。 

 

17. 倫理的配慮 

 本研究は、本研究はヒト血清試料を用いた研究であり、ヘルシンキ宣言の精神を遵守

し、「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」(平成 29 年 3月 8 日改訂) に従った。

なお、本研究は、仁真会白鷺病院及び京都薬科大学倫理委員会の承認を得た上で行った。 
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第 3 節 結果 

1. HEK/OATP1B1 細胞における OATP1B1 の mRNA 発現量 

 HEK/Mock 細胞と比較して、HEK/OATP1B1 細胞において、OATP1B1 の mRNA の発現

量は顕著に高値を示した (Figure 1-4)。 

 

 

 

 

Figure 1-4.  OATP1B1 mRNA expression level in HEK/OATP1B1 and 
 HEK/Mock cells  

HEK293 cells transfected with empty plasmid (HEK/Mock) or OATP1B1 
cDNA (HEK/OATP1B1) were seeded at 2.0×10

6
 cells/5 mL into 60 mm 

dish.  After the cells were incubated with normal medium for 24 hours, 
OATP1B1 mRNA expression levels were quantified by real time RT-PCR.  
Each bar represents the mean ± S.E. (n=3).  The difference between 
OATP1B1 mRNA expression levels in HEK/Mock and HEK/OATP1B1 
was analyzed by unpaired Student’s t-test (

*
p < 0.05). 
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2. OATP1B1 安定発現細胞における OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みの評価 

HEK/OATP1B1 細胞における OATP1B1 を介した SN-38 の取り込み量は、1 分間までの範

囲内において時間依存的に増加し(Figure 1-5A)、10 µM までは濃度依存的に増加した 

(Figure 1-5B)。 

(A) Time- dependent uptake of SN-38  

(B) Concentration-dependent uptake of SN-38  

Figure 1-5. Evaluation of OATP1B1-mediated uptake of SN-38 by OATP1B1 cells 

Cellular uptake of SN-38 was determined by following incubation of SN-38 (1˗30 µM) 
in HEK/OATP1B1 at 37ºC for 30 sec after 10 min preincubation. Each point represents 
the mean ± S.E. (n = 4). The solid lines represented cellular uptake of SN-38 in 
HEK/OATP1B1 and HEK/Mock cells, fitted by Michaelis-Menten plot with MULTI 
program. Dashed-line represents OATP1B1-specific uptake of SN-38. 
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 反応溶液中の SN-38 タンパク非結合型濃度は、アルブミンの添加濃度依存的に低下し

た (Figure 1-5C)。SN-38 の取り込み速度は、アルブミンの有無によらず、SN-38 非結合

型濃度に比例して増大した (R
2
 = 0.9955) (Figure 1-5D)。 

(C) Unbound fraction of SN-38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(D) Cellular uptake of SN-38 

Figure 1-5. Evaluation of OATP1B1-mediated uptake of SN-38 by OATP1B1 

(C) Unbound concentration of SN-38 in uptake buffer with albumin was 
determined by using ultrafiltration method, followed by a measure by HPLC. 
(D) Cellular uptake of SN-38 was determined by following incubation of 
SN-38 (10 µM) in HEK/OATP1B1 at 37ºC for 30 sec after 10 min 
preincubation. HSA: human serum albumin. 

R² = 0.9955 
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 アルブミン含有条件下におけるOATP1B1を介した SN-38の取り込みクリアランスは、

アルブミン濃度に関わらず一定であり、そのクリアランスはアルブミン非含有条件下と

同等であった (Figure 1-5E)。 

 

(E) OATP1B1-mediated uptake clearance of SN-38 

 

 

Figure 1-5. Evaluation of OATP1B1-mediated uptake of SN-38 by OATP1B1 

(E) Uptake clearance of SN-38 was determined by normalizing intracellular 
uptake of SN-38 to extracellular concentration of unbound SN-38 in the 
albumin solution. Each point represents the mean ± S.E. (n = 4). HSA: human 
serum albumin. 
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3. OATP1B1 機能に及ぼす健常者及び末期腎不全患者血清残渣の影響 

アルブミン非存在下における健常者血清残渣及び末期腎不全患者血清残渣は、いずれ

も血清含有量依存的に OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みを抑制し、その抑制の程度

は末期腎不全患者血清残渣において軽微であった (Figure 1-6)。 

 

 

 

 

 

 

Figure. 1-6. Effect of NSR and USR without HSA on uptake of SN-38 by OATP1B1 

The uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (10 μM) in 
the presence of 3 and 10 % (v/v) of normal serum or uremic serum at 37°C for 0.5 
min after 10 min preincubation. Each column and point represent the mean ± S.E. 
(n = 4). HSA: human serum albumin, NSR: normal serum residue, USR: uremic 
serum residue. 
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4. OATP1B1 機能に及ぼすアルブミン含有末期腎不全患者血清残渣の影響 

アルブミン含有健常者血清残渣及びアルブミン含有末期腎不全患者血清残渣は、血清

非存在時と比較して、OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みクリアランスをそれぞれ

43.4%及び 17.4%と有意に低下させた。また、アルブミン含有末期腎不全患者血清残渣は、

アルブミン含有健常者血清残渣の場合と比較して OATP1B1 を介した SN-38 の取り込み

クリアランスを顕著に 40.1％低下させた (Figure 1-7)。 

 

Figure 1-7. Effect of NSR and USR with HSA on uptake of SN-38 by OATP1B1 

The uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (37.2 
μM) and human serum albumin in the presence of normal serum or uremic 
serum at 37°C for 0.5 min after 10 min preincubation. Each column and point 
represent the mean ± S.E. (n = 4). The significance of differences between the 
mean values was determined by unpaired Student’s t test (

***
p < 0.001). HSA: 

human serum albumin, NSR: normal serum residue, USR: uremic serum 
residue. 

Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Figure 1. 
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5. アルブミン含有末期腎不全患者血清残渣による OATP1B1 阻害の速度論的解析 

アルブミン含有末期腎不全患者血清残渣存在下における SN-38 の固有クリアランス 

(Vmax/Km) 値は、7.44 µL/mg protein/min であり、アルブミン含有健常者血清残渣 (5.67 

µL/mg protein/min)の 65%であった。また、アルブミン含有末期腎不全患者血清残渣存在

下における Vmax値は、452.2 pmol/mg protein/min (331.0 nmol/mg prot/min)であり、アルブ

ミン含有健常者血清残渣存在下と比較して 0.68 倍であった。一方、Km値に違いは認め

られなかった (Figure 1-8 and Table 1-2)。 

 

 

Figure 1-8.  Effects of NSR and USR with HSA on the concentration- 
 dependent uptake of SN-38 by OATP1B1 

The uptake of SN-38 was determined following incubation with 
SN-38 (18.25, 37.5, 75, 150 μM) and human serum albumin in the 
presence of normal or uremic serum at 37 °C for 0.5 min after 10 min 
preincubation. Each column and point represent the mean ± S. E. (n 
= 4). X-axis represents the each free concentration of SN-38 in the 
each uptake buffer with albumin. Y-axis of HEK/OATP1B1 
represents the uptake of SN-38 in HEK/OATP1B1 cells. Y-axis of 
OATP1B1 mediated uptake was assessed by subtracting the uptake of 
SN-38 in HEK/Mock cells from that in HEK/OATP1B1 cells.  Each 
point represents the mean ± S.E. (n = 4). HSA: human serum 
albumin, NSR: normal serum residue, USR: uremic serum residue. 
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Table 1-2.  Kinetics analysis of OATP1B1-mediated transport of SN-38 after  
 treatment with HSA solution with serum 

 

Serum residue Km  Vmax Vmax/Km 

with HSA (µM)  (nmol/mg protein/min)  (µL/mg protein/min) 

NSR 57.5 

(36.3-78.8) 

331.0 

(238-424)  

5.76 

USR 60.7  

(20.5-101.0) 

226.1 

(106-346) 

3.72 

Each column represents estimated value obtained using MULTI software (95% confidence 
interval) 
HSA: human serum albumin, NSR: normal serum residue, USR: uremic serum residue, Vmax: 
maximum uptake velocity, Km: Michaelis-Menten constant, Vmax/Km: intrinsic clearance 

 

Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Table 1. 
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第 4 節 考察 

本研究において構築した HEK/OATP1B1 細胞において、HEK/Mock 細胞と比較して顕

著な OATP1B1 mRNA 発現が確認された (Figure 1-4)。また、HEK/OATP1B1 細胞におい

て、OATP1B1 の基質である SN-38の取り込み量が顕著に多かったことから (Figure 1-5)、

OATP1B1 を高発現した HEK/OATP1B1 細胞の構築が確認された。HEK/OATP1B1 細胞に

おける SN-38 の取り込み量は、1 分間までは取り込み時間に比例して増加し、10 µM ま

では SN-38 濃度に比例して増加した (Figure 1-5)。したがって、10 µM 以下の SN-38 濃

度、並びに 1 分間以内の取り込み時間において、HEK/OATP1B1 細胞における SN-38 の

初期取り込み速度が評価可能であると考えられた。 

アルブミン含有反応溶液中の SN-38 非結合型濃度は、アルブミンの添加濃度依存的に

低下した (Figure 1-5C)。一方で、SN-38 の初期取り込み速度は、アルブミンの濃度に関

わらず SN-38 非結合型濃度に比例して増大した (Figure 1-5D)。すなわち、検討した濃度

範囲内において、SN-38 の取り込みクリアランスは、アルブミン濃度に関わらず、一定

であることが示された (Figure 1-5E)。したがって、アルブミン含有反応溶液における

OATP1B1 を介した SN-38 の取り込み能力は、SN-38 の取り込みクリアランスにより比較

可能であると考えられた。 

除タンパク処理済みの血清残渣は、血清残渣含量依存的に OATP1B1 機能を低下させ

た (Figure 1-6)。さらに、血清成分による OATP1B1 阻害作用は、健常者血清においても

顕著に認められた (Figure 1-6)。OATP1B1 を介して肝細胞内に輸送される内因性成分と

して、例えば、ビリルビン 88)、グリココール酸 89)
 やタウロコール酸 89)などの胆汁酸、

プロスタグランジン 49)
 やロイコトリエン 49)などのエイコサノイド及びエストラジオー

ル代謝物 49, 90)
 が報告されている。これら内因性成分のうち、ビリルビン及び胆汁酸は

OATP1B1 阻害作用を有することが報告されているが、ビリルビン 91)
 及び胆汁酸 92)

 は

いずれもアルブミンに強く結合するため、本検討においてアルブミンを含有する反応溶

液中の非結合型濃度では OATP1B1 に対する影響は無視できる程度である。 

アルブミン含有末期腎不全患者血清残渣は、同一の方法により調製した健常者血清と

比較して、SN-38 の取り込みクリアランスを顕著に低下させた (Figure 1-7)。アルブミン

非含有条件下における、10 % (v/v) 末期腎不全患者血清残渣による OATP1B1 阻害作用は、

強力な OATP1B1 機能阻害を示したものの (Figure 1-6)、10 倍量である 100% (v/v) 血清

にアルブミンを添加した条件下では、10% (v/v) 末期腎不全患者血清残渣のおよそ 2 倍



26 

程度の阻害に留まったことから、末期腎不全患者血清残渣中の OATP1B1 阻害成分はタ

ンパク結合性の強い成分である可能性が考えられる。 

速度論解析によって、末期腎不全患者血清残渣存在時の Vmax値は健常者血清存在時の

Vmax値と比較して、低下傾向が認められたことから (Table 1-2)、末期腎不全患者血清中

には SN-38 の初期取り込みを非競合的に阻害する物質の存在が示唆される。ビリルビン

や胆汁酸はOATP1B1の基質であることから、競合阻害を引き起こすと推定されるため、

末期腎不全患者血清中に蓄積するビリルビンや胆汁酸以外の成分が、本検討で認められ

る OATP1B1 の機能低下を引き起こすと考えられる。 

末期腎不全患者血清残渣は、健常者血清残渣と比較して、OATP1B1 機能低下を 30-60%

低下させた (Figure 1-7, 1-8)。OATP1B1 機能が低下する SLCO1B1
*
15 アレル保因者では、

非保因者と比較して SN-38 の消失速度が、1.56 倍延長することが報告されている 58)。一

塩基多型を導入したOATP1B1安定発現細胞を用いてOATP1B1輸送特性に及ぼす影響を

評価した報告によると、SLCO1B1
*
15 は、OATP1B1 基質薬物の Km 値には影響せず、

OATP1B1 発現量による補正済みの Vmax 値を 30%未満まで低下させることが報告されて

いる 56)。また、単純に in vitro の結果を臨床結果に外挿できないが、OATP1B1 機能低下

だけでは末期腎不全患者における 10 倍もの顕著な消失半減期の延長を説明できない。一

方で、ヒト肝細胞に末期腎不全患者の血清を処置したところ、OATP1B1 発現量が低下す

ることが報告されており 93)、末期腎不全患者では OATP1B1 の活性及び発現が抑制され

ることによって相乗的に OATP1B1 機能が低下し、SN-38 の消失遅延を惹起する可能性

が考えられる。 

肝類洞側膜にはOATP1B1だけでなく、OATP1B3 及びOATP2B1も局在している 45, 93, 94)。

OATP2B1安定発現細胞を用いた検討において、OATP2B1を介したSN-38の取り込みは、

OATP2B1非発現細胞とほとんど違いがないことが報告されている 95)
 。一方で、OATP1B3

は、OATP1B1 と同様に SN-38 を基質とするため 95)、末期腎不全患者における SN-38 の

消失遅延に OATP1B3 の機能低下が関与している可能性が考えられる。しかしながら、 

OATP1B1 は肝細胞全体に発現が認められるのに対して OATP1B3 は中心静脈近傍の肝細

胞に発現が限局していること 93)、初代肝細胞を用いた検討では SN-38 の肝取り込みに及

ぼす OATP1B3 の寄与は OATP1B1 と比較して小さいこと、が報告されている 95)。したが

って、末期腎不全患者において、仮に OATP1B3 の機能低下が生じたとしても、SN-38

の肝消失の遅延はほとんど生じないと推察される。 
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OATP1B1 を介した肝取り込み以降の SN-38 の消失は、UGT1A1 によるグルクロン酸

抱合が強く関わっている。UGT1A1 の機能低下型遺伝子多型を有するアレルの頻度が日

本人で特に高いため、イリノテカンによる重篤な有害事象の危険因子として重要視され

ており、SN-38 の消失遅延に UGT1A1 の機能低下の関与が考えられる。また、末期腎不

全モデルラットである 5/6 腎摘出ラットにおいて、肝細胞における UGT 発現量は低下す

ることが報告されている。しかしながら。この発現量の低下は、摂餌量の低下に起因し

ており、病態特異的な変化でないことが示されている 96)。したがって、末期腎不全時に

は UGT1A1 の発現変動が生じる可能性は低いと考えられる。 

末期腎不全患者における UGT1A1 活性変動の有無は、これまで十分に検討されていな

い。しかしながら、肝細胞を用いた検討ではないものの、尿毒症物質のひとつである p-

クレジル硫酸は、近位尿細管細胞株において UGT の活性低下を引き起こすことが報告

されている 97)。また、末期腎不全患者において、UGT1A1 を介するグルクロン酸抱合化

が主要な消失経路であるラルテグラビルについて、その消失半減期は 5.8 倍に延長する

ことが示されており 98)、UGT1A1の機能低下が生じている可能性が考えられる。一方で、

末期腎不全患者では、イリノテカン投与時の用量規制因子である遅発性下痢の発症頻度

が増大している 43)。イリノテカン投与時に生じる遅発性下痢は，胆汁中に排泄された

SN-38G が腸内細菌の有する β-グルクロニダーゼにより脱抱合され再び SN-38 グルクロ

ン酸抱合化体 (SN-38) となり，腸管粘膜を傷害することに起因すると考えられている 99, 

100)。実際、OATP1B1 の機能低下型アレル保因者や UGT1A1 の機能低下型アレルの保因

者では，イリノテカン投与による遅発性下痢の発症頻度は増大しない 39, 61, 101)。また、

Xie らは、遅発性下痢の発症頻度が SN-38 の AUC の増大とは弱い相関しか示すに過ぎな

いが、SN-38G の AUC と強く相関することを報告しており 102)、遅発性下痢の発症は胆

汁中への SN-38G 排泄量に依存していることが考えられる。さらに、OATP1B1*15 アレ

ル保有者における SN-38G の AUC は顕著に低下する 58)。ここまでの情報を総合的に考

えると、末期腎不全患者における、重篤な遅発性の下痢の発症頻度増大を合理的に説明

するためには、OATP1B1 機能の低下に加え、UGT1A1 の機能亢進によって SN-38G の腸

管曝露量が増大している可能性が考えられる。しかしながら、UGT1A1 の機能亢進は

SN-38 の消失半減期を短縮させる方向に働くため、矛盾が生じる。一方で、腸肝循環の

亢進は、薬物の見かけの消失半減期を顕著に延長させる 103)。したがって、末期腎不全患

者では、UGT1A1 の機能亢進及び腸肝循環の亢進により消失半減期の顕著な延長をもた

らす可能性が考えられる。  
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第 5 節 小括 

 

本章では、OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みに及ぼす末期腎不全患者血清の影響

について健常者血清と比較検討し、次の知見を得た。 

 

1. 健常者血清残渣及び末期腎不全患者血清残渣が、OATP1B1 を介した SN-38 の初期取

り込み速度を低下させる。 

2. アルブミン存在時、末期腎不全患者血清残渣は、健常者血清残渣と比較して、より

強力に SN-38 の取り込みクリアランスを低下させる。 

3. 末期腎不全患者血清残渣は、健常者血清と比較して、SN-38 の Vmax値を低下させる。 

 

以上の結果から、末期腎不全患者血清中には、OATP1B1 を介した SN-38 の初期取り

込み速度を非競合的に低下させるタンパク結合性の強い成分が蓄積している可能性が考

えられる。 
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第 2 章 血清中の内因性成分及び尿毒症物質が OATP1B1 機能に及ぼす影響 

 

第 1 節 緒言 

 第 1 章において、末期腎不全患者血清中には OATP1B1 機能を非競合的に低下させる

タンパク結合性の強い成分が蓄積している可能性を明らかにした。末期腎不全患者では、

腎機能正常時には、腎臓から排泄される代謝産物などの生体内老廃物が高濃度に蓄積し

ている。これらの蓄積成分は、末期腎不全患者において生じる消化管障害や中枢神経障

害などの尿毒症症状を惹起することから、尿毒症物質と総称されている。尿毒症物質は、

透析性に着目して分子量や血漿タンパク質との結合性に基づいて分類される。そのうち、

タンパク結合性の小分子尿毒症物質は、透析によっても除去できないため末期腎不全患

者において非常に高濃度に蓄積すること、また、その小分子尿毒症物質は薬物の代謝や

肝取り込みを阻害することが報告されている。例えば、3-インドキシル硫酸 (IS) が、

CYP2C9 を介したロサルタンの代謝を非競合的に阻害すること 81)、また、3-カルボキシ

-4-メチル-5-プロピル-2-フランプロパン酸 (CMPF) がジゴキシンの肝取り込みを阻害す

ること 77)
 が明らかにされている。以上のことから、尿毒症物質による OATP1B1 の阻害

が、末期腎不全患者における SN-38 の血中濃度上昇に関与していると推察できる。 

肝細胞は、細網内皮系であり、終末門脈枝と肝動脈の終末が混合して網目状に類洞が

形成されている。類洞壁は不連続性の内皮細胞から形成されるため、アルブミンと結合

した薬物は類洞壁を通り抜け、肝細胞類洞側膜近傍まで達することが可能である。 

 

 Figure 2-1. Permeability of sinusoidal blood capillary to albumin and  
 albumin-bound drugs 

Discontinuous capillary 

Sinusoidal blood capillary Hepatocyte 

Space of Disse 

Albumin 
Protein binding 

Basolateral side 

Apical side 
(Bile canaliculus) 

Incomplete basement  

membrane 
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先行研究において、類洞側膜近傍においてアルブミンからの薬物の解離が促進するモデ

ル 104–107)
 や肝細胞に発現する銅トランスポーターの C 末端構造と相互作用し、アルブミ

ンの高次構造が変化すること 108)、アルブミン処置により薬物の経細胞膜透過性が促進す

ること 109)
 がそれぞれ報告されていることから、タンパク非結合型の成分のみならず、

アルブミンと結合した尿毒症物質などの血清中 OATP1B1 阻害成分も影響する可能性が

考えられる。 

そこで本章では、代表的なタンパク結合性の尿毒症物質である CMPF、馬尿酸 (HA)、

インドール酢酸 (IAA) 及び IS が、OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みに及ぼす影響に

ついて評価した。また、第 1 章において、健常者血清中にも OATP1B1 機能を低下させ

る成分が存在していることを明らかにしていることから、健常者血清中の OATP1B1 阻

害成分と尿毒症物質による協働作用についても検討した。 
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第 2 節 方法 

1. 試薬及び実験材料 

Amicon Ultra-15 (Ultracel-3K
®
, 3,000 NMWL) は、Merck Millipore Ltd. (Darmstadt, HE, 

Germany) から購入した。CMPF は、Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA) より、馬

尿酸 (HA) 及び IS は、Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) より、及びイン

ドール-3-酢酸 (IAA) は、ナカライテスク株式会社 (Kyoto, Japan) よりそれぞれ購入し

た。その他の試薬は、第 1 章で述べたものを使用した。 

 

2. 血清残渣及びろ過血清残渣含有反応溶液の調製の作成 

健常者血清及び末期腎不全患者血清の入手方法は第 1 章で記した通りである (第 1 章

第 2 節 9 項)。タンパク非結合型の血清成分の影響は、限外ろ過法によりタンパク結合型

の成分を分離除去して得られたろ液中に含まれる成分を用いて評価した。限外濾過装置

は、アルブミン等の血清タンパク質の透過を最小限にするため 3,000 NMWL の分離性能

を有するろ過膜を選択した。すなわち、ウルトラセル再生セルロース膜を素材に持つ

Amicon Ultra-15 のフィルターカップ内に血清 15 mL を加え、 5,000×g で 15 分間遠心分

離した。限外ろ過膜を透過してしまう可能性のある血清タンパク質も除去するために、

ろ液に 3 倍量のメタノールを添加して除タンパク処理した後、15,000×g で 3 分間遠心分

離することにより得られた上清を窒素気流下にて 50˚C で乾固した。得られた残渣に用い

たろ液と等量の HEPES-HBSS 溶液を加え、0.22 µm のメンブレンフィルターを用いて精

密ろ過した溶液をろ過血清残渣溶液とした。 
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Scheme 2-2. Preparation of reaction buffer to evaluate unbound or  
 total serum contents 

 

3. 細胞培養 

 HEK/OATP1B1 及び HEK/Mock 細胞はコラーゲン処置済 24 穴細胞培養プレートに

5.5×10
4
 cells/well の細胞密度で、37˚C、5%CO2 条件下にて 3 日間培養した。その後、

OATP1B1 の転写活性を安定化させる目的でヒストン脱アセチル化酵素阻害薬である酪

酸ナトリウム (終濃度 5 mM) 含有細胞培養液に交換し、さらに 24 時間培養したものを

実験に用いた 80)。 

  

4. 取り込み実験に用いた緩衝液 

取り込み実験に用いた SN-38 溶液の調製方法は、第 1 章で記した通りである。 

SN-38 の取り込み速度に及ぼす尿毒症物質の影響を評価するため、実験に用いた

CMPF、HA、IAA 及び IS 濃度は、末期腎不全患者血清中の非結合型濃度及び総濃度を

含むように 110)、それぞれ 2.2–180 µM、27.8–2250 µM、1.1–90 µM 及び 6.7–540 µM に設

定した。 

尿毒症物質は、CMPF、HA、IAA 及び IS を選択し、それらの 100% 末期腎不全患者

血清中の濃度を反映して 
110)、それぞれ 180 µM、250 µM、10 µM 及び 150 µM となるよ

うに、アルブミン含有反応溶液に追加した。なお、アルブミン含有反応溶液中の SN-38

の非結合型濃度の測定方法は、第 1 章に記した通りである (第 1 章第 2 節 13 項)。 

 タンパク非結合型の血清成分の評価には、第 2 節 2 項に記した限外ろ過法により得ら
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れた、ろ過血清残渣溶液を取り込み実験に使用した。末期腎不全患者血清中で想定され

る総濃度の尿毒症物質は限外濾過を行う前に健常者血清に添加した。 

 

5. SN-38 の取り込み実験 

 24 穴細胞培養プレート各穴の細胞培養液を吸引除去し、 HEPES-HBSS 溶液で 2 回洗

浄後、HEPES-HBSS 溶液で 10 分間前加温した。反応溶液 0.3 mL を添加することにより

取り込み実験を開始した。開始 30 秒後に、24 穴細胞培養プレート中の溶液を吸引除去

することにより取り込みを停止した。その後直ちに氷上に移し、細胞を氷冷した PBS (+) 

0.5 mL で 2 回、2 mL で 1 回素早く洗浄した。取り込み実験終了後の細胞は、0.4 M NaOH

水溶液にて溶解後、0.4 M HCl 水溶液にて中和したものを検体とし、SN-38 の定量及びタ

ンパク定量に用いた。 

 

6. SN-38 定量 

 SN-38 は、除タンパク法及び HPLC-蛍光光度法により定量した。すなわち、検体 100 µL

に内標準物質として 5 ng/mL カンプトテシン含有 50%メタノール水溶液 100 µL 及びア

セトニトリル 400 µL を順次添加し、1 分間撹拌後、10,000×g で 3 分間遠心分離 (TOMY 

MX-301) することで除タンパクした。上清 500 µL を別のガラス製試験管に分取後、

SN-38 をラクトン体に変換するために 0.02 M HCl 30 µL を加え 85)
 、40˚C で窒素気流下

にて蒸発乾固した。さらに、残渣に移動相 (0.02 M クエン酸緩衝液 (pH 3.0) : アセトニ

トリル= 75 : 25) 200 µL を添加した後、オートインジェクター: SIL-20A (島津製作所, 

Kyoto, Japan) を用いて蛍光検出器 (RF-20Axs, 島津製作所) 付 HPLC 装置 (ポンプ; 

LC-20AT, 島津製作所, システムコントローラー; CBM-20A, 島津製作所) に注入し、

SN-38を定量した。その際の分析条件は、カラム; Inertsil ODS-III (長さ 25 cm×内径 4.0 mm, 

ジーエルサイエンス株式会社, Tokyo, Japan)、流速; 1.0 mL/min, カラム温度; 40˚C, 励起波

長 370 nm, 蛍光波長 530 nm であった。なお、SN-38 及びカンプトテシンの保持時間は、

それぞれ 17.3 分及び 18.7 分であった。SN-38 の検量線 (3.125–50 nM) は、原点を通る良

好な直線性を示した (r
2＝0.999)。タンパク定量は、標準タンパク質としてウシ血清アル

ブミンを用いて、Lowry らの方法 86)
 に準じて行った。 

 

7. アルブミン含有反応溶液中のタンパク非結合型 SN-38 濃度測定 

アルブミン含有反応溶液の一部は、取り込み実験開始時間に合わせて Vivaspin
®
-2 を用



34 

いた限外濾過 (2,860×g, 1 分間) を行った。得られた溶液中の SN-38 濃度は、アルブミン

含有試験溶液中のタンパク非結合型濃度とした。 

タンパク非結合型 SN-38 濃度の測定は、次の条件で行った。なお、反応溶液中の SN-38

総薬物濃度測定の検体は、反応開始直前の反応溶液 50 µL を HEPES で 10 倍希釈し、以

降の手順は、ろ過ろ液中の SN-38 非結合型濃度測定用の検体と同様に行った。総薬物濃

度の検体及び限外ろ過された SN-38 の検体それぞれ 50 µL に 1000 ng/mL カンプトテシ

ン含有50%メタノール水溶液50 µL及びメタノール150 µLを順次添加し、1分間撹拌後、

1,630×g で 30 分間遠心分離 (TOMY MX-301) することで除タンパクした。上清 150 µL

を別のガラス製試験管に分取後、SN-38 を全てラクトン体に変換するために 0.02 M HCl 

10 µL を加え 85)、40˚C で窒素下にて蒸発乾固した。さらに、残渣に移動相 (0.02 M クエ

ン酸緩衝液 (pH 3.0) : アセトニトリル= 75 : 25) 200 µL を添加した後、第 2 章 2 節 6 項で

示す取り込み実験と同一条件の HPLC 法により SN-38 を定量した。 

 

8. OATP1B1 活性の評価 

アルブミン非存在下における OATP1B1 特異的な SN-38 の取り込み速度は、

HEK/OATP1B1 細胞における取り込み速度から HEK/Mock 細胞における取り込み速度を

差し引いて算出した。また、アルブミン存在下における SN-38 の細胞内への取り込みク

リアランスは、OATP1B1 特異的な SN-38 の取り込み速度を試験溶液中の SN-38 タンパ

ク非結合型濃度で除することにより算出した。 

 

𝑑𝑋 𝑑𝑡 = 𝑈𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒𝑂𝐴𝑇𝑃1𝐵1 ⁄ −  𝑈𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒𝑀𝑜𝑐𝑘   ・・・・・・・・・・・・・・・・・・(1-2) 

 

𝐶𝐿𝑂𝐴𝑇𝑃1𝐵1 =
𝑑𝑋 𝑑𝑡⁄

𝐶𝑢
 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・(1-3) 

 

ここで、dX/dt、UptakeOATP1B1、UptakeMock、CLOATP1B1及び Cuは、それぞれ OATP1B1 特異

な取り込み初速度 (pmol/mg protein/min)、HEK/OATP1B1 細胞における取り込み初速度 

(pmol/mg protein/min)、HEK/Mock 細胞における取り込み初速度 (pmol/mg protein/min)、 

OATP1B1 特異な取り込みクリアランス (µL/mg protein/min)、反応溶液の SN-38 タンパク

非結合型濃度 (µM) を示す。  
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9. OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みに及ぼす尿毒症物質の影響評価 

 尿毒症物質による SN-38 の取り込み 50%阻害濃度 (IC50) は、MULTI により 87)、

OATP1B1 特異な取り込み速度に式 (2-1) を当てはめることで算出した。 

 

𝐼 = 𝐼𝑚𝑎𝑥 × (1 −
𝐶𝛾

𝐶𝛾+𝐼𝐶50
𝛾 )     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・(2-1) 

 

 なお、C, I、Imax、及び γはそれぞれ反応溶液中阻害薬濃度 (µM)、取り込み阻害率 (% 

of コントロール)、最大取り込み阻害率 (%) 及びシグモイド係数を示している。  

 

10. 統計処理 

 得られた測定値は、すべて平均値 ± S.E.で表示した。統計学的検定として、二群間の

比較には、対応のない Student’s t test を、三群間以上のコントロールとの比較または多群

間の比較には、一元配置分散分析法 (non-repeated measures ANOVA) に続く Dunnett’s test 

又はTukey-Kramer testを適応した。その際、危険率 5%未満 (両側) を有意差ありとした。 

 

11. 倫理的配慮 

 本研究は、本研究はヒト血清試料を用いた研究であり、ヘルシンキ宣言の精神を遵守

し、「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」(平成 29 年 3月 8 日改訂) に従った。

なお、本研究は、仁真会白鷺病院及び京都薬科大学倫理委員会の承認を得た上で行った。 
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第 3 節 結果 

1. SN-38 の取り込み速度に及ぼす尿毒症物質の影響 

CMPF、HA、IAA 及び IS 単独処置は、濃度依存的に SN-38 の取り込みを抑制させ、IC50 

値はそれぞれ 0.55±0.052 mM、5.57±0.81 mM、0.19±0.029 mM、1.06±0.13 mM であっ

た。すべての尿毒症物質において、末期腎不全患者血清中で想定される非結合型濃度で

は、 SN-38 の取り込み速度にほとんど影響しなかった (Figure 2-2, Table 2-1)。 

 

 

Figure 2-2.  Effects of uremic toxins without HSA on uptake of SN-38 by OATP1B1 
The uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (10 μM) in 
the presence of (A) CMPF (2.2, 6.7, 20, 60, and 180 μM), (B) HA (27.8, 83.3, 250, 
750, and 2250 μM), (C) IAA (1.1, 3.3, 10, 30, and 90 μM), or (D) IS (6.7, 20, 60, 
180, and 540 μM) at 37 °C for 0.5 min after 10 min preincubation. Each point 
represents the mean ± S. E. (n = 4). Solid and dashed lines represent unbound and 
total concentrations of uremic toxins in patients with end-stage renal disease, 
respectively. The significance of differences from control was determined by 
ANOVA followed by Dunnett’s test (

*
p < 0.05, 

**
p < 0.01, and 

***
p < 0.001). 

CMPF: 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionic acid, HA: hippuric acid, 
HSA: human serum albumin, IAA: indole-3-acetic acid, IS: 3-indoxyl sulfuric 
acid 

 

Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Figure 2. 
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Table 2-1.  Effects of uremic toxins at unbound or total concentrations and  
 IC50 values 
 

Uptake of SN-38 without HSA 
(% of control) 

IC50 values 
(mM) 

 Unbound conc.
a)
 Total conc.

 b)
  

CMPF 96.0 62.9 ± 3.61 0.55 

HA 95.9 88.2 ± 3.29 5.57 

IAA 107 97.6 ± 3.05 0.19 

IS 102 92.4 ± 3.68 1.06 

 
a) estimate values by using MULTI program analysis, b) mean values S. E. (n = 4), CMPF: 
3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionic acid, HA: hippuric acid, HSA: human serum 
albumin, IAA: indole-3-acetic acid, IS: 3-indoxyl sulfuric acid 
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2. アルブミン非存在下におけるSN-38の取り込み速度に及ぼす4種混合尿毒症物質の

影響 

アルブミン非存在下において、4 種の尿毒症物質を血清中総濃度と同濃度になるよう

に溶解した 4 種尿毒症物質混合溶液は、SN-38 の取り込みを有意に低下させた (Figure 

2-3)。 

 

Figure 2-3.  Effects of uremic toxins in the absence of albumin on uptake of SN-38 
by OATP1B1 
The uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (5 µM) 
and albumin in the absence (control) or presence of 180 µM CMPF, 250 µM HA, 
10 µM IAA or 150 µM IS at 37ºC for 0.5 min after 10 min preincubation. Each 
column represents the mean ± S. E. (n = 6).  The significance of any difference 
from control was determined by ANOVA followed by Dunnett’ s test (

***
p < 0.001). 

HSA: human serum albumin. 

 

Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Figure 3. 
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3. アルブミン存在下における SN-38 の取り込みクリアランスに及ぼす尿毒症物質の

影響 

4 種尿毒症物質混合溶液は、アルブミン非存在下とは異なり、有意な影響を及ぼさな

かった (Figure 2-4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-4.  Effects of uremic toxins in the absence of HSA on uptake of SN-38 
 by OATP1B1 

The uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (37.2 
µM) and albumin in the absence (control) or presence of 180 µM CMPF, 250 
µM HA, 10 µM IAA or 150 µM IS at 37ºC for 0.5 min after 10 min 
preincubation. Each column represents the mean ± S. E. (n = 6). The 
significance of any difference from control was determined by ANOVA 
followed by Dunnett’ s test. 
CMPF: 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionic acid, HA: hippuric 
acid, HSA: human serum albumin, IAA: indole-3-acetic acid, IS: 3-indoxyl 
sulfuric acid 

  
Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Figure 3. 
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4. SN-38 のヒト血清アルブミン結合率に及ぼす尿毒症物質の影響 

健常者血清単独と比較して、末期腎不全患者血清 は SN-38 のアルブミン非結合率を

1.42 倍に増大させた。また、CMPF は SN-38 のアルブミン非結合率を 1.22 倍増大させ、

CMPF 及び HA 同時処置は、SN-38 のアルブミン非結合率を 1.30 倍増加させた。一方で、

HA、IAA 及び IS 単独処置は影響しなかった (Table 2-2)。 

 

 

Table 2-2.  Effects of uremic toxins and uremic serum on unbound fraction of 
 SN-38 in HSA containing uptake buffer 

  Fb
u
 ratio 

(v.s. NSR) 

Uremic toxins  
+ NSR 

CMPF 1.22 

HA 1.00 

 IAA 0.96 

 IS 0.96 

 CMPF+HA 1.30 

 IAA+IS 1.03 

 CMPF+HA+IAA+IS 1.41 

USR  1.42 

CMPF: 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionic acid, Fb
u
: unbound fraction of 

SN-38, HA: hippuric acid, HSA: human serum albumin, IAA: indole-3-acetic acid, IS: 
3-indoxyl sulfuric acid, NSR: normal serum residue, USR: uremic serum residue. 
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5. SN-38 の取り込みクリアランスに及ぼす血清残渣及び尿毒症物質の影響 

健常者血清残渣含有アルブミン溶液と比較して、4 種尿毒症物質を添加した健常者血

清残渣含有アルブミン溶液は、アルブミン含有末期腎不全患者血清残渣による OATP1B1

阻害を完全に再現することはできなかったものの、SN-38 の取り込みクリアランスを

32.1%低下させた (Figure 2-5)。 

 

Figure 2-5.  Effects of uremic toxins added to 100% NS with albumin on uptake of 
 SN-38 by OATP1B1 

The uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (10 µM) 
and albumin in the presence or absence of uremic toxins added to 100 % (v/v) 
normal serum at 37ºC for 0.5 min after 10 min preincubation. Uremic toxins (180 
mM CMPF, 250 mM HA, 10 mM IAA and 150 mM IS) were used at the total 
concentrations in uremic serum.  Each column represents the mean ± S. E. (n = 6).  
The significance of any differences from normal serum was determined by 
ANOVA followed by Tukey-Kramer test (

***
p < 0.001). HSA: human serum 

albumin, NSR: normal serum residue, USR: uremic serum residue. 
 

Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Figure 3. 
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6. SN-38 の取り込みクリアランスに及ぼすろ過血清残渣の影響 

限外ろ過法によって調製したろ過血清残渣の影響について比較検討したところ、ろ過

健常者血清残渣と比較して、ろ過末期腎不全患者血清は顕著に OATP1B1 を介した SN-38

の取り込み速度を低下させた。また、ろ過健常者血清と比較して、4 種混合尿毒症物質

を添加した健常者血清のろ過血清残渣は、SN-38 の取り込み速度を 17.3%低下させた

(Figure 2-6)。 

 
 

Figure 2-6.  Effects of filtrate of additional treatment with uremic toxins and  
 NSR on the uptake of SN-38 

Uptake of SN-38 was determined following incubation with SN-38 (5 μM) 
in the presence of test compounds at 37 °C for 0.5 min after 10 min 
preincubation. Normal serum, uremic serum, and combination with uremic 
toxins and normal serum were centrifuged and the filtrate was used in the 
uptake study. Each column represents the mean ± S. E. (n = 6). The 
significance of differences from NSR was determined by ANOVA 
followed by Tukey-Kramer test (

*
p < 0.05, 

***
p < 0.001).  

 
Katsube Y., et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 2017, 79, 783–789, Figure 3. 
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第 4 節 考察 

代表的な尿毒症物質である CMPF、HA、IAA 及び IS は、 SN-38 の取り込み速度を濃

度依存的に減少させた (Figure 2-2)。 しかしながら、末期腎不全患者血清中で想定され

る非結合型濃度では、 SN-38 の取り込み速度にほとんど影響しなかった (Figure 2-2, 

Table 2-2)。また、末期腎不全患者血清で想定される総濃度の尿毒症物質は、SN-38 の取

り込みを阻害したものの (Figure 2-3)、アルブミンを追加することでその阻害作用は完全

に消失した (Figure 2-4)。藤田ら 95)も OATP1B1 機能に及ぼす尿毒症物質の IC50 値は、想

定される血清中遊離型濃度よりも高い濃度であることを報告しており、本検討結果と一

致している。これらの結果及び知見は、アルブミン含有末期腎不全患者血清による

OATP1B1 の機能低下は、尿毒症物質による直接的な OATP1B1 の阻害のみでは説明でき

ないことを示している。 

尿毒症物質の血中濃度は、食事や透析方法などの影響を受けるため、大きな個人差が

存在している (血液透析後血清中濃度 111)
 CMPF; 32.9-266.7 µM, HA; 3.91-254.5 µM, IAA; 

3.42-13.7 µM, IS; 29.0-151.6 µM)。米国医薬食品安全局が提示する OATP1B1 を介した相

互作用の可能性を示すカットオフライン (Step 1, Cmax, u/IC50 ≥ 0.1, Table 2-3) に従うと、

特に高濃度に尿毒症物質が蓄積している末期腎不全患者において OATP1B1 への直接阻

害を生じる可能性があると考えられる。末期腎不全患者におけるこれらの尿毒症物質の

個人差と OATP1B1 基質薬物の体内動態との関連性について検討が必要である。  

 

 

Table 2-3. Clinical relevant concentrations of uremic toxins 

 
Cmax (mg/L) 

112) Fb
u
 (%) IC50 (µM) R , Cmax,u/IC50 Cmax/IC50 

CMPF 94.0  2.0  554  0.01  0.71  
HA 247  18.5  4603 0.06  0.30  
IAA 9.76 55.5  218 0.14  0.26 
IS 53.58  15.0  1518 0.03  0.17  
Cmax: maximum concentration of uremic toxins in patients with end-stage kidney disease, Cmax, u: unbound maximum 

plasma concentration; Fb
u, unbound fraction ratio of SN-38; IC50, 50% inhibitory concentration, CMPF: 

3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropionic acid, HA: hippuric acid, IAA: indole-3-acetic acid, IS: 3-indoxyl 

sulfuric acid. 
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CMPF 及び HA は、SN-38 のアルブミンへの結合率を低下させ、末期腎不全患者血清

のタンパク結合率と同程度まで低下させた。 特に、CMPF が最も強いタンパク結合阻害

作用を示し、HA の併用によりその阻害作用がより強まった (Table 2-2)。藤田ら 113)は、

SN-38 のアルブミンへの結合は、アルブミンのサイト 1 に結合するフロセミドやバルプ

ロ酸により阻害されること、CMPF も阻害作用を示すことを報告している。さらに、ヒ

ト健常者血清に尿毒症物質を加えた検討においても、SN-38 非結合型濃度は、CMPF の

濃度依存的に上昇し、臨床濃度範囲内の IS 及び HA により変動しないことが報告されて

いる 
113)。IS 及び HA は、アルブミンのサイト 2 結合部位を構成するサブタイプ IIIA に

高い親和性を示し 114)、一方で CMPF はサイト 1 を構成するサブサイト IIA に対して高い

親和性を有し、サイト 2 を構成するサブサイト IIIA に対しては弱い親和性を示すことが

報告されている 115)。本検討においても、藤田らの報告と同様に単独の HA は SN-38 のタ

ンパク結合率に影響を及ぼさなかったが、CMPF と同時存在下ではわずかに SN-38 タン

パク結合率に対する阻害作用を増強させた。アルブミンのサイト 1 を構成するサブサイ

ト IIB は、サイト 2 に結合する薬物のタンパク結合を調節すること 116)や、高親和性部位

への結合が阻害された薬物が再び低親和性結合部位するサイト–サイト結合移行機構が

提唱されている 117, 118)。したがって、本研究において認められた末期腎不全患者血清に

よる SN-38 のタンパク結合阻害作用は、主として、サイト 1 における CMPF とサイト 2

における HA による部分的な結合置換に起因すると考えられる。 

本検討において、末期腎不全患者において SN-38 のタンパク結合率が顕著に低下して

いる可能性を示した (Table 2-2)。一般的に、タンパク結合率が低下しても、非結合型の

クリアランスは変動しないため、重大な薬物動態変動は生じにくい。しかしながら、末

期腎不全患者における SN-38 のように、同時に肝固有クリアランスが低下している場合

は注意が必要である。藤田らは、腎機能低下にしたがい、SN-38 の蛋白結合率が低下し、

腎機能正常患者と比較して非結合型の SN-38 濃度は 4.38 倍に増大するものの、SN-38 の

総濃度の増大は 1.7 倍程度と軽微であると報告している 113)。この現象は、タンパク結合

率が高い薬物の特徴であり、肝固有クリアランスの低下に伴う腎外クリアランスの低下

が、非結合型濃度の上昇に伴う腎外クリアランスの増大によって相殺されているためで

ある。したがって、末期腎不全患者において、タンパク結合率の高い薬物については、

総薬物濃度のみのモニタリングでは、腎外クリアランスの低下を過小評価してしまう危

険性が高く、非結合型濃度の測定が必要であると考えられる。 

4 種の尿毒症物質を混合した場合の SN-38 の取り込み阻害作用は、アルブミン添加に
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より消失したものの (Figure 2-2, 3)、4 種混合尿毒症物質を添加した健常者血清ろ液は、

健常者血清ろ液の単独と比較して、有意な阻害作用を示した (Figure 2-6)。すなわち、末

期腎不全患者血清残渣による阻害は、これら 4 種の尿毒症物質が他の血清成分と協働す

ることで生じていると考えられる。この協働メカニズムとして、次の仮説が考えられる。

一つ目の仮説として、尿毒症物質が血清中の OATP1B1 阻害成分をアルブミンから解離

させているという可能性である。すでに、タンパク結合率の高いグリコケノデオキシコ

ール酸やビリルビンが 88, 89)、in vitro 実験において、 OATP1B1 を阻害することが報告さ

れている 119, 120)。さらに、CMPF がビリルビンのアルブミンに対する結合を阻害するこ

とも報告されている 
121)。したがって、CMPF 等の尿毒症物質が、ビリルビンをはじめ

とする生体内 OATP1B1 阻害成分のアルブミンとの結合を阻害しており、遊離した生体

内 OATP1B1 阻害成分が SN-38 の取り込みを阻害する可能性が考えられる。二つ目の仮

説として、血清中の OATP1B1 阻害成分と尿毒症物質が相加・相乗的に OATP1B1 機能を

阻害しているという可能性である。エストラジオール-17β-グルクロニドは OATP1B1 に

対して異なる複数の Kmを有することが報告されている 122)。すなわち、OATP1B1 には複

数の基質結合部位が存在しているものと考えられ、血清中の OATP1B1 阻害成分と尿毒

症物質がそれぞれ異なる基質結合部位を阻害している可能性が考えられる。三つ目の仮

説として、OATP1B1 の基質輸送部位とは異なる部位に輸送能を調節する結合部位が存在

するという可能性である。NSAIDs が、アロステリックな調節機構によりプラバスタチ

ンの OATP1B1 を介した輸送を増大させる可能性が報告されている 123)。したがって、ア

ロステリックな調節機構の働きにより、血清成分が尿毒症物質による OATP1B1 の阻害

作用を増強している可能性が考えられる。 

本研究のリミテーションとして、末期腎不全患者血清中の尿毒症物質の個人差を反映

した OATP1B1 機能に及ぼす尿毒症物質の影響を評価できていないことが挙げられる。

また、末期腎不全患者は、活性型ビタミン製剤や脂質異常症治療薬など特有の合併症に

対する薬物を服用している。臨床において OATP1B1 基質薬物との相互作用は一部の薬

物に限られているものの、血清中に含まれる併用薬物が OATP1B1 機能に影響を及ぼす

可能性は否定できない。したがって、末期腎不全患者における OATP1B1 基質薬物の体

内動態攪乱因子の同定をより詳細に明らかにするために、併用薬物の影響を考慮した尿

毒症物質の蓄積の個人差と OATP1B1 基質薬物の血中濃度との関連について今後、検討

する必要がある。  



46 

第 5 節 小括 

 

本章では、OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みに及ぼす尿毒症物質及び健常者血清

の影響について比較検討し、次の知見を得た。 

 

1. 本検討に用いた末期腎不全患者血清中に蓄積する尿毒症物質は、単独ではOATP1B1

に及ぼす影響は軽微である。 

2. 尿毒症物質は、健常者血清成分との共存下において、OATP1B1 機能を有意に低下

させる。 

 

以上の結果から、末期腎不全患者に蓄積するタンパク結合性尿毒症物質と健常者血清

にも存在する成分とが協働して OATP1B1 機能を抑制する可能性が示唆される。 
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総括 

本論文では、OATP1B1 安定発現 HEK293 細胞を用いた in vitro 実験系において、末期

腎不全患者血清が OATP1B1 機能に及ぼす影響について、健常者血清を対照として比較

検討した。その結果、以下に示す知見を得た。 

 

第 1 章 OATP1B1 を介した SN-38 の取り込みに及ぼす末期腎不全患者血清の影響 

1. 健常者血清及び末期腎不全患者血清中には OATP1B1 機能を低下させる成分が存在

していることが明らかとなった。 

2. 末期腎不全患者血清中には OATP1B1 を阻害するタンパク結合性成分が蓄積してい

る可能性が示唆された。 

3. 末期腎不全患者血清中成分による OATP1B1 阻害性分は非競合的な阻害様式を示し

た。 

 

第 2 章 血清中の内因性成分および尿毒症物質が OATP1B1 機能に及ぼす影響 

1. 本検討に用いた末期腎不全患者血清中に蓄積する尿毒症物質は、単独では OATP1B1

に及ぼす影響は軽微であった。 

2. アルブミンの存在下あるいは非存在下のいずれの評価系においても、尿毒症物質は、

健常者血清と共存下において OATP1B1 機能を有意に低下させた。 

 

 

 したがって、末期腎不全患者血清中に蓄積するタンパク結合性の尿毒症物質と内因性

の血清成分とが協働的に OATP1B1 機能を阻害すると共に、末期腎不全患者における

SN-38 消失遅延が、OATP1B1 を介した SN-38 の肝取り込み過程の低下に起因することが

明らかとなった。 

以上の観点は、OATP1B1 がアニオン性薬物の肝細胞内取り込みに関わる重要な役割を

担うことから、末期腎不全患者において肝消失型薬物の薬物動態が変動する可能性を示

しており、末期腎不全患者における肝消失型薬物の適正使用に寄与するものと考えられ

る。  
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