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M17055isunderdeve10PmentaSanOVe［diureticwhichinhibitsbothNa’，K’．2Cl－  

exchangeatthethickascendingHenJe’sJoopandNa＋reuptakeatthedistaltubuleofthe  

kidney・Estimated renaIcIearanceindicated that M17055was secreted from bIoodinto  

lumenattheproxima（tubufea（thoughtheexactexcretionmechanismwasst川unclear・The  

PurPOSeOfthepresentstudywastoclarifytherenalexcretionmechanismofM17055・We  

usedtherenalconicalslicestoinvestigatethetransportmechanismacrossthebasoIateral  

membranesofproximaltubules．M17055uptakebyratrenaIsliceswasIinearlylnCreaSed  

With the time and was saturable．Severa10rganic anionsinc．uding probenecid，Para－  

aminohippurate（PAH）and estrone－3－Sulfate，decreased M17055uptake・The uptakeof  

M17055byHEK293ce‖sexpresslngratOATIwasalsoobservedandwasinhibitedby  
PAH．TheseresultssuggestthatorganicaniontransportsystemsareinvoJvedjnM17055  

transportviabasoZateraZmembranesofproximaItubuleepithelialce”s，aPartOftherenal  

uptakebeingviaOATl．  
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た腎クー」アランスは糸球体濾過速度よりも  

有意に大きく、M17055 は尿細管で分泌さ  

れることが示唆されている（1）。近位尿細管  

で管腔側へ分泌されたM17055は、へンレ  

のループの上行脚においてNa十、K十、2Cl  

共輸送系を阻害し、さらに遠位尿細管にお  

いてNa十の再吸収を阻害することで強力な   

【緒言】腎臓は薬物や生体外異物を排泄す  

る重要な臓器であり、その排泄機構は糸球  

体濾過に加え、一部の薬物では近位尿細管  

における血液側から管腔側への能動的な分  

泌が知られている。   

新規利尿薬として開発が進むM17055（図  

1）はループ利尿薬に分類され、求められ  
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【結果・考察】ラット腎スライスへの  

M17055の取込みは経時的に増加した。取  

込みの経時変化が直線を示す範囲で、その  

初期取込み時間を10分と設定した。次に  

各種有機アニオン輸送系、有機カチオン輸  

送系の阻害剤を用いて、阻害効果を検討し  

た（図2）。有機アニオントランスポータ  

ーの代表的な阻害剤であるprobenecidは  

M17055の取込みを顕著に阻害した。ラッ  

トの有機アニオンの腎取込みにおいて、主  

要な役割を果たすと考えられているrOATl，  

roAT3を選択的に阻害することを目的とし  

て、P－aminohippuric acid（PAH）、  

benzylpenicillin G（PCG）をそれぞれ阻害剤  

に用いた（恥 コントロールに比べてPAH  

では雌雄共に20％程度、PCGでは雄性で  

約40％、雌性で約20％の有意な阻害が観察  

された。またこれら2つの阻害剤を併用し  

た場合には、相加的な阻害効果を示した。  

利尿効果を現す（2）。したがってM17055の  

腎排泄機構の解明は、体内からの消失過程  

の解明のみならず、薬理効果に影響する因  

子の解明にもつながり、有用な知見となる。  

本研究では腎での分泌において最初の段階  

である血液側から尿細管上皮細胞への取込  

み過程を明らかにすることを目的とした。  

【実験の部】wistar系7週齢雌雄ラットを  

用い、常法に従って腎スライスヘの  

［】4C】M17055の取込みを検討した。直線的  

な取込みを示す初期時間で、各種阻害剤に  

ょる阻害効果の検討および速度論解析を行  

った。また rOATl／pAdTrack－CMV を  

HEKZ93細胞にリン酸カルシウム法により  

トランスフェクションし、シリコンレイヤ  

ー法に従って【14C】M17055の取込み実験を  

行った。ベクターのみをトランスフェクシ  

ョンしたHEK293細胞（Mock細胞）と比  

較することで、rOATlによる輸送活性を  

評価した。rOCT2／pSPORTlよりcRNAを  

作製し、アフリカツメガエルの卵母細胞に  

マイクロインジェクションした。18℃で3  

日間培養後、室温でその取込みを検討した。  
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図2 ラット腎スライスヘのM17055の取  

込みに対する各種阻害剤の影響  図1t14cIM17055の化学構造式（＊標識  

部位）  
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したがって、M17055の腎取込みの一部に  

は有機アニオン輸送系が寄与していること  

が示唆された。   

また、有機カチオン性の化合物である  

tetraethylarnmOnium（TEA）、Cimetidineによ  

る阻害効果には雌雄で差が認められ、雄性  

ラットの方が雌性に比べ、強く阻害を受け  

た。ラットの尿細管上皮細胞の基底膜に発  

現する主なカチオン輸送系にはrOCTlと  

rOCT2 が知られており、そのうち rOCT2  

は雄性ラットにおいて雌性ラットに比べ有  

意に強く発現していることが報告されてい  

る（4）。そのため、M17055 の腎取込みには  

rOCT2が関与する可能性が考えられた。   

次にM17055のラット腎スライスヘの取  

込みに対する速度論解析を行った。雌雄共  

にM17055の取込みは濃度依存的に飽和性  

を示し、ミカエリス定数（Km）および最  

大速度（Vmax）は、11いM（Kml）、1．4  

mM（Km2）および32pmol／10min／mgkidney  

（Vmaxl）、1，5nmol／10min／mgkidney（Vmax2）  

（以上、雄性）、3．7LIM（Kml）、7．OmM（Km2）  

および16pmol／10min／mgkidney（Vmaxl）、  

5．9nmol／10min／mgkidney（Vmax2）（以上、  

雌性）となった。固有の取込み活性の指標  

と な る Vmax／Km は 雄 性 で  

Vmaxl／Kml：Vrnax2／Km2＝3：1となり、高親  

和性の輸送系の寄与が大きいことが分かる。  

さ ら に、 雌 性 で も Vmaxl／Kml：  

Vrnax2／Km2＝5：1となり、やはり高親和性  

の輸送系の寄与が大きいと言える。   

M17055の腎取込みに寄与することが示  

唆されたトランスポーターのうち rOATl  

と rOCT2 について、発現系を用いてその  

輸送活性を評価した。   

rOATlをトランスフェクションした  

HEK293細胞へのM17055の取込みは経時  

的に増加し、Mock細胞に比べて有意な取  

込み活性を示した（図3）。取込みが直線  

的に増加する時間である2分を初期取込み  

時間と設定した。また、ラット腎スライス  

での阻害効果の検討と同濃度の阻害剤を用  

いてその阻害効果を検討した。PAH によ  

る阻害効果は顕著であり、Mock細胞と同  

程度までM17055の輸送は阻害された。一  

方、PCGによる阻害効果は観察されなかっ  

た。この結果により、M17055はrOATlを  

介して腎に取り込まれ、その寄与は全体の  

取込みの多くとも20％程度であると見積も  

ることができる。さらに、当初の期待通り、  

PCGはrOATlによる輸送を阻害せず、腎  

スライスにおける PCG による阻害効果は  

rOAT3 を含むrOATl以外の輸送系の寄与  

の可能性を支持すると言える。   

Temperature：370C  
【14C】M17055：5．711M  
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図3  rOATl／HEK293へのM17055の取  

込みの時間推移と各種阻害剤の影響   

取  代表的なループ利尿薬である furosemide  

は腎尿細管で分泌を受けると考えられてい  

る。ウサギにおいてはfurosemideの腎排？世  
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はp［Obenecidの併用投与によって大部分が  

阻害され、PAH の併用により約半分が阻  

害されることが報告されている（5）。また、  

アフリカツメガエル卵母細胞を用いた検討  

より furosemideの輸送にrOATlが一部関  

与することが示唆され、furosemideの腎排  

泄にはrOATlを含む複数の輸送機構の寄  

与が考えられている（6）。本研究において  

roATlを含む複数の輸送系の関与が示唆さ  

れたM17055はfurosemideと構造的には類  

似しないものの、前述の様な点において  

furosemide と一部類似した腎排泄機構を介  

して尿細管腔中へ分泌され、この積極的な  

腎分泌がループ性利尿薬の薬効発現にも寄  

与している可能性が考えられる。   

一方、rOCT2から作製したcRNAをマイ  

クロインジェクションしたアフリカツメガ  

エルの卵母細胞は、代表的な有機カチオン  

であるTEAを有意に取り込んだが、M17055  

に対する輸送活性は未だ検出されておらず、  

現在検討を重ねている。  
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【結論】ループ性利尿薬であるM17055は  

ラット腎スライスを用いた検討から、尿細  

管上皮細胞へ血管側から濃縮的に取り込ま  

れ、その取込み機構には少なくとも複数の  

有機アニオントランスポーターが関与する  

ことが示された。発現系を用いた検討より、  

その分子種の一つはrOATlであると考え  

られた。  
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