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研究成果の概要： 
 
医薬品の薬効・毒性への影響が大きい肝動態を決める、肝有機アニオン輸送体の種差に関する
研究を行なった。特に OATP と呼ばれるは輸送体はヒト動物とも肝臓に複数のサブタイプが発現
しており、種間の対応付けが不明であった。そこで、ヒト OATP とラット Oatp発現系、さらに両種か
らの肝細胞、ラット全身動態試験を行ない、機能的に対応する分子の同定を試みた。その結果、
β-ラクタム抗生物質については、ヒトOATP1B3とラットoatp1a4が両種間機能的に対応する分子
であることが示された。両者は遺伝子・アミノ酸配列として相同性が高くないため、動物の薬物動
態データからヒト予測を行なうためには、タンパク質構造のみならず機能解析も行なう必要性を示
し、今後の医薬品の開発・臨床適用における有用な知見を得ることが出来た。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
生理的に必須な生体分子は動物種間で共

通した分子の存在が明確な場合が多い。しか

し、薬物など生体異物の処理機構は、薬物代

謝酵素の例のように種差の存在は稀ではな

い。即ち、分子的には複数の類似タンパク質

が存在し、明確な種間対応付けが容易ではな

い。本研究は、医薬品の有効性・毒性に多大

な影響を与える肝動態に関与する肝血管側

膜に存在する有機アニオントランスポータ

ー（輸送体）に着目した。 
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スポーターOATP 分子群は、研究代表者等が従

来より着目してきたものである。 

研究代表者らは、薬物の肝動態には有機ア

ニオン輸送体が関与していることを 1980 年

代から提唱し、2000 年にはその輸送体の分子

的実体としてヒトには複数の有機アニオン

輸送体分子が存在していることを報告した

（Tamai et al., BBRC, 273: 251-260(2000)）。

OATP の最初のヒト分子の同定は、欧州の研究

グループによって 1995 年になされた。一方、

薬物動態研究では必須なラットにおいては、

1994 年に初めて oatp-1 として分子同定され

たが、それ以降複数の分子が oatp-2,3,4 と

して同定され、サブタイプの存在が示された。

各 oatp 分子を比較すると、組織分布や機能

特性など類似している点があるが一致して

おらず、それぞれが異なる特徴を持ち、各分

子を特徴付けている。 

このようにヒトとラットにおいて肝に発

現する分子が明確になることによって有機

アニオンの肝動態を分子レベルで解析する

ことが可能になってきた。しかし、ヒトとラ

ットの各 OATP 分子について、肝以外の発現

組織や基質選択性、その他の各 OATP 分子の

特性が、通常種間で対応分子となるオルトロ

グ分子判断に用いられるアミノ酸相同性の

程度と一致しない事実もまた明確になって

きた。従って、種間で対応する OATP 分子が

曖昧であり、例えばラット oatp-1 で得られ

る特徴をヒトに外挿する手段がないという

状況になった。即ち、本トランスポーター分

子のように異物解毒機能も有するような分

子は、動物で得られる現象をヒトに外挿する

上において、遺伝子やアミノ酸配列の情報で

は不十分であり、より機能的な解析に基づい

た情報による対応付けが求められる状況に

あった。そこで本研究のように、種間で機能

的に対応する輸送体分子の同定を行なう発

想にいたった。 
 
２． 研究の目的 
 
ヒトでの OATP 輸送体が関わる薬物動態を

動物動態から予測するために、ヒト－ラット

間で対応する OATP/oatp 分子の情報を得る。

得られた情報は薬物の肝動態を中心とした

薬物動態の解析・予測に用いる予定であるた

め、以下のような観点から対応付けを行なう

必要がある。 

(1) 基本的なアミノ酸配列ならびに塩基配

列の相同性 

(2) 発現組織と組織内極在性 

(3) 基質・阻害剤選択性 

(4) 発現調節機構（誘導と抑制） 

(5) 生理的役割と関連因子 

 これらの中で（１）については分子同定の

段階で終了しており、その情報は既に存在し

ており、（２）についても多くの情報がある。

しかし、（３）から（５）の課題に関しては、

存在する情報は断片的であり、また共通の研

究手法で一連の成果が出されていないため、

その対応付けは適切にはできない。 

 そこで本研究内では、上記の中でも特に活

性という点で重要な（３）に関する検討を行

なうこととした。対象としては、薬物動態に

利用される動物としてラットを選び、ヒトと

の対応の評価を試みた。 

 一方、基質によって機能的対応は変動する

可能性がこれまでの結果から推定されてい

た。そこで一定の薬物群を選択した検討が適

切であると判断される。β-ラクタム抗生物

質は多くの誘導体が存在し、その肝動態・胆

汁中移行性は多様である。さらに研究代表者

らは本薬物群の肝移行には有機アニオン輸

送体の関与を示す成果を得ている。そこでβ

-ラクタム抗生物質群を中心にヒトとラット

間での肝動態に関与する輸送体の対応付け

を具体的目的とした。 

 
３． 研究の方法 
 
ヒトとラットの肝発現OATP輸送体として以

下の分子を対象とした。 

ヒト：OATP-A (OATP1A2), -B (OATP2B1), -C 

(OATP1B1), -8 (OATP1B3) 

ラット：oatp-1 (oatp1a1), -2 (oatp1a4), -3 



 

 

(oatp1a5), -4 (oatp1b2), -9 (oatp2b1) 

 

（１）ラットおよびヒトOATP遺伝子のクロー

ニング 

1. NCBIの DNA データーベースの情報を基に

特異的なプライマーの作成した。 

2. 肝組織または培養細胞から RNA を抽出し

cDNAを合成した。 

3. RNA から合成したcDNAを基質としRT-PCR

によりｃDNAを増幅させTAクローニングを行

った。 

4.シークエンス解析によりPCRによる変異お

よび欠出の確認を行った。 

5.以降の機能解析に即した発現ベクターにサ

ブクローニングし、発現系における機能解析

に用いた。 

（２）各 OATP/oatp の機能解析 

上記でクローニングした遺伝子は、以下の

ようにヒト腎臓由来培養細胞 HEK293 細胞、

あるいはアフリカツメガエル卵母細胞に導

入し、機能測定に用いた。 

(2)-１ HEK293 細胞での安定発現系の樹立

と輸送活性評価法。 

1. 発現ベクター(pcDNA5/FRT)に遺伝子を
組み込み発現プラスミドを構築した。 

2. Lipofectamine2000 を用いて形質転換を
行い、安定発現 HEK293 株を選別した。 

3. 取り込み試験は輸送体の機能解析に通
常用いられる方法により行った。 

4. 取り込み量測定には、放射標識体あるい
は HPLC を用いて行なった。 

5. 阻害試験については、各 OATP 分子によ
って輸送される基質に対して、同時に添加し

た阻害剤候補化合物による活性低下の有無

から判断した。 

(2)-2 アフリカツメガエル卵母細胞発現

系と輸送活性評価法。  

1. 発現ベクター(pGEMHE)に対象遺伝子を
組み込み、発現プラスミドを構築した。 

2. pGEMHE ベクター上の T7 プロモーターを
利用し cRNA の合成を行い、アフリカツメガ

エル卵母細胞内へのマイクロインジェクシ

ョンし、培養によって輸送体を発現させた。 

数日培養したアフリカツメガエル卵母細胞

内への化合物の取り込みを常法により測定

した。 

(2)-3 遊離肝細胞による肝取り込みの測定   

1.ラット肝のコラゲナーゼ還流により、遊

離肝細胞を得た。 

2. 常法に従い、各試験化合物の肝細胞内取

り込みを測定した。 

(2)-4 RAF (Relative Activity Factor)法

による各OATP/oatp分子の寄与率評価。 

輸送活性を有していた輸送体の中でヒト

OATP1B3ならびにラットoatp1a4について、そ

の 選 択 的 基 質 で あ る CCK8 や

estrone3-sulfateを基準化合物として用い、

常法に従って、各輸送体の全肝取り込みに対

する寄与率を推定した。ヒトについては市販

の凍結肝細胞を用いてみかけの肝とりこみ

活性を評価した。 

 

４．研究成果 

 

多様な薬物の中で、肝細胞への取り込みが

OATP トランスポーターを介していることが

推定される医薬品に着目した。中でも胆汁中

移行性･肝動態が多様な一連の化合物として

β-ラクタム抗生物質を考えた。本抗生物質

誘導体中でも著しく胆汁中移行性が高いナ

フシリンに着目し、そのラットならびにヒト

肝細胞で関与する OATP トランスポーター分

子の同定を行った。具体的には、ヒト凍結肝

細胞、初代培養ラット肝細胞、各種ヒト OATP

ならびにラット Oatp 分子発現系を用いた in 

vitro 実験系での検討を行なった。 

その結果、ヒトにおいては OATP1A2, 

OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1 など複数の OATP

分子がナフシリン輸送に働いたが、RAF 法や

選択的阻害剤を用いた評価によっては、

OATP1B3 の寄与率が 50%以上、OATP1B1 が 25%

程度と推定された。 

一方、ラットについては Oatp1a1, 1a4, 1b2

が肝細胞で働いており、同じく RAF 法を用い

た解析では oatp1a4 が 90%程度の寄与を有し

ていることが推定された。 



 

 

さらに、ラットにおいては in vivo での体

内動態解析を行なった。選択性のある阻害剤

としてリファンピンを用いた。リファンピン

は Oatp1a4を高親和性で阻害するためナフシ

リンと併用投与により選択的に Oatp1a4活性

が阻害される条件を見出した。その結果、ナ

フシリンの肝動態は、リファンピンにより大

きく変動した。特に、肝固有クリアランスの

低下は大きく、この現象は Oatp1a4 がナフシ

リンの体内動態に大きく寄与することを裏

付けるものであった。 

以上より、ヒト OATP1B3 とラット Oatp1a4

がナフシリン動態に最も寄与が大きいヒト

およびラット分子であることが示された。 

そこでこの対応性についての一般化のた

めに、他のβ-ラクタム抗生物質への応用性

について考えた。ナフシリン以外に胆汁中排

泄率の異なる１０種類程度のβ-ラクタム抗

生物質について輸送性を測定した。その結果、

一部を除いてヒト OATP1B3 とラット Oatp1a4

によって輸送され、その輸送効率のランクオ

ーダーは、両トランスポーターで一致するも

のであった。 

 アミノ酸配列的にはラットOatp1a4とヒト

OATP1B3は高くなく、種間での対応付けのた

めには輸送体の構造のみならず機能的側面

の解析を含める必要のあることが明らかに

なった。 

 このような種間対応付けは一連の化合物

ごとに一定の傾向が示されると考えられ、今

後の肝動態の種差を克服するためには、輸送

体分子の対応付けを機能的側面からも行な

う必要性を示すことに成功した。これらの成

果は今後の医薬品開発に活用できる情報に

なると期待できるものである。 
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