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略語 

 

AUC area under the concentration-time curve 

BCECF-AM 2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein acetoxymetyl  

CHO Chinese hamster ovary 

Ckidney concentration in the kidney at 120 min 

Cmax,u maximum unbound concentration 

CLR,kidney secretory clearance with respect to concentration in the kidney 

CLR,plasma renal clearance with respect to the plasma concentration 

CLtot total body clearance 

Cp,ave the mean value of plasma concentrations at 90 and 120 min 

CR clearance ratio 

DDI drug-drug interaction 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 

DPP-4 dipeptidyl peptidase-4 

EMA European Medicines Agency 

FDA US Food and Drug Administration 

fp fraction unbound in plasma 

Furine fractional urinary ratio 

GFR glomerular filtration rate 

HEK human embryonic kidney 

HEK293 human embryonic kidney 293 

IC50 half-inhibitory concentrations 

IVIVC in vitro-in vivo correlation 

KO knockout 

Kp,kidney apparent kidney-to-plasma concentration ratio 

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

MATE multidrug and toxin extrusion 

MDCK Madin-Darby canine kidney 

MHLW Ministry of Health, Labor and Welfare 

MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridinium 

NH4Cl ammonium chloride 

OAT organic anion transporter 

OCT organic cation transporter 

PET positron emission tomography 

PYR pyrimethamine 
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UR uptake ratio 

Vurine,ave urinary excretion rate from 90 to 120 min 

WT wild type 
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序論 

 

薬物間相互作用とは，ある薬物の効果/副作用が，同時期に併用される別の薬物によ

って増強/減弱する現象である。特に，薬物の血中・組織中濃度の変動が起きる薬物動態

学的相互作用は，代謝酵素やトランスポーター等の薬物動態の制御に関わる分子の基質

認識性が薬効群を超えて極めて広範であることから，多様な薬物の組み合わせによる相

互作用が臨床上見られると共に，薬物の薬理学的特性から相互作用リスクを予見しづら

い特徴がある。したがって，薬物療法の有効性・安全性を確保するためには，薬物間相

互作用の分子機序を理解した上で，定量的な相互作用リスクを予測し，臨床における適

切な処方設計を立案することが求められる。 

腎臓は，肝臓と並び薬物排泄を担う主要な器官の一つである。2010 年の売り上げ

Top200 医薬品のうち 32%は未変化体として尿中に排泄されることが報告されている 

（Morrissey et al., 2013）。さらに，肝臓など別の臓器で生成した代謝物が最終的には尿

中に排泄される場合も併せて考慮すると腎臓の果たす役割は大きい。腎臓を介した薬物

のクリアランスは，糸球体濾過に加え，尿細管上皮細胞に発現する多様なトランスポー

ターを介した能動的な分泌や再吸収によって決定される。糸球体濾過は，血漿タンパク

質に非結合形の薬物のみを尿へと排泄する。一方，尿細管上皮細胞では，OAT（organic 

anion transporter; 有機アニオントランスポーター），OCT（organic cation transporter; 有機

カチオントランスポーター），MATE（multidrug and toxin extrusion; 多剤排出トランスポ

ーター）ファミリーに属する複数種のトランスポーターが，血管側から基質薬物を取り

込み，尿細管側へ分泌する役割を果たしている。 

 

Figure 1  Uptake and efflux transporters in kidney proximal tubules. 

Figure from Hillgren et al. (2013) 
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これら腎トランスポーター群の輸送能が，遺伝的素因や併用薬物の影響により低下

する時，基質薬物の尿排泄が低下し，血中濃度が上昇し，副作用の発現リスクが増加す

る臨床事例が知られている。したがって，薬物間相互作用における腎トランスポーター

の役割を理解することは，薬物療法の最適化や副作用の回避に不可欠である。それ故，

現在製薬会社では，薬物相互作用に関するレギュラトリーガイドラインに従い，全ての

開発化合物について，薬物動態学的相互作用の可能性を機序別に定量的に評価し，医薬

品添付文章等で適切に医療関係者に情報提供しなければならないとされている。  

MATE ファミリートランスポーターは，Na+や H+の細胞内外の濃度勾配を利用して

様々な基質化合物を細胞内から細胞外へと排泄する。ヒトでは，hMATE1 （SLC47A1）

が 2005 年に同定され，肝臓の胆管側膜と腎臓の近位尿細管上皮細胞の頂端膜側に局在

し，H+との対向輸送で様々な基質化合物を輸送することが知られている。hMATE1 は主

に有機カチオン類を輸送するが，他にもセフェム系抗生物質（cephalexin 等）のような

両性イオンや，estrone-3-sulfateといったアニオン性化合物などを幅広く基質として認識

する。臨床では，hMATE1 が糖尿病治療薬 metformin やプラチナ系抗がん剤 cisplatin 等

の尿細管分泌に関与し，その機能変動が副作用発現を変動させる可能性が報告されてい

る。hMATE1の in vitro機能評価には，HEK293細胞，CHO細胞，MDCK細胞等の不死

化細胞株に hMATE1 遺伝子を発現させた強制発現系やそれらの細胞膜ベシクルが用い

られてきた。hMATE1 による基質の排泄輸送を観察するには，基質をまず細胞内に

preloadする必要があり，実験技術的に困難な点が課題である。一方で，hMATE1 による

輸送は輸送駆動力の勾配の向きに対応して双方向性を示すことから，生理的条件とは逆

向きの H+勾配（細胞外＜細胞内）を人工的に作り出し，基質の細胞内への取り込みを

観察する実験系も報告されている。本実験系は細胞外に基質を加えるのみで簡便であり，

スクリーニングに適していると考えられる。実際，レギュラトリーガイドラインに記載

されている hMATE1 を介した相互作用リスクの評価においても，取り込み試験系の活

用が例示されている。しかしながら，生理的な hMATE1 の排泄方向の輸送とは逆向き

の輸送方向で評価した基質の輸送能力や阻害強度が，生理的な hMATE1 の輸送機能を

反映しているかについては，これまで系統的な妥当性の評価がされてこなかった。 

そこで，本研究では hMATE1 を介した薬物間相互作用リスクを取り込み方向で評価

することの妥当性を，①阻害薬のトランスポーター阻害強度，②基質認識性および輸送

能力の 2つの側面から複数の化合物を用いて検証した。 

以下，得られた結果を 2章にわたり論述する。 
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第 1章 

 

ヒト hMATE1 試験系の輸送方向の相違が 

阻害薬の阻害強度評価に与える影響に関する検討  
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第 1節 緒言 

ヒト腎臓の近位尿細管上皮細胞の頂端膜には，hMATE1（SLC47A1）と hMATE2-K

（SLC47A2）が発現し，H+との対向輸送により，基質化合物を尿細管腔側へ分泌する

（Yonezawa and Inui, 2011a; Motohashi and Inui, 2013）。MPP+（1-methyl-4-phenylpyridinium）

と metformin は典型的な基質であり，他にもこれまでの先行研究により，creatinine など

の内因性代謝物を含む様々な化合物が hMATE1 および hMATE2-K の基質として特定さ

れている（Terada and Inui, 2008）。hMATE1と hMATE2-Kの基質認識性は重複すること

が知られている一方で，hMATE2-Kのヒト腎皮質でのタンパク質発現量は定量下限以下

であるという報告もあることから，hMATE1 が腎臓での主要な MATE アイソフォーム

であると考えられる（Prasad et al., 2016）。hMATE1 が介在する薬物間相互作用では，

hMATE1 の基質である薬物の腎臓からの排泄遅延により（Ivanyuk et al., 2017），これま

でにいくつかの臨床事例が報告されているように，その血中動態（Tsuda et al., 2009; 

Kusuhara et al., 2011; Ito et al., 2012）や，腎毒性（Yonezawa and Inui, 2011b; Li et al., 2013)，

薬理効果（Becker et al., 2009; Stocker et al., 2013）に変化を引き起こす可能性がある。腎

機能のバイオマーカーとして頻繁に使用される血清 creatinine 値が hMATE1 による尿細

管分泌を阻害することにより，可逆的に増加するとの報告（Chu et al., 2016; Nakada et al., 

2019）等，hMATE1の薬物間相互作用における重要性の認知度の高まりから，規制当局

は近年，薬物相互作用研究のガイドラインを改訂し，製薬会社はすべての新規医薬品候

補化合物について，hMATE1 に対する阻害を定量的に評価することが義務付けられた

（US Food and Drug Administration (FDA), 2019;, Ministry of Health, Labor and Welfare 

(MHLW), 2018;, European Medicines Agency (EMA), 2012）。 

開発化合物の hMATE1阻害強度評価には，hMATE1を強制発現させた細胞への in vitro

典型的基質の取り込み阻害を評価する方法が最も簡便で一般的に用いられている。この

方法は，in vitro の取り込み方向への輸送に対する阻害強度が生理的な hMATE1 の排泄

方向への輸送に対する阻害強度と同一であると仮定し行われているものである。これま

でに，H+による hMATE1 の阻害強度が輸送の方向性に依存せず同じであることは示さ

れているが（Dangprapai and Wright, 2011），H+以外の化合物でも輸送の方向に依存せず

阻害薬の強度が同一であるのかの検証はされてこなかった。 

そこで本章では，hMATE1 の阻害薬の阻害強度を定量的に評価するための手法とし

て，新たに排泄方向の基質輸送に対する hMATE1 阻害薬の阻害定数（IC50）の算出法を

開発すると共に，その手法を用いて 12 種類の既知の hMATE1阻害薬の IC50値が，取り
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込み方向と排泄方向で異なるかについて検証した。 

 

 

Figure 2  Uptake inhibition and efflux inhibition methods 

 

 

第 2節 Efflux 阻害試験法の構築 

hMATE1 による輸送は駆動力である H+の勾配に依存して双方向性を示すことから， 

Dangprapaiらの先行研究を参考に，NH4Cl を含む buffer の添加のタイミングを変化させ

ることで，細胞内外の H+勾配を人工的に操作し，基質の輸送の方向性をコントロール

することとした。蛍光標識された細胞内 pH指示薬の BCECF-AMを pH 7.4 の条件下 30

分間 hMATE1発現 HEK293 細胞に preload し，濃度の異なる NH4Cl を含む efflux solution

に置換したところ，すべての NH4Cl 濃度条件で細胞内 pHは 8.0付近のアルカリ性へ傾

いた（Figure 3A）。pH8.0 以上の正確な pHについては，用いた BCECF-AM の検量線の

範囲外となり，決定することはできなかった (Figure 3B)。20 mM NH4Cl群では，細胞

内 pHのアルカリ化は 10 分程度持続され，その後徐々に元の pHに戻った。NH4Cl を含

まない buffer に再置換すると NH4Cl 濃度依存的に細胞内 pHは減少した。20 mM NH4Cl

群では，細胞内の pH は 6.5 で数分間維持されており，uptake 阻害試験で用いられるイ

ンキュベーション時間が 1分であることを考慮すると，十分に細胞内の酸性化が保たれ

ている時間であることが確かめられた。 
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Figure 3  (A) The effect of various concentration of NH4Cl on intracellular pH in hMATE1-

expressing HEK293 cells. (B) Correlation between intracellular pH and ratio of fluorescence intensity 

of BCECF at 488 and 460 nm. Intracellular pH was calibrated using standardized pH buffers (pH 6.0 

– 8.0, closed circle) containing 10 μM nigericin. Data from pH 8.2 and 8.5 buffers (open circle) was 

not included due to a limitation of the method. Each point represents the mean value ± S.D. (n = 3). 

 

本研究に用いる基質には，hMATE1 の in vitro 研究で最も使用されている典型的基質

である MPP+と実臨床で用いられる hMATE1 基質でもある metformin を選択した。これ

ら 2つの基質について，uptake 試験においては，用いる基質の違いによって IC50の差は

認められないことは先行研究で示されている（Lechner et al., 2016; Martínez-Guerrero et 

al., 2016）。これら 2つの基質を用い，hMATE1 依存的 efflux の時間依存性，濃度依存性

を評価した。Figure 4 に hMATE1 発現細胞と対照細胞における MPP+と metformin の時

間依存的細胞内基質濃度の推移を示す。基質を 10 分間 preload 後，20 mM の NH4Cl を

含む efflux solution に置換することで efflux を開始させ，細胞内に残存する基質量を測

定した。細胞内総基質濃度の算出は，Gillen and Forbush（1999）の報告に従い，1 mg タ

ンパク質あたりの HEK 293 細胞の細胞容積を 6.5 μL として決定した。Efflux 開始時の

細胞内濃度を 100%とし，インキュベーション時間に応じた細胞内濃度の減少をプロッ

A 

B 
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トした。細胞内基質の減少は対照細胞では観察されず，hMATE1発現細胞でのみ観察さ

れた。細胞内からの基質の流出は速く，細胞内基質の減少が片対数グラフにおいて直線

となるインキュベーション時間を設定することは困難であった。この現象は特に，MPP+

を基質に用いた場合に顕著であった。予備検討において，その後の IC50値算出のための

最短のインキュベーション時間の検討を行ったが，MPP+または metforminの変化量に対

して，実験的なバラつきの影響が無視できず，0.25 分未満のインキュベーション時間で

IC50値を決定することは現実的ではなかった。したがって，両方のプローブ基質に対す

るさらなる efflux 試験においては，最小限実行可能なインキュベーション時間として

0.25分を設定した。 

 

Figure 4  Time profiles of intracellular [3H]MPP+ (A) and [3H]metformin (B) in hMATE1-

expressing HEK293 cells. After preloading [3H]MPP+ (0.01 mM) and [3H]metformin (0.1 mM) for 

10 minutes, efflux was initiated in 20 mM NH4Cl buffer at pH 7.4, and the remaining concentrations 

of substrates in the cells were measured. Each point represents the mean value ± S.D. (n = 3). 

 

次に，今回構築した efflux 試験系のバリデーションの一環として，基質濃度依存的な

efflux の飽和を検証した（Figure 5）。hMATE1 発現 HEK293 細胞における MPP+と

metformin の efflux クリアランスは，細胞内総基質濃度の増加に伴って減少し，見かけ

の Km 値は MPP+では 10-100 μM，metformin では 100-1000 μM であった。これらの値は

当研究室の Lechner が uptake 試験で算出した Km 値と矛盾しない値であった（47.6 μM 

for MPP+ および 208 μM for metformin）。Efflux 阻害試験時の NH4Cl を含む efflux solution

への置換直後の hMATE1 発現 HEK293 細胞内の基質濃度が，uptake 阻害試験時に用い

る基質薬液濃度と同等（1 μM for MPP+および 10 μM for metformin）となるよう，efflux

阻害試験時に用いる基質の preload 薬液の濃度を 0.05 μM（MPP+）および 0.75 μM

（metformin）に設定した。 
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Figure 5  Concentration-dependent efflux of [3H]MPP+ (A) and [3H]metformin (B).  

Efflux of [3H]MPP+ (nominal concentrations: 0.05, 0.5, 5, 15 μM) and [3H]metformin (nominal 

concentrations: 0.75, 7.5, 37.5, 75 μM) were determined in hMATE1-expressing HEK 293 cells 

(closed circles) and Mock-HEK293 cells (closed squares) for 0.25 min. Intracellular concentrations of 

substrates were determined by assuming that the cellular volume per milligram protein as 6.5 μL 

[Gillen et al., 1999]. Each point represents the mean value ± S.D. (n = 3). 

 

第 3節 Uptake阻害試験および efflux 阻害試験で算出された IC50値の比較 

当研究所の Lechner が既に報告した pyrimethamine, cimetidine, trimethoprim, quinidine, 

ondansetron, famotidine の IC50値に加え，metformin との間で臨床薬物間相互作用を引き

起こすことが報告されている dolutegravir, vandetanib, cephalexin, ranolazine, lansoprazole

と cobicistatについて，MPP+および metformin をプローブ基質とした IC50値を uptake 阻

害試験により追加取得した（Figure 6, 7 and Table 1）。 
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Figure 6  Inhibitory effects of various compounds on the uptake of [3H]MPP+. 

Uptake of [3H]MPP+ (1 μM, 1 min) was determined in the absence and presence of indicated inhibitors 

at pH 7.4 in 20 mM NH4Cl pre-pulse condition. Each point represents the mean value ± S.E. (n = 3). 

 

 

Figure 7  Inhibitory effects of various compounds on the uptake of [14C]metformin. 

Uptake of [14C]metformin (10 μM, 1 min) was determined in the absence and presence of indicated 

inhibitors at pH 7.4 in 20 mM NH4Cl pre-pulse condition. Each point represents the mean value ± S.E. 

(n = 3). 
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Efflux 阻害試験においては，12 化合物について MPP+および metformin をプローブ基

質とした IC50値を取得した（Figure 8, 9 and Table 1）。Uptake 阻害試験，efflux阻害試験

のどちらの試験の IC50 値も細胞外に添加する buffer に加えた阻害薬濃度を基準として

算出した。 

 

Figure 8  Inhibitory effects of various compounds on the efflux of [3H]MPP+. 

Efflux of [3H]MPP+ was determined in the absence and presence of indicated inhibitors in 20 mM 

NH4Cl buffer at pH 7.4 for 0.25 minutes. Each point represents the mean value ± S.E. (n = 3). 
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Figure 9  Inhibitory effects of various compounds on the efflux of [3H]metformin. 

Efflux of [3H]metformin was determined in the absence and presence of indicated inhibitors in 20 mM 

NH4Cl buffer at pH 7.4 for 0.25 minutes. Each point represents the mean value ± S.E. (n = 3). 
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Table 1  IC50 values from uptake / efflux directions 

IC50 values were estimated by nonlinear regression analysis and are given as means ± S.D (n=3) from 

one experiment. 

 

* IC50 values obtained by uptake assay were from Lechner et al. (2016). 

 

MPP+を基質として用いた場合，評価した 12の阻害薬のうち，8つの阻害薬において

は，uptake 阻害試験，efflux 試験どちらの輸送の方向性で評価された IC50値も 4 倍以内

の差であった。Cimetidine, trimethoprim, famotidine, cephalexinでは，efflux阻害試験で得

られた IC50 値が uptake 阻害試験で得られる IC50 値より大きく，その差はそれぞれ 9.9

倍，10倍，6.4 倍，3.8 倍であった。Metformin を基質として用いた場合，非常に弱い阻

害を示した cephalexinを除くすべての阻害薬の IC50値は uptake阻害試験と efflux阻害試

験で 4倍以内であった（Figure 10A and Table 1）。Uptake阻害試験では 12の阻害薬すべ

てでMPP+を基質とした場合と metformin を基質とした場合で，2.3 倍未満の同等の IC50

値となり，先行研究で示されていた通り，この 2つの基質間での基質依存的な IC50値の

差は認められなかった。一方で，efflux 阻害試験では，12 阻害薬中 10 の阻害薬で 4 倍

以内の差であったものの，MPP+を基質に用いた場合の IC50 値が大きくなる傾向が認め

られた(Figure 10B and Table 1)。 

Pyrimethamine* 0.492 ± 0.039 1.19 ± 0.061 0.313 ± 0.052 0.502 ± 0.058

Cimetidine* 4.43 ± 0.05 43.8 ± 0.13 2.56 ± 0.04 6.12 ± 0.077

Trimethoprim* 8.16 ± 0.06 84.5 ± 0.087 4.13 ± 0.09 11.3 ± 0.13

Quinidine* 6.77 ± 0.08 15.5 ± 0.094 5.82 ± 0.06 5.00 ± 0.12

Ondansetron* 0.797 ± 0.025 0.935 ± 0.15 0.436 ± 0.083 0.624 ± 0.19

Famotidine* 1.67 ± 0.03 10.7 ± 0.12 0.905 ± 0.046 3.11 ± 0.12

Dolutegravir 7.12 ± 0.085 23.8 ± 0.23 3.04 ± 0.086 9.07 ± 0.30

Vandetanib 3.36 ± 0.063 3.52 ± 0.17 2.39 ± 0.034 1.60 ± 0.13

Cephalexin 2614 ± 0.024 2110 ± 0.043

Ranolazine 88.1 ± 0.043 111 ± 0.092 48.7 ± 0.061 66.3 ± 0.31

Lansoprazole 60.1 ± 0.049 148 ± 0.22 44.0 ± 0.056 66.5 ± 0.24

Cobicistat 5.29 ± 0.087 12.2 ± 0.11 2.75 ± 0.083 5.27 ± 0.23

>10,000 >10,000

Inhibitor
IC50 (μM), MATE1

MPP
+ Metformin

Uptake Efflux Uptake Efflux
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Figure 10  Comparison of IC50 values from the uptake and efflux direction using MPP+ and 

metformin as probe substrates. 

IC50 values were determined by nonlinear regression analysis and compared between different 

transport directions [uptake and efflux (A)] and different substrates [MPP+ and metformin (B)]. IC50 

values of cephalexin in the efflux direction were not plotted because there was no observed inhibition 

at the highest concentration (10 mM). The black line represents the line of unity, and the dotted lines 

represent 4-fold errors.  

 

第 4節 In vitro-in vivo correlation (IVIVC) の検証 

次に，規制当局が薬物相互作用ガイドライン中で hMATE1 の阻害リスクを評価する

方法として推奨している血漿中蛋白非結合形濃度の最大値と IC50値の比（Cmax,u/IC50）を

指標として用い，臨床での metformin の AUC が 25%以上の上昇を併用による相互作用

有とし，最も保守的なカットオフ値 0.02 との関係を考察した。hMATE1 介在の臨床相

互作用のリスク判定は，metformin を基質として用いて取得した取り込み方向と排泄方

向の IC50の違いによって変化は認められなかった。また，famotidine を除き，すべての

阻害薬について，metformin の AUC上昇リスクを正しく予測した（Table 2 and Figure 11）。 
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Table 2  DDI risk assessment based on IC50 values from uptake/efflux directions and plasma 

unbound Cmax. 

 

 

 

Figure 11  DDI risk assessment based on IC50 values from uptake/efflux directions and plasma 

unbound Cmax. 

  

Cmax,u Metformin AUC 

 (μM)  change (%) Uptake Efflux

Pyrimethamine 10 mg 0.0507 2 0.16 0.10 Miyake (2021)

Pyrimethamine 25 mg 0.138 30 0.44 0.27 Miyake (2021)

Pyrimethamine 50 mg 0.298 35 0.95 0.59 Kusuhara (2011)

Pyrimethamine 75 mg 0.410 76 1.3 0.82 Miyake (2021)

Cimetidine 400 mg 8.21 46 3.2 1.3 Somogi (1987)

Cimetidine 400 mg 4.43 51 1.7 0.72 Wiebe (2020) 

Trimethoprim 200 mg 8.88 30 2.2 0.79 Muller (2015)

Ondansetron 8 mg 0.0471 21 0.11 0.080 Li (2016)

Famotidine 200 mg 1.00 2.7 1.1 0.32 Hibma (2016)

Dolutegravir 50 mg q24h 0.100 79 0.033 0.011 Song (2016)

Dolutegravir 50 mg q12h 0.179 145 0.059 0.020 Song (2016)

Vandetanib 800 mg 0.102 73 0.043 0.064 Johansson (2014)

Ranolazine 500 mg 1.05 39 0.022 0.016 Zach (2015)

Ranolazine 1000 mg 1.85 83 0.038 0.028 Zach (2015)

Lansoprazole 30 mg 0.088 12 0.0020 0.0013 Ding (2014)

dose

(mg)
referencesInhibitor

Cmax,u /IC50, Metfromin
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第 5節 考察 

これまで，一般的に使用されている hMATE1に対する阻害強度評価方法は，hMATE1

発現細胞へのプローブ基質の取り込み方向の輸送に対し，細胞外に添加した阻害薬の阻

害効果を検討する方法であった。しかしながら，この実験系は，生理学的な hMATE1の

排泄方向への輸送の方向性に依存せず阻害薬の IC50 値が同一であると仮定して行われ

てきたものであるため，本研究では，規制当局のガイドラインに基づく薬物相互作用リ

スク判定が，輸送の方向によって異なるのかを明らかにするため，様々な hMATE1 阻

害薬の IC50 値を取り込み方向と排泄方向の両方向で算出した。排泄方向での IC50 値算

出法として，今回我々は新たに 2つの典型的 hMATE1 基質（MPP+および metformin）を

preloadし，細胞内からの effluxを評価する efflux 阻害試験法を開発した。当初は細胞内

から排泄された基質の efflux solution中の量を評価することを目指したが，preload 薬液

の持ち越しや，preload薬液をwashする過程で漏れ出てくる量が無視できないことから，

efflux クリアランスは細胞内に残存する基質の時間―濃度プロファイルに基づいて決定

した（Figure 4）。 

細胞内に残存する基質の時間依存的な減少は，少なくとも 2 つの速度定数（速いフェ

ーズともうひとつは非常に遅いフェーズの存在を示唆）を示し，この現象は MPP+で特

に顕著であった。MPP+などの有機カチオンは，エンドソーム等の細胞内の酸性コンパ

ートメントにも分布し（Martínez-Guerrero et al., 2016），この現象はエンドソームトラッ

ピングと呼ばれる。Martinez-Guerreroによれば，エンドソームからの基質の放出は遅く，

hMATE1-CHO細胞からの MPP+の初期排泄の速度定数は，V型 H+-ATPase 阻害剤の添加

によるエンドソームトラッピングの破壊に関係なく変化しなかった。したがって，速い

フェーズが細胞の浅いコンパートメントからの細胞膜を介する排泄を表すと仮定し，さ

らなる efflux 阻害試験の最小の実行可能なインキュベーション時間を 0.25 分と設定し

た。 

 

本研究では，hMATE1 基質（MPP+および metformin）の IC50値の輸送の方向性および

基質依存性について，uptake 阻害試験と efflux 試験で得られた IC50値を比較し（Figure 

10A），MPP+と metformin 間で IC50値の基質依存性を比較した（Figure 10B）。排泄方向

の評価で MPP+と metformin が基質依存的に異なる IC50値を示すメカニズムはまだ完全

には理解されていない。この研究において，efflux 阻害試験は慎重に設計し実施可能な

最小のインキュベーション時間として 0.25 分を設定したものの，細胞外へ添加した阻

害薬が細胞内から hMATE1 と相互作用する可能性，または細胞内結合またはエンドソ

ームトラッピングを阻害する可能性を完全に排除することはできない。取り込み方向と

排泄方向で 4 倍以上の IC50 値の差を示した cimetidine, tripmethoprim, famotidine, 

cephalexin の血漿中非結合形分率はそれぞれ 86%，60%， 81%，86%と他の阻害薬より

比較的高く，また cimetidine, trimethoprim, cephalexin については，hMATE1 の阻害薬で



20 

 

あると同時に基質であることも報告されている（Ito et al., 2010 ; Kito et al., 2019 ; Tanihara 

et al., 2007）。Efflux クリアランスは細胞内の全 MPP+濃度として計算されるため，この

パラメータは理論的には固有の排泄クリアランスと細胞内非結合形分率から成る。

hMATE1 の排泄方向への輸送を促進する H+勾配（細胞外＜細胞内）条件下においても，

これらの阻害薬が濃度勾配に依存した受動拡散に加えて hMATE1 によって細胞内に取

り込まれ，非結合形として多く存在することで，hMATE1 の阻害に加え，MPP+の細胞内

結合やエンドソームトラッピングに影響を与え，細胞内の非結合形 MPP＋濃度を変化さ

せる可能性が考えられた。この事実は，非極性細胞をホスト細胞として接着培養で評価

する限り，細胞外からの阻害と細胞内からの阻害を完全に分離して評価することの困難

さを示している。しかしながら，創薬開発においては，患者に対するリスクを軽減する

ために薬物間相互作用を評価する際には，保守的なアプローチを好む観点から，in vitro

プローブ基質として metformin を使用した取り込み方向での阻害強度評価が，hMATE1

の阻害薬としての開発化合物の IC50 値を決定するための妥当な条件であると考えられ

た。 

 

今回我々は，metformin を基質として用いた阻害試験で得られた IC50 値に基づく

hMATE1 介在の臨床薬物間相互作用リスク判定に取り込み方向と排泄方向で変化が無

かったことを示した。また，famotidine を除き，最新の規制当局のガイドラインのカッ

トオフ式（Cmax,u/IC50>0.02）に基づいたリスク判定においてはすべての阻害薬について

metformin の AUC 上昇リスクを正しく予測した。Famotidine の Cmax,u/IC50値は，取り込

み方向で 1.1，排泄方向で 0.32であり，これらはどちらも規制カットオフの 0.02を上回

るにもかかわらず，famotidine はむしろ metformin の腎クリアランスを増加させること

が報告されている。これらは，famotidine が hMATE1 阻害以外にも，例えば尿 pH を変

化させ，metformin の再吸収を阻害することが原因であると考えられた（Hibma et al., 

2016）。Pyrimethamine 10 mg 投与時の Cmax,u/IC50値は，取り込み方向で 0.16，排泄方向で

0.10であるにもかかわらず，metformin の AUC上昇が認められていない。しかし，腎ク

リアランスにおいては，pyrimethamine 10 mg の効果が認められ，半減期も遅延すること

が知られている（Miyake et al., 2021）。被相互作用薬（victim drug）における hMATE1の

機能変動の影響を血漿中の濃度推移変化のみで評価することの限界については，第 2章

で引き続き考察する。阻害薬の血漿中の非結合形濃度を，本来 hMATE1 との作用部位

である近位尿細管中または腎臓内濃度の非結合形濃度のサロゲートとして使用するこ

とは，相互作用薬（perpetrator drug）としてのリスク評価において，機能しているよう

に思われる。例えば，metformin 腎クリアランスへの pyrimethamine の効果の定量解析で

は，pyrimethamineの血漿中濃度で定義される見かけの in vivo IC50値を算出可能であり，

対応する in vitro IC50値と比較することができる（Miyake et al., 2021）。しかしながら，

より正確な予測のためには（特にトランスポーターが関与して，腎臓近位尿細管上皮細
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胞内に阻害薬を積極的に濃縮したり，除去する場合など），腎臓での hMATE1 阻害薬の

臨床的に意義のある非結合形濃度を推定することは，依然として課題である。 

 

MPP+と metforminの efflux クリアランスは uptake 試験と同じ 20 mM NH4Cl を用いて

いるにもかかわらず，取り込みクリアランスに比べて 4倍から 6.5 倍小さかった（MPP+：

20 vs 130 µL/min/mg protein，metformin：14 vs 55 µL/min/mg protein）。Efflux クリアラン

スは，細胞内の総基質濃度に基づいて算出されるため，異なる非結合形の細胞内濃度が

この不一致の原因である可能性がある。さらに，細胞の外部と内部の H+濃度の差が根

本的なメカニズムのひとつであると推測する。20 mMの NH4Cl を含む efflux solution に

置換すると，初期の細胞内 pHが 7.0だった場合，細胞内 pHは 8.0 に上昇するという予

備検討実験（data not shown）を考慮すると，初期の細胞内 pHが 7.4だった efflux試験

での細胞内 pH は約 8.4 と推定されるが，今回用いた細胞内 pH 指示薬の検量線の限界

により 8.0 以上の pH は測定できなかった。理論的には，efflux 阻害試験の場合，efflux 

solution（pH=7.4）の H+濃度は 40 nM であり，細胞内では 4-10 nM（細胞内 pHが 8.0-8.4

と仮定）である。一方，uptake 阻害試験の H+濃度は細胞内が 400 nM（pH6.4），細胞外

へ添加する buffer（pH7.4）中で 40 nM である。両アッセイでの細胞外と細胞内の H+濃

度の絶対値はほぼ 10 倍異なる。これは uptake と efflux の初期速度の持続時間に影響を

与え，現在の条件下での efflux クリアランスの過小評価を引き起こした可能性が考えら

れる。 

 

本研究では，取り込み方向と排泄方向の両方で 12の hMATE1阻害薬の IC50値を比較

し，生理学的な hMATE1の輸送の方向性とは逆向きの uptake阻害試験から得られる IC50

値は，metformin を in vitro プローブ基質として使用する限り，efflux 阻害試験から得ら

れた IC50値と同等の IC50値を示すこと，さらに，算出した IC50値は最新の規制当局のガ

イドラインに従った Cmax,u/IC50＞0.02 のカットオフアプローチで，hMATE1 に起因する

metfromin の臨床的な薬物間相互作用による AUC 上昇のリスクを正しく判定すること

を確かめた。より生理学的に関連性のある IC50値の算出のためには，細胞外からの阻害，

細胞内からの阻害を別々に評価することが可能な新たな in vitro 評価系の開発が望まれ

る。しかしながら，新規医薬品開発においては，患者に対するリスクを軽減するために

false-negative を避けなければならない点を考慮すると，metformin を基質として用いる

取り込み方向での阻害試験は，hMATE1 の阻害薬としての新規開発化合物の IC50値を決

定するため適切な条件であると考えられた。 
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第 2章 

 

マウス mMate1試験系の輸送方向の相違が 

基質認識性の評価に与える影響に関する検討 
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第 1節 緒言 

腎クリアランスは糸球体濾過に加え，近位尿細管細胞に発現する多様なトランスポー

ターを介した能動的な分泌や再吸収で構成される。分泌クリアランスは，再吸収がない

と仮定すると，腎クリアランスから糸球体濾過率（Glomerular filtration ratio : GFR）と血

漿中非結合形分率（fp）の積を引くことで推定できる。クリアランス比（Clearance ratio: 

CR）は，腎クリアランスを fpと GFR の積で除することで定義され，CR が 1 より大き

い場合，尿排泄への能動的な分泌の関与を示唆している。腎臓近位尿細管上皮細胞の頂

端膜に発現し H+との対向輸送で様々な異物を基質として分泌する hMATE1 および

hMATE2-K に起因する薬物間相互作用では，第 1 章で述べた通り，metformin 等の

hMATE1/2-K基質に対して hMATE1/2-K阻害薬が併用されることで，基質薬物の腎クリ

アランスが減少する。体内からの薬物の消失が遅延し，血漿中および組織中の薬物濃度

が高まると，薬効や毒性に変化があるため，創薬開発においては，相互作用薬（perpetrator 

drug）としてのリスク評価に加え，被相互作用薬（victim drug）としてのリスク評価も

重要である。規制当局からの最新の薬物相互作用ガイドラインでは，開発化合物の腎分

泌のクリアランスが全クリアランスの 25%を超える場合と，腎障害の懸念がある場合に

は，新規開発化合物が腎トランスポーターの基質であることを評価することが求められ

る。一般的に，開発化合物が hMATE1および hMATE2-Kの基質になることの in vitro評

価にも人工的な逆向きの H+勾配下，すなわち生理学的な輸送の方向とは逆向きの取り

込み方向での評価が用いられてきた。しかしながら，基質認識性が輸送の方向性の違い

によって同一であるかどうかの体系的な検討は行われていない。 

さらに，hMATE1/2-Kの介在する腎分泌の in vitro-in vivo correlation（IVIVC）評価に

も懸念がある。Extended clearance concept（Yoshida et al., 2013; Varma et al., 2015）に基づ

くと，腎分泌クリアランスは本来であれば，腎臓内の薬物濃度に基づいた腎分泌固有ク

リアランス（CLR,kidney）で定義され，通常の臨床試験で得られる血漿中濃度に基づいた

腎クリアランス（CLR,plasma）ではない。hMATE1/2-K活性はこの CLR, kidneyと関連する可

能性がある。しかし，ヒト臨床試験では薬物の腎臓内濃度を求めることは困難である。

さらに，遺伝薬理学または臨床薬物学的相互作用研究において，腎分泌における

hMATE1/2-K の関与を明らかにした情報は metformin（Nies et al., 2016），N-methyl 

nicotinamide（Ito et al., 2012），および gefapixant（Nussbaum et al., 2022）等に限られる。

したがって，本研究では，hMATE1 のオルソログであるマウス mMate1 に着目した。マ

ウスには mMate1 と mMate2の 2つのアイソフォームがあるが，近位尿細管の頂端膜に

発現するのは mMate1 のみである（Otsuka et al., 2005）。また，mMate1 ノックアウトマ

ウスは，薬物の in vivo 薬物動態における mMate1 の寄与の研究に利用可能であり，

metformin の排泄は mMate1 ノックアウトマウスで顕著に低下することが知られている

（Tsuda et.al., 2009）。 

そこで本章では，9種類のカチオン性化合物を用い，ヒト hMATE1 のマウスオルソロ
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グであるmMate1を強制発現させた HEK293細胞への取り込み活性とmMate1ノックア

ウトマウスでの腎分泌を野生型マウスでの結果と比較することで，in vitro（取り込み方

向）と in vivo（排泄方向）の基質認識について，輸送の方向性が影響するのかを定性的・

定量的に評価した。 
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第 2節 in vitro uptake 試験 

mMate1発現 HEK293 細胞への 9種類のカチオン性化合物の時間依存的な取り込みと

mMate1を完全に阻害する 100 µMの pyrimethamine存在下での取り込みを対照細胞への

取り込みと比較した（Figure 12）。 

 

Figure 12  Time-dependent uptake of cationic compounds in mMate1-expressing HEK293 

cells. Uptake of 0.3 µM of cationic compounds (almotriptan, naratriptan, talinolol, sumatriptan, 

alogliptin, sitagliptin, rivaroxaban, saxagliptin, and vildagliptin) and the effect of mMate1 inhibitor 

pyrimethamine (100 µM) were determined at pH 7.4 in mMate1-expressing (●，〇) and mock vector-

transfected (■ , □ ) HEK293 cells after intracellular pre-acidification with 20 mM ammonium 

chloride (NH4Cl). Each bar represents the mean ± S.D. (n =3). Statistical analysis was conducted using 

one-way ANOVA with Dunnett’s post-test. *p < 0.05 
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Alomotriptan, naratriptan, talinolol, sumatriptan, alogliptin, sitagliptin の mMate1 発現細胞

への取り込みは，対照細胞に比較して有意に高く，またその取り込みは mMate1 阻害薬

pyrimethamine の添加によって消失した。実施可能な最小のインキュベーション時間と

して 0.25 分を設定して mMate1 発現細胞と対照細胞への初期取り込みを追加取得し，

規制当局のガイドラインでの記載に従い，発現細胞と対照細胞への取り込み比 （uptake 

ratio: UR）が 2 以上であった上記の 6 化合物を in vitro の取り込み方向の輸送に基づく

基質と判定した （Figure 13 and Table 3）。 

 

Figure 13  Initial uptake of cationic compounds in mMate1-expressing HEK293 cells. Uptake 

of almotriptan (0.3 μM), naratriptan (0.3 μM), talinolol (1 μM), sumatriptan (0.3 μM), alogliptin (1 

μM), sitagliptin (1 μM), rivaroxaban (1 μM), saxagliptin (1 μM), and vildagliptin (1 μM) was 

determined for 0.25 min at pH 7.4 in mMate1 and mock vector-transfected HEK293 cells after 

intracellular pre-acidification with 20 mM NH4Cl. Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). 

Statistical analysis was conducted using unpaired t-test. *p <0.05. 
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Table 3  in vitro uptake clearances, net uptake and uptake ratios into mock vector-transfected 

and mMate1-expressing HEK293 cells.  

Each value represents the mean ± S.D. (n = 3) 

 

 

第 3節 mMate1ノックアウトマウスを用いた in vivo efflux 試験 

9 種類のカチオン性化合物を mMate1 ノックアウトマウスと野生型マウスに頸静脈よ

り 120 分間定速持続静注を行い，血漿中濃度，尿中排泄速度，腎臓内濃度を測定した

（Figure 14）。血漿中濃度推移は 120 分時点でもすべての化合物で定常状態に達してい

なかったため，その後の解析は 90分と 120 分における血漿中濃度の平均値である Cp,ave

を使用した。 

Almotriptan 11.2 ± 1.23 30.9 ± 0.603 19.7 2.76

Naratriptan 5.27 ± 1.18 29.1 ± 3.86 23.8 5.52

Talinolol 5.16 ± 0.183 20.6 ± 0.416 15.4 3.99

Sumatriptan 3.62 ± 1.29 18.5 ± 2.25 14.9 5.11

Alogliptin 6.19 ± 0.983 17.5 ± 2.58 11.3 2.83

Sitagliptin 4.89 ± 0.655 13.1 ± 0.987 8.21 2.68

Rivaroxaban 9.66 ± 2.09 13.7 ± 0.987 4.04 1.42

Saxaglitpin 3.15 ± 0.716 4.01 ± 0.459 0.860 1.27

Vildagliptin 2.99 ± 0.567 3.62 ± 0.311 0.630 1.21

Net uptake Uptake ratio
Uptake (µL/0.25min/mg protein)

Mock mMate1
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Figure 14  Comparison of the renal elimination of cationic compounds between mMate1 

knockout mice and wild type mice. Plasma concentrations, urinary excretion rates, and kidney 

concentrations were determined in control (〇) and mMate1 knockout mice (■) whose bladders were 

cannulated for the collection of urine. Alomotriptan (4.0 nmol/min/kg), naratriptan (4.4 nmol/min/kg), 

talinolol (2.3 nmol/min/kg), sumatriptan (5.1 nmol/min/kg), alogliptin (1.8 nmol/min/kg), sitagliptin 

(2.2 nmol/min/kg), rivaroxaban (2.3 nmol/min/kg), saxagliptin (2.4 nmol/min/kg), vildagliptin (3.2 

nmol/min/kg) was administered to male C57BL/6 mice by intravenous infusion. Blood samples were 

collected at designated times, and urine samples were collected at 30 min intervals. At the end of the 

experiment, the kidneys were removed. Each point represents the mean value, and error bars represent 

the S.D. (n= 4). Statistical analysis was conducted using unpaired t-test.  *p < 0.05 
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ノックアウトマウスの in vivoパラメータを野生型マウスと比較すると，血漿中濃度

（Cp,ave）においては，sumatriptan（40%）, talinolol（27%）の上昇が認められ，尿中排

泄速度（Vurine）は，alomotoriptan（41%）, naratriptan（28%）, talinolol（45%）, 

sumatriptan（33%）, alogliptin（30%）で減少した。腎臓中濃度（Ckidney）は naratriptan

（116%）, talinolol（123%）, sumatriptan（102%），alogliptin（37%）, saxagliptin

（103%）, sitagliptin（42%）で上昇した。以上のように，第 2節で in vitro uptake 試験

で基質と判定された 6化合物においては，血漿中濃度，尿中排泄速度，腎臓中濃度の

いずれかに変化が認められた（Table 4）。Almotriptan や naratriptan のように血漿中濃度

に変化が現れない化合物であっても，尿中排泄速度や腎臓中濃度の変化により，腎ク

リアランス （CLR, plasma, CLR, kidney）は有意に低下した。mMate1 介在の腎分泌固有クリ

アランスを表す CLR, kidneyの低下を示す化合物を in vivoの分泌方向の mMate1 基質と定

義したところ，false-positive となる例はなく，in vitro の取り込み方向で基質と判定さ

れた 6化合物はすべて in vivo基質と判定され，定性的な基質判定は一致した。一方

で，saxagliptinは in vitroと in vivoの基質判定が一致しない false-negativeの一例であっ

た。 
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Table 4  Pharmacokinetic parameters for cationic compounds in mMate1 knockout mice and 

wild type mice. Each value was determined from the data shown in Figure 14. Each value represents 

the mean ± S.D. (n = 4) Statistical analysis was conducted using Unpaired t-test. *p< 0.05. 

 

 

 

 

  

Cp,ave (nM) 28 ± 8.2 29.6 ± 1.4 68.5 ± 21 78.5 ± 6.4 15.4 ± 4.6 19.5 ± 1.8
*

Ckidney (pmol/g kidney) 97.1 ± 53.4 118 ± 16 335 ± 212 724 ± 58
* 618 ± 40 1380 ± 100

*

Vurine (nmol/min/kg) 1.48 ± 0.04 0.87 ± 0.158
* 2.35 ± 0.18 1.69 ± 0.3

* 1.01 ± 0.06 0.56 ± 0.13
*

Furine (%) 35.4 ± 3.4 21.7 ± 4
* 50.4 ± 5.6 38.3 ± 6.6

* 42.9 ± 2.6 23.9 ± 5.6
*

CLtot (mL/min/kg) 144 ± 14 135 ± 8 65.7 ± 10.8 56.8 ± 6.6 154 ± 18 121 ± 14
*

CLR, plasma (mL/min/kg) 50.8 ± 5.4 29.5 ± 6.4
* 32.9 ± 5 21.8 ± 4.4

* 65.8 ± 6.8 29.4 ± 9
*

KP,kidney (mL/g kidney) 3.18 ± 1.86 3.88 ± 0.52 4.48 ± 2.86 9.13 ± 1.58
* 36.2 ± 3 70.2 ± 10.4

*

fp 

CLR, kidney (mL/min/kg) 13.2 ± 2.0 5.29 ± 1.4
* 5.03 ± 1.8 1.25 ± 0.66

* 1.68 ± 0.15 0.347 ± 0.043*

CR 5.67 ± 0.70 3.29 ± 0.61
* 3.17 ± 0.77 2.1 ± 0.58 13.1 ± 1.1 5.84 ± 0.6*

0.64 0.74 0.36

WT Mate1(-/-)

Alomotriptan Naratriptan Talinolol

WT Mate1(-/-) WT Mate1(-/-)

Cp,ave (nM) 34.9 ± 10.4 48.8 ± 4.2
* 57.3 ± 16.8 70.8 ± 7.8

* 30.9 ± 8.8 36.9 ± 3
*

Ckidney (pmol/g kidney) 128 ± 96 259 ± 22 874 ± 248 1200 ± 40 375 ± 158 531 ± 50

Vurine (nmol/min/kg) 1.5 ± 0.18 1.01 ± 0.26
* 1.88 ± 0.18 1.32 ± 0.52 1.96 ± 0.16 1.58 ± 0.32

Furine (%) 28.2 ± 3.8 20 ± 5 105 ± 10 73.1 ± 28.4 84.7 ± 9.8 71.3 ± 14.2

CLtot (mL/min/kg) 149 ± 30 105 ± 12 31.6 ± 2.8 25.6 ± 2.4
* 71.9 ± 5.2 60.1 ± 4

*

CLR, plasma (mL/min/kg) 41.6 ± 6.8 20.7 ± 4.4
* 33.1 ± 4.4 19.1 ± 8.4

* 60.7 ± 6 43.2 ± 10.8
*

KP,kidney (mL/g kidney) 3.25 ± 2.2 5.16 ± 0.64 13.7 ± 4.2 15.3 ± 1.6 10.8 ± 3.8 13.5 ± 1.4

fp 

CLR, kidney (mL/min/kg) 9.22 ± 3.5 1.76 ± 0.7
* 1.81 ± 0.3 0.708 ± 0.4

* 4.66 ± 0.71 2.43 ± 0.81
*

CR 3.58 ± 0.9 1.78 ± 0.3
* 4.01 ± 0.5 2.32 ± 0.8

* 5.86 ± 0.74 4.17 ± 1.1
*

0.83 0.59 0.74

WT Mate1(-/-)WT Mate1(-/-) WT Mate1(-/-)

SitagliptinSumatriptan Alogliptin

Cp,ave (nM) 174 ± 48 212 ± 20 30.4 ± 8.6 36.5 ± 3.6
* 84.9 ± 23.8 100 ± 9

*

Ckidney (pmol/g kidney) 475 ± 30 416 ± 110 355 ± 54 719 ± 76
* 531 ± 172 522 ± 90

Vurine (nmol/min/kg) 0.11 ± 0.050 0.09 ± 0.05 0.941 ± 0.07 0.79 ± 0.2 0.81 ± 0.08 0.7 ± 0.19

Furine (%) 4.86 ± 1.92 3.93 ± 2.3 39.0 ± 2.6 33.1 ± 8.2 24.3 ± 2.8 21.5 ± 6

CLtot (mL/min/kg) 13.1 ± 1.00 10.8 ± 1.40 79.9 ± 10.2 66.4 ± 7.8 38.2 ± 2.2 32.5 ± 3
*

CLR, plasma (mL/min/kg) 0.648 ± 0.30 0.405 ± 0.18 31.2 ± 4.8 22 ± 6.2 9.24 ± 1 6.88 ± 1.44

KP,kidney (mL/g kidney) 2.54 ± 0.28 1.93 ± 0.58 10.8 ± 1.60 19.2 ± 4.8
* 5.81 ± 1.9 4.9 ± 1.32

fp 

CLR, kidney (mL/min/kg) -0.35 ± 0.13 -0.588 ± 0.14 1.98 ± 0.49 0.635 ± 0.33
* -0.80 ± 0.20 -1.42 ± 0.39

CR 0.42 ± 0.22 0.26 ± 0.18 3.18 ± 0.54 2.24 ± 0.66 0.67 ± 0.09 0.5 ± 0.14

0.11 0.7 0.99

WT Mate1(-/-)WT Mate1(-/-) WT Mate1(-/-)

Rivaroxaban Saxagliptin Vildagliptin
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第 4節 In vitro-in vivo correlation (IVIVC) の検証 

mMate1 ノックアウトマウスと野生型マウスの in vivo 腎クリアランス(CLR, plasma, CLR, 

kidney）の差（Figure 15A and B）と比（Figure 15C and D）を計算し，in vitroの net uptake

と uptake ratio と比較した。差の解析の R2値は 0.32（CLR, plasma, p=0.114）と 0.43（CLR, 

kidney, p=0.0555），比の解析ではR2値は 0.29（CLR, plasma, p=0.136）と 0.66（CLR, kidney, p=0.00737）

であり，CLR,kidneyの比の解析のみが統計的に有意な相関を示した（Figure 15）。 

 

Figure 15 Comparison between in vitro uptake and in vivo renal secretory elimination of 

cationic compounds. In vitro net uptake and uptake ratio were compared with the difference (A, B) 

or the ratio (C, D) either in plasma concentration-based renal clearance (CLR, plasma: A, C), or kidney 

concentration-based renal clearance (CLR, kidney: B, D) between WT and mMate1 KO mice. Closed 

squares, closed triangles and open circle represent substrates (both in vitro and in vivo), non-substrate 

(both in vitro and in vivo), false-negative substrate, respectively. 
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第 5節 マウス-ヒト間の種差の考察 

マウスとヒトとの種差比較のために，9 種類のカチオン性化合物の hMATE1 発現

HEK293 細胞への初期取り込み（0.25分）を追加検討した。Alogliptinは mMate1 発現細

胞のみ，rivaroxaban は hMATE1 発現細胞にのみ統計的に有意な取り込みを示したが 

uptake ratio の相関は非常に良かった（Figure 16，17 and Table 5）。 

 

Figure 16 Comparison of uptake ratio of cationic compounds between mMate1- and hMATE1-

expressing HEK293 cells.  Initial uptake of almotriptan (0.3 μM), naratriptan (0.3 μM), talinolol (1 

μM), sumatriptan (0.3 μM), alogliptin (1 μM), sitagliptin (1 μM), rivaroxaban (1 μM), saxagliptin (1 

μM), and vildagliptin (1 μM) was determined for 0.25 min at pH 7.4 in mMate1- , hMATE1-expressing 

HEK293 and mock vector-transfected HEK293 cells after intracellular pre-acidification with 20 mM 

NH4Cl. Uptake ratios were calculated by dividing the mean value of uptake in mock vector-transfected 

cells from that in transporter-expressing cells. 
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Figure 17 Initial uptake of cationic compounds in mMate1 and hMATE1-expressing HEK293 

cells. Each bar represents the mean ± S.D. (n=3). Statistical analysis was conducted using One-way 

ANOVA with Dunnett's post-test. *p <0.05. 

 

Table 5  in vitro uptake clearances and uptake ratios into mock vector-transfected, mMate1- or 

hMATE1-expressing HEK293 cells.  

Each value represents the mean ± S.D. (n = 3) 
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mMate1 hMATE1

Almotriptan 11.2 ± 1.23 30.9 ± 0.603 39.8 ± 1.56 2.76 3.55

Naratriptan 5.27 ± 1.18 29.1 ± 3.86 49.6 ± 3.11 5.52 9.41

Talinolol 5.16 ± 0.183 20.6 ± 0.416 20.8 ± 0.306 3.99 4.03

Sumatriptan 3.62 ± 1.29 18.5 ± 2.25 29.7 ± 2.15 5.11 8.20

Alogliptin 6.19 ± 0.983 17.5 ± 2.58 8.27 ± 1.69 2.83 1.34

Sitagliptin 4.89 ± 0.655 13.1 ± 0.987 12.5 ± 0.436 2.68 2.56

Rivaroxaban 9.66 ± 2.09 13.7 ± 0.987 20.8 ± 0.643 1.42 2.15

Saxaglitpin 3.15 ± 0.716 4.01 ± 0.459 2.99 ± 1.02 1.27 0.949

Vildagliptin 2.99 ± 0.567 3.62 ± 0.311 2.44 ± 1.12 1.21 0.816

Uptake (µL/0.25min/mg protein) Uptake ratio

Mock mMate1 hMATE1
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第 6節 考察 

腎臓の hMATE1 が阻害されると，血漿中濃度に大きく反映されることなく腎臓内の

基質の濃度が上昇する可能性があり，腎毒性や薬効の変化につながる。しかし，ヒトの

臨床試験データから hMATE1 介在の腎分泌固有クリアランスを推定することは容易で

はなく，ヒトにおける in vitroと in vivo のクリアランスの相関関係を正確に検証するこ

とは困難である。そこで本研究では，マウスのオルソログである mMate1 ノックアウト

マウスにおけるMATEを介した尿中排泄の変化を調べ，9 種類のカチオン性化合物を用

いて，生理学的な排泄方向とは反対向きの in vitro での取り込み試験から判定される基

質認識が in vivo と定性的・定量的に一致するか否かを検討した。そして，mMate1 と

hMATE1 の間での in vitro の基質認識の結果から，種差を超えての IVIVCの外挿が可能

か考察することとした。 

 

本研究では，マウスの尿中排泄における mMate1の重要性についてノックアウトマウ

スを用いることで知見を深めることができた。In vitro で基質と判定された 6 化合物は

in vivo efflux 試験の各種パラメータにノックアウトマウスと野生型マウス間で変動がみ

られた。mMate1 の欠損の影響がどのパラメータに反映されるかは，extended clearance 

concept に従うと個々の化合物の腎分泌における律速段階に依存する。たとえば，血管

側からの取り込み過程が律速段階である場合，mMate1 欠損の影響は，尿中排泄率を変

化させることなく，腎臓内の薬物濃度を上昇させる可能性が高い。それゆえ，腎臓内の

薬物濃度を基準とした CLR, kidney のノックアウトマウスと野生型マウス間の変化は

mMate1 を介した腎分泌を評価するためのよりよい指標であると考えられる。本研究で

は，評価した 9化合物のうち CLR, kidneyが統計学的に有意に減少した 7つを in vivo 基質

として分類した（Table 4）。なお，本研究では 4匹／群のマウスを用いた結果，7化合物

について CLR,kindeyの有意差を検出することができた。しかし，検討した化合物が in vivo

の基質ではないという結論を導き出すには，実験的なバラつきも考慮し，統計的に検出

可能な充分な例数を使用するなど，注意深い in vivo 実験の設計が必要であろう。 

Saxagliptin は，外向きの H+勾配下においても in vitro では mMate1 による取り込みが

認められず，mMate1ノックアウトマウスでは野生型マウスに比べ Cp,aveと Ckidneyの上昇

がみられることで，CLR,kidneyが有意に低下する，in vitro と in vivo の基質判断が一致し

ない例外であった（Figures 13, 14 and Table 4）。この矛盾を説明する完全な理由は明らか

ではないが，Saxagliptin は他の DPP-4 阻害薬とは異なり，DPP-4 の活性部位の Ser 630

と共有結合を形成し（Kim et al., 2006），その解離半減期は非常に長いことが報告されて

いる（Wang et al., 2012）。DPP-4は腎臓に高発現することが知らており，このような target 

specific もしくは non specific な結合や吸着は，in vitro の基質判定を見誤るリスクのひと

つと考えられた。実際には，このような不一致は，特に薬物開発における薬物間相互作

用リスク予測において，問題となる可能性がある。より精度の高い in vivo 予測性を持
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つ，優れた in vitro システムの開発が期待される。腎分泌における OCT2および hMATE1

トランスポーターの関与を調べるために，OCT2 および hMATE1 を単層膜培養した

MDCK細胞などの極性細胞に共発現させる方法では，metformin分泌方向への輸送が再

現されている（König et al., 2011）。hMATE1のみを接着細胞へ発現させた取込み試験で

は基質とはならないいくつかの化合物（ pramipexole, lamivudine, memantine, 

trimethylamine-N-oxide）は，OCT 2 と hMATE 1 を共発現した transwell 上に培養した経

細胞輸送試験においては，分泌方向への輸送を示すという報告もある（Knop et al., 2015; 

Müller et al., 2013; Müller et al., 2017; Gessner et al., 2018）。hMATE1 を介する腎分泌クリ

アランスとこれらの経細胞輸送試験から得られるクリアランスとの間の IVIVC は検証

されていないが，本研究で得られた結果を考慮すると，細胞内に蓄積された基質濃度を

基準にした in vitroクリアランスを定義する必要があると考えられる。 

mMate1 を介する in vitro での取り込みクリアランスと in vivo での腎分泌クリアラン

スの関係を定量的に考察するため，ノックアウトマウスと野生型マウスの腎クリアラン

ス（CLR, plasma, CLR, kidney）の変化を計算した。（Table 4）。本研究で行った 4つの異なる解

析のうち，CLR, kidneyの比の解析にのみ統計的に有意な相関（R2=0.66，p=0.00737）が認

められた（Figure 15）。この R 2値は false negative であった saxaglitpin を除くと 0.66 か

ら 0.85（p= 0.00398）に改善した（data not shown）。臨床試験で通常得られる CLR,plasmaは

血管側膜からの取り込みと流出のクリアランスおよび，頂端膜を介する分泌クリアラン

スで構成される複合パラメータである。したがって，CLR,plasmaは血管側膜からの流出が

頂端膜を介する分泌と比べ十分大きい等の限られた条件においてのみ CLR,kidney と相関

する。さらに，CLR,kidneyの比の解析は腎臓中非結合形分率（fkidney）に依存しないパラメ

ータであるが，差の解析では fkidneyの絶対値の影響を受けることが CLR,kidneyの比の解析

のみが有意な相関を示した可能性として考えられた。以上のように，mMate1 の基質認

識が in vitro（取り込み方向）と in vivo（排泄方向）に関係なく同一で，良好な相関がみ

られたことから，生理学的な排泄方向とは逆向きの取り込み試験で得られる in vitro の

uptake ratio が in vivo の腎臓での分泌機能の指標として有用であることが示唆された。 

mMate1 と hMATE1 の高いアミノ酸配列相同性（78%）から予想されたとおり，mMate1

と hMATE1 の間の uptake ratio には良好な相関が観察された（Figure 16）。このことは，

hMATE1 の uptake ratio がヒトにおいても hMATE1 を介した CLR,kidneyと相関する可能性

を示唆している。実際，これらの薬物の腎クリアランスは糸球体濾過によるクリアラン

ス（fp x GFR）を上回り，分泌が関与している（Table 6）。 
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Table 6  Renal clearances, fraction unbound in plasma and filtration clarences observed in 

human clinical studies. Greater CLR,plasma than fp x GFR indicates the involvement of active renal 

secretion. 125 mL/min was used as GFR for human.   

 

しかしながら，ヒト臨床においては腎臓の hMATE1 が介在する腎分泌固有クリアラ

ンスを算出することは依然として困難であり，様々な課題を考慮する必要がある。まず，

CLR,kidneyを定義するためには，腎臓内の基質濃度を求めなければならない。陽電子放射

型断層撮影（positron emission tomography: PET）法はヒト組織中の薬物の濃度-時間-プロ

ファイルを得る唯一の方法である（Gormsen et al., 2016; Shingaki et al., 2015）が，特殊な

設備と化合物骨格内に陽電子を放出する元素をプローブとして導入することが必要な

ため，医薬品開発において日常的に PET 法を用いたイメージング研究を行うことは現

実的でない。次に，臨床用量で hMATE1/2-Kを完全に阻害することができる阻害薬がな

いことが挙げられる。今回評価に用いた 9種類のカチオン性化合物の CLR,kidneyに対する

MATE阻害薬 pyrimethamin（20 μmol/kg, bolus injection 15 min prior to start of infusion）の

効果は mMate1 ノックアウトマウス試験で得られたものより弱かった（Figure 18）。 

reference

Almotriptan 0.7 - 0.8 88 - 96 Jansat (2002)

Naratriptan Tfelt-Hansen (2000)

Talinolol Westphal (2000), Tubic(2006)

Sumatriptan Lacey (1995)

Alogliptin 163 - 218 Sheen (2011)

Sitagliptin Sheen (2011)

Rivaroxaban Kubitza (2010)

Saxaglitpin Sheen (2011)

Vildagliptin Sheen (2011)

433

CLR, plasma fp fp x GFR

(mL/min) (mL/min)

350 0.62 78

220 0.8 100

283 0.45 56

263 0.84 105

0.8 100

217 0.91 113

40 0.073 9.1

230 1.0 125
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Figure 18 CL R, Kidney difference between wild type mice and mMate1(-/-) mice or control mice 

and PYR-treated mice. 20 μmol/kg pyrimethamine was administered via bolus injection 15 min prior 

to start of infusion of test substrate. 

  

Miyake らの研究によると pyrimethamine は最大臨床投与量（75 mg）で，MATE 基質

である metformin，methylnicotinamide および N-methyladenosine の腎クリアランスをそ

れぞれ 55%, 58%, 48%減少させることが知られている（Miyake et al., 2021）。強力な阻害

薬である pyrimethamine においても, hMATE1/2-K 活性が完全に阻害される可能性は低

い。また，マウスと異なりヒトの腎臓では hMATE2-K が hMATE1 に比較すると低い発

現量であるものの機能している可能性が挙げられる（Parasad et al., 2016; Ishiguro et al., 

2023; Fukuda et al., 2017）。hMATE1 と hMATE2-Kは基質選択性が重複するため，hMATE1

と hMATE2-K の両方を阻害しうる阻害薬がヒト腎臓において hMATEs を介する分泌が

阻害された際の影響を明らかにするためには必要である。最後に，hMATE1 を介した薬

物間相互作用をより定量的に推定するためには，時間プロファイルを考慮した数理モデ

ルを用いた解析が必要であろう（Nakada et al., 2018; Mathialagan et al., 2017）。 

 

本研究は，生理学的な排泄方向への輸送とは反対向きの in vitro の取り込みクリアラ

ンスと in vivo mMate1 を介した腎分泌クリアランスの相関を検証した初めての研究で

ある。In vitro uptake試験で基質と判定された薬物は，mMate1を介して尿中に排泄され

ることが確認され，基質の認識は輸送の方向性に依存せず，同一であることを示した。

マウスにおける IVIVCとマウスとヒト間の uptake ratio に良好な相関が認められたこと

から，ヒト腎臓においても uptake ratio が hMATE1 を介する腎分泌の有用な指標となり

うることが示唆された。 
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結論 

 

本研究は，医薬品開発において，hMATE1を介した薬物間相互作用リスクを hMATE1

の生理学的な排泄方向の輸送とは逆向きの取り込み試験として評価することの妥当性

を，①阻害薬のトランスポーター阻害強度，②基質認識性および輸送能力の 2つの側面

から複数の化合物を用いて検証し，腎臓での mMate1 および hMATE1 の機能と in vitro

評価指標の関連性を明らかにすることで，新規医薬品開発化合物の早期かつ精度の高い

薬物間相互作用リスク評価を可能にすることを目的とした。 

 

第 1 章では hMATE1 阻害薬の排泄方向での阻害強度を定量的に評価する新たな手法

を開発し，12 種類の既知の hMATE1 阻害薬の IC50値が取り込み方向と排泄方向で異な

るかを検討した。hMATE1 を強制発現させた HEK293 細胞を用いて，細胞内外の H+勾

配を人工的に操作することで，基質輸送の方向性をコントロールし，阻害薬の IC50値を

取り込み方向と排泄方向で比較した結果，metformin を基質として用いた場合は，輸送

の方向性に寄らず IC50値の差が 4倍以内であったことが示された。また，規制当局が推

奨する Cmax,u/IC50＞0.02 を指標として用いた場合，uptake 阻害試験と efflux 阻害試験か

ら得られた IC50 値の違いによる metformin AUC 上昇における相互作用のリスク判定に

差はなかった。これらの結果から，医薬品開発においては，患者に対する相互作用リス

クを軽減するため保守的な判断が好まれる点も考慮すると，metformin の細胞取り込み

に対する阻害試験が，新規開発化合物の hMATE1 阻害の IC50 値を決定するための最良

の実験条件であると結論した。 

 

第 2 章では， 9 種類のカチオン性化合物を用い，ヒト hMATE1 のマウスオルソログ

であるmMate1を強制発現させた HEK293細胞への取り込み活性と mMate1ノックアウ

トマウスでの血漿中濃度推移，尿中未変化体排泄速度，腎臓内濃度を野生型マウスでの

結果と比較して評価した。 

取り込み方向の輸送に基づく基質判定は，mMate1 発現細胞と対照細胞への取り込み

量との比（uptake ratio）が 2 以上を基準とし，排泄方向の輸送に基づく基質判定は，腎

臓内濃度基準の腎クリアランス（CLR,kidney）の mMate1 ノックアウトマウスと野生型マ

ウス間の有意な変化とした。その結果，取り込み方向の基質判定と排泄方向の定性的な

基質判定の間には一貫性が見られ，in vitro 取り込み試験で mMate1 基質と判定された 6
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種の化合物すべてにおいて，in vivo 実験で腎排泄に mMate1 の関与が示された。Uptake 

ratio と CLR,kidneyの間に統計的に有意な相関がみられ，これは mMate1の基質認識性が輸

送の方向性に関わらず，同一であることを示唆しており，in vitro取り込み試験から得ら

れた uptake ratio は in vivo の腎分泌クリアランスにおける重要性を示唆する有望な指標

となりうると考えられた。 

さらに，mMate1と 78%のアミノ酸配列相同性を示す hMATE1との間で uptake ratioの

良好な相関がみられた。この相関は，新規開発化合物の腎排泄に hMATE1 が果たす役

割を評価するために，ヒト hMATE1の in vitro 試験で得られる uptake ratio が有用な指標

となり得ることを示唆している。 

 

以上，本研究では，新規開発化合物について hMATE1 に起因する薬物間相互作用の

リスク評価に，取り込み試験を用いることの妥当性を検証した。その結果，輸送の方向

性によらず，阻害薬の IC50値は metformin を基質として用いる場合は 4倍以内であり同

等と考えられること，また基質認識性および輸送能力が一致することを明らかとした。

これらの結果は，腎臓での mMate1 および hMATE1 の機能と in vitro 評価指標の関連性

に重要な示唆を与えるものであり，新規候補化合物の開発において簡便に実施可能な in 

vitro 取り込み試験の結果が有用に使いうることが期待される。本研究の成果の一般性

をより担保するために，今後増えていくであろう hMATE1 に起因する薬物間相互作用

の臨床事例をさらに加えていくことで，薬物相互作用リスクの予測性の向上とそれに連

動する薬効・副作用評価の最適化が進むものと期待している。 
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Chemicals and reagents 

 [14C]metformin（100 mCi/mmol），[3H]metformin（8 Ci/mmol）は，Moravek Biochemicals 

（Brea, CA, USA），[3H]MPP+（80 Ci/mmol）は American Radiolabeled Chemicals（Saint Louis, 

MO, USA）より購入した。非標識体の metformin は和光純薬（Osaka, Japan），MPP＋，

almotriptan malate は Sigma（St. Louis, MO, USA）より購入した。Alogliptin, naratriptan 

hydrochloride，rivaroxaban，saxagliptin，sitagliptin phosphate，sumatriptan succinate，talinolol，

vildagliptin は Toronto Research Chemicals（Toronto, Ontario, Canada）より購入した。その

他の試薬は特級もしくは分析グレードのものを用いた。 

 

Animals 

mMate1(-/-)マウスは京都大学医学部附属病院薬剤部の乾賢一先生よりご供与いただ

いた（Tuda et al., 2009）。野生型 C57BL/6Jマウスは日本クレアより購入した。本試験行

った動物実験は東京大学薬学部の動物実験指針に則って行った。 

 

Cloning of mMate1, cell culture and transfection 

マウス mMate1 cDNA（NM_026183）はタカラバイオ（Shiga, Japan）で人工合成し，

pcDNA3.1 (-)にサブクローニングした。ヒト hMATE1 cDNA （NM_018242）をサブクロ

ーニングした pcDNA3.1(-)はジェノメンブレンから購入した。Parental HEK293 細胞は，

10% fetal bovine serum と 1 % antibiotic-antimycotic solution（Thermo Fisher Scientific, USA）

を含む low glucose Dulbecco’s modified Eagle medium（Thermo Fisher Scientific, USA）を

用いて，37℃，5% CO2，95%湿度条件下で培養した。hMATE1 および mMate1を一過性

に発現する HEK293 細胞は，当研究所の Lechnerが以前に報告した（Lechner et al., 2016）

同様の方法で培養した。Parental HEK293 細胞を poly-D-Lysin コートされた 24-well plate

に，0.75 x 105 cells/well となるように播種し，翌日に Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific, 

USA），vector control/hMATE1/mMate1プラスミド（0.1 μg/well）と FuGENE6 transfection 

reagent（0.6 μL/well, Promega, USA）の混合溶液に暴露させた。Transfection 翌日には 5 

mM の酪酸ナトリウムを含む培地に交換し，各トランスポーターの発現誘導を行った。 

 

Uptake experiments using transiently transfected HEK293 cells 

hMATE1 および mMate1 を一過性に発現する HEK293 細胞への uptake 試験は，当研

究所の Lechner が以前に報告した（Lechner et al., 2016）同様の方法で行った。トランス
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フェクション 2日後（酪酸ナトリウムを含む培地に交換した翌日），37℃に加温した 20 

mM NH4Cl を含む transport buffer（130 mM KCl, 2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 

20 mM HEPES, 5 mM glucose：pH 7.4）で 2回洗浄後，同 buffer で 10 分間 37℃静置し

た。次に NH4Clを含まない transporter buffer に置換し 5分間静置することで，細胞内を

酸性にした。細胞への取り込みは基質（[3H]MPP+，[14C]metformin または 9 種類のカチ

オン性化合物）および阻害薬を含む transport buffer に置換することで開始した。一定時

間後，buffer を吸引除去し，氷冷した transport buffer で 3 回洗浄することで，細胞への

取り込みを停止させた。放射標識体を用いた実験では，NaOHを加え 1 時間 37℃で細胞

を溶解し，HCl で中和後，Ultima Gold XR（PerkinElmer, USA）と混合し，液体シンチレ

ーションカウンターTRI-CARB 3110TR（PerkinElmer, USA）を用いて，放射活性を測定

した。非標識体を用いた実験では，200 μLの精製水を加えてセルスクレーパーで細胞を

回収した。0.1%ギ酸を含むアセトニトリルを細胞懸濁液に混合し 1000 g で 5 分間遠心

することで除タンパクを行った。上清を等量の１%ギ酸で希釈し，LC-MS/MS 測定に用

いた。各 well のタンパク質量は，bovine serum albumin を検量線として Lowry 法で測定

した(Lowry et al., 1951)。 

 

Efflux experiments using transiently transfected HEK293 cells 

hMATE1 を一過性に発現する HEK293 細胞からの efflux 試験は，トランスフェクシ

ョン 2日後（酪酸ナトリウムを含む培地に交換した翌日），37℃に加温した NH4Cl を含

まない transport buffer で 2 回洗浄後，同 buffer で 30 分間 37℃静置した。次に基質

（[3H]MPP+または[3H]metformin）を含む NH4Cl を含まない transporter buffer に置換し，

細胞内に 10分間基質を preload した。細胞からの efflux は 20 mM の NH4Cl と種々の阻

害薬を含む transport buffer に置換することで開始した。Efflux の停止，細胞溶解，放射

能測定は上述の uptake試験と同様の方法でおこなった。細胞内の総基質濃度は，HEK293

細胞容積を 6.5 μL/mgProtein と仮定して算出した（Gillen and Forbush, 1999）。 
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Supplemental Figure 1  Assay procedure of developed efflux assay. 

 

Determination of intracellular pH 

細胞内の pH は，hMATE1 を一過性に発現する HEK293 細胞を蛍光 pH 指示薬 2’,7’-

bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein acetoxymetyl（BCECF-AM）に 30 分間

preloadし，種々の bufferへ置換後の蛍光測定を行うことで決定した。蛍光強度は蛍光プ

レートリーダー Enspire（PerkinElmer, USA）の励起波長（488 nmおよび 460 nm），蛍光

波長（535 nm）を用いて測定し，2 つの励起波長の比を算出した。細胞内 pH の検量線

は，10 μM の nigericin を含む標準 pH buffer を hMATE1 発現細胞とインキュベーション

し，上述の通り蛍光測定をすることで作成した（Thomas et al., 1979）。 

 

Infusion study compounds in wild type and mMate1 knockout mice 

In vivo 定速静注試験は，過去の報告（Kito et al., 2019）と同様の方法で行った。mMate1

ノックアウトマウスおよび野生型 C57BL/6J マウスをイソフルラン麻酔下，膀胱カニュ

レーションを施し，頸静脈より Harvard Apparatus Syringe Infusion Pump（Harvard Apparatus, 

USA）を用いて 2 nmol/mg/kg の速度で 120 分間定速持続投与した。血液サンプルは投与

開始後 30, 60, 90, 120分後に頸静脈から回収し，20,000 g で 2分間遠心分離することで

血漿を得た。尿サンプルは，30-60, 60-90, 90-120の 30 分間隔で回収し 10倍量の水で希

釈した。120 分の投与終了後，腎臓を摘出し，4 倍量の phosphate-buffered saline でホモ

ジナイズした。得られた血漿，尿，腎臓のサンプルは 4倍量のアセトニトリルを加えて
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20,000 g で 10 分間遠心分離することで除タンパクを行い，上清を 4 倍量の水で希釈後

LC-MS/MS 測定に用いた。 

 

Determination of the unbound fraction in plasma 

血漿中非結合形分率（fp）算出は過去の報告（Kito et al., 2019）と同様の方法で行った。

Rapid Equilibrium Dialysis (RED) device（Thermo Fisher Scientific, USA）を用い，マウス血

漿 (100%)，等張のリン酸 bufferで 5倍希釈した血漿（20%），をリン酸 buffer と 37℃で

12 時間平衡透析した。使用した薬物濃度は 0.2 μM とした。 

 

LC-MS/MS analysis for test substrate 

In vitro uptake 試験サンプルの測定は，超高速液体クロマトグラフィー（Prominence 

UFLC XR, Shimadzu, Kyoto）を連結した API 5000TM トリプル四重極質量分析装置（AB 

Sciex, USA）を用いて行った。In vivo efflux試験サンプルの測定は，超高速液体クロマ

トグラフィー（Prominence UFLC XR, Shimadzu, Kyoto）を連結した QTRAP 5500質量分

析装置（AB Sciex, USA）を用いて行った。詳細の分析条件は Supplemental Table 1 に示

す。 

Supplemental Table 1  Analytical methods for test compounds 

(A) In vitro experiment 

 

  

Gradient

 condition
Q1 Q3

A B B%  (m/z)  (m/z)

Almotriptan 336.3 58.0

Naratriptan 336.3 98.2

Sumatriptan 296.2 58.1

Alogliptin 340.3 115.9

Saxaglitpin 316.3 179.9

Sitagliptin 408.2 235.1

Vildagliptin 304.3 154.0

Rivaroxaban 436.2 145.1

Talinolol 364.4 308.1

Compounds

0.1%

Formic acid
Acetonitrile

Atlantis T3

3 m,

2.1 mm x 50 mm

0 min; 3%,

0.1 min; 3%,

2.6 min; 95%,

3.6 min; 95%,

5.0 min 3%

Mobile Phase

0.4

Flow

Rate
Column
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(B) In vivo experiment 

 

 

Data analysis (in vitro) 

hMATE1 と mMate1 による取り込みクリアランスは，下記の計算式に基づいて，細胞

内に取り込まれた基質量を，用いた transport buffer 中の基質濃度と well 中のタンパク質

量で除することで算出した。 

 

𝑈𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒 𝐶𝐿 =  
𝑋𝑐𝑒𝑙𝑙

𝐶𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚
 

Uptake CL は取り込みクリアランス（μl/designated time point/mg protein），Xcellは細胞内

に取り込まれた基質量（pmol/designated time/well），Cmediumは transport buffer 中の基質濃

度（μM）を表す。Net uptakeは，hMATE1 もしくは mMate1 発現細胞の取り込みクリア

ランスから対照細胞の取り込みクリアランスを差し引いて算出した。Uptake ratio は，

hMATE1もしくはmMate1発現細胞の取り込みクリアランスを対照細胞の取り込みクリ

アランスを除することで算出した。 

 

hMATE1 による efflux クリアランスは，下記の計算式に基づいて，100 μM の

pyrimethamine 存在下では hMATE1は完全に阻害されると仮定し，pyrimethamine 存在下

の細胞内基質残存量から efflux終了時の細胞内基質残存量を差し引き，細胞内基質濃度

時間の推移の AUCと well 中のタンパク質量で除することで算出した。 

 

𝐸𝑓𝑓𝑙𝑢𝑥 𝐶𝐿 =  
𝑋𝑡𝑛,𝑝𝑦𝑟 − 𝑋𝑡𝑛

𝐴𝑈𝐶0−𝑡𝑛

 

Gradient

 condition
Q1 Q3

A B B%  (m/z)  (m/z)

Almotriptan 335.8 58.0

Naratriptan 335.7 98.1

Sumatriptan 296.2 157.1

Alogliptin 340.5 116.0

Saxaglitpin 316.4 180.2

Sitagliptin 408.2 235.0

Vildagliptin 304.3 154.0

Rivaroxaban 436.2 144.9

Talinolol 364.9 309.2

Compounds Column
Mobile Phase Flow

Rate

0.1%

Formic acid
Acetonitrile 0.4

Atlantis T3

3 m,

2.1 mm x 50 mm

Inertsil ODS-4,

2 m

2.1 mm x 50 mm

0 min; 3%,

0.3 min; 3%,

2.2 min; 90%,

3.0 min; 90%,

3.1 min 3%

0 min; 3%,

0.3 min; 3%,

3.0 min; 90%,

4.0 min; 90%,

4.1 min 3%
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Efflux CL は efflux クリアランス（μl/designated time/mg protein），Xtn,pyr は 100 μM 

pyrimethamine 存在下の efflux 終了時（tn：阻害試験時は efflux 開始後 0.25分）の細胞内

基質残存量（pmol/designated time/well），Xtn,は各試験群の細胞基質残存量を表す

pmol/designated time/well）。 

プローブ基質はhMATE1基質であるため，細胞内にpreload後の細胞内濃度はhMATE1

細胞と vector のみをトランスフェクションした対照細胞では大きく異なり，efflux 試験

開始時の初期細胞内濃度を同一にすることは不可能であった。そのためコントロール群

には，対照細胞を用いるのではなく，hMATE1 発現 HEK293 細胞に同様にプローブ基質

を preload し，efflux solution 中に hMATE1 活性を完全に阻害する pyrimethamine を 100 

μM を加えた。 

 

Efflux インキュベーション中の細胞内からの総基質濃度の減少は一次消失式に従う

とし，細胞内総基質濃度の経時的変化の AUCは以下の式で算出した。 

 

𝐴𝑈𝐶0−𝑡𝑛
=  

𝑡𝑛 × (𝐶0 − 𝐶𝑡𝑛
)

ln ( 𝐶0 /𝐶𝑡𝑛
)

 

AUC は細胞内総基質濃度-時間曲線下面積（μM×min），tn は efflux インキュベーショ

ン時間（min），C0は初期細胞内総基質濃度（μM），Ctnは tn時点での細胞内総基質濃度

（μM）を表す。tnには実施可能な最小な時間として 0.25分を設定した。 

 

半最大阻害濃度（IC50）は，GraphPad PRISM software version 8.3.0 を用いて，4パラメ

ータロジスティクス回帰式に基づいて算出した。 

 

𝐶𝐿 = 𝐶𝐿𝑚𝑖𝑛 + (
(𝐶𝐿𝑚𝑎𝑥 − 𝐶𝐿𝑚𝑖𝑛)

1 + 10((𝑙𝑜𝑔𝐼𝐶50−𝐼)×𝐻𝑖𝑙𝑙)
) 

CLは取り込みもしくは efflux クリアランス，Iは細胞外に添加した transport buffer 中

の阻害薬濃度，Hill はスロープ係数を表す。 

 

Data analysis (in vivo) 

尿中排泄率（Furine），全身クリアランス（CLtot），血漿中濃度基準の腎クリアランス

（CLR,plasma），みかけの腎臓中-血漿中濃度比（Kp,kidney）および腎臓中濃度基準の腎クリ
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アランス（CLR,kidney）は以下の式により算出した。 

 

𝐹𝑢𝑟𝑖𝑛𝑒 =  
𝑉𝑢𝑟𝑖𝑛𝑒,𝑎𝑣𝑒

𝐼𝑛𝑓𝑢𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑎𝑡𝑒
 ×  100 

𝐶𝐿𝑡𝑜𝑡 =  
𝐼𝑛𝑓𝑢𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑎𝑡𝑒

𝐶𝑝,𝑎𝑣𝑒
 

𝐶𝐿𝑅,𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 =  
𝑉𝑢𝑟𝑖𝑛𝑒,𝑎𝑣𝑒

𝐶𝑝,𝑎𝑣𝑒
 

𝐾𝑝,𝑘𝑖𝑑𝑛𝑒𝑦 =  
𝐶𝑘𝑖𝑑𝑛𝑒𝑦

𝐶𝑝,𝑎𝑣𝑒
 

𝐶𝐿𝑅,𝑘𝑖𝑑𝑛𝑒𝑦 =  
𝐶𝐿𝑅,𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 −  𝑓𝑝 × 𝐺𝐹𝑅

𝐾𝑝,𝑘𝑖𝑑𝑛𝑒𝑦
 

𝐶𝑅 =  
𝐶𝐿𝑅,𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 

𝑓𝑝 × 𝐺𝐹𝑅
 

 

Vurine,ave は 90‐120 分の尿中排泄速度を表す。Vurineは 30-60，60-90, 90-120 分の尿中に

排泄された量から採尿間隔の 30 分で除することで算出した。Cp,aveは 90 分と 120 分の

血漿中濃度の平均値を表す。Ckidneyは試験終了時点（120 分）での腎臓中の濃度を表す。

CLR,kidneyと CRはマウス GFRを 14 μL/min/kg（Davies and Morris, 1993）として計算した。 

 

Statistical analysis 

2群間の比較にはにはMicrosoft Execl 365を用い，F-test 後に unpaired t-tes を行うこと

により有意差検定を行った。3群以上の比較には，R software version 4.1.2 を用い，ANOVA

とそれに続く Dunnett’s test で有意差検定を行った。 
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今回検討した化合物の構造式 

第 1章（基質） 

 

 

 

第 1章（阻害薬） 

 

 

 

1-methyl-4-phenylpyridinium 

(MPP+) 

metformin 

pyrimethamine cimetidine trimethoprim quinidine 

ondansetron famotidine dolutegravir vandetanib 

cephalexin ranolazine lansoprazole cobicistat 



51 

 

第 2章 

 

 

 

 

  

almotriptan naratriptan talinolol sumatriptan 

alogliptin sitagliptin rivaroxaban saxagliptin 

vildagliptin 
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