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薬物腎排泄に関わる有機カチオントランスポータ（OCT）の分子的多様性
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Tubular absorption and urinary secretion are important physiological functions for the maintenance of body ‰uid
homeostasis and detoxiˆcation of drugs and xenobiotics. The proximal tubular epithelial cells play a principal role in
limiting or preventing the toxicity of administered drugs by actively secreting organic cations from the circulation into
the urine. Rat(r)OCT2 was identiˆed as a second member of the organic cation transporter (OCT) family and is
predominantly expressed in the kidney. In the reverse-transcriptase-polymerase chain reaction of microdissected
nephron segments, rOCT1 mRNA was detected primarily in the superˆcial and juxtamedullary proximal convoluted
tubules, whereas rOCT2 mRNA was detected widely in the superˆcial and juxtamedullary proximal straight tubules and
some other nephron segments. The inhibitory potencies of cationic drugs and endogenous cations on the tetraethylam-
moniun (TEA) uptake via rOCT1 and rOCT2 indicates that rOCT1 and rOCT2 have similar a‹nity for many com-
pounds, although there are moderate diŠerences in the a‹nity for several compounds, such as 1methyl4phenyl-
pyridinium, dopamine, disopyramide, and chlorpheniramine. On the other hand, there were gender diŠerences in the ex-
pression levels of rOCT2, but not of rOCT1, in rat kidneys; both mRNA and protein levels of rOCT2 in the kidneys were
higher in males than females. These results suggest that rOCT1 and rOCT2 play distinct roles in the basolateral mem-
branes of renal tubules mediating tubular secretion of cationic drugs.

Key words―Organic cation transporter; renal tubular secretion; tetraethylammonium; basolateral membranes; mul-
tispeciˆcity; gender diŠerences

1. はじめに

生体内に投与されたカチオン性（塩基性）の薬物

や代謝老廃物は，最終的に胆汁又は尿中へと排泄さ

れる．腎尿細管上皮細胞には基質の荷電状態を識

別・輸送する有機カチオン輸送体が発現し，効率的

な薬物排泄を営んでいる．1,2)単離膜小胞や培養細胞

を用いた系統的な解析から，3―7) Fig. 1 に示すよう

な有機カチオン輸送系の存在が提唱されてきた．す

なわち，血管側側底膜に局在する膜電位依存性の有

機カチオントランスポータ及び管腔側刷子縁膜に局

在する H＋/有機カチオンアンチポータが，経細胞

的な薬物の尿細管分泌を媒介している．有機カチオ

ントランスポータ群の実体解明を目的とした分子レ

ベルでの解析が進展し，8―10) 1994 年に Koepsell ら

によってラット有機カチオントランスポータ

rOCT1 の cDNA がクローニングされた．11)それ以

来，有機カチオントランスポータ（OCT）ファミ

リーとしてラット，ヒトなどから 5 種類（OCT1,

OCT2,12) OCT3,13) OCTN1,14) OCTN215,16)）のトラ

ンスポータ cDNAが同定されている．我々が単離

した rOCT2は，593個のアミノ酸からなる推定 12

回膜貫通型の糖タンパクであり，主に腎に発現して

いる（Fig. 2）．さらに，rOCT2は rOCT1と同様，

有機カチオン輸送系の代表的基質であるテトラエチ

ルアンモニウム（TEA）を膜電位依存的に輸送す

る．12)本稿では，rOCT2 の腎内分布並びに機能特

性について，rOCT1と比較しながら述べる．
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Fig. 1. Renal Tubular Organic Cation Transport System

Fig. 2. Predicted Secondary Structure (A) and Hydrophobicity Plots (B) of rOCT2, and Northern Blot Analysis (C) of rOCT1 and
rOCT2 mRNA in the Rat Tissues

B: Kyte and Doolittle hydropathy plots with a window 13 amino acid residues. Numbers between plots indicate putative membrane-spanning region. C: Total
RNA (30 mg) from the indicated tissues was run in each lane and hybridization was performed using the rOCT1 and rOCT2 cDNA.

958 Vol. 122 (2002)



hon p.3 [100%]

959

Fig. 3. RTPCR Detection of rOCT1 and rOCT2 mRNA in
Microdissected Nephron Segments

A: PCR ampliˆcation was performed using either 5 glomeruli or a 2-mm
length of renal tubule. After microdissection, each dissected tubular segment
was reverse-transcribed, and the cDNA synthesized was ampliˆed using a set
of primers for rOCT1 (a), rOCT2 (b) and GAPDH (c). The PCR products
were separated by electrophoresis through 2％ agarose gels. B: Schematic il-
lustration of microdissected nephron segments. 1: glomerulus, 2: proximal
convoluted tubule (superˆcial), 3: proximal straight tubule (superˆcial), 4:
proximal convoluted tubule (juxtamedullary), 5: proximal straight tubule
(juxtamedullary), 6: medullary thick ascending limb, 7: cortical thick
ascending limb, 8: distal convoluted tubule, 9: cortical collecting duct, 10:
outer medullary collecting duct and 11: inner medullary collecting duct.
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2. ラット腎局在性有機カチオントランスポータ

rOCT2の尿細管分布17)

腎臓の最小単位であるネフロンは形態学的，機能

的にいくつかの異なる分節から構成されている．

rOCT1及び rOCT2の腎内分布を調べるため，ラッ

ト腎糸球体及び尿細管の各セグメント（11分節）

を単離し，RTPCR によって rOCT1 及び rOCT2

mRNAを検出した．その結果，OCT1 mRNAの発

現が近位曲尿細管（PCT）のみに認められたのに

対し， rOCT2 mRNA は PCT 及び近位直尿細管

（PST）に加えて髄質太い上行脚（MAL），遠位曲

尿細管（DCT），及び皮質集合管（CCD）に検出さ

れた（Fig. 3）．したがって，rOCT1及び rOCT2は

いずれも近位尿細管に発現し，カチオン性薬物の尿

細管分泌に関与することが示唆された．さらに，

rOCT2の発現は近位尿細管以外にも認められたこ

とから，rOCT2 が薬物の尿細管分泌以外の生理的

役割を担っている可能性が考えられた．DCTには

ドパミンレセプターが発現し，Na＋イオン濃度の

調節を担っている．18,19)ドパミンは尿細管でも産生

されること，さらに，rOCT2 がドパミンを輸送す

ることから，rOCT2が Na＋イオン濃度の調節に間

接的に関与している可能性が示唆される．一方，

rOCT1及び rOCT2それぞれに対する特異抗体を用

いた免疫組織学的解析から，両タンパクが尿細管上

皮細胞の側底膜に発現していることが判明した．20)

3. rOCT1及び rOCT2の薬物認識特性に関する

比較解析18,21)

rOCT1及び rOCT2の薬物認識特性を比較解析す

るため，両トランスポータの安定発現系をイヌ腎由

来上皮細胞MDCKを宿主として作成した．両トラ

ンスフェクタント（MDCKrOCT1, MDCK

rOCT2）による TEA の取り込みは，TEA を側底

膜側に添加した場合にのみ顕著に上昇した（Fig. 4）．

TEA 取り込みの濃度依存性について調べたとこ

ろ，高濃度において飽和性が観察され，見かけの

Km 値は MDCKrOCT1 及び MDCKrOCT2 でそ

れぞれ 38 mM, 45 mM であった（Fig. 5）．また，

rOCT1及び rOCT2は TEA以外にも神経毒の 1メ

チル4フェニルピリジニウム（MPP），シメチジ

ン（H2ブロッカー）やグアニジン（内因性代謝物）

など，構造的に多様な有機カチオンを輸送すること

が判明した（Fig. 6）．種々カチオン性化合物の

TEA取り込みに対する共存阻害効果について検討

したところ，モノアミン類，内因性カチオン及び抗

不整脈剤などのカチオン性薬物の共存下において，

TEA取り込みは有意に低下した．阻害曲線を基に

IC50 値を算出し両者を比較したところ，rOCT1並

びに rOCT2は多くのカチオン性化合物でほぼ類似

の親和性を示したが，MPP，ドパミン，ジソピラ

ミドやクロルフェニラミンなど，一部異なる感受性

を有することが明らかとなった（Table 1）．これら

の結果から，rOCT1と rOCT2は multispeciˆcな基
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Fig. 4. Accumulation of TEA by Monolayers of MDCKrOCT1 (A) and MDCKrOCT2 (B) Cells
Monolayers of MDCKrOCT1 (●▲) or MDCKpBK (○△) (A), and MDCKrOCT2 (●▲) or MDCKpBK (○△) (B) were incubated for the speciˆed

periods at 37°C with 50 mM [14C]TEA added to either basolateral (●○) or apical (▲△) side (pH 7.4). Unlabeled incubation medium was added to the opposite
side (pH 7.4). After incubation, the radioactivity of solubilized cells was counted. Each point represents the mean ±S.E.M. of three monolayers.

Fig. 5. Concentration Dependence of the TEA Accumulation by MDCKrOCT1 (A) and MDCKrOCT2 (B) Cells from Basolateral
Side
[14C]TEA accumulation (●) by cell monolayers was measured at various concentrations (0.01―1 mM) for 15 min at 37°C following addition to the basolater-

al side (pH 7.4). Unlabeled incubation medium was added to the apical side (pH 7.4). After incubation, the radioactivity of solubilized cells was determined. Insets
represent EadieHofstee plots (▲) for each experiment after correction of the nonsaturable component. Each point represents the mean ±S.E.M. of three
monolayers.
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質認識特性を有すること，両者は薬物尿細管分泌に

おいて一部異なる役割を担っている可能性が示唆さ

れた．

4. 腎における rOCT2発現の性差とその調節因

子22,23)

腎における有機イオンの排泄に性差が認められる

ことが報告されているが，24,25)その分子メカニズム

については不明であった．我々は腎有機カチオン分

泌の性差における OCTの役割解明を目指し解析を

進めた．Figure 7に示すように，ラット腎切片及び

側底膜小胞への TEA取り込みは，雄性ラットにお

いて雌性ラットよりも有意に高く性差が認められ

た．そこで，雌雄ラット腎における有機カチオント

ランスポータ（rOCT1, rOCT2, rOCT3）発現量に

関する検討を行った．その結果，腎における OCT2

の発現は雄性ラットで高く性差が認められたが，

rOCT1及び rOCT3についてその傾向は観察されな

かった（Figs.8,9）．さらに，雄性及び雌性ラットに

テストステロン又はエストラジオールを投与後，

rOCT1 及び rOCT2 mRNA の発現変動について調
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Fig. 6. Uptake of Cationic Compounds by MDCKrOCT1 and MDCKrOCT2
Monolayers of MDCK (○), MDCKrOCT1 (●) and MDCKrOCT2 (▲) were incubated for speciˆed periods at 37°C with 50 mM [14C]TEA (A), 100 nM

[3H]1methyl4phenylpyridinium (B), 100 nM [3H]cimetidine (C) or 50 mM [14C]guanidine (D) added to the basolateral side (pH 7.4). Unlabeled incubation
medium was added to the apical side (pH 7.4). After incubation, the radioactivity of solubilized cells was measured. Each point represents the mean ±S.E.M. of
three monolayers from a typical experiment.

Fig. 7. Accumulation of TEA by Slices (A) and Basolateral Membranes Vesicles (B) Isolated from Male and Female Rat Kidneys
A: Renal slices of male (●) and female (○) rats were incubated at 25°C in buŠer containing 50 mM [14C]TEA for the indicated periods. D-[3H]Mannitol was

used to estimate the extracellular trapping and nonspeciˆc uptake of [14C]TEA. Each point represents the mean±S.E.M. of three slices from a typical experiment.
p＜0.05, signiˆcantly higher than female. B: Basolateral membrane vesicles from cortex and medulla of male (closed column) and female (open column) rat kid-
neys were incubated with [14C]TEA for 30 sec at 37°C. Each point represents the mean±S.E.M. of three separate experiments performed in three determinations.
p＜0.05, signiˆcantly higher than females.

961No. 11
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Table 1. The IC50 and Apparent Ki Values of Various Organic Cations for [14C]TEA Uptake by rOCT1 and rOCT2

Organic cations
The IC50 or apparent Ki (in parentheses)

values for [14C]TEA uptake (mM) IC50 rOCT1/IC50 rOCT2

rOCT1 rOCT2

Tetraalkylammoniums

Tetrapentylammonium 1.3±0.29 1.7±0.16 0.79

Tetrabutylammonium 7.9±1.4 5.7±0.56 1.4
Tetrapropylammonium 23±3.1 39±0.74a) 0.59

Tetraethylammonium (47) (52) 0.90

Tetramethylammonium 1138±344 1674±239 0.68

Neurotoxin and monoamines
1-Methyl-4-phenylpyridinium (0.77) (1.7) 0.45

Nicotine (64) (50) 1.3

Histamine 324±59
(141±25)

363±108
(171±51)

0.89

Serotonin 897±42
(390±18)

513±5.2a)

(242±2.5)
1.7

Dopamine 1385±62
(603±27)

733±58a)

(347±28)
1.9

Adrenaline 3678±156
(1600±68)

2519±618
(1191±292)

1.5

Endogenous cations

Thiamine 736±70 646±112 1.1

N1-Methylnicotinamide (669) (403) 1.7
Choline 1452±108 1450±58 1.0

Guanidine (724) (713) 1.0

Antiarrhythmic drugs

NAcetylprocainamide 20±3.1
(8.8±1.4)

11±0.63a)

(5.0±0.30)
1.9

Quinidine (15) (19) 0.79

Disopyramide 142±19
(62±8.0)

64±1.3a)

(30±0.63)
2.2

Procainamide 109±10
(47±4.5)

76±5.2a)

(36±2.4)
1.4

Cationic drugs

Imipramine 16±8.2 9.9±1.4 1.6

Amiloride 13±0.60
(6.9±3.6)

13±0.80
(4.7±0.66)

1.1

Cimetidine (5.7) (9.4) 0.61

Chlorpheniramine 14±3.2 26±1.8a) 0.55

Diphenhydramine 24±0.56 32±2.2a) 0.74

The uptake of [14C]TEA (50 mM)was achieved by adding various concentrations of unlabeled inhibitors to the incubation medium. The apparent Ki values of
the inhibitors that transstimulation eŠects were observed by were calculated from the IC50 values. The data represent the mean±S.E.M. of three independent ex-
periments. a) p＜0.05, diŠerent from the IC50 value of rOCT1.
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べた結果，rOCT2 mRNAの発現量はテストステロ

ン投与ラットにおいて亢進し，エストラジオール投

与ラットにおいて低下する傾向にあった（Fig.

10）．また，性ホルモン投与ラットから単離した腎

切片への TEA 取り込みは，rOCT2 mRNA の発現

量とほぼ対応した変動を示した（Fig. 11）．以上の

結果から，rOCT2 はカチオン性薬物の腎移行に対

して主要な役割を担うこと，ラットにおけるカチオ

ン性薬物の尿中排泄に認められる性差の中心となる

トランスポータであることが示唆された．したがっ

て，今後 rOCT2の発現制御機構について転写レベ

ルから翻訳レベルまで系統的に解明・整理すること

は，ヒト腎におけるカチオン性薬物の尿細管分泌能

の個人差やその制御機構を明らかにするうえで有用
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Fig. 8. Northern Blot Analysis of rOCT1, rOCT2 and rOCT3 mRNA in the Kidneys of Male and Female Rats
A: Total RNA (10 mg) from male and female rat kidneys, hybridized with rOCT1, rOCT2, rOCT3, or GAPDH cDNA probe under high stringency. B: Den-

sitometric quantitation of rOCT1, rOCT2 and rOCT3 were corrected for loading using GAPDH. Male levels were set at 100％. No diŠerences in GAPDH were
measured between male and female rats. Each column represents mean ±S.E.M. of three rats. p＜0.05, signiˆcantly higher than females.

Fig. 9. Immunoblot Analysis of rOCT2 Protein in the Kidneys of Male and Female Rats
Crude membranes (50 mg) from the kidneys of three male and three female rats, respectively, were separated on SDSPAGE. rOCT2 was identiˆed using poly-

clonal antibodies. The arrows indicate the position of rOCT2 protein.

963No. 11

な基礎情報を提供するものと考える．

5. おわりに

本研究では rOCT2の尿細管分布，薬物認識特性

並びに腎における rOCT2発現の性差について検討

した．上記以外にも，OCT2の生理学的・病態生理

学的役割が明らかになりつつある．例えば，慢性腎

不全の進展におけるカチオン性薬物の腎クリアラン

スの低下に OCT2の発現低下が関与することや，26)

ヒト腎において hOCT2が最も強く発現する有機カ

チオントランスポータであり，カチオン性薬物の腎

移行において主要な役割を果たしていることなどが

示唆されている．27)最近では，hOCT2 の alterna-

tive spliced variant である hOCT2A の単離に成功

し，薬物の腎排泄に関わる有機カチオントランス

ポータの分子的・機能的多様性について実証し

た．28)今後，多彩なカチオン性薬物の腎排泄並びに

病態時におけるカチオン性薬物の腎挙動を分子的に

説明することを目指して研究を続け，今回得られた
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Fig. 10. Northern Blot Analysis of rOCT1 and rOCT2 mRNA in the Kidneys of Male and Female Rats Treated with Testosterone or
Estradiol

A: Total RNA (10 mg) of kidney from rats treated vehicle (CONT), testosterone (TS) or 17b-estradiol (E2) was hybridized with rOCT1, rOCT2 or GAPDH
cDNA probe under high stringency. B: Densitometric quantitation of rOCT1 and rOCT2 were corrected for loading using GAPDH. Control rat levels were set at
100％. No diŠerences in GAPDH were measured among all rats. Each column represents mean±S.E.M. of four rats.p＜0.05, signiˆcantly diŠerent from control.

Fig. 11. TEA Accumulation by Kidney Slices from Male and Female Rats Treated with Testosterone and Estradiol
Kidney slices from males and females were incubated at 25°C in buŠer containing 50 mM [14C]TEA for 60 min. CONT: rats treated with vehicle, TS: rats treated

with testosterone, E2: rats treated with 17b-estradiol. Each column represents the mean±S.E.M. of three separate experiments in three slices.p＜0.05, signiˆcant-
ly diŠerent from control.

964 Vol. 122 (2002)

研究成果と共に臨床における薬物治療の適正化・個

別化推進の一助となることを期待する．
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