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緒言 
1. 有機カチオンの排泄と薬物トランスポーターMATE 

 腎臓および肝臓は，内因性老廃物および外因性異物を排泄することで生体内恒常性の維
持に関わる。この排泄機能には種々の薬物トランスポーターが関与する。腎臓におけるカ
チオン性薬物の排泄過程では，まず血中の有機カチオンが尿細管上皮細胞の基底膜側に発
現しているOCT2/SLC22A2によって細胞内にとりこまれる。その後刷子縁膜側に発現して
いるP-gp/MDR1や有機カチオン/H+交換輸送系によって尿中へと排出される (Inui et al., 2000; 

Koepsell, 1998; Koepsell et al., 2007; Oude Elferink et al., 1995; Pritchard and Miller, 1993; Ullrich, 

1994)。この，刷子縁膜側に存在している有機カチオン/H+交換輸送系の分子実体は長らく
不明のままであった。2005年，当研究室の Otsukaらは細菌の有機カチオン交換輸送体であ
るNorMに着目し，その配列を元にヒトゲノムデーターベースを検索することで，有機カ
チオン/H+交換輸送系の分子実体として，ヒトのMATE (Multidrug And Toxin Extrusion) 型ト
ランスポーター，MATE1/SLC47A1および MATE2/SLC47A2を同定した (Otsuka et al., 2005a)。 
 ヒトMATEは，尿細管上皮細胞および肝細胞の apical膜に発現し，H+と有機カチオンを
交換輸送することで，薬物を尿および胆汁中に排泄する（図 A-1）。このためヒト MATE

は種々の有機カチオン性薬物排泄の最終段階を担うトランスポーターと考えられている。
MATEは構造，電荷，作用機序の異なる多彩な化合物を輸送する多剤排泄トランスポーター
である（図 A-2）。カチオン性薬物の動態を調べる上でモデル化合物としてよく用いられ
てきた TEA (Tetraethylammonium) および MPP (1-methyl-4-phenylpyridinium) や，臨床上用
いられるカチオン性薬物のシメチジン，メトホルミン，およびプロカインアミドなど，分
子量100-1000程度の比較的低分子のカチオン系薬物を好む (Omote et al., 2006; Tanihara et al., 

2007)。一方でカチオンに限らず，エストロン-3硫酸やアシクロビルなどのアニオン性薬物
およびセファレキシンやセフラジンなどの両親媒性薬物も輸送する (Tanihara et al., 2007)。
このようにヒトMATEは多彩な化合物を輸送するが，その中には臨床上重要な薬物が数多
く含まれる。 

 ヒトMATEが薬物の動態に関与する例としてメトホルミンがよく知られている。メトホ
ルミンは，MATE阻害剤やヒトMATE1の SNPによって，その動態・薬効が変化する。例
えば，抗マラリア薬のピリメタミンは，MATEの特異的かつ強力な阻害剤でもあり，メト
ホルミンのクリアランスを低下させ，AUCおよび最高血中濃度を上昇させる (Kusuhara et al., 

2011)。同様に，胃酸抑制薬シメチジンや抗生物質トリメトプリムは，メトホルミンクリア
ランスを低下させ，AUCを上昇させる (Müller et al., 2015; Somogyi et al., 1987)。ピリメタミ
ン，シメチジン，およびトリメトプリムは OCT も阻害するが，メトホルミンとの相互作
用の作用点は臨床用量，血中濃度，および阻害定数からMATEと考えられている (Kusuhara 

et al., 2011; Matsushima et al., 2009; Müller et al., 2015; Tsuda et al., 2009)。また，SNPの一つ
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rs2289669G>AではメトホルミンによるヘモグロビンA1Cの減少が大きくなる (Becker et al., 

2009)。 

 ノックアウトマウスを用いた検討からも，MATEが薬物動態に影響を与えることが示さ
れている。マウスMATE1を含む遺伝子領域を欠損した del(11)17/+マウス (Bi et al., 2002)で
は，MATE1の発現が低下し TEAの腎蓄積が生じる (Hiasa, 2010)。MATE1ノックアウトマ
ウスでは，禁煙補助薬バレニクリンの腎クリアランス・尿中排泄量が低下し，血中濃度が
上昇する (Kajiwara et al., 2012)。さらに，マウスにピリメタミンやシメチジンを投与すると，
TEA，利尿薬のアミロライド，抗生物質のセファレキシン，腫瘍診断薬のメタヨードベン
ジルグアニジン，胃酸抑制薬のラニチジン，および抗精神病薬のスルピリドの腎臓-血漿中
濃度比が増加する (Ito, 2013)。 

 このように，MATEは薬物動態・薬効に影響するため薬物相互作用の標的として臨床・
創薬上重要なトランスポーターであることが認識されるようになってきた。その結果，薬
物動態研究者等により構成される国際トランスポーターコンソーシアムは数年前にMATE

を薬物動態上重要なトランスポーターであると認定した (International Transporter Consortium, 

2010)。この提言をもとに，MATEは日本厚生労働省の「医薬品開発と適正な情報提供のた
めの薬物相互作用ガイドライン（最終案）」，米国FDAの ”Guidance for Industry Drug Interaction 

Studies — Study Design, Data Analysis, Implications for Dosing, and Labeling Recommendations”，欧
州 EMAの”Guideline on the Investigation of Drug Interactions” に考慮すべき対象として記載さ
れている (European Medicines Agency, 2012; Food and Drug Administration, 2012; Maeda et al., 

2014)。 
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図 A-1. 薬物排出のアンカートランスポーターMATE  
ヒト MATE は腎臓の刷子縁膜および肝臓の微小胆管膜に高発現し，有機カチオンと H+を
交換輸送することで，有機カチオンを尿中・胆汁中に排泄する。(Otsuka et al., 2005a) より
改変した。  



 

4 4	

 

 

 

 

 

図 A-2. 代表的なMATE基質  
MATEは比較的低分子の多彩な有機カチオンを好むが，一部の双性イオンおよび有機アニ
オン種も基質とする (Omote et al., 2006; Tanihara et al., 2007; Yasujima et al., 2010)。TEA: 

Tetraethylammonium, MPP: 1-methyl-4-phenylpyridinium, DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole, 

E-3-S: Estrone 3-sulfate  
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2. ヒトMATE1の局在と機能 

 MATE型トランスポーターは原核生物から高等真核生物に至るまで，生物種を問わず普
遍的に存在することから（図 A-3），生物の生存に必須な役割を担う重要なトランスポー
ターであると考えられている (Omote et al., 2006)。哺乳類のMATE型トランスポーターは，
その相同性から 3種のサブグループに分類できる（図A-4）。クラス Iは，全身，特に肝臓
および腎臓に発現する。クラス IIは，げっ歯類以外の哺乳類に存在し，腎臓特異的であり
尿細管刷子縁膜に局在する。クラス IIIは，チンパンジー，ラット，およびマウスなどに存
在し，精巣ライディッヒ細胞および副腎皮質特異的に局在する。ヒト MATE1 はクラス I

に，ヒトMATE2はクラス IIに属する。クラス I MATEは全身の様々な組織で発現が認め
られる。例えば，骨髄，筋肉，グリア，Ito細胞やランゲルハンス氏島α細胞に発現してい
ることが報告されている (Hiasa et al., 2006; Otsuka et al., 2005a)。これらの細胞では上皮細胞
特有の極性がなく，細胞膜を隔てた pH 勾配も存在しないため，腎臓・肝臓における薬物
排泄以外に未知の機能・生理的意義があるものと推察される。言い換えると，何らかの内
因性基質の体内動態に関与している可能性が高い。しかし，これまでの基質認識性の検討
は薬物が中心であり，発現部位に対応する内因性基質はよくわかっていない。げっ歯類
MATEを用いた内因性基質の解析が進んでいるものの，ヒトとげっ歯類では発現するMATE

のクラス・局在が異なる。そのため，ヒト MATE1 の生理的意義を考えるためには，ヒト
MATE1の内因性化合物の認識性を検討する必要があると考えられる。局在と対応する内因
性基質を明らかにすることで，in vivoへの解析へ橋渡しができ生理的意義の解明に近づく
ものと思われる。 

 また，MATE型トランスポーターは薬物トランスポーターの中では最も遅くに同定され
たこともあり，基質認識性の検討は他の薬物トランスポーターと比較するとまだまだ解析
が遅れている。さらに，薬物トランスポーターの ligand 情報をデータベース化して構造活
性相関を解析し，薬物相互作用の予測モデルを構築する計算機科学の試みも進展中である。
MATEは多基質認識性を持つため複数の認識パターンを持つことが予想され，正確な相互
作用予測にはより多様な母核構造を持つ化合物の知見が求められる。このような観点から
も，ヒトMATEの基質認識に関する知見は有益である。 
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図 A-3. MATEファミリーをコードする遺伝子の系統樹  
MATEは生物界に広く存在する普遍的なトランスポーターである。(Omote et al., 2006) より
引用した。 
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図 A-4. 哺乳類のMATEをコードする遺伝子の系統樹  
 哺乳類 MATE は遺伝的に 3 種のサブグループに分類できる。塩基配列を元に Clustal W

を用いて無根系統樹を描いた。図の枝の長さはNJ法で求めた遺伝距離を表す。(Omote et al., 

2006)より改変した。 
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3. MATE型トランスポーターの輸送機構 

 MATEの広い基質認識性は，内因性老廃物や生体外異物を排泄する上で都合の良い性質
である。MATEがどのようにして作用機序や構造，電荷の異なる多彩な薬物を認識し輸送
するのかを明らかにすることは，多基質認識の分子基盤の理解につながり，薬物動態の改
善や毒性の軽減などへの応用が期待される。 

 MATEがカチオンを好むことと，腎臓の刷子縁膜小胞をカルボキシ基の化学修飾剤DCCD 

(dicyclohexylcarbodiimido) で前処理するとTEA輸送が阻害されることから (Kim et al., 1993)，
MATEの機能には酸性残基の関与が示唆されていた。そこで，MATEの構造を見てみると
大半の MATE は推定 12 回膜貫通構造をとる（図 A-5）。ヒト MATE の推定膜貫通領域に
は，4つの酸性残基（Glu273, Glu278, Glu300, および Glu389）が存在する（図A-6）。これ
ら酸性残基は，真核生物間では保存性が高い。その中でも Glu273 残基は真核生物由来の
MATEにおいて，唯一完全に保存されており，重要な機能を担うことが予測される。実際，
変異体を用いた速度論的な解析から，Glu273, Glu278, Glu300および Glu389は基質特異性
に関与することが明らかにされている (Matsumoto et al., 2008)。 

 以上の知見を元に MATE の有機カチオン輸送モデルを考えた（図 A-7）。保存された酸
性残基のカルボキシ基上で有機カチオンとH+が交換され，構造変化が生じ，輸送サイクル
が回転する。このモデルでは，∆pH は駆動力となり，pH は酸性残基の解離状態に影響す
ることで輸送活性を変化させる。しかし，1) 従来の測定系では∆pHと pHの影響を区別で
きない，2) 直接 H+の輸送を検出する系がない，および 3) 結合を測定する系がないこと
からこのモデルの直接的な実証はできていなかった。 

 

 また，細菌MATEは多剤耐性をもたらす一因となっており，MATE阻害剤は耐性克服の
切り札となりえる。しかし，既知のMATE阻害剤は細菌・ヒトMATE選択性がない。その
ため，細菌MATE選択的な阻害剤の開発が求められている。 

 原核生物 MATE については，生化学・構造生物学的検討がなされている。Vibrio 

parahemolyticusのMATE型トランスポーターNorMについて，変異導入による機能の変化が
検討され (Otsuka et al., 2005b), 複数の原核生物のMATEについて結晶構造が既に明らかに
されている (He et al., 2010; Lu et al., 2013; Radchenko et al., 2015; Tanaka et al., 2013)。以上の報
告から，原核生物のMATEについては薬物および対向イオンの結合・輸送に関与するアミ
ノ酸残基が複数同定されている。これらのアミノ酸残基は，生物種によって保存性が異な
ることから，原核生物MATEと真核生物MATEは異なるアミノ酸残基を利用して基質認識・
輸送を行うことが示唆されており，両者の基質認識・輸送の分子機構には種差があるもの
と考えられる。 
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 以上のことから，ヒトの MATE 型トランスポーターの分子機構を解明し，ヒト MATE

と細菌MATEとの分子機構の違いを明らかにすることが重要である。 

 

 

 

 

 

 

 

図 A-5. MATEの二次元構造と 4つの保存領域  
MATEは推定 12回膜貫通構造をとる。保存された 4領域の存在から，6回膜貫通構造の 2

回繰り返し構造と推察される。(Omote et al., 2006) より引用した。 
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図 A-6. 膜貫通領域の荷電性保存残基  
ヒトMATE1の膜貫通領域（TM）には 4つの酸性保存残基と 1つの保存ヒスチジン残基が
存在する。このうち，TM7に位置する Glu273は真核生物中に完全に保存されている。 
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図 A-7. MATEの有機カチオン輸送の予想モデル  
ヒトMATE1の保存された酸性残基上で有機カチオンとH+が交換され，その後構造変化が
生じ輸送サイクルが回転する。 
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4. MATE特異的阻害剤ピリメタミン 

 ジヒドロ葉酸レダクターゼ阻害剤で抗マラリア薬として用いられるピリメタミンは，強
力かつ特異的なMATE阻害剤である (Ito et al., 2010)。この阻害剤は当研究室で発見され，
東京大学薬学部杉山研究室との共同研究により薬物動態における重要性が明らかにされた。
ピリメタミンは in vitroでMATEの基質であるメトホルミンを競合的に阻害し，健常者を対
象とするマイクロドーズ試験においてメトホルミンの動態を変化させた (Kusuhara et al., 2011)。
これらのことから，ピリメタミンは in vitro, in vivoいずれにおいてもMATE研究のツールと
して有用である。しかし，ピリメタミンのMATEに対する阻害機序についてはよくわかっ
ていなかった。 

 MATEと他の薬物トランスポーターの基質認識性を比較すると，MATE-OCT間，および
MATE1-MATE2K間の基質認識がオーバーラップしている。ここで，ヒトMATE1選択的な
阻害剤が手に入れば，ケミカルノックダウンによる生理的意義の検討が可能となり，また，
精製タンパク質の結晶化の促進剤として用いることで結晶構造解析が進展し，結合ポケッ
ト・ligand の結合様式に関する情報が得られるなど，MATE の機能と構造，分子機構に関
する研究が進展するものと期待される。ヒト MATE1 選択的阻害剤を合理的に設計する上
で，既知の阻害剤で最も選択性・阻害活性が強いピリメタミンの作用機序に関する知見が
求められている。 
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5. 本研究の目的と要旨 

 以上の背景から，MATE研究上の課題は以下のように整理できる。 

 第一に，MATEは薬物動態上重要であるが，比較的遅くに同定されたため基質認識性の
検討が不十分である。さらに，薬物動態以外の機能を持つものと考えられるが，局在面の
ヒントはあるもののそれに対応した内因性化合物の認識に関する知見がない。 

 第二に，輸送機構を解析する中で，酸性残基上で有機カチオンとH+が交換される輸送モ
デルを考え，酸性残基が基質特異性に関与することまで明らかになっていた。しかし，pH

と∆pHを区別できる系，H+輸送測定系，および基質結合の測定系がなかったためモデルは
実証されていない。 

 第三に，MATEの研究によく用いられている特異的阻害剤があるものの，その阻害機序
が明らかになっていない。 

 

 そこで本研究では，下記 3項目を実施し「ヒト」MATE1タンパク質の基質認識と分子機
構を解析した。 

1. 未知の基質認識性を明らかにするために，発現部位に基づく内因性基質の予想や動態学
上重要な化合物を踏まえて，従来より広汎な化合物について基質認識を検討した。典型
的な基質である TEA 輸送の阻害と，標識化合物を用いた輸送の直接測定から，新規阻
害剤・基質を探索しMATEの ligandを明らかにするとともに，その結合様式・動態学上
の意義などをまとめた。 

2. 有機カチオン輸送の予測モデルに基づき，精製タンパク質を用いた解析によって，pH

が輸送と基質結合に及ぼす影響，およびカチオン性薬物の輸送における酸性残基の重要
性を明らかにした。 

3. MATEの特異的阻害剤であるピリメタミンの阻害機序を解析し，ピリメタミンがMATE

輸送サイクルのどの過程を阻害するかを明らかにした。また，MATEの ligand結合部位
に関する知見を得た。 

 

 これらの結果と考察を以下三章にわたって詳述する。 
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第 I章 ヒトMATE1の基質認識性の解析 
I-1 ヒトMATE1輸送活性評価系の構築 

1a HEK293細胞安定発現系 

 ヒトMATE1の輸送活性を測定するために，これまではリポフェクション法によりMATE1

をHEK293細胞に一過性に発現させる系が用いられてきた (Otsuka et al., 2005a; Matsumoto et 

al., 2008)。しかし，この方法ではMATE1の発現量を一定に制御することが難しく実験間の
誤差が大きくなる問題があった。そこで，本研究を開始するにあたり，HEK293 細胞ヒト
MATE1安定発現株を作製した。ヒトMATE1の発現を確認するために，HEK293細胞膜画
分を調製し，ウェスタンブロットにより解析した。コントロール株では，ヒト MATE1 の
シグナルは検出されなかったが，安定発現株では，62 kDaの位置にヒトMATE1のバンド
が確認された（図 I-1A）。続いて，代表的なヒトMATE1基質である TEAを用い，輸送活
性を測定した。細胞外を pH 8.0 にすることで細胞内酸性の pH 勾配を負荷した際，ヒト
MATE1 安定発現株では，反応開始後 30 分まで，経時的な TEA の取り込みが確認された
（図 I-1B）。一方，コントロール株においては TEAの取り込みはみられず，バックグラウ
ンドと同程度であった。以上の結果より，ヒト MATE1 の輸送活性の測定系を構築できた
ものと結論し，以下の実験に用いた。 

 

 以下，本章ではHEK293細胞安定発現系および精製・再構成系の二手法を用いて，in vitro

レベルで細胞内・小胞内への取り込みを評価し，輸送されたものを基質と判断した。 
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図 I-1. HEK293細胞を用いた輸送活性測定系  

A) 細胞膜発現の確認: HEK293細胞の膜画分を調製し，試料 30 µgを 11% SDS-PAGEにか
け，抗ヒトMATE1抗体を用いてウェスタンブロットした。 B) TEA輸送試験: pH8.0で 50 

µM 14C-TEAをHEK293細胞に加え，細胞内に蓄積した TEA (nmol/mg protein) を測定した。
各点の値は，Mean±SE (n = 3) である。 
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1b TEA阻害活性スクリーニング 

 カチオン性薬物の基質認識性はMATE同定以降，よく検討されている。そこで本項では，
カチオン性薬物のみならず，内因性化合物を含む様々な電荷の化合物について，HEK293

細胞の系を用いて TEA 輸送の阻害を試験した（表 I-1）。各化合物のストックを Transport 

Medium で希釈し，終 DMSO 濃度が <0.5% となるように溶解度に応じて測定濃度を設定
した。 

 内因性化合物について，ビタミン B1のチアミン（1 mM）およびビタミン Eのトコフェ
ロール（1 mM）が有意に阻害した。ポルフィリン合成経路の最初の生成物 5-アミノレブ
リン酸，補酵素 CoAおよび NAD, ビタミン B2リボフラビン，ならびに尿素回路の最終生
成物尿素は，1 mMにおいても有意な阻害は見られなかった。 

 生体内アミンで，アミノ基を 1つ持つセロトニン（100 µM），およびチラミン（1 mM）
はMATEを有意に阻害した。また，4つのアミノ基を持ち，pH8.0ではアミノ基を 3つ持
つスペルミン（100 µM）もMATEを強く阻害した。 

 脳神経系に作用するカチオン性化合物，小胞型モノアミントランスポーターVMATの阻
害薬レゼルピン（100 µM），ドパミンD1およびD2受容体遮断薬のトリフルオペラジン（10 

µM），D2受容体遮断薬のドロペリドール（1 µM），ならびにセロトニントランスポーター
SERTおよびノルエピネフリントランスポーターNET阻害薬のイミプラミン（10 µM）が
有意に阻害した。カチオン性の外因性異物であるアルカロイドのパパベリン（10 µM）と
ニコチン（100 µM）も有意に阻害した。 

 中性またはアニオン性の外因性異物である，女性ホルモン様作用を示す内分泌撹乱物質
ビスフェノールA (10 µM) および合成女性ホルモンジエチルスチルべステロール (100 µM) 

は有意な阻害を示さなかった。中性またはアニオンとして存在する，大環状構造を持つマ
クロライド系化合物のバフィロマイシン（1 µM）およびコンカナマイシン（1 µM）が強く
阻害した。食餌性に摂取する機会の多い，フラボノイドのケルセチン（100 µM），フラボ
ノイド配糖体ルチン（100 µM）およびヘスペリジン（100 µM）も有意に阻害した。 
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表 I-1. 種々の化合物がTEA輸送に及ぼす影響 
Compound Conc. Uptake 

– µM % ± SD  
None (control) – 100 ± 1.9  
Serotonin 100 84 ± 8.0 ＊ 
Spermine 100 25 ± 3.6 ＊ 
Tyramine 1000 46 ± 5.1 ＊ 
Reserpine 100 14 ± 0.3 ＊ 
Trifluoperazine 10 28 ± 4.7 ＊ 
Doroperidol 1 74 ± 14.7 ＊ 
Imipramine 10 75 ± 11.9 ＊ 
Bisphernol A 10 114 ± 2.1  
Diethylstilbesterol 100 95 ± 7.8  
Amantadine 100 75 ± 9.8 ＊ 
Neostigmine 1000 29 ± 5.0 ＊ 
Propranolol 100 30 ± 3.9 ＊ 
Papaverine 10 27 ± 2.7 ＊ 
Nicotin 100 70 ± 5.0 ＊ 
Bafilomycin A1 0.1 32 ± 4.1 ＊ 
 0.5 29 ± 3.0 ＊ 
 1 25 ± 4.4 ＊ 
Concanamycin 1 47 ± 8.6 ＊ 
Quercetin 100 33 ± 1.4 ＊ 

＊ 
 

Rutin 100 72 ± 3.6 
 
＊ 
 
 

Hesperidine 
 
Hesperidine 

100 53 ± 19.6 ＊ 
 
 

Thiamine 100 56 ± 7.0 ＊ 
 
 

 1000 31 ± 3.9 ＊ 
 
 

α-Tocopherol 100 79 ± 9.6 ＊ 
 
 

5-Aminolevulinic acid 1000 107 ± 12.1  
CoA 1000 104 ± 12.7  
NAD 1000 95 ± 1.9  
Riboflavin 1000 102 ± 5.9  
Urea 5000 122 ± 15.7 

 
a 

 

種々の化合物について，HEK293 細胞を用い,ヒトMATE1阻害効果を試験した。50 µM 
14C-TEAをHEK293細胞に加え pH8.0，37˚Cで 10 分間インキュベートした。コントロー
ル活性（試験化合物非存在下の TEA輸送活性）は，0.10 ± 0.02 (nmol/mg/min; Means ± SD, n 

= 3) であった。Dunnettの検定において p < 0.05となる群に＊を付した。 
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I-2 天然物が TEA輸送に及ぼす影響 

2a フラボノイド類はMATEを阻害する 

 前節で，ルチンやヘスペリジンなどのフラボノイド配糖体が MATE1 を阻害した。これ
ら化合物は，一般に中性またはアニオンとして存在し，既知の MATE1 のカチオン性基質
とは電荷が異なる。また，治療上用いられる薬物ではないが，日常的に食餌由来で摂取す
る機会がある外因性異物である。さらに，類似構造の化合物が入手しやすい。以上の点か
ら，これら化合物について詳しく解析することで，MATEを介した薬物相互作用を起こす
可能性，阻害剤の構造活性相関，およびMATEとリガンドの相互作用部位の類推に繋がる
知見が得られるものと期待される。そこで，フラボノイド配糖体のアグリコンであるフラ
ボノールを始め，カテキン，クマリン類について阻害活性を検討した（表 I-2）。 

 フラボノール類のケルセチン，ケンフェロール，およびイソラムネチンはヒト MATE1

をよく阻害した（図 I-2，表 I-3）。阻害曲線をシグモイド曲線に当てはめ IC50値を算出し
た場合，当てはめの悪いものが数化合物認められた。これら化合物についても極端に外れ
た値を算出していないことを確認するために，古典的な方法を用いて IC50値を計算し，値
を比較した（実験方法参照）。両方法から求めた IC50値はほぼ一致していた（表 I-3）。得
られた IC50値を基準に構造と阻害を比較すると，フラボノール類について，3, 5, 7, 4’位の
ヒドロキシ基と 3’位のメトキシ基が阻害に重要であることが示唆された。緑茶に含まれる
カテキンの中では，EGCGが阻害したが，非没食子酸エステル型のエピカテキンおよびカ
テキンは阻害しなかった。フラノクマリン類は，構造・活性間に有意な関係はみられず，
ヒトMATE1を阻害した。 
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図 I-2. 種々の中性天然物がTEA輸送に及ぼす影響  
実験条件は表 I-1と同じである。 
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表 I-2. 試験した天然物の構造 
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表 I-3. 天然物が TEA輸送に及ぼす影響 

Compounds	 Sigmoidal	fitting	(＊)	 Logarithmic	fitting	

	 α	 β	 γ	 IC50	(µM)	 a	 b	 IC50	(µM)	

Flavonoids	
Isorhamnetin	 2.1	 1.6	 1.8	 	 	 0.34	 ±0.11	 -48.2	 31.2	 0.41	 ±0.05	
Kaempferol	 2.0	 0.8	 1.2	 	 26.7	 ±2.66	 -18.0	 75.5	 26.2	 ±0.9	
Quercetin	 2.1	 1.3	 0.1	 	 32.8	 ±0.93	 -26.0	 88.4	 29.8	 ±0.8	
Kaempferide	 23.5	 1.0	 21.3	 	 176	 ±17.5	 -19.8	 94.4	 174	 ±0.8	
Galangin	 29.2	 1.7	 15.3	 	 232	 ±14.7	 -25.9	 111	 	 232	 ±0.9	
Morin	 45.9	 2.1	 19.7	 	 445	 ±25.7	 -28.8	 129	 564	 ±0.7	
Rhamnetin	 	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	
Tamaricetin	 	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	
Geraldol	 	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	
QTME	 	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	
Ombuin	 	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	
Myricetin	 	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	

Catechins	
(–)-EGCg	 1.9	 1.1	 0.1	 43.8	 ±7.1	 -33.2	 108	 57.2	 ±0.9	
(–)-Epicatechin	 	 	 	 >500	 	 	 	 >500	
(+)-Catechin	 	 	 	 n.d.	 	 	 	 n.d.	

Coumarins	
Dicoumarol	 	 	 	 n.d.	 	 	 n.d.	 	
3-Hydroxycoumarin	 1.6	 0.7	 0.5	 72.9	 ±10.1	 -16.3	 80.3	 73.6	 ±0.7	

Furanocoumarins	
Imperatorin	 1.3	 0.9	 0.7	 6.0	 ±2.3	 -17.7	 64.7	 6.7	 ±0.9	
Psoralen	 1.4	 0.7	 0.7	 16.2	 ±10.5	 -16.0	 73.6	 29.9	 ±0.6	
Xanthotoxin	 1.3	 0.6	 0.7	 35.7	 ±2.1	 -12.4	 68.7	 32.4	 ±0.7	
Bergamottin	 2.2	 0.9	 1.0	 39.8	 ±2.3	 -23.8	 85.4	 30.6	 ±0.8	
Xanthotoxol	 1.5	 0.5	 0.6	 193	 ±20.3	 -8.4	 72.8	 540	 ±0.7	
Bergapten	 n.d.	 n.d.	

実験条件は表 I-1と同じである。阻害曲線を二種の回帰式に当てはめ，IC50値を算出した。
詳細は，実験方法に記述した。Sigmoidal fittingでは阻害曲線に当てはまりの悪い化合物が
あったが，Logarithmic fittingとほぼ同じ IC50値が得られている。500 µMで 50%阻害に至ら
なかった化合物には>500 µM，溶解する濃度域で50%阻害に至らなかった化合物にはn.d. (not 

detected) と表記した。(＊) Kawasaki, T., Ito, H., Omote, H. (2014) Biol Pharm Bull. 37: 292-297. 

に報告したものと同じ値である。QTME: Quercetin-3, 7, 3’, 4’-tetramethyl ether 
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2b 天然物阻害剤の阻害様式の検討 

 前項で見出された天然物阻害剤のうち，薬物相互作用を起こすことがよく知られている
フラノクマリン類のベルガモチン，および試験化合物中最小の IC50値を示したイソラムネ
チンについて，その阻害活性を速度論的に解析した。両化合物は競合的に TEA輸送を阻害
し，その Ki値はそれぞれ 98.7, および 0.32 µMであった（図 I-3）。これら二化合物は競合
阻害であることから TEAと結合部位を共有する，または TEAと異なる部位に結合するが
TEAの結合を障害することが示唆された。 

 

 

 

 

 

図 I-3. ベルガモチンおよびイソラムネチンの阻害様式の検討  

TEA輸送に及ぼす阻害効果を速度論的に解析した。バックグラウンドとしてMockの値を
差し引いた。各点の値は，Mean±SD (n = 4) である。A) ベルガモチン（0, 100, および500 µM）
B) イソラムネチン（0, 0.1, 1 および 10 µM）存在下で TEAの輸送を測定した。 
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1-3 ヒトMATE1の新規基質の探索 

3aセロトニン，スペルミン，およびスペルミジンは，ヒトMATE1の基質である 

 I-1c の検討において，セロトニンはヒト MATE1 を阻害した（表 I-1）。セロトニンは，
消化管粘膜，血小板，および中枢神経系に局在し，腸管蠕動運動，血管収縮，血小板凝縮，
および神経伝達などに関与する (Mohammad-Zadeh et al., 2008)。 

 また，ヒト MATE1 について免疫組織化学的な解析から神経系（大脳皮質，海馬，側脳
室，および小脳），および，消化管系（胃，十二指腸，小腸，結腸）にも局在が認められて
いる (THE HUMAN PROTEIN ATLAS; Pontén et al., 2008)。このように，ヒトMATE1とセロ
トニンの局在は，一部オーバーラップしている。 

 以上のことから，ヒト MATE1 新規基質の候補としてセロトニンに着目した。セロトニ
ンは TEA輸送に対し弱いながらも阻害傾向を示した（図 I-4B）。そこで，精製・再構成系
を用いて放射標識セロトニンの輸送を試験した。コントロールリポソームと比較してヒト
MATE1再構成リポソームでは有意に，経時的なセロトニン取り込みが見られた（図I-4C）。
このセロトニン輸送に対し，種々のモノアミンの影響を検討した。モノアミン類（100 µM）
は弱いながらもセロトニン (50 µM) 輸送を阻害した（図 I-4D）。これらモノアミン類のう
ち 1 mM チラミンは TEA輸送を阻害した（表 I-1）。以上のことから，チラミンは低親和
性のMATE基質であることが示唆された。 

 セロトニンがヒト MATE1 に輸送されたため，その代謝産物のメラトニンおよび 6-ヒド
ロキシメラトニンに着目した。両化合物は TEA輸送を阻害した（図 I-5）。100 µMにおけ
る阻害を比較すると，阻害の強さはメラトニン > 6-ヒドロキシメラトニン > セロトニン
であった。さらに，セロトニンとは電荷が異なる生体内アミンのポリアミンに着目した。
ポリアミンもまた TEA輸送を阻害し，ポリアミン 4種の中では 4つのアミノ基を持つスペ
ルミンが強い阻害を示した（図 I-6）。また，放射標識スペルミンおよびスペルミジンは
MATE1によって輸送され，基質となることが明らかとなった。 

 

3b スペルミジン輸送の特徴 

 ポリアミンのうち，3つのアミノ基を持つスペルミジンの輸送について HEK293細胞安
定発現系を用いてその性質を解析した。ポリアミンは一般にOCTの基質となる (Busch et al., 

1996; Gründemann et al., 2003; Winter et al., 2011)。OCTは膜電位依存性の輸送体である。そ
こで，OCT によるポリアミン輸送を最小限に抑え MATE の機能を評価しやすくするため
に，高カリウム刺激によって HEK293 細胞を脱分極させ OCT の阻害を試みた。細胞内取
り込みバッファー中のNa+をK+に置換すると，Mock細胞へのスペルミジン蓄積が減少し，
MATE を介したスペルミジン蓄積は上昇した（図 I-7A）。そこで，カリウムバッファーを
用いて時間依存性を検討した。スペルミジンの細胞内蓄積は30分まで経時的に上昇した （図
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I-7B）。輸送時間を5分間とし濃度依存性を評価したところ，Vmax = 6.86 ± 0.72 nmol/mg/min, 

Km = 13.5 ± 1.3 mMであった（図 I-7C）。また，細胞外 pHを変化させると，スペルミジ
ン蓄積は pH6.7および 7.4で同程度であり，pH8.0で増加が見られた（図 I-7D）。 

 続いて，種々のMATE基質・阻害剤がスペルミジン輸送に及ぼす影響を検討した（図I-8）。
1 mM TEA, MPP, シメチジン，およびスペルミンは阻害を示したが，パラコートおよびメ
トホルミンは有意な阻害を示さなかった。また，1 µM ピリメタミンによる阻害は約 20%

であり，TEAに対する阻害と比較して弱いものであった。ただし，スペルミジン輸送はよ
り高濃度 （>1 µM）のピリメタミンによって強く阻害される可能性がある。また，MATE

の多基質認識性を考慮すると，スペルミジンとピリメタミンの結合部位が異なり，ピリメ
タミンの結合はスペルミジンの輸送に影響を及ぼさない可能性がある。以上の可能性から，
スペルミジン輸送のピリメタミン感受性の判断には，阻害の濃度依存性・速度論的解析が
必要である。 

 

3c. 生体外毒物ニコチンは，ヒトMATE1に輸送される 

 アルカロイドはカチオン性化合物であり，MATEの基質候補である。実際，ニコチンお
よびパパベリンは TEA輸送を阻害した。そこで，習慣的に吸入する機会の多いニコチンに
着目した。ニコチンは濃度依存的に TEA輸送を阻害した（図 I-9A）。また，放射標識ニコ
チンを用いて輸送活性を測定したところ，ニコチンはヒト MATE1 によって輸送され，基
質であることが明らかとなった（図 I-9B）。 
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図 I-4. ヒトMATE1輸送機能とセロトニン  

A) 試験化合物の構造 B) TEA輸送の cis阻害: pH8.0で，50 µM 14C-TEAおよび試験化合物
を HEK293細胞に加え 37˚Cで 10分インキュベートした。バックグラウンドとして Mock

の値を差し引いた。 C) セロトニンの輸送: 再構成系を用いてリポソーム内pH6.7, リポソー
ム外 pH8.0とし，50 µMセロトニンを輸送させた。D) Cと同様に，試験化合物存在下 50 µM

セロトニンを2分輸送させた。バックグラウンドとして空のリポソームの値を差し引いた。
各点の値は，Mean±SD (n = 3)である。Dunnettの検定において p < 0.05となる群に＊を付し
た。 
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図 I-5. ヒトMATE1輸送機能とメラトニン  

A) 試験化合物の構造 B) TEA輸送の cis阻害: pH8.0で，50 µM 14C-TEAおよび試験化合物
をHEK293細胞に加え 37˚Cで 10分インキュベートした。バックグランドとしてMockの
値を差し引いた。各点の値は，Mean±SD (n = 3) である。Dunnettの検定において p < 0.05

となる群に＊を付した。 
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図 I-6. ヒトMATE1輸送機能とポリアミン  

A) 試験化合物の構造, B) TEA輸送の cis阻害: pH8.0で，50 µM 14C-TEAおよび試験化合物
をHEK293細胞に加え 37˚Cで 10分インキュベートした。バックグランドとしてMockの
値を差し引いた。Dunnettの検定において p < 0.05となる群に＊を付した。C) スペルミン
（SPM）の輸送: pH8.0で，50 µM 3H-SPMをHEK293細胞に加え 37˚Cで 2分間インキュ
ベートした。t検定において p < 0.05となる群に＊を付した。各点の値は，Mean±SD (n = 3)

である。 
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図 I-7. スペルミジン輸送の特性解析 
A) 高 K刺激の影響: TEA輸送試験に用いた buffer中の K+を全てNa+に置換したNa Buffer，
その逆の K Bufferを用いた。B) 時間依存性 C) 濃度依存性 D) 細胞外 pHの影響 

 特に表記のない場合，HEK293細胞安定発現系を用いてpH7.4のK buffer中，50 µM 3H-SPD

を 37˚Cで 5分輸送させた。CおよびDはバックグランドとしてMockの値を差し引いた。
各点の値は，Mean±SD (n = 3) である。AはHEK293-MockとHEK293-MATE1およびDifference

同士を，BはHEK293-MockとHEK293-MATE1を，Dは pH7.4を対照群としてDunnettの
検定を行い p < 0.05となる群に＊を付した。 
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図 I-8. スペルミジン輸送の阻害剤感受性 
HEK293細胞安定発現系を用いて pH7.4の K buffer中，50 µM 3H-SPDを 37˚Cで 5分輸送
させた。バックグランドとしてMockの値を差し引いた。各点の値は，Mean±SD (n = 3) で
ある。Noneを対照群としてDunnettの検定を行い p < 0.05となる群に＊を付した。 
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図 I-9. ヒトMATE1輸送機能とニコチン  

A) ニコチンの構造 B) TEA輸送の cis阻害: pH 8.0で，50 µM 14C-TEAおよび試験化合物を
HEK293細胞に加え 37˚Cで 10分インキュベートした。バックグランドとして Mockの値
を差し引いた。Dunnettの検定において p < 0.05となる群に＊を付した。 C) ニコチンの輸
送: 再構成系を用いてリポソーム内 pH6.7, リポソーム外 pH8.0とし，100 nM 3H-Nicotine

を 30˚Cで 5分間反応させた。t検定において p < 0.05となる群に＊を付した。各点の値は
Mean±SDである。 
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I-4 考察 

4a 基質認識性と生理的意義 

 ヒトMATE1の基質認識性を放射標識化合物を用いて検討し，セロトニン，スペルミン，
スペルミジン，およびニコチンが基質となることを明らかにした。また，直接輸送は測定
していないがビタミン B1および EはヒトMATE1を阻害した。このうち，ビタミン Eは疎
水性が高く既知のヒトMATE基質を元に考えるとMATEの基質とは考えにくい。しかし，
げっ歯類の MATE2 は局在と阻害の検討から疎水性ステロイドホルモンの体内動態に関与
することが推察されている (Hiasa et al., 2006)。ヒトMATE2は腎特異的に発現するが，げっ
歯類 MATE2 は精巣特異的に発現する。このように，局在と機能に種差があるため，ヒト
MATE1がげっ歯類MATE2の持つ疎水性化合物輸送の機能を担う可能性がある。 

 実際に，これら内因性化合物の体内動態に関与するか，また関与する場合他のトランス
ポーターの発現がある中で寄与はどの程度かについては，ノックアウト動物やピリメタミ
ンを用いたケミカルノックアウトによるさらなる解析が必要である。 

 

4b セロトニン輸送と生理的意義 

 セロトニン（50 µM）をヒトMATE1再構成リポソーム中へ取り込ませたとき，取り込み
はTEA・パラコートの取り込みの約 1/20 と小さい（Sertonin 2.8 nmol/mg/2 min, 図I-4C; TEA 

55 nmol/mg/2 min, Matsumoto, 2009）。また，100 µMセロトニンで 50 µM TEAの輸送は 10%

程度しか阻害されない（図 I-4B）。以上のことから，セロトニンの Km値は TEAのそれの
~200 µMよりも大きい値を取ることが予想される。 

 血漿セロトニン濃度は臨床検査に用いられており，標準値は 0.1-数 µM orderである。こ
の濃度は推定 Km値から 2-3 桁小さく，セロトニン動態への寄与は大きくないものと予想
される。 

 生体内のセロトニンの 90%は腸クロム細胞内に，2%は中枢神経系に存在する 

(Mohammad-Zadeh et al., 2008)。腸クロム細胞ではクロム親和性顆粒中に~ 100 mM orderで濃
縮されている。この顆粒が開口放出されることは知られているが，放出後，間隙中のセロ
トニンの最大濃度はよくわかっておらず，Km値近くまで上昇する場合 MATE がその動態
に関与する可能性はある。その判断には，間隙中のセロトニン濃度，ヒト MATE1 による
セロトニン輸送の速度論，およびヒト MATE1 の局在・発現量について解析する必要があ
る。 

 セロトニン神経伝達を行うプレシナプスの細胞膜上には，セロトニントランスポーター
の SERT/SLC6A4が局在している (Ramamoorthy et al., 1993)。SERTのセロトニン Km値は~0.5 

µMと高親和性である (Ramamoorthy et al., 1993)。SERTとMATE1の Km値は二桁以上の差
があるため，中枢神経系の細胞膜上における高親和性の取り込みは SERTが支配している
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ものと考えられる。 

 セロトニンの大半は，モノアミンオキシゲナーゼとアルデヒドデヒドロゲナーゼによる
代謝を経て，5-ヒドロキシインドール酢酸（5HIAA）となる (Mohammad-Zadeh et al., 2008)。
5HIAAの 90%は尿中に排泄される。5HIAAは両性化合物でありセロトニンと同じアミン部
分を持つ。そのため，5HIAAの尿中排泄にヒトMATEが関与する可能性があり，検証する
必要がある。 

 以上のことから，ヒト MATE1 は高濃度のセロトニンを輸送することはできるが，生体
内でその動態に関与しているかは，輸送の速度論的解析，局在・発現量の解析，ノックア
ウトによる動態の変化の検討を含むさらなる検討が必要である。 

 

4c ポリアミン輸送と生理的意義 

 生体内に存在する主要なポリアミンは，スペルミン，スペルミジン，アグマチン，およ
びプトレシンの 4種類である。このうち，アグマチンは，MATE1の基質であることが報告
されている (Winter et al., 2011)。しかし，これらのポリアミンの中でも最も主要で多様な生
理機能を持つスペルミンとスペルミジンが MATE1 の基質であるかは不明であった。ここ
に，スペルミンおよびスペルミジンも MATE1 の基質であることを明らかにした。ポリア
ミンは細胞の増殖や分化など多彩な生理活性を持つことが知られている (Casero and Marton, 

2007; Ogden and Traynelis, 2011; Williams, 1997)。ポリアミンはオルニチンデカルボキシラー
ゼによって細胞内で合成されると同時に，細胞外からも積極的に取り込まれる (Kakinuma et 

al., 1988)。OCTは膜電位を駆動力とするトランスポーターで多価カチオンであるスペルミ
ジンを細胞内に取り込む。そのKmは1 mM程度と報告されている (Sala-Rabanal et al., 2013)。
一方，MATE1のスペルミジンに対する Kmは本研究から 13.5 mMであった。血中ポリアミ
ン濃度が 5-10 µMであること (Soda et al., 2009)，細胞内濃度が数-数 10 mMであること，
H+との対向輸送であることを考えると，ヒトMATE1はポリアミンを細胞内から血液方向
へ排出する方向に働いているものと推察される。しかし，ポリアミンホメオスタシスにお
けるMATE1の寄与は現在のところ不明であり，今後の in vivoレベルでの検討が待たれる。 

 

4d 阻害剤認識性とリガンド結合部位 

 MATE の基質・阻害剤には，電荷および構造の異なる様々な化合物が含まれる。MATE

は，その中でも分子量 100-1000の低分子のカチオンを好むことが知られていた。本章の検
討から，新たに中性分子またはアニオンとして存在する化合物群，特にフラボノイドなど
がヒト MATE1 を阻害することを見出した。その中でもイソラムネチンとベルガモチンは
異なる骨格を持つにも関わらず，両者は競合的にヒトMATE1によるTEA輸送を阻害した。
このことから，これら 2 化合物は，TEA と同一の基質結合部位に結合する，または TEA
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の結合を妨げる位置に結合することが示唆された。 

 試験したフラボノイドの阻害効果はヒドロキシ基およびメトキシ基の位置に強く依存し
た。例えば，イソラムネチンとゲラルドールは 5-ヒドロキシ基のみが異なるが，ゲラルドー
ルは阻害を全く示さず，5-ヒドロキシ基がMATE1の阻害に重要であることが示唆された。
イソラムネチン，ケンペロール，ケルセチンは 3’位の官能基のみが異なる。イソラムネチ
ンはメトキシ基をもち，およそ 100倍 IC50値が小さい。ケルセチンとラムネチンを比較す
ると 7位のみが異なる。ケルセチンはヒドロキシ基を，ラムネチンはメトキシ基を持ち，
10倍活性が変化する。ケルセチンとタマリキセチンの比較から 4’ヒドロキシ基の重要性が
示唆される。以上の結果から，5, 7, 4’位のヒドロキシ基および 3’位のメトキシ基がMATE1

の阻害に重要であることが示唆された。興味深いことにイソラムネチンは 3, 5, 7, 4’位にヒ
ドロキシ基を，3’位にメトキシ基を持ち，阻害に重要な条件をすべて満たしている。 

 

4e 新規天然物阻害剤と薬物動態学的意義 

 本章で試験した化合物の中では，イソラムネチンが最も強い阻害剤であった。イソラム
ネチンはイチョウの主要なフラボノイドである (Oh and Chung, 2004)。また，ケルセチン
の代謝産物としてもよく知られている (Bieger et al., 2008; Gugler et al., 1975)。ケルセチンに
富んだ食事を摂った後の血漿中のイソラムネチン濃度は約0.36 uMに達する (Pascual-Teresa 

et al., 2004)。この値はイソラムネチンの IC50値および Ki値に匹敵し，イチョウ葉サプリメ
ントやケルセチンの豊富な食事を摂った際は注意を払う必要がある (Weinmann et al., 2010)。  

 ベルガモチンはグループフルーツジュースの成分であり，薬物代謝酵素 CYPを阻害する
ことで食品・薬物相互作用を起こすことがよく知られている (Ameer and Weintraub, 1997; 

Dresser et al., 2000; Goosen et al., 2004; Takanaga et al., 2000)。グレープフルーツジュースを飲用
後の血漿中ベルガモチン濃度は 2-10 nMであり，この濃度は実験から得られた Ki値より極
めて小さい (Goosen et al., 2004)。よって，食品中のベルガモチンはMATE1を介したカチオ
ン性薬物の動態に影響しないことが示唆された。 

 

 以上，本章ではヒト MATE1 の基質認識性を拡張し，内因性の新規基質を見出した。ま
た，フラボノイド骨格を持つ新規阻害剤を見出し，簡単な構造活性相関を明らかにした。 
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第 II章 ヒトMATE1精製タンパク質を用いた分子機構の解析 
II-1 H+が TEAの輸送に及ぼす影響 

1a pHおよび∆pHが TEA輸送に及ぼす影響 

 初めに，小胞内外の組成を自在に変えられる精製・再構成系（実験方法参照）を用いて，
TEA輸送に及ぼすpHおよび∆pHの影響を区別して再解析した。ΔpHがない条件において，
TEA輸送は pH依存性を示すことから (Matsumoto, 2009)，輸送機能には解離性アミノ酸残
基の関与が示唆されていた。（図 II-1A）。そこで，小胞内または小胞外の pHを固定し pH

勾配を形成させると，TEA輸送活性は pH勾配形成に伴って上昇した（図 II-1B, C）。この
活性はΔpH 非存在下よりも大きい値を示し， ΔpH を駆動力とする能動輸送であると推察
される。即ち，H+対向輸送が生じていることが示唆された。 

 小胞の外側の pHを変化させた場合には pH 8.0で最大となり，pH 8.5では，ΔpHが増大
しているにも関わらず活性は増大しなかった（図 II-1B）。同様に，小胞内の pH を変化さ
せた場合は pH 7.0で最大活性となり，pH 6.0ではΔpHが増大しているにも関わらず活性
は低下した（図 II-1C）。このことは，TEA輸送活性がΔpH だけでなく MATE1自体の pH

依存性の影響を受けていることを示している。 

 

1b H+輸送の直接検出 

 腎刷子縁膜小胞を用いたOC+/H+交換輸送系の検討や細胞を用いたMATEの検討におい
て，MATEの輸送活性は∆pHによって上昇する。前項で示したように，夾雑因子の存在し
ない再構成系においても同様に，輸送活性は∆pH によって上昇した。以上のことから，
MATEはH+の交換輸送体であることが強く示唆された。そこで，基質輸送に伴うH+対向
輸送を実証するため，pH感受性色素を封入したリポソームを作製した。OC+/H+交換輸送
系のH+輸送能は古典的にはpH感受性色素のアクリジンオレンジを用いて試験されてきた 

(Hsyu and Giacomini 1987; Sokol et al., 1988)。しかし，アクリジンオレンジはイヌMATEの基
質となるため (Sokol et al., 1988; Sokol et al., 1990)，ヒトMATEに対しても基質または阻害剤
となる可能性があり，H+輸送の指示薬としては不適当であることが予測される。そこで本
研究では，Tanakaらの古細菌スフェロプラストを用いたPfMATEの機能の解析 (Tanaka et al., 

2013) を参考にアニオン性の pH 感受性色素である BCECF (2',7'-Bis(carboxyethyl)-4 or 

5-carboxyfluorescein) を用いることにした (図 II-2A)。BCECF封入MATEリポソームに TEA

を添加すると蛍光強度の増大がみられ，小胞内のアルカリ化が検出された（図 II-2B）。即
ち，TEA輸送と共役したH+の対向輸送が直接検出された。このH+輸送はピリメタミンに
よって完全に消失した（図 II-2C）。 
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図 II-1. H+が TEA輸送に及ぼす影響  

種々の pH下，再構成ヒトMATE1に 1分間 TEAを輸送させた。 A) pHi = pHo (Matsumoto, 

2009)より引用, B) pHi = 6.7, C) pHo = 8.0（pHi : リポソーム内 pH，pHo: リポソーム外 pH） 
バックグランドとして空のリポソームの値を差し引いた。各点の値は，Mean±SE (n = 3) で
ある。  
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図 II-2. ヒトMATE1の TEAと共役したH+の輸送。  

BCECF封入リポソームを用いて，H+輸送を試験した。透析法によりヒトMATE1を再構成
した。5 mM BCECFを封入しリポソーム内 pHを 6.0とした。リポソーム外 pHを 8.0とし
23˚C下，励起波長 485 nm/蛍光波長 523 nmの蛍光を測定した。A) BCECFの構造 B) TEA

依存的な蛍光変化 C) ピリメタミンによるH+輸送の阻害 
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II-2酸性残基の解離状態が TEAの結合に及ぼす影響 

 前節では，MATEが∆pHを駆動力とするH+対向輸送体であることを示した。一方，∆pH

非存在下においてもMATEは pH依存性を示す。緒言で述べたように，カチオン性基質を
好んで輸送することや，DCCD感受性および変異体を用いた解析などから，MATEが機能
する上で酸性残基が何らかの役割を持つことが示唆され，実際に基質特異性に関与するこ
とが示されていた (Matsumoto et al., 2008)。そのため，∆pH非存在下で見られた pH依存性
は酸性残基の解離状態により結合過程が影響を受けたものと仮説を立てた。その実証のた
めに，基質の結合の解析を試みた。ここで，精製 MATE1 タンパク質は再構成するまで不
安定である。しかし，従来トランスポーターの精製タンパク質の機能測定に用いられてき
た再構成法では，小胞構造を持つリポソームが形成される。小胞膜を介して内側と外側の
空間が存在するため輸送が生じ，結合の測定には不適である。そのため，精製タンパク質
を lipid-detergent micelle化し，高濃度で比較的安定な状態にして結合を試験した。 

 まず，酸性残基が基質の結合に関与することを示すために，カルボキシ基修飾試薬であ
る EDC (1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide) を用いた。ヒトMATE1タンパク質を
EDC で前処理すると結合は著明に減少し，酸性残基の関与が強く示唆された（図 II-3）。
そこで，酸性残基の解離状態を変化させると考えられる pHの影響を検討した。TEA結合
は酸性側 (pH 6.7) で低く，アルカリ側 (pH 8.0) で上昇する pH依存性を示した（図 II-3）。
そのプロファイルは∆pH非存在下で生じる受動輸送の pH依存性に類似しており， pH8.0

に極大を持ち，pH 8.5では低下していた（図 II-3）。 

 次に，保存性から最も重要と考えられる必須残基 Glu273が結合に果たす役割を，E273Q

変異体を用いて解析した。TEA結合量は野生型にくらべて著しく低く，pH 7.4では野生型
の 10%程度であった。このことは Glu273 が基質結合に重要な役割を持っていることを示
している。また， E273Q 変異体の TEA 結合は全ての pH で著明に減少したが，その pH

依存性は野生型に似た傾向を示した。以上のことから，TEA の結合には Glu273 残基を筆
頭に，複数のグルタミン酸残基が関与することが示唆された。 
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図 II-3. Lipid-detergent Micelle中のMATEに対する TEA結合の解析 

0.5 mg/mL L-α-Phosphatidylcholine, 0.1% DDTM (n-dodecyl-β-D-thiomaltopyranoside), ±hMATE1 

micelleに 1 mM TEAを加え，氷上 30分間反応させた。ろ過によって遊離 TEAを除去し結
合量を測定した。A) EDC 前処理の影響: EDC (100 µM) でヒトMATE1を前処理した。 B) 

結合の pH依存性 C) pH6.7における TEA結合の濃度依存性: 1, 5, 7, 10, 20 mM TEAを反応
させた。D) pH8.0における TEA結合の濃度依存性: 1, 3, 5, 7, 10 mM TEAを反応させた。 C

およびDは，Control Micelleの値を差し引いた。各点の値は，Mean±SE (n = 3) である。 
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II-3 ナノディスク再構成系を用いた結合の検討 

 前節では，lipid-detergent micelleを用いた系で TEAの結合を解析した。本節では，より生
理的環境に近い脂質二重層中のトランスポータータンパク質に対する基質の結合を測定す
ることを目的として，ナノディスク再構成系に着目した。ナノディスクは，ナノサイズの
円盤状脂質二重層で膜タンパク質を安定に保持できる（図 II-4）。ナノディスクは円盤状で
あり，球状のリポソームとは異なり，内外のコンパートメントが存在しない。そのため，
ろ過と組み合わせることで基質の輸送ではなく結合のみを測定することができる。今日で
は，ナノディスクを用いて種々の膜タンパク質の機能が解析されているが，膜骨格タンパ
ク質には様々な長さのものが用いられている (Bayburt et al., 2002; Denisv et al., 2004)。本研究
ではヒト MATE1 ナノディスクを再構成するに当たり，膜骨格タンパク質としてよく用い
られているMSP1E3D1を用いた。 

 

 

 

 

図 II-4. ナノディスクの構築  

界面活性剤存在下，MSP，タンパク質，および脂質を混合し，biobeads などを用いて界面
活性剤を除去するとナノディスクが自発的に構築される。ナノディスクは，MSPに取り囲
まれた脂質二重層からなるナノサイズの円盤状構造体であり，任意の疎水性タンパク質を
再構成することができる。 
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3a MSP1E3D1の精製 

 大腸菌発現系を用いて，N末にHisタグを融合させたMSP1E3D1タンパク質を精製した。
IPTG誘導により大腸菌膜上に発現が確認された（図 II-5）。Ni-NTAアフィニティーカラム
処理によってMSP1E3D1を精製することができた。 

 

 

 

 

 

図 II-5. MSP1E3D1の精製  
MSP1E3D1を大腸菌発現系を用いて精製した。精製各過程のサンプル5 µgを11% SDS-PAGE

にかけ，CBB染色した。 
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3b ナノディスク調製条件の検討 

 凍結融解希釈法によって精製されるリポソームはサイズが不均一な粒子集団であり，比
較的高密度のものが多いため，遠心によって沈澱する。一方，ナノディスクは比較的低密
度の均一粒子となる。このため，リポソームとナノディスクは超遠心処理後，上清/沈澱い
ずれに移行するかによって判別できる。そこで，種々の比率で再構成し遠心分画後，抗
His タグ抗体を用いたウェスタンブロット法により形成された構造を調べ，ナノディスク
調製条件を検討した。 

 MATE: Lipid = 1: 500（モル比）条件下，ヒトMATE1は沈澱に多く，主にリポソームとし
て存在していた（図 II-6）。MSP比が増すにつれて，ヒトMATE1バンドの上清移行が確認
され，再構成される構造体がリポソームからナノディスクに変化した。MSP1E3D1は条件
によらず上清に存在した。続いて，MATE: MSP = 1: 5に固定して Lipid比を変化させた。
Lipid比によらずヒトMATE1は上清に分布しナノディスクに形成が確認された。 
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図 II-6. ナノディスク再構成条件の検討  

ヒトMATE1, MSP1E3D1, Lipidの比を変化させタンパク質を脂質中に再構成させた。抗His

タグ抗体を用いてウェスタンブロットを行い，形成された構造体を解析した。A) MSP titration:

ヒトMATE1: MSP1E3D1: Lipid = 1: X: 500（モル比）, B) Lipid titration:ヒトMATE1: MSP1E3D1: 

Lipid = 1: 5: X（モル比），推定バンド位置（ヒトMATE1 62 kDa, MSP1E3D1 32 kDa）を◀
で示した。 
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3c Glu273残基カルボキシル基の基質結合に及ぼす影響 

前項で構築したナノディスク再構成系を用いて，基質結合における Glu273 残基カルボ
キシル基の関与を検討した。前節の検討から MATE に対する TEA の結合親和性は低いた
め，系中のMATEタンパク質が少ない条件では結合が測定しにくい。そこで，TEAと比較
して高親和性の基質であるシメチジンを用いて結合を測定した（TEA Km 220 µM, Otsuka et al., 

2005; シメチジン Km 8 µM, Ohta et al., 2009）。野生型と E273Q変異型MATEはいずれも同
程度ナノディスクに再構成された（図 II-7A）。野生型MATE再構成ディスクは，空のディ
スクに対し有意にシメチジンを結合した。この結合は，E273Q変異によって完全に消失し
た（図 II-7B）。 

 

図 II-7. E273Q変異のシメチジン結合に及ぼす影響  

ヒトMATE1: MSP1E3D1: Lipid = 1: 10: 500としてナノディスクを構築し，シメチジン結合
を試験した。A) ウェスタンブロット法による再構成の確認。ナノディスク画分 2 µg を
SDS-PAGEにかけ，抗MATE1抗体で検出した。MATEバンドを◀で示した。B) シメチジ
ンの結合。100 µM 3H-シメチジンを pH7.5，25˚C, 30分反応させた。ゲルろ過し，ナノデ
ィスク結合シメチジン (nmol/mg MATE/30 min) を測定した。各点の値は，Mean±SE (n = 3) 

である。–MATEを対照群とした Dunnettの検定において p < 0.05となる群に＊を付した。 
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II-4 考察 

4a H+輸送の実証とその応用  

 従来の細胞・小胞を用いた検討では細胞内 pHを正確にコントロールできないために pH

と∆pHの影響を区別できなかった。本章ではこの問題を，小胞内外の組成を完全にコント
ロールできる精製・再構成系を用いることで解決した。まず，輸送は pH の影響を受ける
のみならず，∆pHによって駆動されることを明らかにした。続いて，BCECF封入リポソー
ムを用いTEAの小胞内取り込みと共役してH+の流出が生じることを観察することで，MATE

が実際にH+を輸送していることを実証した。カチオン性基質が輸送されるときは常にH+

も対向輸送されるものと考えられることから BCECF 封入再構成系は，標識基質を用いる
ことなくリアルタイムにMATEの輸送機能を測定することができるため，今後の機能解析
に応用が期待される。 

 

4b 基質結合の pH依存性とグルタミン酸残基の役割  

 従来，ヒトMATE1精製タンパク質は再構成するまで不安定であり，また TEAは低親和
性であるために結合の測定は困難であった。本研究では，高濃度のタンパク質に脂質を添
加することで安定性を高め，バックグランドの低減，S/N 比を改善し，ヒト MATE1 への
TEAの結合を初めて測定した。 

 TEAの結合は，EDC前処理や E273Q変異によって著しく低下しており，Glu273残基の
カルボキシル基が TEAの結合に重要な役割を果たしていることが明らかになった。先に述
べたように MATE1の TEAに対する Kmは酸性 pHによって上昇し，見かけの親和性が低
下する (Matsumoto, 2009)。これは実際の TEAのMATEへの結合とよく一致する。また，
これまでのMatsumotoらによる変異導入解析と本研究から，Glu273, Glu278, Glu300, および
Glu389の 4つの保存性残基が基質認識に関わっており，これら 4残基に変異を導入すると
TEA輸送の pH依存性が変化することが明らかになっている (Matsumoto et al., 2008)。本研
究の pH依存的な TEA結合はこれらの変異導入の結果を支持している。以上の結果はこれ
らのグルタミン酸残基の解離状態がTEA等のカチオン性基質の結合に重要な鍵を握ってお
り，グルタミン酸残基とカチオン基質が静電的相互作用によって相互作用していることを
示唆している。 

 また，Glu273残基は真核生物MATE中唯一完全に保存されており，変異導入によって構
造の異なる複数の 1価カチオンの輸送が消失すること (Otsuka et al., 2005; Matsumoto et al., 

2008) から基質の種類に依らず輸送に必須な残基である。そのため，H+結合部位としての
役割があるものと考えられている。しかし，カルボキシル基を失った E273Q変異では輸送
活性が消失するために機能の解析が難しく，基質の結合に関与するか，よくわかっていな
かった。本章では輸送ではなく結合を測定することで，少なくとも TEAおよびシメチジン
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の結合に重要な役割を果たしていることを明らかにした。以上のことから，ヒト MATE1

の Glu273残基はH+および基質の結合に関与しているものと推察される。 

 さらに，TEAの結合は pHに強く依存しており，pH>6.7を除く pH域で受動輸送と同様
のベル型曲線を示した。この曲線のうち，pH6.7-8.0 の間で生じる TEA の結合および輸送
の上昇は，基質結合に関与するカルボキシル基の解離状態を反映しており，pKaはこの pH

領域にあるものと推定される。 

 高 pH領域（pH>8.0）では，結合に関与するカルボキシル基は解離することで，有機カ
チオンとの静電的相互作用は強くなり，結合は増加するものと考えられる。しかし，実際
には結合・受動輸送ともに減少している。そのため，解離性残基の解離状態や水素結合の
変化などが生じること，この変化による影響は結合に関与するカルボキシル基の解離によ
るものよりも強いことが示唆された。 

 低 pH領域（pH<6.7）では，カルボキシル基は分子型となり有機カチオンとの静電的相
互作用は減少するため，結合は減少すると予想される。しかし，実際には結合は上昇して
いる。また，∆pH の有無を問わずこの pH 領域で輸送が低下することから，酸性 pH は
MATEの輸送を阻害する。以上のことから，結合に関与するカルボキシル基の分子型化の
みならず，解離性残基の解離状態や水素結合の変化が生じ，その結果結合が上昇している
ことが示唆された。 

 このように，極端な pH（pH<6.7, pH>8.0）では TEA結合に関与するカルボキシル基の
解離平衡以外にもヒト MATE1 分子内に変化が生じており，輸送が低下することが示唆さ
れた。 

 

 以上，本章では精製タンパク質を用いた手法により初めてヒト MATE1 が pH 勾配を駆
動力とするH+対向輸送体であることを実証した。また，初めて基質結合過程の性質を解析
し，酸性残基が結合に関与することと，pH が結合親和性を変化させることを明らかにし
た。さらに，真核生物中完全に保存された Glu273残基が基質である TEAおよびシメチジ
ンの結合に深く関与していることを示した。以上の結果は，緒言で触れた輸送モデルを矛
盾すること無く説明することができる。 
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第 III章 MATE特異的阻害剤ピリメタミンの作用機序の解析 
III-1. ピリメタミンがヒトMATE1に及ぼす影響 

 初めに，HEK293 細胞系および再構成系を用いて阻害の濃度依存性を検討した。阻害曲
線は，細胞を用いた系より再構成系において高濃度側に shift した（図 III-1）。この差は試
験系間のMATE量差を反映している可能性が高く，系中のMATE量を厳密にコントロール
できる精製系について系中ヒトMATE1タンパク質が 100 nMであることを考慮すると，ピ
リメタミンはMATEとほぼ 1:1で反応することが示唆された。TEA輸送の阻害は非競合的
であり，阻害定数は 14.3 nMであった。そこで，Lipid-detergent micelleの系を用いてピリメ
タミンが TEAの結合に及ぼす影響を検討した。TEAを 1 mMとし，50 µMのピリメタミン
を反応させた。pH8.0における TEAの Kdは~5 mM（図 II-3D），ピリメタミンの Kiは~14 nM

（図 III-1）であることから，この実験条件では，ピリメタミンが TEAの結合を阻害する場
合，有意な結合量の低下がみられるものと予想される。実際には，TEAの結合量はピリメ
タミンによって有意な変化は認められず，ピリメタミンは TEAの結合過程に影響しないこ
とが示唆された（図 III-2）。 

 次に，HEK293細胞を用いて排出に対する阻害活性を検討した。TEAを細胞内に取り込
ませ，細胞外 pHを 6-8に変化させると，形成されたH+勾配に応じて TEAが排出された。
最も強い排出の見られた細胞外 pH6.0の条件下，TEAの排出は基質 TEAまたはMPPの存
在によって阻害されず，ピリメタミン存在によって完全に阻害された（図 III-3）。この結果
は前章の結合試験と同様に，基質の結合が酸性 pHで低下することを支持している。一方，
ピリメタミンは極めて高親和性であり pH6.0においてもヒト MATE1に結合して阻害する
ことが示唆された。 

 最後に交換反応の阻害を検討した。MATE の蛍光基質である DAPI を細胞内に取り込ま
せ，細胞外 Bufferを交換し TEAを添加すると，細胞外 TEAと細胞内 DAPIが交換される。
交換反応では H+輸送を伴わない部分反応が起きる。すなわち，MATEは TEAを細胞内へ
遊離した後，DAPIを結合しもとの構造に戻り，DAPIを細胞外へ遊離する。交換輸送を測
定する上で，経時的なDAPI輸送とDAPI輸送のピリメタミン阻害を確認した（図III-5A, B）。
細胞外 TEA存在および非存在条件を比較すると，TEA存在によって細胞内DAPI蛍光が減
少し，DAPI-TEA 交換が確認された。この交換はピリメタミン存在によって阻害を受けた
（図 III-5C）。以上のことから，ピリメタミンは交換反応，すなわち基質の輸送過程そのも
のを阻害することが明らかとなった。 
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図 III-1. TEA輸送に及ぼすピリメタミンの影響  

HEK293 細胞および再構成法を用いてピリメタミン阻害の濃度依存性を検討した。バック
グランドとして Mock 細胞または空リポソームへの取り込みを差し引いた。各点の値は，
Mean±SE（n = 3-6）である。A) ピリメタミンの構造 B) 濃度依存性 C) HEK293細胞系を
用いた速度論的解析 
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図 III-2. TEA結合に及ぼすピリメタミンの影響  

Lipid-detergent micelle化した精製ヒトMATE1タンパク質を用い，50 µMピリメタミンがpH8.0

におけるTEAの結合に及ぼす影響を測定した。実験条件は図 II-3と同じである。ヒトMATE1 

micelleに対して，1 mM TEA, ±50 µM ピリメタミンを pH8.0, 氷上で 30分間反応させた。
バックグランドとして Control Micelleの値を差し引いた。各点の値は，Mean±SE (n = 3) で
ある。t検定において p = 0.27であり，有意な差はないものと判断した。  
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図 III-3. TEA排出に及ぼす基質およびピリメタミンの影響  
HEK293細胞に pH8.0下 10分間 TEAを取り込ませ，medium交換し 10分間 TEAを排出さ
せた。バックグランドとしてMockの値を差し引いた。各点の値は，Mean±SE（n = 3-6）
である。A) pH依存的な TEAの排出 B) 排出に及ぼす基質およびピリメタミンの影響 
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図 III-4. 交換輸送に及ぼすピリメタミンの影響  

HEK293細胞を用いて，DAPI-TEA交換反応に及ぼすピリメタミンの影響を検討した。HEK293

細胞に 0.1 mM DAPIを pH7.4, 37˚Cで 10分取り込ませた。10分後DAPIを含まないmedium

に交換し更に 37˚Cで 10分輸送させた。Mediumを除去し，励起波長 360 nm/蛍光波長 465 

nmで蛍光を測定した。バックグランドとしてMockの値を差し引いた。各点の値は，Mean

±SE（n = 3-6）である。A) 経時的なDAPI取り込み B) ピリメタミンによるDAPI輸送の阻
害C) TEA排出/交換輸送に及ぼすピリメタミンの影響 D) Cの実験の概略図 いずれの実験
もピリメタミンは 10 nMである。 
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III-2 考察 

2a ピリメタミンはMATEの構造変化を阻害する 

 一般に，塩化アンモニウム，クロロキン，およびメチルアミンなどの弱塩基アミンの分
子型は膜を透過できる。これら化合物は，酸性コンパートメントに到達するとプロトン化
され膜透過性が低下する (De Duve et al., 1974)。そのため，内側酸性の小胞に対して，∆pH

を崩す試薬である。ピリメタミンは pKaが 7.19の弱塩基アミンであり (Stevens et al., 1987)，
同様にΔpHを消失させ得る。しかし， ΙΙ章の検討で示したように，ΔpHが消失した場合で
も受動輸送が生じるため，輸送活性は完全には消失しない。一方，ピリメタミンによって
輸送は完全に消失し，バックグランドレベルとなっている。また，ピリメタミンは外側酸
性の細胞に対して TEAの排出輸送を阻害し（図 III-3），∆pH非存在下でも DAPI輸送を阻
害する（図 III-4）。以上のことから，ピリメタミンの阻害効果は，駆動力消失ではなくMATE

との直接相互作用によるものと示唆された。 

 ピリメタミンはMATEの Turn Over（回転）を伴う輸送だけでなく，部分反応である交
換輸送をも阻害した。ピリメタミンは TEA 輸送に対して非競合的に阻害し，TEA 結合を
阻害しないことから TEA結合過程は作用部位でない。よって，ピリメタミンは translocation 

中に生じるMATE-基質複合体の内から外向きへの構造変化過程を阻害する（図 III-5）。ま
た，現時点では明確な実験的証拠はないものの，不競合阻害ではないことからピリメタミ
ンは relocation中に生じる MATE-H+複合体の外から内向きへの構造変化過程も阻害するも
のと予想される。 

 さらに，ピリメタミンは，pH6.0および 8.0のいずれの pHでも基質 TEAの輸送を阻害
する。また，H+対向輸送も阻害する（図 II-2）。ヒトMATE1とほぼ 1:1に結合して阻害し，
阻害定数 Kiが 14.3 nMと高い親和性を示す。 

 以上の結果はピリメタミンがMATEの構造変化を止める強力な阻害剤として有用である
ことを示している。今後はピリメタミンを用いた in vivo体内動態解析のみならず，MATE

型トランスポーターの分子機構および構造解析への応用が期待される。 

 

2bピリメタミンはMATEの基質結合部位の解析に有用である 

 一般的に，酵素は基質認識性が狭く特異性が高い。一方で，薬物トランスポーターは広
い基質認識性を持つ。この広い認識性は，複数の残基を使い分け，異なる結合様式で基質
を認識することで獲得していることが知られている (Chufan et al., 2013; Murakami et al., 2006; 

Roth et al., 2012; Shirasaka et al., 2012)。ヒトMATEについても，変異体を用いた生化学的な
解析から，基質によって認識に関与する残基が異なることが示されていた (Matsumoto et al., 

2008)。基質結合部位についてさらに詳細な解析をする上で，結合部位・様式の異なるリガ
ンドが求められていた。 
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 ピリメタミンはMATEによるメトホルミン輸送を競合的に阻害することが知られていた 

(Kusuhara et al. 2011)。一方で，TEAに対しては非競合的な阻害を示した。一般に，非競合
的な阻害が生じる場合，基質と阻害剤は異なる結合部位に結合し，一方の結合はもう一方
の結合に影響を与えないものと考えられる (Strelow et al., 2012)。実際に，未飽和量の TEA

に対し過剰量のピリメタミンを反応させた場合でも，TEAの結合は減少しなかった。以上
のことから，ピリメタミンと TEAの結合部位は異なることが示唆された。今後，以上の知
見を元に種々の残基に対して変異を導入し，TEAおよびメトホルミンの結合・輸送に及ぼ
す種々の化合物の影響を検討することで，結合ポケットを形成する残基や，その性質・役
割の解明に近づくものと期待される。 

 また，結合部位・様式を可視化するには，ヒトMATEの結晶構造解析を待たねばならな
い。多くの膜タンパク質で，結晶構造解析をする上で大量のタンパク質を精製する過程が
ボトルネックとなっている。本研究で用いた昆虫細胞発現系では，1650 cm2 cultureから
mg orderの精製MATE1タンパク質が得られる。また当研究室では，可溶化タグを付けるこ
とで大腸菌に膜タンパク質を過剰発現させ，Fos-Choline系界面活性剤で可溶化し，1 L culture

から数 10 mg orderの精製タンパク質が得られる大腸菌発現系を開発しており，多数の SLC

型トランスポーターの精製・再構成に成功している (Leviatan et al., 2010)。これら技術を応
用することで，ヒトMATEの結晶構造が解かれるようになるものと期待される。 

 

 以上，本章ではMATE特異的阻害剤ピリメタミンの阻害機序について当研究室および本
研究で構築した種々の系を用いて検討し，ピリメタミンがMATEの構造変化過程を阻害す
ることを初めて明らかにした。また，基質結合部位に関する知見を得た。 
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図 III-5. MATEによるH+/TEA交換輸送と，ピリメタミンの阻害過程の関係 

A) MATEは TEAと H+を交換輸送する。PYRは TEAを非競合的に阻害するため基質結合
過程は阻害しない。 

B) pH勾配が存在せず，かつ細胞内外共に基質が存在するとき，MATEによる交換輸送が
生じる。この交換輸送には，H+の輸送が生じる半経路は関与せず，基質の輸送が生じ
る半経路のみが回転する。PYR は TEA-DAPI 交換輸送を阻害するため，少なくとも
MATE-TEA複合体の構造変化を阻害する。 

Tout: 細胞外開口構造にあるMATEタンパク質，Tin: 細胞内開口構造にあるMATEタンパ
ク質，PYR: ピリメタミン  
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総合考察   
1. H+共役の意義，駆動力と輸送の方向 

 MATEは，∆pHによって能動輸送が生じるためH+交換輸送体であると考えられてきた。
しかし，従来の機能解析法では細胞や生体膜小胞を用いており，MATE以外のH+輸送体も
系に存在していた。そのため，H+と共役している他の輸送体の影響を分離できず，H+の輸
送を示す決定的な証拠がなかった。II 章では他の因子の影響がなく，pH と∆pH の影響を
明確に区別できる精製・再構成系を用い，基質 TEAと共役して H+の輸送が生じること，
および∆pHは駆動力となることを実証した。 

 しかし，ヒト MATE1 の発現部位では通常 pH 勾配が存在しない。そのため，生理的に
はヒト MATE1 は促進拡散輸送体として基質濃度勾配に応じて双方向性に機能しているも
のと考えられる。ここで，薬物排泄トランスポーターであることを考えると排出すべき異
物・毒物を再取り込みしかねない双方向性は欠点である。この欠点は，薬物排泄の場であ
る腎臓・肝臓にOCTが共局在することで克服されている。 

 薬物排泄の場である腎臓および肝臓では，基底膜側の OCTと刷子縁膜/微小胆管膜側の
MATEによって有機カチオンが胆汁中・尿中に排泄されている。OCTは細胞内負の膜電位
を駆動力とし，細胞内に有機カチオンを取り込ことから，式S-1が成立する。 

ΔG = αzFΔΨ –RTln([OC+]in/[OC+]out) 式 S-1 

ここで，ΔGは自由エネルギー変化，αは輸送されるカチオンの価数，zは輸送されるカチ
オンの個数，Rは気体定数，Tは系の絶対温度，Fはファラデー定数，ΔΨは膜電位である。
平衡状態では，ΔG = 0となり，式S-2が成立する。 

αzFΔΨ = RTln([OC+]in/[OC+]out) 式 S-2 

膜電位 –70 mVを式 S-2に代入すると，OCTが形成できる有機カチオン勾配は約 15倍で
ある（式S-3）。 

[OC+]in/[OC+]out = ~15 式 S-3 

一方MATE1は，電気的中性にH+/1価有機カチオンを交換輸送することから式S-4が成立
する。 

RTln([OC+]in/[OC+]out) = +FΔΨ –FΔΨ +RTln([H+]in/[H+]out) 式 S-4 

腎刷子縁膜には，Na+/H+交換輸送体NHE3が局在し pH勾配が生じる。この pH勾配は約
0.5であり式S-4に代入すると，pH勾配を利用してヒトMATE1が形成できる有機カチオ
ン勾配は約 3倍である（式S-5）。 
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[OC+]out/[OC+]in = ~3 式 S-5 

濃縮力が約 3と，OCTに比べて小さいことから，pH勾配ではなく OCT が形成する有機
カチオン勾配に従って MATE1 は細胞外排出方向のみに機能するものと考えられる。この
ように OCTとMATEが共局在することで，薬物排泄器官では一方向性の有機カチオン輸
送が成立している。その他の全身の組織では，MATEは基質濃度勾配に応じて双方向性の
輸送を行い，基質の平衡維持に寄与しているものと推測される（図S-1）。 

 H+対向輸送を共役させることの意義は駆動力としてよりもむしろ，有機カチオンを排泄
する上で障壁となる細胞内負の膜電位に対し電荷の移動を打ち消し，両方向性に機能でき
ることにあると推察される。 

 

 

 

 

図 S-1. ヒトMATE1はH+を対向輸送することで，電荷の移動を打ち消し双方向性
に機能する 
MATEは，基質濃度勾配に応じて有機カチオンとH+を 1:1で交換輸送する。肝臓・腎臓で
はOCTによって基質が濃縮されるため，MATEは胆汁・尿中へ一方向性に輸送を行う。 
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2. 有機カチオンの輸送モデルの検証 

 ヒトMATE1は，∆pHによって駆動される一方で，∆pHが存在しない条件でも受動輸送
が見られた。またこの受動輸送は，pH 依存性を示した。酸性残基が基質特異性に関与す
ること (Matsumoto et al., 2008) は明らかとなっていたが，実際に結合に関与するかはわかっ
ていなかった。また，pH は酸性残基の解離状態を変化させることで結合・輸送過程に影
響するものと予想されていた。 

 酸性残基の中でも Glu273は唯一真核生物中に完全に保存されており，E273Q変異体は 1

価カチオンの輸送が完全に消失すること (Otsuka et al., 2005a) から，H+の輸送を担うもの
と推定されていた。しかし，変異によって輸送が完全に消失することからそれ以上の解析
ができず，その役割はよくわかっていなかった。 

 第 II章では初めて結合を実測することで，基質結合に酸性残基が関与すること，Glu273

残基が TEAおよびシメチジンの基質結合に関わっていることを明らかにした。 

 以上のことから，MATE1は保存された 4グルタミン酸残基のカルボキシル基上でカチオ
ン性基質と H+を認識し，OC+/H+対向輸送を行うモデル（図 S-2）が正しいことを示して
いる。また，第 III章の検討から，ピリメタミンはこの輸送サイクルの内，少なくともMATE-

基質複合体に生じる構造変化を阻害することが明らかとなった。 
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図S-2. ヒトMATE1は保存されたGlu残基のカルボキシ基上で有機カチオンとH+

を交換し，対向輸送する  
ヒトMATE1は下記 4 stepによって，Glu273を中心に保存された 4つの Glu残基のカルボ
キシル基上で，有機カチオンと H+を対向輸送する。 1) Step 1: 細胞内に開口した MATE

のカルボキシル基に対し，有機カチオンの結合とH+の解離が生じる。 2) Step 2: MATEに
構造変化が生じ，細胞内に開口した形から細胞外に開口した形へ変化する。 3) Step 3: カ
ルボキシル基に対し，有機カチオンの解離とH+の結合が生じる。 4) Step 4: MATEに構造
変化が生じ，細胞外に開口した形から細胞内に開口した形へ変化する。ピリメタミンは，
Step 2の構造変化過程を阻害する。 
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3. 分子機構解析の展望 

 本研究で見出された結合・pH 依存性などの諸性質は，有機カチオン輸送モデルを矛盾
すること無く説明でき，分子機構の解析は基質認識に関与する全ての残基とその役割を決
定する段階に進んだ。 

 結晶構造解析の進展から細菌・古細菌MATEでは基質結合に関与する非極性残基が明ら
かにされつつある (Radchenko et al., 2015; Tanaka et al., 2013)。残基の保存性には種差がある
ことからヒトでは別の残基を利用していると考えられるが，原核生物と同様に非極性残基
も基質認識に関与しているものと思われる。今後は，非極性残基についても変異導入法に
よって検討することで多基質認識の分子基盤が明らかにされるものと期待される。 

 一方で，MATEはエストロン-3-硫酸やアシクロビルなどのアニオン性化合物も輸送する
(Tanihara et al., 2007)。さらに，マウスMATEは疎水性ホルモンなど中性の化合物の動態に
関与することが示唆されており (Hiasa et al., 2006)，ヒトMATE1は疎水性の高い中性化合
物トコフェロールを認識することから，一部の中性化合物も輸送する可能性がある。ここ
で，有機カチオン輸送モデルを元に考えると，アニオン性および中性化合物が酸性残基の
負電荷に認識されるとは考えにくく，そもそも有機アニオン輸送を速度論的に解析した事
例はなく，H+を対向輸送しているかさえ明らかでない。 

 今後，中性およびアニオン性化合物の結合・輸送を解析する上で，本研究で構築した精
製タンパク質を用いた系が有効であり，電荷の異なる薬物の輸送の諸性質が明らかになる
ものと期待される。 
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結言 
 本研究では，HEK293 細胞発現系および精製・再構成系を用いてヒト MATE1 の基質認
識と分子機構を検討し，以下の主要な結論を得た。 

1. 内因性化合物であるアミン類（セロトニン，スペルミン，スペルミジン）がヒトMATE1

の基質であることを明らかにした。 

2. ケルセチン誘導体などの新規ヒトMATE1阻害剤を見出した。その中でもイソラムネチ
ンは，血中濃度と阻害強度を考慮すると MATE を介した相互作用を起こす可能性があ
るため，注意が必要である。 

3. 速度論的解析から，ベルガモチンおよびイソラムネチンは競合的に，ピリメタミンは非
競合的に TEA輸送を阻害することを明らかにした。 

4. カチオン性化合物の輸送モデルに対して，H+輸送と結合の面から検証し，∆pHが駆動
力となること，pHが結合親和性を変化させること，酸性残基が基質結合を担うことを
示した。以上の結果は，輸送モデルを矛盾することなく説明できる。 

5. 真核生物 MATEに唯一完全に保存されている Glu273残基は H+の結合など必須の役割
を持っていることが示唆されていたが，変異導入によって活性が消失することから解析
が困難であった。これに対して結合を測定することで，基質 TEAおよびシメチジンの
結合部位であることを明らかにした。 

6. ヒトMATE1は腎臓・肝臓では局所酸性とOCTによる基質濃縮を利用して排泄方向に，
その他の組織では基質濃度勾配と電荷に応じて双方向性に機能する。H+対向輸送の共
役の意義は電荷の移動を打ち消すことで双方向性に輸送できることにあるものと推定さ
れる。 

 

 MATE研究の進展の観点からは，以下の成果があげられる。 

1. ヒトMATE1の排泄以外の生理的意義を明らかにする上で，局在と対応する内因性基質
が輸送されることを in vitroで示し，in vivoでの検討へ足がかりを作った。 

2. カチオン性化合物の輸送モデルを検証する中で，今後の機能解析にも有用なH+輸送測
定系，結合測定系を構築した。 

3. 特異的阻害剤ピリメタミンの阻害機序を示し，機能解析を元に分子基盤を調べる手がか
りを得た。  

 

 以上の成果は今後，MATE型トランスポーターの機能および分子機構の解明を進める上
で有益な基礎的知見となり得るものと考える。 
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実験方法 
1. 材料 

1.1 放射性基質 

 [1-14C]-TEA (129.5 MBq/mmol) および L-[N-methyl-3H]-Nicotine (2.22 TBq/mmol)は，Perkin 

Elmer Life & Analytical Sciences から購入した。[terminal methylene-3H]-Spermine (1.85 TBq/mmol)，
[terminal methylene-3H]-Spermidine (1.85 TBq/mmol)，[methyl-14C]-Paraquat dichloride hydrate 

(1.18 GBq/mmol)，[N-methyl-3H]-Cimetidine (2.96 TBq/mmol) は，室町薬品株式会社から購入
した。 

 

1.2 化合物 

 (+)-カテキンおよび(‒)-エピカテキン（Assay HPLC >99%）は Sigma-Aldrich Inc. から購入
した。(‒)-EGCG (epigallocatechin gallate) は，Camellia japonica葉から単離したものを用いた 

(HPLC >99%) (Hatano et al., 2003)。その他のクマリンおよびフラボノール（Assay HPLC >99%）
は，Extrasynthese から購入した。BCECFは，同仁堂から購入した。化合物ストック溶液は，
超純水，エタノール, またはDMSOを用いて調製し–20˚Cで保存した。 

 

1.3 プラスミド 

 MATE1発現プラスミドpcDNA3.1-hMATE1, pDEST10-hMATE1は当研究室が調製したもの
を用いた (Matsumoto, 2009; Otsuka et al., 2005a)。MSP1E3D1発現プラスミド pMSP1E3D1 

(Denisov et al., 2004) は Addgeneから購入した。 

 

 

2. HEK293細胞を用いた輸送の測定 

2.1 HEK293細胞の培養 

 HEK293細胞は，DMEM培地 [DMEM (Invitrogen), 55 mg/L ピルビン酸ナトリウム (Sigma), 

0.1 mg/mL ストレプトマイシン (Sigma), 100U/mL ペニシリン G (Sigma), 0.25 mg/L ファン
ギゾン (Invitrogen), 3.7 mg/mL 炭酸水素ナトリウム, 10% FBS (Funakoshi)] を用い 37˚C, 5% 

CO2存在下で接着培養した。継代 30回未満の細胞を実験に用いた。 

 

2.2 HEK293-hMATE1安定発現株の構築 

 HEK293 細胞を播種（1.5x106 cells/dish）し 37˚Cで培養した。24 hr後，形質導入用培地 

[DMEM 培地 (INVITROGEN), 55 mg/Lピルビン酸ナトリウム (SIGMA), 3.7 mg/mL 炭酸水
素ナトリウム] に培地を置換した。発現ベクターpcDNA3.1-hMATE1プラスミドをリポフェ
クション法によって細胞に導入した (Otsuka et al., 2005a)。TransIT-LT1 Transfection Reagent 
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(MIRUS)  および形質導入用培地混液を室温で 20 分間インキュベートし，適量の 

pcDNA3.1-hMATE1プラスミドを加え，さらに 20分間インキュベートした。この溶液を培
養ディッシュに 0.5 mL添加した。48 時間後，DMEM培地に培地を交換した。さらに 24 時
間後, 800 mg/L の G418 (SIGMA) を添加した培地に交換した。2週間後，コロニーを分取
しヒトMATE1安定発現株とした。安定発現株は，400 mg/L の G418を添加したDMEM培
地中，37˚C, 5% CO2存在下で培養した。 

 

2.3 ヒトMATE1の細胞膜における発現の確認 

 一過性発現系 (Otsuka et al., 2005a) と同様にHEK293安定発現株の細胞膜を分画し，ウェ
スタンブロット法により hMATE1の発現を確認した。HEK293細胞を密度 1.0×106 cells/dish

で，10 cmディッシュ 2枚に播種した。播種 72 時間後，セルスクレーパーを用いて細胞
懸濁液を得，700 ×g, 6 min, 4˚Cで遠心した。沈澱を，PBS(–) 5 mLで再懸濁し，700 ×g, 6 min, 

4˚Cで遠心した。沈澱を 2 mLの SME Buffer [0.3 Mスクロース, 10 mM Mops-NaOH, pH 7.5, 

10 mM EDTA-NaOH, pH 7.5] で懸濁した。得られた懸濁液を 480 ×g, 10 min, 4˚Cで遠心し
た。上清を回収し，160,000 ×g, 65 min, 4˚Cで遠心した。沈澱を 100 mLの SME Bufferで懸
濁し，膜画分とした。膜画分に Laemmli Sample Buffer [終濃度 2%(w/v) SDS, 10% グリセロー
ル, 0.06% EDTA, 1.2% Tris/HCl, pH6.8, 2% メルカプトエタノール，0.4 mg ブロモフェノー
ルブルー] を加えて室温で 15 分静置し電気泳動の標品とした。10 mgの標品を 10%のアク
リルアミドゲルを用いて電気泳動した。泳動後のゲルをトランスファーバッファー中でニ
トロセルロース膜へ 300 mA，2 hr転写した。この膜を Blocking Buffer [140 mM NaCl, 100 mM 

Tris，5 mM EDTA, pH 7.4, 0.5% BSA] 中で 3時間振盪した。当研究室が調製したヒトMATE1 

C末抗体を一次抗体として用いた (Otsuka et al., 2005a)。一次抗体を Blocking Bufferで 1,000

倍希釈し，この抗体希釈液中でニトロセルロース膜を室温下 2時間振盪した。その後，ニ
トロセルロース膜をWash Buffer  [140 mM NaCl, 100 mM Tris，5 mM EDTA, pH 7.4, 0.1%(v/v) 

Tween 20] を用いて室温下で 15分, 2回振盪洗浄した。二次抗体（ペルオキシダーゼ標識抗
ウサギ IgG抗体; MP Biomedicals, LLC）をWash Bufferで 2,000倍希釈し，この抗体希釈液中
でニトロセルロース膜を室温下 30分振盪標識した。その後，Wash Bufferを適宜交換しな
がら室温下で 3 時間ニトロセルロース膜を振盪洗浄した。ECL Advance Western Blotting 

Detection Kit (GE Healthcare) を用い抗体シグナルを検出した。 

 

2.4 標識基質の取り込みの測定 

 TEA輸送活性は細胞内側が酸性になる pH勾配下で測定した。一過性発現系を用いた実
験は Otsukaらの方法と同様に行った (Otsuka et al., 2005a)。安定発現系を用いた実験では
HEK293細胞を 24穴プレートに 1.0x105 cells/well播種した。播種 48時間後，培地を除き 0.8 
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mLのWash Buffer [125 mM 塩化ナトリウム, 4.8 mM 塩化カリウム, 1.2 mM 塩化カルシウム, 

1.2 mM リン酸二水素カリウム, 1.2 mM 硫酸マグネシウム, 25 mM tricine-NaOH, pH8.0, 5.6 

mM D-グルコース] で洗浄した。Bufferを除き，0.8 mL のWash Bufferを加えて 37˚C, 5 min

インキュベートした。Bufferを除き，0.2 mL の Transport Medium [125 mM 塩化ナトリウム, 

4.8 mM 塩化カリウム, 1.2 mM 塩化カルシウム, 1.2 mM リン酸二水素ナトリウム, 1.2 mM 硫
酸マグネシウム, 25 mM tricine-NaOH, pH 8.0, 5.6 mM D-グルコース, 50 µM [1-14C]-TEA] を加
え，37˚Cで所定の時間インキュベートした。培地を除き 0.8 mL のWash Bufferで 2回洗浄
した。培地を除いた後，0.2 mLの 0.5 N 水酸化ナトリウムで 2回細胞を溶解し，クリアゾ
ル I (Nacalai Tesque) 3 mLに加えた。その後，液体シンチレーションカウンター Tri-Carb 

2800TRs (PerkinElmer) を用いて放射能を測定した。Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad) を用い
てタンパク質定量し，比活性を算出した。標準タンパク質は BSA（Sigma , Cohn fraction V）
を用いた。 

 脂溶性の高い化合物が輸送に及ぼす影響を測定する際は，試験化合物を DMSO に溶解
させたストック溶液を元に，DMSOの終濃度が 0.5%以下となるよう Transport Mediumを
用いて段階希釈した。Transport Mediumを遠心した際に沈殿が見られる場合は，溶解しな
いものとして測定点から除外した。 

 細胞からの TEA排出は，細胞外酸性の pH勾配下で測定した。上述の通りHEK293細胞
にTEAを取り込ませた後に，Efflux Buffer  [125 mM 塩化ナトリウム, 4.8 mM 塩化カリウム, 

1.2 mM 塩化カルシウム, 1.2 mM リン酸二水素ナトリウム, 1.2 mM 硫酸マグネシウム, 25 mM 

MES-NaOH, pH 6.0, 5.6 mM D-グルコース] に置換した。培地を除き 0.8 mLの氷冷 Efflux 

Bufferで 2回洗浄後，取り込み試験と同様に細胞内に残存する放射能を測定した。 

 Mock, MATE発現株両方について，全ての実験を行い，Mock細胞への取り込みをバック
グラウンドとして差し引き，正味の hMATE1輸送活性とした。 
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3. 精製・再構成系を用いた輸送の測定 

 精製・再構成系の概略を図M-1に示した。精製・再構成系は，系中の組成を自在にコン
トロールできるため，細胞を用いた系と比べて，他のタンパク質などの影響を除外でき，
また高い比活性が得られることから，鋭敏に輸送を検出できる。 

 

 

図M-1. 精製・再構成による輸送活性測定系 
 目的タンパク質を昆虫細胞に過剰発現させ，膜を分画し界面活性剤を用いて可溶化する。
可溶性画分をNi-NTAカラムを用いて精製するとCBB染色で単一バンドの純度の精製ヒト
MATE1タンパク質が得られる。精製ヒトMATE1をリポソームに再構成し，標識基質を輸
送させる。遊離基質をゲル濾過により除去し，リポソームに取り込まれた基質を定量する。 

 

3.1 High Five細胞の培養 

 High Five細胞（BTI-TN-5B1-4）は，Express Five SFM培地 [Express Five SFM (GIBCO), 18 mM 

L-Glutamine, 10 mg/L Gentamaicin] を用いて，27˚Cで培養した。継代 30回未満の細胞を実
験に用いた。 

 

3.2 ヒトMATE1タンパク質の精製  

 組み換えウイルスは，Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen) を用いて作成し
た (Ciccarone et al., 1998)。昆虫細胞発現ベクターの pDEST10-hMATE1を大腸菌DH10Bac

株に形質転換し，N末 6xHis融合 hMATE1 bacmidを調製した。Bacmidをリポトランスフェ
クション法により昆虫細胞 Sf9 細胞に形質導入し，hMATE1 組み換えバキュロウイルスを
作成した (Matsumoto, 2009)。High Five細胞を播種（7.5x106 cells/4 mL medium/55 cm2 dish, 32 

dishes）し，hMATE1組換えバキュロウィルスを感染（M.O.I =1）させ，27˚Cで 48 hr培養
した。セルスクレーパーを用いて細胞を回収し，700 x g, 10 min, 4˚Cで遠心し，上清を除い
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た。得られた細胞ペレットは 40 mLの Disruption buffer [20 mM Tris/HCl, pH8.0, 100 mM 酢
酸ナトリウム，10% グリセロール, 1 mM DTT, 10 mg/L ロイペプチン，10 mg/L ペプスタ
チン A, 0.1 mM PMSF] を用いて懸濁し，700 x g, 10 min, 4˚Cで遠心後上清を除いた。再度
20 mL のDisruption Bufferを用いて細胞を懸濁した。細胞懸濁液を，超音波処理（TOMY TIP 

Sonicator UD-200，Output Level 4）し 480 x g, 10 min, 4˚Cで遠心した。上清を回収し，160,000 

x g, 1 hr, 4˚Cで遠心した。得られた沈澱は，solubilization buffer [10 mM Mops/Tris, pH7.0, 

2%(w/v) オクチルグルコシド，10% グリセロール, 10 mg/L ロイペプチン， 10 mg/L ペプ
スタチン A] を用いて再懸濁し膜画分とした。 

 膜画分を 260,000 x g, 30 min, 4˚Cで遠心し，得られた上清を可溶性画分とした。可溶性画
分を 1 mL bed volumeのNi-NTA super flow resin (QIAGEN)に添加して，4 hr, 4˚Cで振盪撹拌
した。Resinは，10 mLの Wash Buffer I [20 mM Mops/Tris, pH7.0, 1% オクチルグルコシド，
20% グリセロール，5 mM イミダゾール]，5 mL のWash Buffer II [Wash Buffer I +500 mM 塩
化ナトリウム]，および 10 mLのWash Buffer Iを用いて順次洗浄した。Resinに吸着したタ
ンパク質を3 mL のElution Buffer [20 mM Mops/Tris, pH7.0, 1% オクチルグルコシド，20% グ
リセロール，80 mM イミダゾール] で溶出した。溶出画分に，1 mM のDTTを加えて精
製画分とした。精製画分は小分けにして用時まで–80˚Cで保存した。 

 精製タンパク質は界面活性剤を含むため，Schaffner & Weißmann 法によって定量した 

(Schaffner and Weissmann, 1973)。300 µLの希釈サンプルに，30 µL の A solution [1 M Tris/HCl, 

pH7.5, 1% SDS] を添加した。これに 100 µLの 50% TCAを加えて室温下 20 min反応させ
た。反応液を孔径 0.45 µmのニトロセルロース膜 (ADVANTEC) に吸引濾過した。ニトロ
セルロース膜を，5% TCAで洗浄し，Staining solution [0.2 g Amido scwartz 10B, 90 mLメタノー
ル，20 mL酢酸] を用いて染色した。Destaining solution [メタノール:水:酢酸 = 90:8:2] を用
いて脱色し，スポットを3 mLの Eluting solution [50%(v/v) エタノール, 25 mM NaOH, 50 mM 

EDTA] を用いて溶出した。溶出液の 630 nmの吸光度を測定した。標準タンパク質は BSA

（Sigma , Cohn fraction V）を用いた。 

 

3.3 リポソーム再構成及び輸送活性測定 

 凍結融解希釈法によって精製hMATE1をリポソーム中に再構成した。バス式ソニケーター
(G112SP1T; Laboratory Supplies)を用い，ホスファチジルコリン懸濁液 [20 mM Mops/Tris, 

pH7.0, 1 mM DTT, 10 mg/mL L-α-Phosphatidylcholine (Sigma type IIS)] を超音波処理した。得
られた白色懸濁液をリポソームとした。分注して用時まで–80˚C保存した。 

 30 µgの精製 hMATE1に 500 µgのリポソームを加えて，–80˚C下で 15分静置し，凍結さ
せた。その後，迅速に解凍し，Dilution buffer [20 mM Mops-NaOH, pH6.7, 100 mM 酢酸カリ
ウム, 5 mM 塩化マグネシウム]を用いて 20倍希釈し，200,000 x g, 1 hr, 4˚Cで遠心した。沈
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澱画分を 200 µL のDilution Bufferで再懸濁し再構成プロテオリポソームを得た。 

 放射標識基質を用いてリポソーム中への基質取り込みを試験した。Reaction Mixture [20 mM 

Tricin-NaOH, pH8.0, 100 mM 酢酸カリウム，4 mM 塩化カリウム，50 µM [1-14C]-TEA (3.7G 

Bq/mmol; PerkinElmer Life Science)] に再構成リポソームを添加し，30˚Cで反応させた。指定
時間経過後，sephadex G-50 Fineスピンカラムにアプライし，500 x g, 2 min, 4˚Cで遠心した。
濾液全量に 3 mL の Clear-sol I (Nacalai Tesque) を加えて，液体シンチレーションカウンター 

Tri-Carb 2800TRs (PerkinElmer) で放射活性を測定した。 

 pH titration試験では，緩衝剤としてMES-NaOH (pH6.0-6.5), MOPS-NaOH (pH7.0-7.5), 

tricin-NaOH (pH8.0-8.5) を用いた。 
 

3.4 H+輸送活性測定 

 H+輸送は，pH感受性色素 BCECFを用いて測定した。45 µg の精製 hMATE1に 750 µg

のリポソームと終濃度 5 mMの BCECF (2′,7′-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein, 

Life technology) を混合し，Wako Dialysis Membrane, Size 20（Wako）に封入した。100 mL の
Dilution buffer [20 mM Mops-NaOH, pH6.0, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2] を用いて4˚Cで3 hr, 2

回透析した。これに 3 mLの Dilution Bufferを加えて，70,000 x g, 30 min, 4˚Cで遠心した。
沈澱を 200 µLの Dilution Bufferで再懸濁し，再構成プロテオリポソームを得た。 

 495 µLの Reaction mixture [20 mM Mops-NaOH, pH8.0, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2] に 5 µL

のリポソームを加えて，23˚Cでインキュベートした。分光蛍光光度計 F-2500 (Hitachi) を
用いて，励起波長 485 nm，蛍光波長 523 nmで BCECFの蛍光を測定した。 

 

 

4. 精製タンパク質を用いた結合の測定 

4.1 Lipid-detergent Micelleを用いた TEA結合の測定 

 精製 hMATE1タンパク質をMGD Buffer [5 mM Mops-NaOH, pH7.4, 20% Glycerol, 0.1% 

DDTM] 中限外ろ過し，buffer交換をかけながら濃縮した。0.5 mg/mL L-α-Phosphatidylcholine 

(Sigma type IIS) を添加し，終濃度 1 mMの 14C標識した TEAを加え 30 min, 氷上で反応さ
せた。反応液20 µLをニトロセルロースフィルター上にろ過し，DDTMを含まないMGD Buffer 

4 mLで 2回 washした。フィルターを 3 mL の Clear-sol I (Nacalai Tesque) に浸し，放射活性
を液体シンチレーションカウンター Tri-Carb 2800TRs (PerkinElmer) により測定した。 

 

4.2 アポリポタンパク質MSP1E3Dの精製 

 Bayburtらの方法に従って，MSP1E3Dを精製した (Bayburt et al., 2002)。50 mL の LB培地 

[1% Bacto tryptone，0.5% Yast extract，0.5% 塩化ナトリウム, 30 mg/Lカナマイシン] 中で
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MSP1E3D1発現プラスミド（pMSP1E3D）を保持した大腸菌 C43株を終夜培養した。1 L の
TB培地 [1.2% Bacto tryptone, 2.4% Yeast extract, 50% グリセロール，17 mM リン酸二水素カ
リウム，72 mM リン酸水素二カリウム, 30 mg/Lカナマイシン] に植え継ぎ，OD600 = 0.6

まで 37˚C振盪培養した。これに，終濃度 1 mMの IPTGを添加し 37˚C, 4 hr振盪培養した。
培養液を 700 x g, 10 min, 4˚Cで遠心し，沈澱を 50 mLの Buffer A-1 [50 mM Tris/HCl, pH7.4, 

1 mM PMSF] に懸濁した。細胞懸濁液を700 x g, 10 min, 4˚Cで遠心し，沈澱を40 mL のBuffer 

A-2 [50 mM Tris/HCl, pH7.4, 1%(v/v) Triton X-100] に懸濁した。細胞懸濁液を超音波処理 

(TOMY UD200 tip sonifier, 8 min)した。これを，30,000 x g, 30 min, 4˚Cで遠心し，上清を回
収した。Buffer B [40 mM Tris/HCl, pH8.0, 300 mM 塩化ナトリウム，1%(v/v) TX-100, 1 mM 

PMSF] で平衡化した bed volume 5 mL の Ni-NTA resinを上清に加えて，1 hr振盪した。
Ni-NTA resinを 20 mL の Buffer B [40 mM Tris/HCl, pH8.0, 300 mM 塩化ナトリウム，1%(v/v) 

TX-100, 1 mM PMSF] ，20 mLの Buffer C [40 mM Tris/HCl, pH8.0, 300 mM 塩化ナトリウム，
50 mM コール酸ナトリウム, 1 mM PMSF]，20 mLの Buffer D [40 mM Tris/HCl, pH8.0, 300 

mM 塩化ナトリウム]，20 mLのBuffer E [40 mM Tris/HCl, pH8.0, 300 mM 塩化ナトリウム，
70 mM イミダゾール/HCl, pH 8.0] で順次洗浄した。その後，20 mL の Buffer F [40 mM 

Tris/HCl, pH8.0, 300 mM 塩化ナトリウム，300 mM イミダゾール/HCl, pH 8.0] でタンパク
質を溶出し，1.1 mLづつ分画した。Bio-Rad Protein Assay Kitを用いて定量しタンパク質を含
む画分をまとめ，100 mLのDialysis Buffer [10 mM Tris/HCl, pH7.4, 100 mM 塩化ナトリウム，
1 mM EDTA-2Na/NaOH, pH 7.4，4˚C] 中で終夜透析した。シリンジフィルター（Millipore 

Millex-GV, 0.22 µm; Millipore）を用いて濾過し，濾液を精製MSP1E3D1とした。得られた精
製MSP1E3D1は，小分けにして用時まで–80˚Cで保存した。 

 

4.3 ナノディスク再構成及びシメチジン結合の測定 

 Nasrらの方法を参考にナノディスクを再構成し，結合を試験した (Nasr and Singh, 2014)。
500 µLの Reaction mixture [20 mM Mops-NaOH, pH7.5, 140 mM 塩化ナトリウム，1% オク
チルグルコシド，1 µM hMATE1，10 µM MSP1E3D，0.486 mg/mL L-α-Phosphatidylcholine (Sigma 

type IIS)] を 100 mg の Bio Beads SM-2に加え，1 hr, 4˚Cで振盪した。1,500 x g, 2 min, 4˚Cで
遠心し，上清を回収した。これを 20 mM Mops-NaOH, pH7.5, 140 mM 塩化ナトリウム溶液
で平衡化した Sephadex G-50 Fineスピンカラムにアプライし，500 x g, 2 min, 4˚Cで遠心し
た。濾液をナノディスクとした。 

 108 µLのナノディスク溶液に終濃度 100 µM の放射標識したシメチジンを加え 30 min, 

25˚Cで反応させた。100 µLの反応液を Sephadex G-50 Fineスピンカラムにアプライし， 500 

x g, 2 min, 4˚Cで遠心した。濾液全量に 3 mL の Clear-sol I (Nacalai Tesque) を加え，放射活性
を液体シンチレーションカウンター Tri-Carb 2800TRs (PerkinElmer) により測定した。 
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5. データ解析 

5.1 非線形回帰による種々のパラメータの算出 

 阻害の阻害剤濃度依存性，輸送の速度論的解析，および結合の基質濃度依存性は，Sigmaplot 

12.3 (HULINKS) を用いた当てはめ計算により非線形回帰し，各種パラメータを得た。 

 50%阻害濃度 IC50は，対数濃度-輸送活性 Plotを用いて以下の二方法で求めた。 

1) 全ての測定点を用いてシグモイド曲線，式M-1に当てはめた (Lyles et al., 2008; Kawasaki 

et al., 2014)。IC50値は式M-2から得た。 

v  = 1/(1 + 𝑒(!–!(!"#[!]!!)) 式 M-1  

IC!" = 10(!/!!!) 式 M-2 	
ただし，v は取り込み速度 (% of Control)，[I] は阻害剤の濃度，α, β, およびγは回帰曲
線のパラメータである。 

2) 50%阻害を挟む測定点 3-4点を用いて，対数関数，式M-3に当てはめた。IC50値は式
M-4から得た。 

v = a * log [I ] +b 式 M-3  

IC!" = 10(!"!!)/! 式 M-4 	
ただし，aおよび bは回帰曲線のパラメータである。	

 ミカエリス定数 Kmは式M-5，解離定数 Kiは競合阻害の場合式M-6，非競合阻害の場合
式M-7に対する当てはめ計算から算出した。 

v = Vmax*S/(Km +S) 式 M-5  

v = Vmax /{1+( Km /S)*(1+I/Ki)} 式 M-6 
v = Vmax /{(1+I/Ki)*(1+Km/S)} 式 M-7  

ただし，Vmaxは最大速度，Sは基質濃度である。 

 

5.2 統計処理 

 Sigmaplot 12.3 (HULINKS) を用いて，2群の比較は t検定，全群の多重比較は Tukey法，
対照群の存在する多重比較はDunnett法によって検定し，危険率 p値が 5%未満のときを統
計学的に有意と判定した。 
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略語表 
5HIAA 5-Hydroxyindole acetic acid 

AUC Area Under the blood Concentration-time curve 

BCECF 2',7'-Bis(carboxyethyl)-4 or 5-carboxyfluorescein 

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindole 

DCCD Dicyclohexylcarbodiimido 

DDTM n-dodecyl-β-D-thiomaltopyranoside  

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

E-3-S Estrone 3-sulfate 

EDC 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide  

EGCG (–)-Epigallocatechin gallate 

EMA European Medicines Agency 

FDA (U.S.) Food and Drug Administration 

G418 Geneticin 

HEK293 Human embryonic kidney 293 

hMATE human MATE 

MATE Multidrug and toxin extrusion 

MDR Multidrug Resistance 

MPP 1-Methyl-4-phenylpyridinium 

MSP Membrane Scaffold Protein 

NET Norepinephrine Transporter 

n.d. Not detected 

OC+ Organic Cation 

OCT Organic Cation Transporter 

PAH p-Aminohippurate 

P-gp P-glycoprotein 

PYR Pyrimethamine 

SD Standard deviation 

SE Standard error 

SERT Serotonin Transporter 

SLC Solute carrier 

SME Sucrose Mops EDTA 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 

SPD Spermidine 
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略語表（続き） 
SPM Spermine 

TEA Tetraethylammonium 

TM Transmembrane (Helics) 

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 

VMAT Vesicular Monoamine Transporter  
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