
「生体防御のメカニズム」

平成９年度採択研究代表者

杉山　雄一

（東京大学大学院薬学系研究科　教授）

「異物排除システムの分子基盤」

１　研究実施の概要

　平成１１年度研究実施計画に基づき、本年度は医薬品を含む広範な低分子異物に対

して生体が備えている異物排除機構について、�分子輸送による排除機構、�分子

変換による排除の関連、�異物排除系の臓器相関と体内動態の解明とその制御とい

う観点から検討を加えた。具体的には以下、研究実施内容の項で述べる。

２.   研究実施内容

一次性能動輸送グループ

　肝細胞胆管側膜上に発現され、種々異物の胆汁排泄に関与するMRP2機能につ

いて検討を加えた結果、還元型葉酸を生理的基質とすることが示された。さらに

速度論解析の結果、in vivoにおける胆管側膜透過能力を、in vitro単離胆管側膜ベ

シクルにおける輸送能力から定量的に予測しうることを示した。この方法論に基

づいてヒトにおける胆汁排泄能力を予測する目的で、ヒト胆管側膜ベシクルを調

製し、輸送実験を行ったところ、ラットとの大きな種差が観察された。

　我々はすでに、MRP2機能が低下した条件下でMRP3が肝細胞血管側膜上に誘導

されることを見い出している。その機能について検討した結果、MRP3は、MRP2

と同様に、種々グルクロン酸抱合体および非抱合型有機アニオン類を基質とした

が、MRP2とは異なり、グルタチオン抱合体はpoor substrateにしかならないことが

示された。さらに、１価の胆汁酸（タウロコール酸など）および硫酸抱合体（タ

ウロリトコール酸硫酸抱合体など）をも基質とすることが示された。これは、MRP

ファミリーの中にあっては極めて特異的な性質であった。生体防御という観点か

らも、MRP3は肝障害時のレスキュー蛋白として重要であり、現在その発現調節

機構について検討を加えている。

　さらに、肝臓以外にも小腸上皮細胞、血液脳関門を形成する脳毛細血管内皮細

胞にMRP活性の存在を見い出し、機能調節により化合物の消化管吸収性、脳内移

行性を増大させうることを示すことができた。

二次性能動輸送グループ

　有機イオン性物質輸送に関わるトランスポーター群の同定と機能解析を行っ
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た。カチオン輸送体としてのOCTN、アニオン輸送体としてのNpt1およびヒト

OATPについて機能の詳細と遺伝子クローニングを試みた。OCTN2は有機カチオ

ンであるテトラエチルアンモニウム輸送と同時にビタミンの一つカルニチンを輸

送する生理機能を有する。OCTN2の基質認識について新たにカルニチン生合成前

駆物質γ―ブチロベタインやアセチルカルニチンなどを、さらに薬物としてベラ

パミル、キニジンおよびメピラミンなどが含まれることが明らかになった。また、

カルニチン類はナトリウム依存性を示すのに対して、カチオン性薬物はナトリウ

ム要求性がなく、OCTN2は両者を異なるメカニズムでによって輸送する多機能的

なトランスポーターであることが見いだされた。特にOCTN2は腎尿細管上皮細胞

apical膜に存在することから、糸球体濾過を受けたカルニチンの再吸収ならびに血

液中から上皮細胞中に取り込まれた有機カチオン性化合物の細胞内から尿中への

分泌に寄与することが示された。一方、無機リン酸トランスポーターとして知ら

れているNpt1の機能解析を進めたところ、β- ラクタム抗生物質やパラアミノ馬

尿酸を含む有機アニオン輸送に働くことが明らかになった。

　Npt1はOCTN2と同様に尿細管上皮細胞apical側膜に存在することから、有機ア

ニオン性物質の尿細管分泌に寄与するものと考えられる。さらに、有機アニオン

トランスポーターとしてヒトにおいて機能すると考えられるOATPについては少

なくとも５種類のメンバーからなることが遺伝子解析によって示すことができた

が、その組織分布、機能解析は今後の課題である。以上のような種々有機イオン

性物質に働くトランスポーターの同定と機能解析によって、生体異物の処理なら

びに生体の維持機構の解明が進むものと期待された。

異物排出蛋白分子構造解析グループ

�　蛋白工学的解析

　細菌の最も代表的な異物排出蛋白であるテトラサイクリン排出蛋白を構成す

る全４０１アミノ酸残基のうち、N末端のMetを除く４００アミノ酸残基を全て一つず

つCys残基に置換したCys走査変異体の完全セットの構築し、各種のSH特異的修

飾試薬との反応性に基づき分子の詳細構造を解析した。これにより、１）膜貫

通領域の範囲が実験的に精密に決定でき、２）分子内に水で満たされた膜貫通

チャネルが存在し、３）その中間に親水性分子に対する透過障壁のあることが

示された。さらに、分子内に複数のCys残基を導入してS-S架橋形成の有無を系

統的に調べることにより、膜貫通ヘリックスの立体配置を決定した。

�　細菌の全推定異物排出蛋白遺伝子を網羅したクローニングライブラリの構築

と解析

　大腸菌の異物排出蛋白遺伝子と推定されるORF３４個すべてのクローニングラ

イブラリを構築し、半数の１７個が何らかの薬剤耐性に関与していることを見い
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だした。さらにこれらの薬剤排出蛋白の発現が二成分情報伝達系により調節さ

れているという全く新しい耐性機構を発見した。

�　異物排出蛋白立体構造の決定

　テトラサイクリン排出蛋白を安定的に精製できる界面活性剤をスクリーニン

グし、二次元結晶の作成に成功した。また、マルチコンポーネント型異物排出

蛋白AcrBの大量産生、精製に成功し、３次元結晶を得た。

薬剤耐性機構解析グループ

　ABCトランスポーターの多くは生体内の様々な器官や組織において発現して

おり異物・毒物排出ポンプとしての重要な生理的作用をしている。がんにおける

抗がん剤の感受性を制御する分子標的としてのABCトランスポーターの特異的

発現の分子的機構を把握することが必須である。我々は�. 　P－糖蛋白質/MDR1

遺伝子の発現の分子機序として、MDR1プロモーターのメチル化が発現に重要で

あること、またゲノム不安定性に伴う遺伝子再編成により発現を活性化する機構

を発見した。�. ヒトcMOAT/MRP2やMRP3については１）cMOATのヒトゲノム

DNAを単離し、幾つかのDubin-Johnsonの家系で変異が第１と第２のATP結合領域

に集中していることを示した。２）cMOAT・cDNAのCHOやLLCK-PK細胞への導

入株を用いてビンクリスチンやシスプラチンに対して耐性を示すことを観察し

た。また、MRP2はグルタチオン抱合体を輸送しうることを明らかにした。３）

大腸癌患者サンプルの癌部、非癌部におけるABCトランスポーターの発現を定量

的PCR方にて検討した結果、MDR1,MRP3の発現は癌部にて発現の低下が認めら

れたが、MRP2の発現は、逆に亢進していた。４）MRP2のプロモーター領域2kb

を単離し、MRP2の発現が肝臓で特異的に行われ、転写因子 ontfamily>C/EBPが関

与していることを明らかにした。

代謝・排泄協関解析グループ

　グルクロン酸転移酵素（UGT）は、主に肝臓において異物等にグルクロン酸を

付加する抱合酵素である。UGTにより抱合された代謝物は、cMOAT/MRP2によっ

て能動的に胆汁中に排泄されるが、異物解毒における抱合酵素と一次性輸送担体

の協関関係の分子機構についてはほとんど理解されていない。そこでこの協関関

係をin vitro で再現できる系を構築することを目標とした。本年度はまずUGTの単

独発現系を構築した。ヒト肝総RNAよりUGT1A1 cDNAを単離し、発現ベクター

に組み込んだ。宿主は基質化合物の細胞内への取りこみ易さを考慮し、サルモネ

ラ菌TA１５３５株を用いた。発現プラスミドをエレクトロポレーション法にて導入

し、イソプロピル- β-D- チオガラクトピラノシド（PTG）添加によりUGT1A1の

発現を誘導した。蛋白質の発現はウエスタンブロッティングにより行い、約53kDa

の位置にUGT1A1蛋白質の発現が確認された。β- グルクロニダーゼ阻害薬の共存
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下において、代表的基質ビリルビンに対する抱合活性が検出されたことから、活

性を有するUGTをバクテリアに発現させることにはじめて成功した。
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