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１．研究実施の概要

　異物・生理的物質トランスポーターとして、ATP- 依存的な基質排出能力を有す

るmultidrug resistance associated proteinファミリーについて、機能解析および異

物解毒における意義について検討を加えた。また、ABCトランスポーターを抗がん

剤の感受性を制御する分子標的としての臨床診断へ利用するために、がんにおける

特異的発現の分子的機構について解析を行った。さらに、有機アニオン取り込みト

ランスポーターに分類されるOATPならびに有機カチオン取り込みトランスポー

ターに分類されるOCTNトランスポーターについて、新規分子種のクローニングな

らびに機能解析を行った。輸送機能と蛋白構造の関係について理解するため、細菌

と動物細胞の異物排出蛋白について、蛋白工学的手法により分子構造と機能残基を

詳細に解析するとともに、細菌異物排出蛋白の結晶化に初めて成功した。また、排

出蛋白の細胞内局在性決定因子の解析を行った。

２．究実施内容

一次性能動輸送グループ

　異物解毒に関与するトランスポーターとして、ABCトランスポーターの中で特

にMDR１ P- 糖蛋白とmultidrug resistance associated protein（MRP）ファミリー

に焦点を当てた解析を行った。これらのトランスポーターは、薬物の体内動態に

大きな影響を与える要因となるため、in vivoにおけるトランスポーター機能を予

測しうるin vitro評価系の作成を目指した。MDR１のin vivo機能については、特に

この蛋白が血液脳関門に発現されて基質の脳移行を制限していることに着目し、

MDR１ノックアウトマウスにおける脳／血液濃度比を、正常マウスにおける比で

除した値を定義した。さらに、in vitro評価系としては、MDR１遺伝子を導入した

単層培養細胞系（LLC-PK１細胞）を介した経細胞輸送について検討を加えた。す

なわち、導入細胞におけるbasal-to-apical fluxを逆向きのfluxで除した比を、非導

入細胞における比で除した値を定義した。その結果、in vitoとin vitroの間には良

好な相関が観察され、in vivoにおけるMDR１機能をin vitroデータから定量的に予
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測しうることが示された。さらに、MRPファミリーは種々体細胞に発現される

が、消化管において、有機アニオン系化合物の吸収に関与することを示すことが

できた。また、MRP２のin vitro機能解析系としては、apical側にMRP２を、basal

側に取り込みトランスポーター（OATP２など）を発現させた、MDCK細胞を介

した経細胞輸送を解析する系を提唱することができた。また、MRP２については、

部位突然変異導入により、機能に必須なアミノ酸残基を同定した。

二次性能動輸送グループ

　二次性能動輸送に関与するトランスポーターとして、既に新規有機カチオン／

カルニチントランスポーターとして同定・解析を行ったヒトOCTNトランスポー

ターと同様、マウスOCTNの解析を進めた。その結果、マウスにおいては既知

OCTN２に加え、新規にOCTN１ならびにOCTN３の二種類の分子種を見いだした。

OCTN１はヒトOCTN１と対応する分子であるが、OCTN３はヒトでのオルトログが

不明な新しいタイプと考えられた。機能的には、既知OCTN２がカルニチントラン

スポーターとして重要であるが、OCTN２は有機カチオントランスポーターとし

て、特に腎での有機カチオンの尿細管分泌に働いていることが示された。即ち、

OCTN２遺伝子変異動物のjvsマウスでは有機カチオンの尿細管分泌が抑制され

た。また免疫組織化学的解析によってOCTN２は尿細管上皮細胞刷子縁膜に発現

していた。以上より、OCTN２は上皮細胞内から尿中への有機カチオン分泌に働く

ことが示された。また、マウスOCTN１はOCTN２と異なり、有機カチオン輸送活

性は高いが、カルニチン輸送活性は低かった。一方、マウスOCTN３は有機カチオ

ン輸送活性は極めて低く、カルニチン特異性が高かった。また、OCTN３はOCTN１

あるいはOCTN２とは異なりカルニチン輸送にナトリウム依存性が観測されな

かった。以上、マウスOCTNトランスポーターは機能特性が分子種間で異なり、

それぞれ異なる生理学的役割を果たしており、薬物動態的にはOCTN１ならびに

OCTN２が重要であるものと考えられた。

　有機アニオントランスポーターとして、ヒトOATPファミリーの分子的同定と

機能解析を行った。OATP分子種として新規にOATP-B、OATP-D、ならびに

OATP-Eを見いだした。これらはいずれも既知OATP-AあるいはOATP-Cと異な

り、幅広い組織分布性を有していた。OATP-D,Eについてはその基質を明らかに

できていないが、OATP-Bはステロイドの硫酸抱合代謝物輸送に働くことが示さ

れた。しかし、グルクロン酸抱合体の輸送活性は観測されず、肝臓特異的な

OATP-Cとは異なっていた。一方、OATP-Cについては、新たに高親和性のステ

ロイド抱合代謝物トランスポーターであることを見いだした。即ちステロイド硫

酸抱合代謝物に対してOATP-Cは高親和性・低親和性の２カ所の活性部位を有して

おり、高親和性部位は数十nMのKm値と生理的濃度に近く、既知の数マイクロモ
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ル濃度より特異性の高いトランスポーターであることを示した。

異物排出蛋白分子構造解析グループ

　輸送機能と蛋白構造の関係について検討を加えた。モデルとしてテトラサイク

リン排出蛋白を選び、この蛋白の完全Cys走査変異体を構築し、SH試薬との反応

性から詳細なトポロジーを決定した。また、Cys二重変異体を系統的に多数構築

し、酸化による架橋形成の有無を調べることにより、分子内の２残基間の距離を推

定し、膜貫通ヘリックスの３次元配置を決定した。さらに、大腸菌ゲノム配列から

推定される３４種類の推定異物排出遺伝子ORF全てを強制発現クローニングした

ライブラリーを構築し、多数の新しい異物排出蛋白遺伝子を同定した。また、そ

の過程で二成分情報伝達系による異物排出遺伝子発現調節による多剤耐性化とい

う新しいメカニズムを発見した。排出蛋白質の構造に関しては、大腸菌マルチコ

ンポーネント型異物排出蛋白AcrAB-TolC系をモデルとして選び、このうちAcrB

とAの結晶化に成功し、現在X線結晶解析により構造解析中である。また、MRP

２のapical局在性を規定する因子として、PDZK１とmerlinを同定した。

薬剤耐性機構解析グループ

　ABCトランスポーターの病態時における発現変動の解析を行った。MRP２の発

現がヒト大腸がんで特異的に上昇していること、MRP１、MRP２とMRP３の大腸に

おける発現レベルに１０００倍近い個人差があることなどを観察した。さらにMRP３

がエトポシドならびにシスプラチンの感受性とATP依存性排出に関与すること、

脳腫瘍の症例におけるがん部位でのMRP１とMRP３の発現上昇などを見出した。

さらに、ヒトMDR１遺伝子のがん細胞における発現上昇にプロモーター領域での

Alu配列や他遺伝子の挿入などによる再配列が観察された。膀胱腫瘍において再

発症例でのMDR１発現上昇にはプロモーター領域のCpGの脱メチル化が関与して

いることを明らかにした。さらに、マウス白血病の化学療法の途中で上昇してく

る多剤耐性mdr遺伝子の上昇にプロモーターでのレトロウイルスLTR配列の挿入

を見出した。MDR１遺伝子の発現誘導に関与するプロモーター上のY-boxと結合

するYB-１はp５３と結合することを明らかにした。
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