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１. 研究実施の概要 

異物排出に関与するトランスポーターについて、一次性能動輸送担体 MRP2、MRP3 の生理機

能を明らかとするとともに、P-糖蛋白の in vivo 機能を in vitro 実験から予測する評価法を構築した。

また、MRP3、P-糖蛋白の発現誘導機構を解明するとともに、MRP2 変異が Dubin-Johnson 症候群

発症につながる機構を明らかとした。また、二次性能動輸送担体については、ヒトおよびマウス有

機カチオン／カルニチントランスポーターOCTN ファミリーの分子同定と、それらトランスポーターの

種々有機カチオン化合物に対する基質認識特性や輸送駆動力などの輸送機能特性の解明と、各

臓器における発現分布を検討した。細菌の異物排出蛋白に関しては、X 線結晶構造を決定するこ

とができた。また細菌の異物排出蛋白遺伝子ならびにそれを制御する二成分情報伝達系ライブラ

リ構築と解析を行い、新規排出蛋白および制御因子を同定することができた。 

２. 研究実施内容 

一次性能動輸送グループ 

薬物の体内動態に影響を与える一次性能動輸送担体としては、MDR1 P-糖蛋白があげられる。

P-糖蛋白は血液脳関門および小腸上皮細胞などに発現され、薬物の脳移行、消化管吸収を阻害

している。P-糖蛋白のin vivoにおける機能をin vitro輸送系から評価する方法論を確立した。すな

わち、P-糖蛋白を発現する LLC－PK1 細胞を介した basal-to-apical flux を逆向きのフラックスで除

した値を、ベクター導入細胞における同様な値でさらに除することにより、in vitro 評価パラメータを

得た。さらに、mdr1 ノックアウトマウスにおける脳対血中濃度比を正常マウスにおける比で除した値

を in vivo 評価パラメータとした。種々の化合物について検討を加えたところ、in vitro および in vivo

の評価パラメータの間には良好な相関があり、P-糖蛋白機能を in vitro 実験系から予測しうること

が示された。さらに小腸からの基質薬物吸収についても同様な考え方を適応可能であることが示

すことができた。また、薬物肝輸送に関与する一次性能動輸送担体としては、MRP2 および MRP３

があげられる。MRP2は葉酸拮抗剤の胆汁排泄に関与することを示すことができた。MRP3は胆汁う

っ滞時に血管側膜上に発現誘導されるが、潅流肝を用いた実験により、胆汁酸の血管側への排

出に関与することが示された。 



二次性能動輸送グループ 

二次性能動輸送トランスポーターとして、既に機能解析を進めてきたヒト有機カチオン／カルニ

チントランスポーターOCTN 群に加えて、新たにマウス OCTN の分子同定と機能特性の解析を行

った。その結果、マウスにはヒトにおいては見いだされていない新たな分子種として OCTN3 の存在

が明らかになった。マウス OCTN1 ならびに OCTN2 それぞれヒトのオルトログと推定されたが、

OCTN3 のヒトオルトログは不明であり、種差あるいは分子未同定かについてさらなる解析の必要性

が示された。  

OCTN3 の機能解析を進めたところ、OCTN2 に見られる典型的な二次性能動輸送の特徴である

ナトリウムイオン依存性は明確ではなく、トランスポーター活性発現には他の駆動力の必要性が示

唆された。一方、OCTN3 には OCTN1 で特に高く見られた有機カチオン輸送活性は極めて低く、

カルニチン特性の高いトランスポーターとして位置づけられた。また、長鎖脂肪酸よりも短鎖脂肪酸

とのアシルカルニチンに対する親和性が高い傾向にあり、この結果も OCTN2 の親和性のパターン

と異なるものであった。さらに、組織分布性も OCTN3 は腎臓と精巣のみに発現が見られ、極めて

限られた組織分布という点もOCTN1やOCTN2と対照的であり、本トランスポーターのヒト組織にお

ける発現の有無はカルニチンやアシルカルニチンの生理的意義を考察する上で興味深い点であ

ることを示すことができた。  

異物排出蛋白分子構造解析グループ 

(1) 異物排出タンパクの X 線結晶構造解析：異物排出タンパクの結晶構造を 3.2Å 解像度で解く

ことに成功した。投稿論文作成中。 

(2) 大腸菌異物排出タンパク遺伝子ライブラリ構築と解析：大腸菌の推定異物排出タンパク遺伝

子 37 個すべての発現ライブラリを作成し、異物排出タンパクとしての性質を解析した。そのうち

実際に 20 個が何らかの既知の薬剤・毒物の排出タンパクであることが判明した。また、これらの

異物排出タンパクが細菌の環境感知応答システムである二成分情報伝達系によりコントロール

されることにより多剤耐性化する新しい機構を発見した。 

(3) 大腸菌二成分情報伝達系ライブラリ構築と解析：大腸菌の推定 32 個の二成分情報伝達系の

レスポンスレギュレーターを強制発現するライブラリを構築し、その高発現による抗菌剤耐性化

の有無、異物排出遺伝子の制御の有無を調べた。その結果、15 個のレスポンスレギュレーター

が薬剤耐性をコントロールしていること、うち５個は複数の異物排出タンパク遺伝子発現を制御し

ていることが明らかになった。 

(4) 動物細胞の新規排出タンパク遺伝子の検索とノックアウトマウスの作成：ラット血小板および脳

にそれぞれ特異的に発現する ABC 型排出輸送体遺伝子を同定し、完全長 cDNA をクローニン

グして細胞で発現させ、血小板由来のものについてはスフィンゴシン-1-リン酸排出輸送能を測

定した。脳由来のものは、その生理的役割を解析するためにノックアウトマウスを作成した。 

薬剤耐性機構解析グループ 

(1) ヒト cMOAT/MRP2 や MRP3 について 

脳血管内皮細胞では P-gp, MRP1 の発現が認められ、内皮細胞のネットワーク形成により発現



が形質膜上に移行し、活性を示すことを明らかにした。MRP2 は肝臓において高発現しているがＣ

型肝炎ウイルスの感染により、MRP2 の発現レベルが著しく低下する事を見いだした。MRP2,MRP3

のプロモーター領域を単離し、種々のシスエレメントを同定した。腸肝循環における ABC トランスポ

ーターの役割として胆汁酸付加により MRP3 の mRNA の上昇を観察した。この発現制御には

orphan receptor の FTF が関与する事を見いだした。 

(2) MDR1, MRP3 遺伝子の発現の分子機序 

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。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 の核移行が肺ガンにおいて高率に観察された。 

(3) すでに MRP2 遺伝子の関与をあきらかにした Dubin-Johnson 症候群について、R768W の変

異が maturation の異常により、また、Q1382R の変異は ATP 加水分解能低下によりトランスポー

ト活性に影響をあたえていることを明らかにした。 

３. 研究実施体制 

一次性能動輸送グループ 

①杉山雄一（東京大学大学院薬学系研究科・教授） 

②排出輸送担体による異物排出機構の解明 

二次性能動輸送グループ 

①辻彰（金沢大学薬学部・教授） 

②ヒトおよびマウス OCTN の分子同定と機能特性の解析 

マウス OCTN3 の輸送駆動力、基質選択性および発現 

分布の解明 

異物排出蛋白分子構造解析グループ 

①山口明人（大阪大学産業科学研究所・教授） 

②排出輸送担体の構造と機能 

薬剤耐性機構解析グループ 

①桑野信彦（九州大学医学研究院・教授） 

②薬剤排出ポンプによる耐性獲得機構解明 
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