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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、酸化ストレスが尿酸排泄トランスポータ BCRPへ与える影響を明らかとするこ
ととした。加齢性の酸化ストレスはキサンチンオキシダーゼに由来するため、その基質を用い
て BCRP発現量への影響を検討した。その結果、キサンチンオキシダーゼ活性化はヒト消化管
モデル Caco-2 細胞の BCRP S-S bond 形成を低下させる一方、ヒト腎由来 HK-2 細胞の S-S 

bond には影響しなかった。このことから、酸化ストレスによる尿酸排泄への影響は臓器により
異なることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we investigated that oxidative stress affected BCRP expression, which 
is a uric acid efflux transporter. It has known that aging-induced oxidative stress is 
caused by activation of xanthine oxidase. Thus, we used the substrates of xanthine 
oxidase in this study. In Caco-2 cells, the activation of xanthine oxidase was 
suppressed the BCRP S-S bond formation, but not in HK-2 cells. These results suggest 
that the effect of oxidative stress on the efflux of uric acid is different between intestine 
and kidney. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、医療の目覚ましい発展により平均寿
命が大幅に延長し、世界的な高齢化社会を迎
えている。特に我が国は世界に類を見ない水
準で高齢化が進んでおり、2050 年に高齢化
率が約 40%という超高齢化社会へ突入する

と予測されている。こうした中、生活習慣病
などの加齢性疾患患者が増加し、その根治療
法の確立、患者の QOL の改善が望まれてい
る。代表的な生活習慣病である痛風は、激し
い関節痛を生じ、さらには高血圧や腎臓病な
ど重篤な合併症を引き起こす。このため、患
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者の QOLの低下が著しく、効果的な治療法、
予防法の確立が早急に望まれる疾患である。 

痛風の発症頻度は加齢により増加するこ
とが知られおり [Mikuls TR. et al. Ann. 

Rheum. Dis. (2005)]、加齢による何らかの生
体変化が痛風発症に寄与していると考えら
れる。痛風発症の原因タンパク質は長らく不
明であったが、2008 年、BCRP の輸送活性
を低下させる一遺伝子多型 (SNPs) である
Q141K などが痛風の原因として報告された 

[Dehghan A. et al. Lancet (2008)]。さらに
2009 年、BCRP が尿酸を輸送すること 

[Woodward OM. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA. (2009)]、痛風患者の 8割に BCRPの機
能低下が見られることが明らかとされた 

[Matsuo H. et al. Sci. Transl. Med. (2009)]。
このように BCRP の輸送活性の低下は痛風
発症と密接に関連していることが、徐々に明
らかになってきた。しかしながら、加齢によ
る BCRP 機能への影響など痛風発症機構に
は依然として不明な点が多い。 

BCRP は代表的な ATP-binding cassette 

(ABC) トランスポータのひとつであり、ATP

の加水分解エネルギーを利用して物質の細
胞内から細胞外への輸送を担っている。多く
のABCトランスポータは2つのATPase site

を持つ 12 回膜貫通型タンパク質であるのに
対し、BCRPは 1つの ATPase site を持つ 6

回膜貫通型タンパク質である。このため、
BCRP は Cys603 に S-S bond を形成し、
homodimer として機能している。一般にタ
ンパク質の S-S bond は酸化還元反応により
形成され、S-S bond 形成は細胞内の酸化還元
状態と深く関連していると考えられる。加齢
時には活性酸素の産生量が増大し、生体の酸
化還元状態が変化する。BCRP は特徴的な
S-S bond 形成を行うため、この加齢による酸
化還元状態の変化に影響される可能性が高
いと考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、活性酸素産生の増大が尿酸排
泄トランスポータBCRPへ与える影響を S-S 

bond 形成に着目して明らかとすることを目
的とした。 

 

３．研究の方法 

加齢による酸化ストレスはキサンチンオ
キシダーゼ活性化に由来することから、その
基質となるキサンチン、ヒポキサンチンを用
いて、BCRP発現量への影響を S-S bond形
成に着目して検討した。体内で合成された尿
酸の 2/3は腎臓から、1/3は小腸から排泄さ
れる。そこで、本研究ではヒト正常腎細胞で
あるHK-2細胞ならびに消化管モデルとして
汎用される Caco-2細胞を用いた。 

 

４．研究成果 
初めに、キサンチン、ヒポキサンチン添加

により活性酸素が産生されているか否かを
検討した。その結果、Caco-2細胞では、キサ
ンチンおよびヒポキサンチン添加により活
性酸素の産生量は増大した (図 1A, 1B)。し
かしながら、HK-2 細胞では、キサンチン添
加により活性酸素の産生量は増大したが、ヒ
ポキサンチン添加において活性酸素の産生
量増大は見られなかった (図 1C. 1D)。 

(B) Caco-2 cells, Hypoxanthine

(A) Caco-2 cells, Xanthine
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(C) HK-2 cells, Xanthine
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(D) HK-2 cells. Hypoxanthine

図 1 キサンチンオキシダーゼ活性化後
の活性酸素産生量 

(A) Caco-2細胞へのキサンチン添加 

(B) Caco-2 細胞へのヒポキサンチン添
加  

(C) HK-2細胞へのキサンチン添加 

(D) HK-2細胞へのヒポキサンチン添加  

キサンチンおよびヒポキサンチンは培
養液に溶解させ、37℃で 3 時間インキ
ュベートした。 



 

 

次に、キサンチン、ヒポキサンチン添加に
よる BCRP mRNA 量、タンパク質発現量、
S-S bond 形成能を検討した。なお、S-S bond

形成能は、全 BCRP発現量に対するダイマー
量の比をとることで評価した。Caco-2細胞で
は、キサンチン添加により BCRP の mRNA

量 (図 2A) およびタンパク質発現量 (図 2B) 

は濃度依存的に増加した。しかしながら、
BCRP のダイマー量に変動はなく (図 2C)、
S-S bond 形成能は低下した (図 2D)。また、
活性酸素種のひとつである過酸化水素、及び
キサンチンオキシダーゼ活性化の最終代謝
物である尿酸は BCRPのmRNA量に影響を
与えなかったことから、キサンチン添加によ
る BCRPの mRNA量の変動は、キサンチン
オキシダーゼ活性化によるものではなく、キ
サンチン自体によるものであると推察され
た。さらに、ヒポキサンチン添加では、BCRP

の mRNA 量及びタンパク質発現量に変動は
見られなかった。一方、BCRPのダイマー量

は減少し、S-S bond形成能は低下した。以上
の結果から、Caco-2細胞では、キサンチンオ
キシダーゼ活性化により BCRP の S-S bond

形成が抑制されることが示された。続いて、
HK-2 細胞を用いて同様の検討を行った。
HK-2 細胞ではキサンチン添加により、
BCRPの mRNA量 (図 3A) およびタンパク
質発現量 (図 3B) は 0.1 mM以上で減少した。
さらに、BCRP のダイマー量も減少した (図
3C) が、S-S bond 形成に大きな変化は見ら
れなかった (図 3D)。一方、ヒポキサンチン
添加では BCRPの mRNA量、タンパク質発
現量、ダイマー量に変動は見られず、S-S 

bond 形成にも変化は見られなかった。以上
の結果は Caco-2 細胞の結果とは異なる傾向
であり、HK-2 細胞はキサンチンオキシダー
ゼの基質及びその活性化に対し、Caco-2細胞
と異なる反応を示すことが明らかとなった。 
筆者はこれまでに、ミトコンドリア機能の

低下により BCRPの S-S bond 形成が抑制さ
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図 2 Caco-2細胞におけるキサンチン添加
後の BCRP発現量 

(A) mRNA量 

(B) 全 BCRPタンパク質発現量  

(C) BCRP dimer 発現量 

(D) BCRP S-S bond 形成 

キサンチンは培養液に溶解させ、37℃で 3

時間インキュベートした。 

図 3 HK-2細胞におけるキサンチン添加後
の BCRP発現量 

(A) mRNA量 

(B) 全 BCRPタンパク質発現量  

(C) BCRP dimer 発現量 

(D) BCRP S-S bond 形成 

キサンチンは培養液に溶解させ、37℃で 3

時間インキュベートした。 
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れることを明らかとしている。そこで、キサ
ンチン添加がミトコンドリア機能に与える
影響を MTT assay により検討した。その結
果、Caco-2細胞、HK-2細胞ともに、キサン
チンは濃度依存的にミトコンドリア機能に
障害を及ぼした  (図 4)。このことから、
Caco-2 細胞におけるキサンチンオキシダー
ゼ活性化後の BCRP S-S bond 形成の抑制に
ミトコンドリア機能の低下が寄与している
可能性が示唆された。しかしながら、S-S 

bond 形成が維持された HK-2 細胞において
もミトコンドリア機能が低下しており、ミト
コンドリア機能低下の関連を明らかにする
ためには、更なる検討が必要である。 

 
本研究により、キサンチンオキシダーゼ活

性化は小腸の BCRP S-S bond 形成を低下さ
せる一方、腎臓の BCRP S-S bond 形成には
影響しないことが示唆された。このことから、
酸化ストレスによる尿酸排泄への影響は臓
器により異なることが推察された。尿酸は腎
臓から 7割が、小腸から 3割が排泄されるが、
BCRP は腎臓に比べ小腸に多く発現してい
る。痛風発症に関する検討は主に腎臓に焦点
を当てた研究が成されてきた。しかしながら、
BCRP と痛風の関連が明らかになったこと
を契機に、小腸への排泄にも注目が集まりつ
つある。本研究は痛風発症における小腸から
の尿酸排泄の重要性を示唆する成果である
と考える。 
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図 4 キサンチン添加後のミトコン
ドリア機能 

(A) Caco-2 cells 

(B) HK-2 cells 

キサンチンは培養液に溶解させ、
37℃で 3時間インキュベートした。 


