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研究成果の概要（和文）：　小腸の上皮細胞には口腔内と同様に苦味受容体が発現しており、毒物が有する苦味
を感知することで毒物センサーとして機能しているものと考えられる。本研究では、薬物の苦味によって、毒物
を掃き出すトランスポーターであるP-糖タンパク質が機能亢進するのではないかと考えた。その結果、苦味物質
および抗がん薬によってわずか数十分でP-糖タンパク質の輸送機能が亢進することを明らかにした。さらにその
メカニズムとして、苦味受容体の刺激が消化管ホルモンであるコレシストキニン(CCK)の遊離を促進し、CCK受容
体の刺激を介してP-糖タンパク質の膜上発現量の増加が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Bitter taste receptors are expressed in epithelial cells of the small 
intestine as in the oral cavity, and it is considered that they function as a sensor of the 
toxicant’s bitter taste. In this study, I investigated whether the bitter taste of the drug also 
enhanced the function of P-glycoprotein, an efflux transporter of toxic substances. As a result, it 
was revealed that the bitter taste substance and anticancer drugs enhance the transport function of 
P-glycoprotein within 90 minutes. Moreover, it was suggested that, as a mechanism, stimulation of 
the bitter taste receptor promotes the release of the gastrointestinal hormone cholecystokinin 
CCK), and the membrane localization of P-glycoprotein is increased through stimulation of the CCK 
receptor.

研究分野： 薬物動態学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究によって、薬物を始めとした生体異物の苦味が、小腸のP-糖タンパク質の輸送機能を即時的に機能亢進
させること、またそのメカニズムにP-糖タンパク質の膜上発現量の亢進が関与していることが示された。これま
でに報告されている小腸におけるP-糖タンパク質を介した相互作用には、P-糖タンパク質の基質薬物間での競合
阻害による吸収亢進が挙げられる。これに対して本研究成果は、抗がん薬のように苦味を有するP-糖タンパク質
の基質薬物同士を経口投与で併用したときには、即時的なP-糖タンパク質の機能亢進を介してそれらの薬物の吸
収が低下することを示唆するものであり、新たな相互作用の存在を提案するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 P-糖タンパク質（P-gp）は、がん細胞をはじめ消化管上皮細胞などの細胞膜上に発現し、毒
物や薬物の体内への侵入および蓄積を防いでいる。特にがん細胞においては過剰に発現してお
り、がん多剤耐性に関与している。従って、現在までに多くの研究者ががん多剤耐性を克服す
べく、P-gp を直接阻害する薬剤の開発に果敢に取り組んできているが、それらの薬は臓器特異
性が欠如しているため、これらの薬剤は脳などの正常組織の P-gp も阻害してしまい、充分な
有用性を示すには至っていない。一方、生体は毒物の苦味を感知し、その吸収を回避する。そ
こで申請者は、抗がん薬などの P-gp 基質となる薬物は、正常な生体にとって毒となるため苦
味を有しているのではないかと考え検討した。その結果、非基質群と比較して顕著に強い苦味
を有しており、薬物の分子量や脂溶性といった物性値とともに用いることで、P-gp に対する薬
物の基質認識性(Km 値)を簡便に推測できることを明らかにした 1）。 
 これまでに、苦味を感知する受容体(T2R38)は、舌の味蕾だけでなく腸や肺などの上皮細胞
にも発現していることが報告されている。中でも消化管においては、苦味物質であり P-gp 基
質でもあるフェニルチオカルバミド  (PTC)による苦味受容体の刺激→消化管ホルモン
cholecystokinin(CCK)の分泌→CCK の受容体の刺激といった一連のメカニズムを介して P-gp
の輸送機能が苦味物質を感知して 9 時間後に亢進される 2)。申請者らは、P-gp の輸送機能は
その mRNA 発現量と必ずしも相関しないこと 3)、ezrin, radixin, moesin (ERM) と呼ばれる
膜裏打ちタンパク質のうち、消化管においては radixin が P-gp の細胞膜上局在および輸送機能
を調節しており、腎臓においてはいずれも関与していないことを明らかにしている 4)。また、
脳への薬物の移行を制限している血液脳関門においては、P-gp の膜上発現に moesin が関与し
ていることが報告されている。これらのことから、ERM タンパクによる P-gp の機能調節には
臓器差が存在することが示唆される。さらに、トランスポーターの細胞膜上における発現量の
変化は、僅か数十分という短時間で引き起こされ、これにともなって輸送機能も変動すること
を明らかにしている。一方、強い苦味を有する抗がん薬エトポシドは、低分子量 G-タンパク質
の Ras homolog gene family, member A (RhoA) や、これによって活性化されるリン酸化酵素
である Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 (ROCK)を介して radixin をリ
ン酸化し、P-gp の膜上発現量と輸送機能を上昇する 5,6)。これに対して、苦味受容体を刺激し
たときに分泌される CCK もまた、RhoA/ROCK を活性化する。これらのことから、苦味受容
体→CCK 分泌→RhoA/ROCK→P-gp の膜上発現量増加に基づく即時的な輸送機能の活性化と
いう流れが示唆されるが、これまでにそのような検討はなされていない。 
1. Yano K, et al. J Pharm Sci. 2015; 104(9):2789-94.  2. Jeon TI, et al. The Biochemical 
journal. 2011; 438(1): 33-7.  3. Ogihara T, et al. Drug Metab Pharmacokinet. 2006; 
21(3):238-44 4. Yano K, et al. J Pharm Sci. 2013; 102(8):2875-81.  5. Kobori T, et al. J 
Pharm Sci. 2013; 102(5): 1670-82. 6. Kobori T, et al. Biol Pharm Bull. 2014;37(7):1124-31. 
２．研究の目的 
 これらの部分的な報告を繋ぎ合わせると、がん細胞はエトポシドなどの抗がん薬の苦味を感
受し、CCK や RhoA の活性化を介して ERM をリン酸化することで、P-gp の機能上昇による
多剤耐性能を獲得することが想定される。しかしながら、その詳細なメカニズムとして、抗が
ん薬が苦味受容体を刺激するか、苦味刺激後に分泌された CCK が RhoA/ROCK の活性化を介
して radixin のリン酸化および P-gp の膜上発現量を増加し、輸送機能を上昇させるのか、さら
には、このメカニズムに臓器差が存在しているかについては明らかになっていない。そこで本
研究では、苦味刺激から P-gp 機能亢進までのシグナル因子を明らかにし、臓器特異的にがん
多剤耐性を克服し得る新規薬効標的を提示することを目的とする。 
３．研究の方法 
 1) 苦味物質による P-gp の輸送機能変化 
 まず、P-gp の膜上発現に基づく輸送機能調節に Radixin が関与しているヒト消化管がん由来
Caco-2 細胞を用い、苦味受容体(T2R38)および CCK 受容体の mRNA 発現量を real time PCR によ
り確認した。P-gp の輸送機能は、基質薬
物である rhodamine123 を用いて細胞
内取り込み試験および経細胞試験によ
り評価した。このとき、T2R38 を刺激す
る典型的な苦味物質であるPTCによって 
P-gp の輸送機能が亢進するかを検討し
た。 
 2) 苦味物質によるP-gp機能亢進に対
する CCK の関与 
 CCK 受容体をあらかじめ阻害した後、苦味物質を添加し P-gp の輸送機能が亢進するかを 1.
と同様の実験方法にて評価した。また、Caco-2 細胞に CCK を直接添加した場合にも、P-gp の輸
送機能亢進が認められるかについて同様の検討を行なった。 
  3) CCK による P-gp および ERM タンパクの細胞膜上発現増加 
 CCK 刺激後の Caco-2 細胞の細胞全体および細胞膜画分を調製し、各画分における P-gp およ
び活性化(リン酸化)された ERM のタンパク発現量を Western blotting 法により定量し、苦味受
容体刺激後のメカニズムについて検討した。 



 4) 苦味物質による P-gp の輸送機能変化 
 消化管において P-gp の足場タンパクを活性化することに加えて、苦味を有することが確認さ
れているエトポシドを暴露し、1)における検討と同様の手法にて P-gp の輸送機能を評価した。 
 
４．研究成果 
 1) 苦味物質による P-gp の輸送機能変化および 2) 苦味物質による P-gp 機能亢進に対する
CCK の関与 
 まず初めに、Caco-2細胞においてT2R38およびCCK受容体のmRNAが発現していたことから、
苦味物質を感知して以降の細胞内情報伝達が行われ得ることを確認した。そこで、苦味物質で
ある PTC を前処理した後に
Rho123 を暴露したところ、90
分程度で Rho123 の細胞内蓄積
量が未処理群よりも有意に低
下した(Fig. 2A)。またこのと
き、CCK受容体の阻害薬(YM022)
を処理したところ、PTC による
Rho123 の細胞内蓄積量の低下
が消失した(Fig. 2B)。 
 これらのことから、PTC によ
る P-gp の輸送機能亢進は、CCK
受容体の刺激を介して数十分
という短時間でも引き起こさ
れることが示唆された。 
 そこで、PTC による Rho123 の細胞内蓄積量の低下が、P-gp の輸送機能亢進によるものである
ことをより詳細に確認するため、経細胞実験にて Rho123 輸送に対する PTC および CCK 受容体阻
害薬の影響を評価した。その結
果、消化管から血液方向(吸収
方向、A to B)における Rho123
の輸送速度には、PTC による影
響が認められなかったものの、
血液側から消化管方向(排出方
向、B to A)への輸送速度は有
意に亢進した(Fig. 3)。吸収速
度 に対 する 排出 速度の 比
(efflux ratio)を算出したと
ころ、排出が有意な輸送である
ことが確認された。一方、YM022
の処理によって、PTC による輸
送速度の亢進が消失した。 
 以上の検討から、苦味物質に
よる即時的な P-gp の輸送機能
亢進が示されるとともに、その
メカニズムのひとつに消化管
ホルモンの受容体刺激が関与
していることが考えられた。 
 
 次に、CCK 受容体の刺激が関
与していることが考えられた
ことから、CCK を直接添加した
際にも同様の現象が認められ
るかについて検討を行なった。
その結果、取り込み試験におい
て、苦味物質添加時よりもさら
に早い時間(30分)で Rho123の
細胞内蓄積量の有意な低下が
確認された(Fig. 4)。また、経
細胞実験においても CCK 添加
により、吸収方向よりも排出方
向の輸送速度が有意に増加し
た(Fig. 5)。 
 したがって、苦味物質添加時
と同様に CCK 添加によっても、
即時的に消化管の P-gp の輸送



機能が亢進することが明らかとなった。また、CCK は苦味受容体刺激後に分泌される物質であ
ることから、苦味物質添加じよりも早く(90 分よりも短い時間で)P-gp の輸送機能を亢進するこ
とが想定され、この想定に一致してわずか 30 分で輸送機能亢進が認められた。 
 3) CCK による P-gp および ERM タンパクの細胞膜上発現増加 
 CCK によって P-gp の輸
送機能が亢進したことか
ら、その時のメカニズムに
細胞膜上発現量の増加が
関与しているかについて
検討した。その結果、細胞
膜上における P-gp のタン
パク発現量に有意な増加
が認められた。一方、細胞
全体においては変化が認
められなかった(Fig. 6)。 
 また、P-gp の膜上発現
を支える ERM タンパク発
現を評価したところ、P-gp
同様に膜上の発現のみ増
加が確認された(Fig. 7)。 
 以上のことから、CCK に
よる P-gp の輸送機能亢進
は、細胞内に用意されてい
た P-gp が ERM タンパクと
ともに膜上へ移行したことが関与しているものと考えられた。 
 4) 苦味物質による P-gp の輸送機能変化 
 抗がん薬であり苦味を有することが確認されているエトポシドを用いて、上記と同様の検討
を行なった結果、PTC 刺激時と同様に数十分という短時間で Rho123 の排出亢進が認められてい
る。また、この亢進は YM022 によって阻害されたことから、エトポシドによって苦味受容体あ
るいは CCK 受容体のいずれかが刺激され、苦味物質と同様に P-gp の機能が亢進したものと考え
られた。現在、このメカニズムについてさらに検討を進めているところである。 
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