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研究成果の概要（和文）：様々な疾患の発生や進行に関わっている炎症は，薬物の体内動態にも影響することが
知られている。トランスポーターは薬物の体内動態を決定する因子のひとつであり，その膜局在および機能発現
には裏打ちタンパク質が重要な役割を果たしていることが明らかにされている。本課題では，炎症時のERMタン
パク質リン酸化状態およびトランスポーター機能に対する炎症因子の影響について検討を行った。
今回得られた結果より，一部の炎症性サイトカインがradixinのリン酸化状態を変動し，裏打ちタンパク質とし
ての機能を調整しトランスポーターの膜局在に影響していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Inflammation affects pharmacokinetics of various drugs via alterations of 
metabolic enzymes and transporters expression. Plasma membrane localization of transporters such as 
P-glycoprotein and MRPs are regulated by scaffold proteins such as ERM proteins 
(ezrin/radixin/moesin). However, the effects of inflammation on the phosphorylation of ERM proteins 
and transporter activities remain unclear. 
Thise study demonstrated that some inflammatory factors decrease the ratios of phosphorylated 
radixin in liver.  

研究分野：薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
薬物代謝酵素やトランスポーターの発現
および活性は，性，内因性物質，環境，病態
といった様々な要因により影響を受ける。例
えば，感染症や炎症性疾患では，活性化した
単球/マクロファージから産生された炎症性
サ イ ト カ イ ン に よ り ， multidrug 
resistance-associated protein (MRP)2を含
むトランスポーターの発現量および活性が
変動する。トランスポーター発現および機能
変動は，基質薬物の体内動態に影響し，効果
減弱や副作用を引き起こす原因となり得る
ため，炎症時のトランスポーター変動を正確
に把握することは，臨床上極めて重要である。
特に肝臓はウイルス性肝炎など炎症を受け
やすいうえ，薬物代謝に重要な臓器であるこ
とから，炎症時の肝臓におけるトランスポー
ターの発現機構解析は重要であり，これまで
に炎症時の肝臓トランスポーターの発現お
よび機能変動に関する研究に取り組んでき
た。そのなかで，炎症時の肝臓にてトランス
ポーター (MRP2, P-糖タンパク質 (P-gp), 
breast cancer resistance protein (BCRP))の
発現量自体は変化しないものの，膜への局在
が大きく低下することを明らかにした。した
がって，MRP2, P-gpおよび BCRPの膜局在
を決定する何らかの因子が炎症時に変動す
ることが示唆された。 
 一方で近年，トランスポーターの細胞内局
在を制御する因子として，ERM タンパク質 
(Ezrin, Radixin, Moesin)が報告された。
ERMタンパク質は，細胞質で不活性なclosed
型として存在し，C末がリン酸化を受けると
活性な open 型となり，細胞骨格のアクチン
線維 (F-アクチン)と排出トランスポーター
である MRP2 などの膜内在性タンパク質と
を連結させる機能を担っている。Radixin は
肝臓における主要な ERMタンパク質である
が，Radixin欠損マウスではMRP2の胆管側
膜への局在化が低下し，高ビリルビン血症と
なる。すなわち，RadixinはMRP2の膜局在
において重要な役割を担っている。 
 このように ERMタンパク質はトランスポ
ーターの機能制御に極めて重要な因子であ
るものの，炎症時の ERMタンパク質のリン
酸化状態（活性化状態）およびトランスポー
ター機能に対する影響についてはほとんど
明らかになっていないのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
炎症状態では，いくつかの薬物トランスポ

ーターの発現・機能が変動することが知られ
ている。一方で近年，トランスポーターの細
胞膜での安定発現・機能に細胞骨格タンパク
質である ERMタンパク質が重要な働きを担
うことが指摘されているが，炎症因子の
ERM タンパク質活性化およびトランスポー
ター機能に及ぼす影響については全く明ら
かとなっていない。例えば，ERM タンパク
質のひとつである radixinの肝臓での機能低
下は MRPの膜局在を低下させることが知ら
れているが，炎症時に radixinおよびトラン
スポーター活性がどのように変化するかお
よびその機構については不明な点が多い。ト
ランスポーター自体を標的とした検討はな
されているものの，周辺タンパク質を利用し
たトランスポーター活性変動についてはほ
とんど明らかにされていない。そこで本研究
では，炎症モデル動物，炎症因子で処理した
サンドイッチ培養肝細胞，細胞株を用い，
ERM タンパク質活性化およびトランスポー
ター発現を targeted proteomics法により定
量する。これにより，炎症時の薬物動態にお
ける ERMタンパク質の重要性について考察
し，創薬ターゲットとしての ERMタンパク
質の可能性を評価する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ERM タンパク質リン酸化状態，トラン
スポーター発現および ERM タンパク質-ト
ランスポーター複合体の同時定量法の確立 
 Controlラットとして，AAラットの作製に
適した 7週齢雌性 SDラットを用い，肝臓を
摘出した。肝ホモジネートを常法に従って調
製するとともに，膜タンパク質を得た。トラ
ンスポーター発現およびリン酸化 ERMタン
パク質の検討では，肝ホモジネートでの発現
量評価に加えて，膜タンパク質を用いた検討
を実施した。サンプルの処理は一般的に行わ
れるタンパク質を還元・アルキル化した後に
トリプシン等で酵素消化を行った。今回
ERM タンパク質，トランスポーターおよび
ERM-タンパク質トランスポーター複合体の
定量法を確立した。 
 リン酸化 ERMタンパク質はトランスポー
ターとの複合体形成に関与し，トランスポー
ターの膜局在および輸送機能発現に関わる。
ERMタンパク質-トランスポーター複合体の
測定においては免疫沈降後のサンプルを還
元・アルキル化後，酵素処理を行った。 
(2) AA ラットおよび炎症因子処理細胞にお
ける ERMタンパク質発現および機能評価 



 確立したリン酸化 ERMタンパク質，トラ
ンスポーター発現および ERM タンパク質-
トランスポーター複合体の測定条件を用い，
AA ラット肝臓および炎症因子を処理した細
胞株における ERMタンパク質発現および機
能評価を行った。AA ラットを用いた検討で
は，アジュバント投与 21 日後（慢性期）の
ラットを用い検討した。 
炎症因子としては，炎症性サイトカインで
ある interleukin (IL)-1, IL-6および tumor 
necrosis factor (TNF)-を細胞に添加し検討
を行った。さらに，トランスポーター機能に
対する炎症因子の影響を蛍光基質を用い検
討した。 
(3) 炎症因子処理，ERMタンパク質ノックダ
ウン時の ERMタンパク質リン酸化状態に与
える影響 
 炎症因子処理は前項目と同様に行い，ERM
タンパク質のノックダウンは各ターゲット
タンパク質に対する siRNA を用い行った。
炎症因子処理または ERMタンパク質ノック
ダウン時の ERMタンパク質リン酸化状態に
ついて検討した。 
 
 
４．研究成果 
様々な疾患の発生や進行に関わっている
炎症は，薬物の体内動態にも影響することが
知られている。トランスポーターは薬物の体
内動態を決定する因子のひとつであり，近年，
その膜局在および機能発現には裏打ちタン
パク質が重要な役割を果たしていることが
明らかにされている。本課題では，炎症時の
ERM タンパク質リン酸化状態およびトラン
スポーター機能に対する炎症因子の影響に
ついて検討を行った。 
標的プロテオミクス法によるトランスポ
ーターおよび ERMタンパク質の同時定量法
の確立では，各タンパク質から定量性の高い
ペプチド断片を選択し，同一サンプルで一斉
に測定可能となった。当初予定していたトラ
ンスポーターと ERMタンパク質の複合体形
成量の定量は予備的段階まで進行し，
LC-MS/MS法にて測定が可能と判断された。
このことより標的プロテオミクス法による
トランスポーターおよびトランスポーター
周辺タンパク質の定量法の確立が達成され，
従来のウエスタンブロット法などによるタ
ンパク発現量の定量に比べ迅速に多くのタ
ンパク発現量の測定を行うことが可能とな
った。複合体量の発現についても今後検討を
進めていく予定である。 

標的プロテオミクス法を用い炎症モデル
での ERMタンパク質およびトランスポータ
ー発現量の測定を行い，発現変動を明らかに
した。肝細胞を用いた検討では，炎症性サイ
トカインおよび siRNA を用いたノックダウ
ン時の ERMタンパク質の発現および機能変
動を明らかにした。 
以上の検討より，一部の炎症性サイトカイ
ンが radixinのリン酸化状態を変動し，裏打
ちタンパク質としての機能を調整すること
でトランスポーターの膜局在に影響してい
ることが明らかとなった。得られた知見は炎
症を伴う疾患時の薬物療法を考えるうえで
の基礎的知見となりうるものと考えられる。 
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