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研究成果の概要（和文）：リファンピシンによる小腸 P-糖タンパク（MDR1）の誘導には、核内

受容体である pregnane X receptor (PXR)が重要な役割を果たしており、小腸には他の臓器と

比較して PXR が多く発現していることが知られている。しかし、小腸よりも PXR が高発現して

いる肝臓では MDR1 の誘導は認められない。それに対し、MDR1 と同様に PXR を介してリファン

ピシンにより誘導される CYP3A4 の場合、肝臓と小腸の両方で誘導が認められる。このような

MDR1のPXRを介した小腸特異的な誘導がどのようなメカニズムで起こっているのかは不明であ

る。本研究では、リファンピシンによる MDR1 の誘導がヒト大腸がん由来細胞の LS180 で認めら

れるのに対し、ヒト肝ガン由来細胞の HepG2 細胞では認められないことを明らかにした。この

二つの細胞株にはともにPXRが発現しておりリファンピシンによるCYP3A4の誘導は認められる。

そこで、この二つの細胞株を比較することにより MDR1 の PXR を介した小腸特異的な誘導メカニ

ズムの解明について検討を行った。まず、MDR1 遺伝子のレポータージーンアッセイを行うこと

により、転写開始点より上流-7970/-7011 の領域が LS180 細胞における MDR1 遺伝子のリファン

ピシンによる転写活性化に重要であることを明らかにした。さらに、cDNA サブトラクションに

より LS180 細胞には腸管に発現していて肝臓に発現していない転写因子 epithelial-specific 

ets factor (ESE-3)が多く発現していることを明らかにした。また、HepG2 細胞に ESE-3 を導

入することにより、リファンピシンによる MDR1 遺伝子の転写活性化が認められることが明らか

となった。ESE-3 に対する siRNA を用いて LS180 細胞の ESE-3 をノックダウンしたところ、リ

ファンピシンによる MDR1 mRNA 誘導の低下が認められた。これらの結果より、LS180 細胞にお

いて認められたリファンピシンによる MDR1 の誘導には、PXR に加え、ESE-3 が重要な役割を果

たしていることが示唆された。さらに、ESE-3 を発現している LS180 細胞を用いて、21 種の化

合物による MDR1 mRNA の誘導と MDR1 レポーター活性の上昇との関係を調べたところ、有意な正

の相関が得られた。これらの結果より、LS180 細胞は PXR と ESE-3 を共に発現しており、この

細胞を用いた MDR1 mRNA の誘導と MDR1 レポーター活性の上昇は、小腸特異的な P-糖タンパク

の誘導を予測し得る可能性が強く示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Induction of intestinal P−glycoprotein (gene name, MDR1) by 

rifampicin (RIF) is mediated by transcriptional activation of MDR1 gene by pregnane X 

receptor (PXR). In this study, we found that endogenous MDR1 mRNA was highly induced by 

RIF in colon carcinoma cell line (LS180) but not in hepatocarcinoma cell line (HepG2), 



although PXR is expressed in both cell lines. In addition, we identified cis- and 

trans-regulatory factors responsible for the intestine-specific induction of MDR1 gene 

by using these cell lines. Reporter activities of a distal regulatory cluster 

(–7970/–7011) were markedly increased by RIF in only LS180 cells. The reporter activities 

in LS180 cells were decreased to the level observed in HepG2 cells by deletion or mutation 

of the DR4 motifs in the distal regulatory cluster. Moreover, we cloned 

epithelial-specific ets factor (ESE-3) that was highly expressed in LS180 cells but not 

in HepG2 cells. Exogenous expression of ESE-3 into HepG2 cells resulted in the 

transcriptional activation of MDR1 gene by RIF. The reporter activities enhanced by ESE-3 

were completely decreased by mutation of the DR4 motifs. A knock-down of ESE-3 by siRNA 

significantly attenuated the induction of endogenous MDR1 mRNA by RIF in LS180 cells. 

These results suggest that ESE-3 is a novel trans-regulatory factor responsible for the 

intestinal induction of MDR1 gene by RIF via the DR4 motifs of MDR1 gene. Moreover, there 

was a significant correlation between the induction of mRNA and reporter activity for 

MDR1 by 21 different compounds. Therefore, the induction of mRNA and reporter activity 

for MDR1 by test compounds in LS180 cells will be possible to predict an intestinal 

induction of P-glycoprotein. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) P-糖タンパク質（MDR1）は小腸の刷子

縁膜側、肝臓の胆管側、血液脳関門の血液側

等に発現し、生体内から薬物を排除する方向

に働くトランスポーターである。最近、小腸

MDR1 の発現量が抗結核薬リファンピシンに

より増加することが明らかとなり、チトクロ

ム P450 3A4(CYP3A4)の誘導に加え、小腸 MDR1

の誘導が臨床上重要な薬物相互作用の原因

となっていることが広く認識されるように

なった。 

(2) リファンピシンによる小腸 MDR1の誘導

には、核内受容体である pregnane X receptor 

(PXR)が重要な役割を果たしており、小腸に

は他の臓器と比較して PXRが多く発現してい

ることが知られている。しかし、小腸よりも

PXR が高発現している肝臓では、興味あるこ

とに、MDR1 の誘導は認められない。それに対

し、MDR1 と同様に PXR を介してリファンピシ

ンにより誘導される CYP3A4 の場合、肝臓と



小腸の両方で誘導が認められる。このような

MDR1のPXRを介した小腸特異的な誘導がどの

ようなメカニズムで起こっているのかは明

らかになっていなかった。 

 
２．研究の目的 

リファンピシンによる MDR1 の小腸特異的

な誘導には PXRと相互作用する小腸特異的な

関連因子が存在するか、あるいは単独で MDR1

の誘導に関与する何らかの小腸特異的因子

が存在するという作業仮説に基づき、MDR1 の

小腸特異的誘導に関与する因子を、リファン

ピシンに対する誘導反応が異なる細胞株を

比較することにより同定し、小腸特異的な

MDR1 誘導機構を明らかにすることを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

(1) リファンピシンによる MDR1誘導を再現

する細胞株の探索：ヒト大腸がん由来細胞 

（Caco-2, LS174T, LS180）およびヒト肝ガ

ン由来細胞（HepG2, FLC7, Huh-7）を用いて、

リファンピシン曝露による MDR1 mRNA 量への

影響を調べた。リファンピシンによる誘導に

は、PXR が関与すると考えられるので、PXR 

mRNA 量の比較を行った。mRNA 量は RT-PCR 法

およびリアルタイム PCR 法により定量した。 

(2) MDR1レポータージーンアッセイ系の構

築：MDR1遺伝子のPXR応答領域を用いたレポー

タージーンアッセイ系を構築するため、MDR1

遺伝子のプロモーター領域にあるPXR応答領

域をクローニングし、ルシフェラーゼレポー

ターベクターに組み込んだ。作成したレポー

ターベクターとPXR発現ベクターを細胞に導

入し、リファンピシン曝露によるレポーター

活性への影響を検討した。 

(3) 小腸 MDR1 誘導に関与する因子の同定： 

MDR1 mRNA がリファンピシン曝露により誘導

された細胞と誘導されない細胞で発現レベ

ルの大きく異なる遺伝子を探索するため

cDNA サブトラクションを行った。MDR1 mRNA

がリファンピシン曝露により誘導されなか

った細胞に cDNA サブトラクション法により

得られた因子を導入し、MDR1 遺伝子に関する

レポーターベクターを用いてリファンピシ

ン応答性への影響を検討した。 

(4) ゲルシフトアッセイ：MDR1 誘導に関与

する候補因子についてゲルシフトアッセイ

により MDR1遺伝子への結合領域を検討した。 

(5) RNA 干渉：リファンピシン応答性を示し

た細胞に対し、siRNA を用いた RNAi 実験を行

い、リファンピシン応答性が消失するかどう

かを検討した。 

(6) リファンピシン以外の MDR1誘導作用を

示す化合物による影響：ベラパミル, ハイパ

ーフォリン, クロトリマゾール, スピロノ

ラクトン, ニフェジピン, SR12813, ニトレ

ンジピン, リトナビル, アミオダロン, ミ

フェプリストン, レセルピン, パクリタキ

セル,コルチコステロン, ミダゾラム, プロ

ゲステロン, カルバマゼピン, エリスロマ

イシン, エストラジオール, シスプラチン

について、培養細胞への曝露を行い、MDR1 

mRNA 量への影響を調べた。また、これらの化

合物について MDR1 遺伝子に関するレポータ

ージーンアッセイを行い、レポーター活性へ

の影響を調べ、MDR1 mRNA 量の変化率との相

関性を調べた。 

  

４．研究成果 

(1) リファンピシンによる MDR1誘導を再現

する細胞株の探索：リファンピシン曝露によ

り、ヒト大腸がん由来細胞 である LS174T お

よび LS180 細胞において MDR1 mRNA の顕著な

増加が認められたが、Caco-2 細胞およびヒト

肝ガン由来細胞である HepG2, FLC7, Huh-7



においては発現量の変化は認められなかっ

た。一方、PXR を介して誘導される CYP3A4 に

ついては、Caco-2 細胞以外のすべての細胞で

リファンピシンによる誘導が認められた。

PXR mRNA の発現量は、LS174T, LS180 および

HepG2 細胞において高く、FLC7 および Huh-7

細胞においては、それらの 1/3〜1/4 程度で

あった。Caco-2 細胞においては、PXR mRNA

の発現は認められなかった。これらの結果よ

り、リファンピシンによる MDR1 の誘導には

PXR が必要であるが、CYP3A4 の誘導とは異な

る PXR以外の因子も必要であることが示唆さ

れた。 

(2) MDR1 遺伝子レポーター活性に対するリ

ファンピシンの影響：MDR1 遺伝子の転写開始

点より上流-7970/-7011 bpの領域をプロモー

ターベクターに組み込み、MDR1 遺伝子レポー

ターベクターを作製した。リファンピシンに

より MDR1 が誘導された LS180 細胞と誘導さ

れなかった HepG2 細胞に MDR1 遺伝子レポー

ターベクターと PXR 発現ベクターを導入し、

レポーターアッセイをおこなった。リファン

ピシンによるレポーター活性の上昇は LS180

細胞においてのみ認められ、HepG2 細胞では

認められなかった。一方、CYP3A4 遺伝子のレ

ポーター活性は、いずれの細胞においてもリ

ファンピシンによる上昇が認められた。これ

らの結果より、LS180 細胞はリファンピシン

による MDR1 遺伝子転写活性化能を有してお

り、HepG2 細胞と比較検討することにより、

小腸特異的なリファンピシンによる MDR1 誘

導機構の解明が可能であると考えられた。そ

こで、小腸および肝臓のモデル細胞としてそ

れぞれ LS180 細胞および HepG2 細胞を用いる

こととした。 

(3) 小腸 MDR1 誘導に関与する因子の同定：

LS180 細胞を tester、HepG2 細胞を driver と

して、LS180 細胞に特異的に発現する遺伝子

を cDNA サブトラクション法によりスクリー

ニングしたところ、LS180 細胞に多く発現す

る 43 種のクローンが得られた。それらの中

に腸管粘膜上皮細胞に発現するが肝細胞に

は発現しない転写因子 epithelial specific 

factor 3 (ESE-3) が含まれていた。ESE-3 を

クローンングし、HepG2 細胞に MDR1 遺伝子レ

ポーターベクターとともに導入したところ、

リファンピシンによるレポーター活性の上

昇が認められた。一方、ESE-3の導入は CYP3A4

遺伝子のレポーター活性に対して影響を与

えなかった。これらの結果から、LS180 細胞

において認められた MDR1 遺伝子の転写活性

化には、PXR に加え、ESE-3 が関与している

ことが示唆された。 
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図 1．HepG2 細胞における MDR1 レポーター活

性．PXR と ESE-3 を共発現させたときにリフ

ァンピシンによるレポーター活性の上昇が

認められた。 

 

(4) MDR1 遺伝子への ESE-3 の結合：ESE-3

結合配列を標識プローブとして in vitro 合

成した ESE-3 タンパクとインキュベートし、

ゲルシフトアッセイを行ったところ、シフト

バンドが検出された。このバンドは、MDR1 遺

伝子の転写開始点より上流-7868/-7813 bpの

配列をコンペティターとしたときに消失し



たことから。この領域に ESE-3 が結合し得る

ことが示唆された。 

(5) ESE-3 ノックダウンによるリファンピ

シンによる MDR1 誘導への影響：ESE-3 の

siRNA を LS180 細胞に導入し、リファンピシ

ンによる MDR1 mRNA 増加への影響を検討した

ところ、コントロールにおける mRNA 増加を

100％としたときと比較して約 50％の低下が

示された。この結果より、ESE-3 が LS180 細

胞におけるリファンピシンによる MDR1 の誘

導に関与している可能性が示唆された。 

(6) リファンピシン以外の MDR1誘導作用を

示す化合物による影響：リファンピシンを含

む 21種の MDR1 誘導作用が報告されている化

合物について、これらの化合物を LS180 細胞

に曝露した場合の MDR1 mRNA 増加率と MDR1

遺伝子のレポーター活性の上昇率との関係

を調べたところ、有意な正の相関（r = 0.758, 

p < 0.001）が得られた。また、PXR 活性化剤

であるハイパーフォリンと SR12813について

はリファンピシンと同様に、HepG2 細胞に

ESE-3を導入したときにのみMDR1遺伝子レポ

ーター活性のリファンピシンンによる上昇

が認められた。これらの結果より、LS180 細

胞は ESE-3 と PXR をともに発現しており、こ

の細胞を用いて被験化合物による MDR1 mRNA

量の増加および MDR1 レポーター活性の上昇

を調べることが、リファンピシンを含む PXR

活性化剤による MDR1 の誘導の予測に有用で

あると考えられた。 
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