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研究成果の概要（和文）： 

 肝臓の乳がん耐性たん白質（Bcrp/ABCG2）の発現と機能に対するエンドトキシン（ET）の影
響についてマウスを用いて検討したところ、Bcr の基質であるミトキサントロンの胆汁クリア
ランス（CLBILE）は、ET投与 24 時間後に低下した。肝 Bcrpの蛋白発現量は ET投与 24時間後に
低下した。ET は IL-6 および IL-1を過剰産生した。IL-6 を前投与したところ、ミトキサント
ロンの CLBILEは有意に減少した。IL-6（50,000 U/マウス）は肝 Bcrp の発現量は有意に低下し
た。この結果は ETが IL-6を過剰産生することによって、肝 Bcrpの発現量が低下し、その結果
としてミトキサントロンの Bcrp介在性の胆汁排泄能を低下させることを示唆するものである。 
 ETによる有機アニオン輸送蛋白（Oat1）および Oat3 の基質であるパラアミノ馬尿酸（PAH）
の尿細管分泌クリアランスと糸球体ろ過速度（GFR）と、Oat1 および Oat3 の mRNA 発現量の経
時的変化についてラットを用いて検討した。ET は Oat1 および Oat3 の mRNA 発現量を減少させ
ることによって PAH の尿細管分泌を低下させること、この変化は一過性であり、時間依存的に
回復することが示唆された。 

研究成果の概要（英文）： 
Firstly, the effect of endotoxin (ET) on the function and expression of hepatic breast cancer resistance 

protein (Bcrp) was investigated in mice. In vivo clearance experiments showed that the biliary clearance 

(CLBILE) of mitoxantrone was significantly decreased 24 h after ET injection.  Both Western blot and 

immunofluorescence analyses also revealed that the protein levels of hepatic Bcrp were decreased 24 h 

after injection of ET.  ET significantly induced the overproduction of the cytokines IL-6 and IL-1.  

Pretreatment with IL-6 significantly decreased the CLBILE of mitoxantrone.  Hepatic Bcrp was 

significantly down-regulated by injection of IL-6 (50,000 U/mouse).  These findings suggest that ET 

reduces Bcrp-mediated hepatobiliary excretion of mitoxantrone by decreasing the expression of hepatic 

Bcrp, which is likely due to increased IL-6 levels. Secondly, to clarify ET-induced changes in organic 

anion transport ability, GFR and renal tubular secretion clearance of PAH which is a substrate for renal 

organic anion transporter 1 (Oat1) and Oat3 were investigated in endotoxemic rats.  The expression of 

Oat1 and Oat3 mRNA was decreased, and the expression returned to control levels after 72 h after 

injection of ET.  These findings suggest that the decreased mRNA levels of renal Oat1 and Oat3 are 

involved in the decreased renal tubular secretion clearance of PAH in endotoxemic rats and that these 

changes are transient and recovered time-dependently. 
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１．研究開始当初の背景 

感染症は現在でも死亡率の高い疾患で、新
規な感染症治療法の開発および予防システ
ムの確立が望まれている。そのため病態時の
レセプターや薬物輸送担体（薬物トランスポ
ーター）の発現変動の解明は非常に重要な意
味をもつ。近年、多数のトランスポーターの
同定が進む中、いくつかについては、薬物を
含む異物の体内動態の規定因子となってい
ること、またそれらにおいて遺伝的多型の存
在も明らかになりつつあるが、その機能解析
は定量的な意味で未だ十分であるとは言え
ず、これまで、トランスポーターの遺伝的多
型が臨床現場においてどのようなインパク
トを持つかについては明らかにされてこな
か っ た 。 Organic anion transporting 
polypeptide 2（OATP2/SLC21A6）は肝臓の血
管側膜に特異的に発現し、基質化合物の肝臓
内への取り込みに関与する。一方、代表的な
薬物トランスポーターである P 糖たん白質
（P-glycoprotein）、多剤耐性関連たん白質
（Multidrug resistance associated protein 
2, MRP2）および乳がん耐性たん白質（Breast 
cancer resistance protein, BCRP）は、小
腸、腎臓の他、肝臓では胆管側膜上に発現が
認められ、肝臓中から胆汁中への排泄過程に
関与する。これらトランスポーターの基質認
識性には広範でかつかなりの重複が見られ、
様々な基質の血中から胆汁中への経細胞輸
送に協調的に関与し、胆汁排泄において重要
な役割を果たしている。 
エンドトキシンは大腸菌や肺炎桿菌など

のグラム陰性菌の細胞壁の構成成分であり、
グラム陰性菌感染症時の病態発現に深く関
与する。抗菌薬などにより、これらの菌が死
滅すると、エンドトキシンが生体に放出され、
腫瘍壊死因子（TNF-）、interleukin-1（IL-1）、
IL-2、IL-6などの様々な炎症性サイトカイン
が産生される。敗血症時にはエンドトキシン
が遊離し、炎症性サイトカインが産生される
ことによってエンドトキシン血症、播種性血
管内凝固症候群（DIC）、多臓器不全などが惹
起され、死に至ることがある。 
長谷川らは、エンドトキシン病態時におい

て、ある種のトランスポーターの発現量が低
下すること、その低下にある種のサイトカイ
ンが関与していることを明らかにしたが、そ
の機序については未だ不明である。一方、肝
トランスポーターの転写に核内レセプター
の RXRとのヘテロダイマーが関与しているこ
と、また核内レセプターの核への移行やプロ

モーター部の応答配列への結合を一酸化窒
素（NO）が阻害することが明らかにされてい
る。 
２．研究の目的 
エンドトキシン病態時における薬物の肝取
込及び排泄機構の変化および肝臓に存在す
る各種トランスポーター機能に対するサイ
トカイン類などをはじめとする起炎物質の
関与を in vivoにて解明することはエンドト
キシン病態の治療への応用、エンドトキシン
に対する諸細胞の生理機能の解明ならびに
感染症やエンドトキシン血症を防御するた
めの重要な情報を提供するものである。多く
の研究者は、細胞レベルでの in vitro 実験
を行っているが、これは生体固有の様々な炎
症反応や生理状態を反映していない欠点が
ある。 
本研究は、長谷川らが開発したエンドトキ

シン病態モデル動物を用いて、分子生物学的
手法および免疫染色手法によって各種薬物
トランスポーターの遺伝子および蛋白レベ
ルの発現と分布、また薬物動態学的手法を用
いて基質輸送能、さらには活性調節因子をも
含め、in vivo にて明らかにするのが特色で
ある。また、本研究で用いるエンドトキシン
は多くの研究者が用いている市販の E. coli
由来のエンドトキシンではなく、直接患者か
ら分離精製（核酸や蛋白は含有しない）した
ものを用いるのも特色である。なお、我々は、
このエンドトキシンが他のエンドトキシン
と比較して強力なアジュバント活性および
抗腫瘍活性を有することを明らかにしてい
る。 

本研究で得られるエンドトキシン病態に
おける各種トランスポーターを介した生体
内物質あるいは生体外異物の肝輸送機能の
変化と、サイトカイン類やメディエータ類の
関与、その病態生理的役割を明らかにするこ
とは、エンドトキシン病態の本態の解明やエ
ンドトキシン血症の治療薬および予防薬の
開発につながり、ひいてはエンドトキシン血
症時における的確な薬物療法を確立するた
めの有用な情報を提供するものである。 
腎障害モデルラットにおいて有機アニオ

ン輸送担体である Oat1および Oat3の発現が
変動することが知られている。これまでにシ
スプラチン誘発腎障害モデるおよび腎虚血
再灌流モデルにおいて、Oat1 および Oat3 の
mRNA およびタンパク質発現量が変化するこ
とが報告されている。エンドトキシン血症モ
デルでは、エンドトキシン投与 12 時間後に



おいて Oat1 および Oat3 の mRNA およびタン
パク質発現量が減少すること、またパラアミ
ノ馬尿酸（PAH）の腎クリアランスが減少す
ることが報告されている。しかし、Oat1およ
び Oat3 の発現量の低下ならびに有機アニオ
ン性薬物の腎排泄能の低下が、どの程度の時
間持続するかについては検討されていない。 
本研究では、エンドトキシンによる有機ア

ニオン輸送能の変化を検討するため、エンド
トキシン血症モデルラットを用いて Oat1 お
よび Oat3 の代表的な基質である PAH の尿細
管分泌クリアランスの経時的な変化につい
て検討した。また、Oat1 および Oat3の mRNA
発現量を測定し、その発現量との関係につい
ても検討を加えた。 
 
３．研究の方法 

エンドトキシンは我々の研究室において
常法に従って Klebsiella pneumoniae から分
離精製したものを用いた。実験動物には 8 週
齢の雄性 C57BL/6 マウスを用いた。ミトキサ
ントロン、IL-6、IL-1、PAH や各種試薬は
Sigma 社から購入したものを用いた。エンド
トキシン病態モデルマウスは、エンドトキシ
ン（10 mg/kg）を腹腔内投与することによっ
て作製した。その投与 6時間および 24 時間
後に、麻酔下において、Bcrp の基質であるミ
トキサントロンを初回負荷量として 0.13 
mg/kg、維持量として 22 g/hの投与スケジ
ュールによる定常状態における胆汁排泄ク
リアランス実験を行い、血液と胆汁を採取し
た。血漿および胆汁中のミトキサントロンの
濃度は HPLC 法にて測定した。血漿中の IL-6
および IL-1濃度は市販の IL-6および IL-1
測定キットを用いて測定した。薬物速度論的
パラメーターは常法によりモデル非依存的
に解析した。また、エンドトキシンの代わり
に、IL-6 あるいは IL-1を 2,500、10,000 お
よび 50,000 U/マウスを腹腔内投与 24時間後
に同様にミトキサントロンの胆汁排泄クリ
アランス実験を行った。本研究では肝薬物ト
ランスポーターBcrpに着目し、エンドトキシ
ン投与 6および 24時間後の Bcrp蛋白発現量
は Western blot 法および免疫染色法にて解
析した。 
ラットにおける腎排泄機構に及ぼすエン

ドトキシン実験では、イヌリン（25 mg/kg）
を負荷投与した後、直ちにイヌリン（15 mg/h）
および PAH（15 mg/h）の定速静脈内投与を開
始し、定速静脈内投与開始 60 分後から採血
および採尿を行った。採尿は 20 分間隔で 3
回行い、それぞれの中間点で採血を行った。
エンドトキシン投与後の腎臓の Oat1 mRNA 発
現量は RT-PCR法を用いて解析した。なお、
リアルタイム PCRは Thermal Cycler Dice 
Real Time System（タカラバイオ）を用いて
行った。腎クリアランスは採尿間隔の尿量

とその尿中薬物濃度から尿中排泄速度を求
め、これを採尿間隔の中点の血漿中濃度で除
することにより算出した。なお、イヌリンの
腎クリアランス（CLR）を糸球体ろ過速度（GFR）
とした。PAHの尿細管分泌クリアランス（CLS, 

PAH）は、PAH の腎クリアランス（CLR, PAH）から
GFRを差し引くことにより算出した。リアル
タイム PCR法のデータは、TaKaRa Thermal 
Cycler Dice 付属のコンピュータソフトウェ
ア（Real Time System Single Software 
Ver.3.0）を用いて解析した。 
 

４．研究成果 
 ミトキサントロンの胆汁排泄能に及ぼす
エンドトキシンの時間依存的な影響を検討
したところ、ミトキサントロンの定常状態に
おける血漿中濃度はエンドトキシン投与 6お
よび 24 時間後において有意に上昇した。胆
汁排泄クリアランス（CLBILE）は、エンドトキ
シン投与 6時間後においては変化が認められ
なかったが、24時間後においては有意な低下
が認められた（Fig. 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝 Bcrp の発現に及ぼすエンドトキシンの

時間依存的な影響を検討したところ、エンド
トキシン投与 6 時間後には肝 Bcrp の発現量
は 15%の減少が認められたが、24時間後には
有意に 40%減少した。この結果はミトキサン
トロンの胆汁排泄クリアランス実験の結果
と一致した（Fig. 2）。 
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Fig. 1. Effect of endotoxin on hepatobiliary clearance of mitoxantrone. 

Hepatobiliary clearance of mitoxantrone was determined 6 and 24 h after 

injection of endotoxin (10 mg/kg).  Each column represents the mean 

S.E.M. (n=4).  a Significantly different from control (p<0.05).
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 エンドトキシン投与後経時的に採血し、サ
イトカインIL-6およびIL-1の血漿中濃度を
測定したところ、いずれのサイトカインにお
いても過剰産生されることが明らかとなっ
た。IL-6 および IL-1の最高血漿中濃度はい
ずれも 3 時間後であった。いずれのサイトカ
インにおいてもエンドトキシン投与 24 時間
後においても正常値よりも高かった（Fig. 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
IL-6 および IL-1投与 24 時間後における

ミトキサントロンの胆汁排泄の変化につい
て検討したところ、IL-6（2500 U/マウス～
50,000 U/マウス）はミトキサントロンの
CLBILEを投与量依存的に有意に低下させた。し
かし、IL-1はいずれの投与量においても変
化が認められなかった（Fig. 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IL-6 がミトキサントロンの胆汁排泄クリ

アランスを有意に低下させたことから、肝
Bcrp の発現に及ぼす IL-6 の投与量依存的な
影響を Western blot 解析および蛍光免疫法
で検討した。その結果、IL-6 の最大投与量
（50,000 U/マウス）で、Bcrp の発現量が有
意に低下した（Fig. 5）。一方、IL-1はいず
れの投与量においても肝 Bcrp の発現量に変
化が認められなかった。 

以上の結果より、エンドトキシンは IL-6
を過剰産生することによって、肝 Bcrp の発
現量が低下し、その結果としてミトキサント
ロンの Bcrp 介在性の胆汁排泄能を低下させ
ることが示唆された。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
エンドトキシン（2 mg/kg）の腹腔内投与

後の GFRおよび PAHの尿細管分泌クリアラン
スの経時的変化を Fig. 6 に示す。GFR はエン
ドトキシン投与 6 および 12 時間後において
それぞれコントロール値（ 9.30  0.38 
mL/min/kg）から約 40%および約 50%低下し、
24 時間後ではコントロール値まで回復した。
CLS, PAH はエンドトキシン投与 12 時間後から
低下し始め、48時間後においてコントロール
値から約 40%低下し、最低値を示した。また、
72 時間後ではコントロール値まで回復した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
エンドトキシン投与後の腎臓の Oat1 mRNA

発現量の変動を Fig. 7 に示す。エンドトキ
シン投与 24 時間後の Oat1 mRNA 発現量はコ
ントロール値から約 40%減少した。一方、48
および 72 時間後においてはそれぞれコント
ロール値の約 140%および約 210%に増加した。 
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rats after injection of endotoxin than those in rats just before injection (p<0.05).

0

100

200

300

400

500

6 12 18 24

IL
-1


le
v
e
l 

(p
g
/m

l)

20

40

60

80

100

120

140

160

0

6 12 18 24

IL
-6

 l
e
v
e
l 

 (
n

g
/m

l)

Time after endotoxin administration (hr)

A B

00

Fig. 3. Concentration-time data for cytokines (IL-1β and IL-6) in plasma after injection of 

endotoxin.  Mice received intraperitoneal injection of endotoxin (10mg/kg) and blood samples 

were collected at just before and 1.5, 3, 6, 12, 16 and 24 h after endotoxin injection.  Each column 

represents the mean  S.E.M. (n=3).  When the standard error is small, it is included in the symbol.  

Plasma concentration data of IL-1β and IL-6 in all sampling points were significantly higher in 

rats after injection of endotoxin than those in rats just before injection (p<0.05).

IL-1 (U/mouse)

Control

B
il

ia
r
y

 c
le

a
r
a

n
c
e
 o

f 
m

it
o

x
a
n

tr
o

n
e

(m
l/

m
in

)

IL-6 (U/mouse)

Control
2,500

10,000

50,000

2,500
10,000

50,000

a

0

0.10

0.20

0.30

0.40

0

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50 0.50

a

a

Fig. 4.  Effect of IL-6 and IL-1 on hepatobiliary clearance of mitoxantrone.  Hepatobiliary clearance of 

mitoxantrone was determined 24 h after injection IL-6 or IL-1.  The doses of IL-6 and IL-1 were 2,500, 10,000 

and 50,000 U/mouse.  Each column represents the mean  S.E.M. (n=4).  a Significantly different from control 

(p<0.05).

IL-1 (U/mouse)

Control

B
il

ia
r
y

 c
le

a
r
a

n
c
e
 o

f 
m

it
o

x
a
n

tr
o

n
e

(m
l/

m
in

)

IL-6 (U/mouse)

Control
2,500

10,000

50,000

2,500
10,000

50,000

a

0

0.10

0.20

0.30

0.40

0

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50 0.50

a

a

Fig. 4.  Effect of IL-6 and IL-1 on hepatobiliary clearance of mitoxantrone.  Hepatobiliary clearance of 

mitoxantrone was determined 24 h after injection IL-6 or IL-1.  The doses of IL-6 and IL-1 were 2,500, 10,000 

and 50,000 U/mouse.  Each column represents the mean  S.E.M. (n=4).  a Significantly different from control 

(p<0.05).

0

20

40

60

80

100

120

B
c
r
p

 e
x

p
r
e
ss

io
n

(%
 o

f 
c
o

n
tr

o
l)

Control

IL-6 (U/mouse)

a

Bcrp

2,500
10,000

50,000

Control IL-6: 2,500 U

IL-6: 10,000 U IL-6: 50,000 U

Fig. 5.  Dose-dependent effect of IL-6 on expression of hepatic Bcrp in mice.  Western blot and

immunofluorescence analyses were performed 24 h after injection of IL-6.  The doses of IL-6 

were 2,500, 10,000 and 50,000 U/mouse.  Each column represents t he mean  S.E.M. (n=3).  
a Significantly different from control (P<0.05).  Magnification  100.

0

20

40

60

80

100

120

B
c
r
p

 e
x

p
r
e
ss

io
n

(%
 o

f 
c
o

n
tr

o
l)

Control

IL-6 (U/mouse)

a

Bcrp

2,500
10,000

50,000

Control IL-6: 2,500 U

IL-6: 10,000 U IL-6: 50,000 U

Fig. 5.  Dose-dependent effect of IL-6 on expression of hepatic Bcrp in mice.  Western blot and

immunofluorescence analyses were performed 24 h after injection of IL-6.  The doses of IL-6 

were 2,500, 10,000 and 50,000 U/mouse.  Each column represents t he mean  S.E.M. (n=3).  
a Significantly different from control (P<0.05).  Magnification  100.

6 12 24 48 72
0

40

60

80

100

120

0

40

60

80

100

120

Fig. 6. Time-dependent effect of endotoxin on glomerular filtration rate (GFR) 

and renal tubular secretion clearance (CLR, PAH - GFR) of PAH

Endotoxin (2 mg/kg) was administered intraperitoneally.  Each symbol represents the mean   

 standard errors (n = 4-9).  When the standard error is small, it is included in the symbol. 

“a” indicates values that are significantly different from the control values (p < 0.05).

G
F

R
 (
　
　

) 
(%

 o
f 

C
o
n

tr
o
l)

C
L

R
, 
P

A
H

-
G

F
R

 (
　
　

) 
(%

 o
f 

C
o
n

tr
o
l)

Time after injection of endotoxin (h)

a a

a

a

0 6 12 24 48 72
0

40

60

80

100

120

0

40

60

80

100

120

Fig. 6. Time-dependent effect of endotoxin on glomerular filtration rate (GFR) 

and renal tubular secretion clearance (CLR, PAH - GFR) of PAH

Endotoxin (2 mg/kg) was administered intraperitoneally.  Each symbol represents the mean   

 standard errors (n = 4-9).  When the standard error is small, it is included in the symbol. 

“a” indicates values that are significantly different from the control values (p < 0.05).

G
F

R
 (
　
　

) 
(%

 o
f 

C
o
n

tr
o
l)

C
L

R
, 
P

A
H

-
G

F
R

 (
　
　

) 
(%

 o
f 

C
o
n

tr
o
l)

Time after injection of endotoxin (h)

a a

a

a

0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 24 48 72

Time after injection of endotoxin (h)

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p

r
e
ss

io
n

 o
f 

O
a

t1

(m
R

N
A

/
-a

c
ti

n
)

Fig. 7. Time-dependent effect of endotoxin on expression of renal 

Oat1 mRNA in rats

a

a

a

Endotoxin (2 mg/kg) was administered intraperitoneally.  Each symbol represents 

the mean  S.E. (n = 3).  When the standard error is small, it is included in the symbol. 

“a” indicates values that are significantly different from the control values (p < 0.05). 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 24 48 72

Time after injection of endotoxin (h)

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p

r
e
ss

io
n

 o
f 

O
a

t1

(m
R

N
A

/
-a

c
ti

n
)

Fig. 7. Time-dependent effect of endotoxin on expression of renal 

Oat1 mRNA in rats

a

a

a

Endotoxin (2 mg/kg) was administered intraperitoneally.  Each symbol represents 

the mean  S.E. (n = 3).  When the standard error is small, it is included in the symbol. 

“a” indicates values that are significantly different from the control values (p < 0.05). 



エンドトキシン投与後の腎臓の Oat3 mRNA 発
現量の変動を Fig. 8 に示す。エンドトキシ
ン投与 24および 48時間後の Oat3 mRNA 発現
量はコントロール値から約 65%および約 20%
減少したが、72時間後はコントロール値の約
110%であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究結果より、PAH の尿細管分泌クリア

ランスはエンドトキシン投与 24～48 時間後
において低下するものの、72 時間後には回復
することが明らかとなった。また、Oat1 およ
び Oat3 の mRNA 発現量は 24 時間後では減少
し、48 および 72 時間後ではコントロール値
まで回復あるいは増加することが明らかと
なった。以上より、エンドトキシン血症時に
おける PAH の尿細管分泌の低下には Oat1 お
よび Oat3の mRNA発現量の減少が関与するこ
とが考えられた。また、PAH の尿細管分泌の
低下および mRNA の減少は一過性であり、時
間依存的に回復することが明らかとなった。
この結果はエンドトキシン血症時において
Oat1 および Oat3 を介して輸送される薬物の
体内動態の変化を予測するために有用な情
報であると考える。 
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