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研究成果の概要（和文）：がん多剤耐性の主要な因子として知られるP-糖タンパク質(P-gp)は多くの薬物の排出にして
いる。本検討結果からその輸送機能は、消化管の正常組織およびがん細胞おいては、肝臓がん細胞と同様にezrin, rad
ixin, moesin (ERM)と呼ばれるタンパクのうちradixinによって調節されていることを見出した。一方、腎臓の正常組
織およびがん細胞においては、どのERMタンパクも関与していないことが示唆された。従って、同一の組織においては
、正常とがんの間にERMタンパクによるP-gpの調節機構に差はなかったものの、消化管と腎臓のような多組織間ではそ
の機構が異なっていることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：P-glycoprotein (P-gp) excretes many therapeutic drugs from the cytoplasm to 
outside the cells. Therefore, it is well known as a major factor in multidrug resistance of cancer cells. 
Our previous study demonstrated that radixin among ezrin, radixin and moesin (ERM proteins) regulated 
P-gp transport activity and membrane localization. In this study, we investigated the relationship 
between P-gp and ERM proteins in cancer cells from other organs. The transport activity of intestinal 
P-gp was regulated by radixin in both normal and cancer cells. On the other hand, it was suggested that 
none of the ERM proteins affected the renal P-gp in either normal or cancer cells. Thus, we hypothesize 
that the functional regulation mechanism of P-gp via ERM proteins varies between different organs, such 
as the intestine and kidney, but not between normal and cancer cells in the same organ.

研究分野： 生物薬剤学
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質は mRNA を鋳型として生成さ
れ、その機能を発揮する。このため、その機
能活性の指標として mRNA 量がしばしば測
定されているが、タンパクとしての発現量あ
るいは活性は、その mRNA 量に必ずしも依
存していない。我々はラットの全小腸を用い
た連続ループ法によって、P-gp の活性および
タンパク発現量と mRNA 発現量はかならず
しも相関していないことを明らかにしてい
る。これに対してトランスポーターは細胞膜
上に発現することで、その機能を発揮する。
従って、P-gp を細胞膜上に移動あるいは、繋
ぎとめておく因子が存在していることが推
測される。これに対して、ヒト肝がん由来細
胞 HepG2 において、P-gp が MRP2(P-gp と
は異なる薬剤排出トランスポーター)で報告
されている事象と同様に、ERM タンパクに
属する radixin と呼ばれるタンパクによって
その細胞膜上の局在が調節されていること
を明らかにしている。 

 

２．研究の目的 

 肝がん細胞において radixin が P-gp の輸
送機能を調節していたことから、各がん細胞
における radixin の機能を抑制することによ
って、P-gp や MRP2 などの複数の排出系ト
ランスポーターの輸送機能を同時にかつ網
羅的に抑えることができるのではないかと
考えた。しかしながら、正常組織および他の
臓器のがん細胞においても P-gp に対して同
様の調節メカニズムがはたらいているのか
は明らかになっていない。そこで、まずは正
常な組織における P-gp の機能調節因子を明
らかにすることで、P-gp の調節メカニズムに
臓器特異性があるのか否かを示す。さらに、
肝がん細胞以外のがん細胞における多剤耐
性を克服するためにも、radixin の機能抑制
剤が有用であるのか否かを検討することを
目的とした。 

 

３．研究の方法 

マウス in vivoにおける正常組織の P-gp発
現部位差と輸送機能調節因子の探索 

(1)小腸における P-gp の発現 

radixin 欠損型および野生型マウスの小腸
を上部から下部にかけて分割し、P-gp の
mRNA を real time PCR 法を用いて確認し
た。さらに、各画分の組織から細胞膜を抽出
し、組織全体および細胞膜画分における P-gp

のタンパク発現量を確認することで細胞内
における局在を評価した。 

 

(2)P-gp 基質薬物の体内動態変動 

P-gp 基 質 薬 物 で あ る
rhodamine123(Rho123)を radixin 遺伝子欠
損型および野生型マウスに経口投与し、その
血漿中濃度を測定することで体内動態の変
動を確認した。 

(3)受動拡散マーカーの体内動態変動 

 トランスポーターでは輸送されないアン
チピリンを radixin 遺伝子欠損型および野生
型マウスに経口投与し、その血中濃度を測定
することで受動拡散の変動を確認した。 

 

各種ヒト由来がん細胞を用いた検討 

(1) P-gp および各 ERM タンパクが発現して
いる細胞のスクリーニング 

ヒト結腸がん由来 Caco-2 細胞をはじめ、
複数種のヒト癌細胞を用いて、P-gp および各
ERM タンパクの mRNA の発現を real time 

PCR 法を用いて確認した。 

(2)siRNA 処理による mRNA 発現量の変化 

上記(1)にて各 mRNA の発現が確認された
細胞に siRNA 処理を行ない、mRNA 発現が
適切に抑制できているのかを real time PCR

法により評価した。 

(3) P-gp 輸送機能評価 

Rho123を siRNAにより ERMタンパクの
発現を抑制した各種がん細胞に添加し、一定
時間後の細胞内蓄積量を定量することによ
り評価した。 

(4)腎臓がん細胞におけるERMタンパクのタ
ンパク発現量評価 

 siRNA処理後のがん細胞におけるERMタ
ンパクのタンパク発現量を Western blotting

により定量した。 

 

４．研究成果 
マウス in vivoにおける正常組織の P-gp発

現部位差と輸送機能調節因子の探索 

 (1)小腸における P-gp の発現 

radixin 欠損型および野生型マウスの小腸
どちらにおいても、上部から下部にかけて
P-gp の mRNA 発現量は増加していた(図 1)。

さらに、小腸を等間隔で 3 部位に分けた際、
各部位の組織全体における P-gp のタンパク
発現量も、上部から下部にかけて増加してお
り、mRNA 発現量とよく相関していた(図 2)。
一方、各部位の組織から細胞膜を抽出し、細
胞膜画分における P-gp のタンパク発現量を
確認したところ、radixin を欠損したマウス
では野生型マウスと比較して P-gp の細胞膜
上発現量が低下していた(図 3)。従って、
radixinがP-gpの細胞膜上発現に関わる翻訳
後調節因子として機能していることが示唆
された一方で、P-gp の遺伝子発現(転写調節)

には影響を与えないことが確認された。 



 

(2) P-gp 基質薬物の体内動態変動 

radixin欠損型マウスにP-gp基質薬物であ
る Rho123 を経口投与すると、最高血中濃度
(Cmax)が 79.7±2.0 ng/mL を示し、野生型
マウスの 40.0±9.3 ng/mLと比較して優位に
増加していた。一方、半減期は各々208±19 

(radixin 欠損型)と 169±8.8 min (野生型)で
顕著な差は認められなかった。加えて、2 本
1 組の遺伝子のうち、1 本が野生型でもう 1

本が欠損型であるヘテロ型の遺伝子を有す
るマウスでは、Cmax および血中濃度時間曲

線下面積(AUC)は、いずれも radixin 欠損型
と野生型の中間値を示した(図 4)。Cmax の増
加が見られたことから、Rho123 の吸収が亢
進していたことが示唆された。さらに、いず
れのマウスにおいても消失半減期に変化が
見られなかったことから、Rho123 の主要な
排泄臓器である腎臓においては、その排泄能
に radixin が関与していないことが示唆され
た。 

(3) 受動拡散マーカーの体内動態変動 

トランスポーターを介さず細胞膜を透過す
るアンチピリンを radixin 欠損型および野生
型マウスに経口投与すると、どの薬物動態パ
ラメータにおいても差はなく、その体内動態
は同じであった(図 5)。本結果より、(2)で見

られた Rho123 の吸収増加の原因としては、
膜構造の変化による膜透過性が上昇ではな
く、P-gp の輸送機能の低下による消化管中へ
の排泄減少が関与していたことが示唆され
た。 

 

各種ヒト由来がん細胞を用いた検討 

(1) P-gp および各 ERM タンパクが発現して
いる細胞のスクリーニング 

 ヒトの結腸がん (Caco-2) 、腎臓がん
(Caki-1)、肺がん (A549)および乳腺がん
(MCF7)細胞を用いて、real time PCR 法によ
り P-gp の発現を確認した。Caco-2 および
Caki-1 細胞においては、P-gp の発現が確認
され、以降の検討に用いた。一方、A549 お
よび MCF7 細胞においては、僅かな発現が確
認されたものの、機能を評価するには不十分
であり、以降の検討からは除外した。 

(2)siRNA 処理による mRNA 発現量の変化 



 Caco-2 および Caki-1 細胞に ERM および
P-gp の siRNA を処理したところ、各 mRNA

発現量の顕著な低下が確認された(図 6, 7)。

従って、siRNA 処理の適切な系が確立したと
考えられ、本方法を用いて(3)および(4)の検討
に着手した。 

(3) P-gp 輸送機能評価 

 Caco-2細胞のP-gpの遺伝子発現を siRNA

処理により抑制したところ、Rho123 の細胞
内蓄積量は顕著に増加し、P-gp の輸送機能低
下が確認された。各 ERM タンパクに対する
siRNA 処理した際には、radixin の遺伝子発
現を抑制した細胞においてのみ、Rho123 の
細胞内蓄積量の増加が見られ、P-gp の輸送機
能が低下していることが示唆された。一方、
ezrin および moesin の遺伝子発現抑制は、
Rho123 の細胞内蓄積量に影響しなかったこ
とから、P-gp の輸送機能調節には関与してい
ないことが示唆された(図 8)。 

(4)腎臓がん細胞におけるERMタンパクのタ
ンパク発現量評価 

Caki-1細胞のP-gpの遺伝子発現を siRNA

処理により抑制したところ、Caco-2 細胞同様
に Rho123 の細胞内蓄積量は顕著に増加し、
P-gp の輸送機能低下が確認された。これに対
して、各 ERM タンパクに対する siRNA 処理
した際には、タンパク発現レベルで十分な低
下が確認できたにもかかわらず、Rho123 の
細胞内蓄積量には影響がみられなかった(図
9)。このことから、Caki-1 細胞の P-gp の輸
送機能調節には、ERM タンパクは関与して
いないことが示唆された。 

 

まとめ 

以上の結果より、消化管におけ P-gp の発
現には部位差があり、特にその細胞膜上発現
が radixin 遺伝子欠損マウスにおいて消失し
たことから、細胞膜上での発現調節に
radixin が関与していることが示唆された。
加えて radixin による P-gp の膜上発現量の
調節は、P-gp の輸送機能にもダイレクトに影
響しており、特に薬物の吸収部位である消化
管においてはその調節機構がはたらいてい
るものの、腎臓においては関与いないことが
示された。 
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発明者： 

権利者： 

種類： 

番号： 

出願年月日： 

国内外の別：  

 

○取得状況（計  件） 

 

名称： 

発明者： 

権利者： 

種類： 

番号： 

出願月日： 

取得年月日： 

国内外の別：  

 

〔その他〕 

ホームページ等 

高崎健康福祉大学薬学部生物薬剤学研究室 

http://www.takasaki-u.ac.jp/p_yaku_labo/y

aku-03-05/ 

1.2014 年 10 月 Certicicate of JSSX Travel 

Grant 2014 大学院 1 年生の伴野拓巳君が、
10 月にサンフランシスコで行われた薬物動
態学会第 29 年会から発表要旨や過去の発表
実績が評価され、表彰されました。 

2.2014年 5月優秀発表賞 学部 6年生の川端
秀明君が、5 月に名古屋で行われたトランス
ポーター研究会年会にてポスター発表をし、
優秀発表賞を受賞しました。 

3.2013年 6月優秀発表賞 学部 6年生の伴野
拓巳君と学部 4 年生の大塚杏磨君が、5 月に
熊本で行われたトランスポーター研究会年
会にてポスター発表をし、優秀発表賞を受賞
しました。 

4.ひらめきときめきサイエンス～高校生講座

～2013 年 8 月 8 日実施 
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(1)研究代表者 

 荻原 琢男 （Takuo Ogihara） 

高崎健康福祉大学大学院・薬学研究科・臨
床薬物動態学分野・教授 

 研究者番号：80448886 

 

(2)研究分担者 

 森本 かおり（Kaori Morimoto） 

 高崎健康福祉大学・薬学部・講師 

 研究者番号：90401009 

 平成 25 年 3 月 19 日削除 

 

(3)研究分担者 

 梶田 昌裕（Masahiro Kajita） 

高崎健康福祉大学・薬学部・准教授 

 研究者番号：40591871 

 平成 27 年 2 月 4 日削除 

 

(4)研究分担者 

 井戸田 陽子（Yoko Idota） 

高崎健康福祉大学・薬学部・研究員 

 研究者番号：90629594 

 

(5)研究分担者 

 矢野 健太郎（Kentaro Yano） 

高崎健康福祉大学・薬学部・助手 

 研究者番号：40644290 
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