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研究成果の概要（和文）：P-glycoprotein (P-gp)などの排出系トランスポーター群は細胞内に取り込まれた薬
物の多くを細胞外に排出し、がん多剤耐性の主要な因子として機能している。本研究結果から、排出系トランス
ポーター群の輸送機能は各種足場タンパクによって臓器特異的に調節されていることが示された。また、肺がん
のように、複数種の排出系トランスポーターが同一の足場タンパクにて調節される組織が存在することが示され
た。したがって、ある種のがん組織においては特定の足場タンパクの機能を抑制することで、がん多剤耐性に関
わる排出系トランスポーターの網羅的な非働化が可能となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Efflux transporters, as exemplified by P-glycoprotein (P-gp), are localized 
at the plasma membrane and excrete many therapeutic drugs from the cytoplasm to outside the cells. 
These transporters are therefore known as a major contributing factor resulting in multidrug 
resistance of cancer cells. Our study indicated that the regulation of transporters by scaffold 
proteins, such as ezrin, radixin and moesin (ERM proteins) is different between cancerous tissues. 
Moreover, these regulatory properties are the same as those of the corresponding normal tissues, and
 suggest that organ-specific differences in the regulation of P-gp by ERM proteins are retained in 
cancerous tissues. Furthermore, in tissues such as lung cancer, several efflux transporters were 
controlled by the same one scaffold protein. Therefore, it was suggested that the suppression of a 
specific scaffold protein comprehensively inactivated efflux transporters in certain kinds of 
cancerous tissue.

研究分野：生物薬剤学、薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
トランスポーターは細胞膜内外の物質の
輸送を行なっている。したがって、その機能
を発揮するためには、細胞膜上に発現してい
る必要がある。中でも P-糖タンパク(P-gp)な
どの排出系トランスポーターは、がん細胞に
おいて過剰に発現しており、抗がん薬耐性の
主要な因子のひとつとして考えられている。
しかしながら、各組織において P-gp がどの
ようにして細胞膜上に発現しているかにつ
いては、報告が乏しかった。一方、ある種の
膜タンパクは Ezrin (Ezr)、Radixin (Rdx)お
よびMoesin (Msn) (ERMタンパク)と呼ばれ
る足場タンパクによって、細胞膜上の発現が
調節されている。そこで我々はマウスの小腸
における P-gp が ERM タンパクいずれによ
って調節されているのかを検討したところ、
Rdx に調節されていることを明らかにした。
また、主要な排泄臓器のひとつである腎臓に
おいては、ERM いずれの足場タンパクも
P-gp の輸送機能には関与していないことが
示された。 
 
２．研究の目的 
 これまでの我々の結果および既存の報告
から、P-gpは一部の正常組織にも発現してお
り、肝臓および消化管においては正常および
がん細胞の区別なく、Rdx が P-gp の細胞膜
上発現および輸送機能に寄与している。しか
しながら腎臓の P-gp については関与してお
らず、他の裏打ちタンパクの関与が想定され
る。そこで裏打ちタンパクを個別に制御する
ことによって、臓器特異的に排出系トランス
ポーター群による多剤耐性を同時に網羅的
に非働化することが可能であるか否かを検
討し、がん多剤耐性克服のための新規薬効標
的としての裏打ちタンパクの可能性および
有用性を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
各種がん細胞における排出系トランスポー
ターおよび ERMタンパクの発現量 
(1) がん細胞におけるP-gpおよび各ERMタ
ンパクの発現 
 ヒト結腸がん由来(Caco-2)細胞、ヒト腎臓
がん由来(Caki-1)細胞およびヒト肺がん細胞
(HCC827)細胞を培養し、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
細胞に各トランスポーターあるいは ERMタ
ンパクの 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) 基質薬物の細胞内蓄積量 
 siRNAによりERMタンパクの発現を抑制
した各種がん細胞に、P-gp 基質薬物である
rhodamine 123 (Rho123)あるいは BCRP基
質薬物である SN-38 (イリノテカンの活性代

謝物)を添加し、一定時間後の細胞内蓄積量を
蛍光プレートリーダーまたは高速液体クロ
マトグラフィー(HPLC)を用いて定量した。 
(4) P-gp基質薬物の細胞外排出速度 

Rho123または SN-38を添加し、一定時間
経過後に細胞外へ排出された薬物量を(3)と
同様の方法にて定量した。 
(5) 腎臓がん細胞における ERM タンパクの
タンパク発現量 
 Caki-1細胞に ERMタンパクの siRNAを
処理し、各標的タンパク発現量を Western 
blottingにより定量した。 
(6)受動拡散マーカーの体内動態変動 
 Caco-2 細胞の ERM タンパクの発現を
siRNAにより抑制したとき、トランスポータ
ーでは輸送れない Evans blueの細胞膜透過
量が変化するかを検討した。 
 
４．研究成果 
各種ヒト由来がん細胞を用いた検討 
(1) 各種トランスポーターおよび ERM タン
パクの発現 
 Caco-2、Caki-1および HCC827細胞を用
いて、real time PCR法により P-gp、BCRP
および ERM タンパクの mRNA 発現を確認
した。 
(2)siRNA処理によるmRNA発現量の変化 

Caco-2、Caki-1 および HCC827 細胞に
P-gp、BCRPおよび ERMタンパクの siRNA
を処理したところ、各 mRNA 発現量の有意
な低下が確認された。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) 消化管がん細胞における P-gp 輸送機能
評価(Uptake study) 
 Caco-2細胞のP-gpの遺伝子発現を siRNA
処理により抑制、あるいは阻害薬である
Verapamil にて前処理したところ、Rho123



の細胞内蓄積量は有意に増加し、P-gpの輸送
機能低下が確認された。並行して各 ERMタ
ンパクに対する siRNA を処理した際には、
Rdx 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認め
られた。一方、EzrおよびMsn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
Rdx のみが関与していることが示唆された
(図 1)。 
(4) 膜透過性マーカーの細胞内蓄積量
(Uptake study) 
 ERM タンパクは細胞膜構造の形成に関与
していることから、Rdxの発現抑制が細胞膜
に損傷を与え、その結果として Rho123の透
過量が増えたことが否定できない。そこで、
Rdx の遺伝子抑制時にトランスポーターに
よって輸送されず細胞膜を透過しない
Evans blueを用いて、細胞内蓄積量の変化を
検討した。その結果、Ethanolのように細胞
膜を直接損傷させた場合には有意に Evans 
blueの細胞内蓄積量が増加したものの、Rdx
の発現抑制時には未処置群と差はなく、その
細胞内蓄積量は同じであった(図 2)。本結果
より、(2)で認められた Rho123の蓄積増加の
原因としては、P-gpの輸送機能の低下による
細胞外排出の低下が関与していたことが示
唆された。 

(5) 腎臓がん細胞における P-gp の輸送機能
(Uptake study)と 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を処
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認められなかっ
た(図 3)。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。 

(6) 肺がん細胞における P-gp 輸送機能評価
(Efflux assay) 
 HCC827 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
の細胞外排出速度は有意に減少し、P-gpの輸
送機能低下が確認された。並行して各 ERM
タンパクに対する siRNAを処理した際には、
Ezr および Msn の遺伝子発現を抑制した細
胞において、Rho123 の排出速度の減少が認
められ、P-gpの輸送機能が低下していること

が示唆された。一方、Rdxの遺伝子発現抑制
は、Rho123 の排出速度に影響を与えなかっ
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 4)。 
(7) 肺がん細胞におけるBCRP輸送機能評価
(Efflux assay) 
 HCC827 細胞の BCRP の遺伝子発現を
siRNA 処理により抑制したところ、SN-38
の細胞外排出速度は有意に減少し、BCRPの
輸送機能低下が確認された。並行して Ezrお
よびMsnに対する siRNAを処理した際には、
Ezr および Msn の遺伝子発現を抑制した細
胞において、SN-38の排出速度の減少が認め
られ、BCRPの輸送機能が低下していること
が示唆された(図 5)。 



まとめ 
以上の結果より、排出系トランスポーター
の機能調節は、組織ごとに異なった足場タン
パクによって調節されていることが示唆さ
れた。さらに、肺がんのようにある種の組織
に置いては、複数の排出系トランスポーター
の輸送機能が、同一の足場タンパクによって
調節されていることが確認された。これらの
ことから、由来とする組織によっては、特定
の足場タンパクの機能を抑制することで、網
羅的な排出系トンランスポーターの非働化
が可能となることが期待された。 
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