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研究成果の概要：ヒト洗浄赤血球および赤血球膜小胞(IOVs, ROVs)を用いた研究から、(1)臨床で観察さ

れるバルプロ酸－カルバペネム系抗生物質の相互作用の分子メカニズムとして、異物排出トランスポータ

ーMRP４が関与していること、(2)リバビリンの副作用の溶血性貧血の原因である赤血球内移行にはヌク

レオシドトランスポーターhENT1 が関与し、その活性調節因子が赤血球内に存在する可能性が示唆され

た。これらの研究成果は、赤血球における薬物相互作用･有害反応の回避、並びに新たな薬物治療法の開

発へと繋がることが期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 臨床において、抗てんかん薬バルプロ
酸はカルバペネム系抗生物質との併用によ
り血中濃度が低下し、てんかん発作が再発す
る危険性があるため、両薬物の併用は禁忌と
なっているが、この相互作用メカニズムは不
明である。申請者らはラット赤血球から調製
した反転赤血球膜小胞(IOVs; inside-out 
vesicles)を用い、両薬物の相互作用につい
て、「カルバペネム系抗生物質による MRP 阻
害が原因となって、バルプロ酸の赤血球内蓄
積が増大し、そのために血漿中濃度が低下す
る」という新たな分子メカニズムを提唱した。

しかし、種差の問題があり、本分子メカニズ
ムがヒトにおいても成立するか否かは不明
であり、さらに赤血球内移行後のバルプロ酸
の運命については、現在のところ全く不明で
あった。 
(2) リバビリンは C 型慢性肝炎の補助治療
薬として有用な薬剤であるが、その副作用で
ある血液毒性により、使用が制限されている。
この血液障害の第一ステップは、その赤血球
内移行と考えられるが、リバビリンの赤血球
膜輸送については情報が乏しく、取り込みや
排出を支配するトランスポーターの実体に
ついては不明であった。 
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２．研究の目的 
(1) 本研究では、ヒト赤血球を用い、臨床で
観察されるバルプロ酸－カルバペネム系抗
生物質の相互作用の分子メカニズムについ
て、赤血球膜における MRP 輸送とその阻害、
および赤血球内移行後のバルプロ酸の運命
という観点から解明することを第一の目的
とする。 
(2) リバビリンの赤血球内移行を支配する取
り込みおよび排出トランスポーターについ
て解明することを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)インフォームドコンセントを取得した健
常成人から血液を採取し、膜の表裏を反転さ
せた反転赤血球膜小胞(Inside out vesicles; 
IOVs)の調製し、赤血球膜上に存在している
multidrug resistance -associated protein 
(MRP)などの ATP 依存性薬物排出トランス
ポーターの機能を評価した。迅速ろ過法を用
い 、 MRP1,4,5 の 基 質 で あ る
2,4-dinitrophenyl-S-glutathione (DNP-SG)、
MRP1-5,8 の基質であるメトトレキサート
(MTX) 、 MRP2,5 の 基 質 で あ る
5-(and-6)-carboxy- 2’,7’dichloro- fluorescein 
(CDCF)の IOVs への ATP 依存的な取り込み
活性を測定し、各種阻害剤共存の影響につい
て検討することにより、ヒト赤血球膜に発現
している MRP4 及び MRP5 の機能評価を行
った。さらに、各基質の取り込みに及ぼすバ
ルプロ酸およびカルバペネム系抗生物質の
影響について検討した。 
(2) ヒト洗浄赤血球及びヒト赤血球膜小胞
(Right-side out vesicles; ROVs)を用い、リバ
ビリン及びヌクレオシドトランスポーター
の代表的基質であるウリジンの輸送の特性
について解析した。基質として[3H]リバビリ
ン、[3H]ウリジンを用いた。 
 
４．研究成果 
(1)調製した膜小胞の方向性に関する検討： 
調製した IOVs の反転率は 18.6%であり、残り
はすべて膜フラグメントであった。また、
ROVs に関しては 51%が ROV であり、わずかに
IOV が含まれているものの、残りのほとんど
は膜フラグメントであった。従って、これら
膜小胞を用いることで IOVs, ROVs の輸送特
性解析が可能であることが示された。 
 
(2)ヒト赤血球膜における排出トランスポー
ターMRP 機能について評価し、以下の結果
を得た。 
①DNP-SG、MTX および CDCF の IOVs へ
の ATP 依存的な取り込み活性に温度依存性
および濃度依存性が認められた。さらにその
取り込み活性には個体差が認められた（図 1）。
また、MTX および DNP-SG の ATP 依存的

な輸送には高親和輸送系と低親和輸送系の
二つの輸送系が関与していることが明らか
となった（図 2）。ミカエリスメンテン式より
速度論敵解析を行ったところ、MTX の高親
和性輸送の Km 値が 23.8 μM, Vmax 値が
0.017 nmol/mg protein/min)、低親和性輸送
の Km 値が 256.7 μM, Vmax 値が 0.094 
nmol/mg protein/min)と算出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．ヒト IOVs への MTX 取り込みにおけ

る ATP 依存性および個体差 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ヒト IOVs への MTX 取り込みにおけ

る濃度依存性 
 
②上記 MRP 基質の取り込み活性に及ぼす各
種併用薬物の影響を検討したところ、非特異
的 MRP阻害剤であるプロベネシド、MRP4,5
の阻害剤であるスルフィンピラゾン添加に
より、いずれの基質も取り込みが有意に阻害
された。一方、特異的 MRP4 阻害剤であるプ
ロスタグランジン E1添加により、MTX の取
り込みは濃度依存的に著しく阻害されたが、
CDCF の取り込みに変化は認められなかっ
た（図 3）。ヒト赤血球膜には MRP1,4,5 が発
現していることから、DNP-SG の高親和性輸
送は MRP1 介在性、低親和性輸送は MRP4
介在性であること、MTX を用いることによ
って主に MRP4 の輸送特性を、また CDCF
を用いることによって MRP5 の輸送特性を
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評価できることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ヒト IOVs における MTX(A)および

CDCF(B)の輸送に及ぼすプロスタグランジ
ン E1(特異的 MRP4 阻害剤)の影響 

 
③さらに、これら MRP 基質の IOVs への取
り込みに及ぼす抗てんかん薬であるバルプ
ロ酸およびカルバペネム系抗生物質である
パニペネムの影響を検討したところ、バルプ
ロ酸はいずれの基質の取り込みも阻害した
（図４）。一方、パニペネムは DNP-SG およ
び MTX の取り込みを阻害したが、CDCF の
取り込みは阻害しなかった（図５）。 

 
図４. ヒト IOVs における MTX および

CDCF の輸送に及ぼすパルプロ酸の影響 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５. ヒト IOVs における MTX および
CDCF の輸送に及ぼすパニペネムの影響 

 
④次に、バルプロ酸自身の輸送について検討
したところ、バルプロ酸の IOVs への取り込
みには ATP 依存性が認められた。また、ヒ
ト洗浄赤血球において、バルプロ酸の赤血球
内蓄積量がパニペネムによって有意に増加
し、バルプロ酸排出の阻害が示唆された。 
 
以上の結果から、ヒト赤血球膜に取り込ま

れたバルプロ酸は通常、MRP4 によって排出
されているが、カルバペネム系抗生物質を併
用することにより、MRP4 が阻害され、バル
プロ酸の赤血球内濃度の上昇および血漿中
濃度の減少によりてんかん発作が引き起こ
される可能性が示唆された。（図６）。 

 
図６. バルプロ酸とカルバペネム系抗生物

質の薬物相互作用メカニズム 
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(2) プリンヌクレオシドアナログであるリバ
ビリンは、インターフェロン II-2βと併用し
て C 型慢性肝炎の治療に使用されている有
用な薬剤であるが、主な副作用である血液障
害は、その赤血球内移行と密接に関係するも
のと考えられる。そこでヒト赤血球膜におけ
るヌクレオシドトランスポーター(ENT)の機
能について評価し、以下の結果を得た。 
 
①ヒト洗浄赤血球におけるリバビリンの取
り込みには濃度依存性 (飽和性) が認められ、
ミカエリスメンテン式より速度論的解析を
行ったところ、Km 値、Vmax 値は、1014 µM、
76.3 pmol/mg protein/sec と算出された（図
７）。さらに、ヌクレオシドトランスポータ
ーの基質である uridine を用いた場合でも飽
和性が認められた(Km 値 130 µM、Vmax 値
24.6 pmol/mg protein/sec)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７. 洗浄赤血球へのリバビリン取り込みの
濃度依存性 

 
②ヒト洗浄赤血球における 15 µM [3H] リバ
ビリン、  [3H] ウリジン輸送に及ぼす、
hENT1 阻害剤 NBMPR (0~100 nM)の影響
について検討を行った。図８に示すように、
[3H] リバビリンの取り込みは、NBMPR 濃
度依存的に阻害され、IC50値は、15.6 nM と
なった。[3H] ウリジンの場合、IC50値は 23.5 
nM となり、リバビリンの方が NBMPR に対
する感受性が強いという結果が得られた。 

 
図８. 洗浄赤血球へのリバビリン取り込みに

及ぼす NBMPR の影響 

③ヒト赤血球反転膜小胞(IOVs)を用いて 1 
µM [3H]リバビリン、15 µM [3H] ウリジン取
り込みの時間依存性について検討を行った。
結果、[3H] リバビリン取り込みは、5 分まで
時間依存的に増加した。さらに、Na+勾配に
よる影響は観察されなかったことから、CNT 
(Concentrative necleoside transporter)は関
与しないことが示唆された(図９)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図９. IOVs へのリバビリン取り込みの 
時間依存性および Na+勾配の影響 

 
④[3H]リバビリンに非標識リバビリン、[3H]
ウリジンに非標識ウリジンを加え、IOVs へ
の取り込みに及ぼす濃度依存的な影響につ
いて検討を行った。その結果、リバビリン、
ウリジンの IOVs への取り込みは、いずれも
洗浄赤血球での結果(図 7)と異なり、グラフ
はシグモイドカーブを示した(図 10)。ミカエ
リスメンテン式より速度論敵解析を行った
ところ、Km 値、Vmax、γ値はリバビリン
で そ れ ぞ れ 29.8 mM 、 45.6 nmol/mg 
protein/sec、1.5、ウリジンで 10.2 mM、17.5 
nmol/mg protein/sec、1.8 と算出され、IOVs
への取り込みにおける基質の親和性は低い
値として見積もられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. IOVs へのリバビリン取り込みにおけ

る濃度依存性 
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⑤15 µM、10 mM [3H] リバビリンの IOVs
への取り込みに及ぼす NBMPR の影響につ
いて検討を行った。15 µM [3H] リバビリン
の取り込みは、NBMPR 100 nM のときにコ
ントロールの約 6 倍と最大促進効果を示し、
それ以上の濃度では輸送が低下するという
二相性が観察された(図 11)。一方、10 mM 
[3H] リバビリンの取り込みは、NBMPR に
よって、濃度依存的に阻害された(図 12)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11．IOVs への 15 µM [3H]ribavirin の

取り込みに及ぼす NBMPR の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12. IOVs への 10 mM [3H]ribavirin の

取り込みに及ぼす NBMPR の影響 
 
従って、ヒト赤血球反転膜小胞において

NBMPR は、基質濃度が低い場合には取り込
み促進効果を示し、高い濃度では取り込み阻
害効果を示した。また他の ENT1 の阻害剤で
あるジピリダモールによっても同様の結果
が得られた。 
 
⑥ヒト赤血球膜小胞(ROVs)を用いてウリジ
ン取り込みの時間依存性と、取り込みに及ぼ
す NBMPR の影響について検討した（図
13,14）。 
 
その結果ウリジンの取り込みは、時間に依存
して増加した。また、ROVs においても、IOVs
同様、300 nM NBMPR で[3H]ウリジンの取

り込みはコントロールの約 12.3 倍と最大促
進効果を示し、1000 nM 以上の濃度では取り
込みの減少傾向が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13. ROVs への 15 μM [3H]uridine の取り

込みにおける時間依存性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14. 15 μM [3H]uridine の取り込みに及ぼ

す NBMPR の影響 
 
このように、リバビリンおよびウリジンな

どのヌクレオシドの取り込みに関して、洗浄
赤血球と膜小胞において結果の乖離が見ら
れた原因として、インタクトな赤血球内に存
在している何らかの物質が通常は hENT1 に
作用し活性を調節しているが、赤血球膜を小
胞化する際に消失している可能性が考えら
れた（図 15）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 15．洗浄赤血球および膜小胞におけるヌク

レオシドトランスポーターの輸送機構 
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 以上の研究成果により、現在まで不明であ
った臨床におけるバルプロ酸－カルバペネム系

抗生物質の相互作用メカニズムとして異物排出ト

ランスポーターMRP４が関与していることが明ら

かとなり、薬物間相互作用回避の可能性が示唆さ

れた。さらに、リバビリンの副作用である溶血性

貧血の原因にヌクレオシドトランスポーター

hENT1 が関与し、その活性調節因子が赤血球内に

存在する可能性が示唆された。これらの研究成果

は、赤血球における薬物相互作用･有害反応の回避、

並びに新たな薬物治療法の開発へと繋がることが

期待される。今後は赤血球内に存在すると予測さ

れた hENT1 の活性調節因子について探索を続け

ていく予定である。 
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