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研究成果の概要（和文）：輸送体BCRP/ABCG2とMRP3/ABCC3は、それぞれ肝の胆管、血管側細胞膜に発現し、肝か
ら基質を排出する。これらは小腸や腎臓に発現し、肝での機能は不明であった。アデノ随伴ウイルス(AAV)で
shRNAを肝に送達させ、肝BcrpまたはMrp3をノックダウンしたマウスを作製した。BcrpのノックダウンでBCRP基
質のsulfasalazineの血漿中濃度は上昇し、Mrp3ノックダウンでMRP3の基質のacetaminophenグルクロン酸抱合体
の肝から血液への排出が低下した。AAVを用いた肝選択的ノックダウンは、肝における輸送体の機能評価系とし
て有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：BCRP/ABCG2 and MRP3/ABCC3 are expressed in the canalicular and sinusoidal 
plasma membranes of hepatocytes, respectively, and pump out substrates from the liver. These 
transporters are also expressed in small intestine and kidney, but their hepatic roles were unclear.
 Using adeno-associated virus (AAV) to deliver shRNA, mice with liver-specific knockdown of Bcrp or 
Mrp3 were constructed. Knockdown of Bcrp resulted in increased plasma concentrations of the BCRP 
substrate sulfasalazine, while knockdown of Mrp3 reduced the hepatic efflux of the MRP3 substrate 
acetaminophen glucuronide into the blood. This study demonstrates that AAV-mediated liver-specific 
knockdown is a useful tool for evaluating the functions of hepatic transporters.

研究分野：薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝で生成した活性代謝物は、血液中へ排出輸送された後に全身で薬理作用を示すが、その輸送機構が解明された
例は乏しい。本研究成果は、AAVを用いて肝での膜輸送体の発現を選択的に制御することで、肝に発現する膜輸
送体の機能をin vivoで簡便に評価する実験系を構築でき、今後の普遍的な機能評価に活用できる点で社会的意
義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膜輸送体 Breast cancer resistant protein (BCRP/ABCG2)は、肝胆管のほか、小腸管
腔、血液脳関門、腎近位尿細管等の細胞膜に発現し、薬物等の基質化合物を細胞外に排
出する。それぞれの臓器に発現する BCRP が基質薬物の体内動態に与える影響は不明
点が多いものの、薬物の活性代謝物の主生成臓器となる肝における BCRP は基質薬物
の体内動態の規定因子のひとつである。一方、膜輸送体 Multidrug resistance-
associated protein 3 (MRP3/ABCC3)は肝、小腸、尿細管上皮細胞の血液側細胞膜に発
現し、グルクロン酸抱合体や胆汁酸を基質として、血液中に排出輸送する。肝で生成し
た活性代謝物は、血液中へ排出輸送された後に全身で薬理作用を示す。肝に発現する
MRP3は肝で代謝活性化された薬物の体内動態に影響を与えうるが、肝 MRP3が薬物
動態に及ぼす役割はほとんど解明されていない。 
治療域の狭い抗がん薬では、活性代謝物が存在する薬剤が多い。分子標的薬

regorafenib は活性代謝物 M-2, M-5 と同程度の薬理活性を有するが、患者検体で評価
した非結合型血漿中濃度はM-2が最も高く(Clin Pharmacol Ther. 108:586, 2020)、が
ん患者における薬効・副作用の本体である。極性が増した活性代謝物は、膜透過に輸送
体の関与が特に必要でその輸送機構が解明された例は乏しい。肝に発現する BCRP や
MRP3 等の排出輸送体の機能を適切に評価することは、有効かつ安全な薬物治療に求
められる。 
 
 
２．研究の目的 
肝に発現する排出膜輸送体 BcrpおよびMrp3が基質化合物の体内動態へ寄与するか
を評価すべく、アデノ随伴ウィルス(AAV) 8型で肝選択的に BcrpおよびMrp3をノッ
クダウンしたマウスで、基質化合物の体内動態を比較する。AAVは、病原性が低く、導
入遺伝子を数か月以上維持でき、8型は肝指向性が高いため、in vivoでの機能解析に適
する。AAVで膜輸送体発現を遺伝子かつ組織選択的に in vivoで制御し、肝における排
出輸送体 Bcrp または Mrp3 の機能を評価できる実験系を構築することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
マウス Bcrp および Mrp3（対照として LacZ）に対する shRNA を発現する AAV8-

shBcrpおよび AAV8-shMrp3（対照として AAV8-shLacZ）をHEK293細胞で作製後、
密度勾配超遠心法で精製した。野生型マウスに各種 AAVを静脈内投与してから 3週間
後に、肝、小腸、腎、脳における Bcrp および Mrps の発現を qPCR で評価した。
Sulfasalazine または acetaminophen をそれぞれ経口投与または静脈内投与後の血漿
中、臓器中の薬物または代謝物濃度を LC-MS/MSで定量した。 
 
 
４．研究成果 
野生型マウスに各 AAVを静脈内投与後、各組織での BcrpのmRNA、タンパク質発
現量を評価したところ、AAV8-shBcrp 投与群では、対照群よりも肝 Bcrp mRNA、タ
ンパク質発現量ともに 10%以下に低下した。一方、Bcrpが発現する他組織として小腸
および腎臓では発現低下せず、肝選択的 Bcrpノックダウンを確認できた。経口投与し
た BCRP基質薬 sulfasalazine の血漿中濃度は、AAV8-shBcrp で、対照群よりも顕著
に高く、AUCは 7倍に増加した。AAVによる肝選択的な Bcrpノックダウンで肝 BCRP
の機能を評価可能でき、肝 BCRPは sulfasalazineの血漿中濃度の規定因子であること
が明らかになった。 

AAV-shMrp3 投与群における Mrp3 の mRNA 発現は AAV-shLacZ 投与群と比較し
て、肝で約 20％、腎で約 70％に低下した一方、小腸・脳ではほぼ変化しなかった。
Acetaminophen (APAP)を定速静注後の定常状態における体内動態を比較した。AAV-



shMrp3 投与群における APAP と、MRP3 の基質であるグルクロン酸抱合体(APAP-
glucuronide)の血漿中濃度は、AAV-shLacZ 投与群と同等であった。肝臓中 APAP-
glucuronide濃度は、AAV-shMrp3投与群で AAV-shLacZ投与群の約 4倍に増加した一
方、肝臓中 APAP 濃度は同程度であった。AAV を用いた肝 Mrp3 ノックダウンで、
APAP-glucuronideの肝から血液への排出低下が確認でき、本実験系は肝Mrp3評価系
としての有用性が示唆された。 
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