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研究成果の概要（和文）：膜輸送体は細胞膜に局在し、薬物の細胞内への取り込みや細胞内からの排出に働く。
本研究は、小腸、肝臓、腎臓、血液脳関門等に発現し、多くの薬物を細胞内から細胞外へ排出する膜輸送体であ
るbreast cancer resistance protein(BCRP)とP-glycoprotein(P-gp)に着目し、生体内に存在し、これらの基質
となり、これら膜輸送体の阻害薬投与により血中濃度が変化する化合物（バイオマーカー）の特定を試みた。網
羅的メタボロミクス解析によりイソフラボンの硫酸抱合体がBCRPの生体内基質に、食物由来のステロイド様化合
物がP-gpの生体内基質であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Membrane transporters are localized on plasma membranes of various cells and
 involved in the uptake and efflux of substrate drugs. This study focused on two drug efflux 
transporters, breast cancer resistance protein (BCRP) and P-glycoprotein (P-gp), both of which are 
expressed in the intestine, liver, kidney, and blood-brain barrier. Many drugs are pumped out by 
these transporters, and therefore, administration of their inhibitor drugs may lead to change in 
pharmacokinetics, efficacy, and/or toxicity of their substrate drugs. We have attempted to identify 
compounds which exist in the body, are transported by these transporters, and whose blood 
concentration is changed by administration of inhibitor drugs. Comprehensive metabolomics analysis 
has clarified that sulfate conjugates of isoflavones and food-derived steroid-like compounds are the
 in vivo substrates of BCRP and P-gp, respectively. We proposed the first evidence of a surrogate 
marker of BCRP inhibition.

研究分野：薬物動態学

キーワード： メタボロミクス　薬物動態　バイオマーカー　トランスポーター　薬物相互作用　硫酸抱合　イソフラ
ボン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜輸送体は、基質薬物の体内動態を支配する一方、基質選択性が広いため、薬の飲みあわせによる薬物相互作用
や遺伝子多型による薬物動態、薬の作用・副作用の変化に関与する。従って、膜輸送体に及ぼす医薬品の影響
や、膜輸送体への乗りやすさを解明することは、新薬の開発と医薬品の適正使用の両方に重要である。本研究で
明らかとなった、薬物排出膜輸送体の生体内基質は、今後、臨床研究等においてヒトにおける有効性を検証する
必要がある。ヒトでも有効となった場合、膜輸送体を介した薬物相互作用の有無を、飲み合わせる薬を投与する
ことなくモニターできる点で有用であり、医薬品開発の効率化や安全性の向上が期待できる。

※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 
 Breast cancer resistance protein(BCRP/ABCG2)と P-glycoprotein(P-gp)は、ともに、小腸、肝臓、腎
臓、血液脳関門等に発現し、多くの薬物を細胞内から細胞外へ排出する。特に、小腸や血液脳関

門においては、基質薬物の体内動態を支配する重要な膜輸送体と考えられており、薬物相互作用

や遺伝子多型等による薬物動態、薬の作用・副作用の変化に関与する。従って、これら膜輸送体

に及ぼす医薬品の影響や、膜輸送体への乗りやすさを解明することは、新薬の開発と医薬品の適

正使用の両方に重要である。 
 本研究は、医薬品がこれら膜輸送体の機能にどのように影響するかを生体レベルで明らかに

するためのバイオマーカー（生体内基質）の探索を目的とした。このような生体内基質が解明さ

れれば、新薬開発の際に、投与量の変化に応じた生体内基質の血中濃度の変化を測定することに

より、BCRP や P-gp の機能の変化を生体レベルで把握することが可能である。実際、肝臓や腎
臓に発現し、薬物の細胞内への取り込みに働く膜輸送体 organic anion transporting polypeptides 
(OATPs)や organic anion transporter (OAT)、organic cation transporter (OCT) に対する生体内基質が
解明され、医薬品開発に応用されつつある。これらの取り込みに働く膜輸送体は、生体内では血

液側の細胞膜に存在するため、その機能の変化は血中濃度の変化として現れやすい。一方で、

BCRP や P-gp は、小腸、肝臓、腎臓においては、直接血液側には面していない刷子縁膜に局在
するため、血中濃度の変化として捉えることに困難が予想され、実際、生体内での機能を反映し

うる生体内基質は未解明である。 
 医薬品開発においては、開発化合物がこれら膜輸送体を臨床濃度で阻害または誘導すること

によって生じる薬物相互作用の有無を調べることが一般的である。しかし薬物相互作用の有無

を調べるには、当該開発化合物と各膜輸送体の典型基質薬とを同時にヒトに投与する必要があ

り、多くの労力、時間、コストがかかる。これに対し、膜輸送体の生体内基質を解明し、その血

中濃度等をバイオマーカーとして測定すれば、典型基質薬の投与が不要なため医薬品開発の大

幅な効率化と安全性の向上が期待できる。さらに、当該生体内基質を患者ごとに応用すれば、膜

輸送体の活性の個人間差を評価し、医薬品の投与量を最適化できるかもしれない。このように生

体内基質の解明は医薬品開発と薬物治療の両方において重要であり、その解明を目指す本研究

の意義は極めて大きい。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、代表者らが独自に開発した、誘導体化反応と precursor ion scanとを組み合わせた
構造選択的メタボロームを応用することで、これらの膜輸送体の生体レベルでの機能評価を可

能とする生体内基質の解明を試みた。代表者らの研究室で保有する BCRPと P-gpの遺伝子欠損
マウスにおいては、これら膜輸送体の生体内基質が体内に蓄積しているはずである。そこでまず、

遺伝子欠損マウス肝臓抽出物を基質源として用い、これら膜輸送体の発現系で生体内基質を濃

縮させることにより基質の単離を試みた。一方で、このアプローチだけでは、体内に二次的な要

因で蓄積する化合物等の影響も排除できず、また当該膜輸送体が生体レベルで重要な役割を果

たす化合物以外のものも拾ってしまう可能性がある。そこで、別のアプローチとして BCRP阻害
剤を投与後の血液検体を用いた網羅的メタボロミクス解析による生体内基質の探索を試みた。

医薬品開発においてはげっ歯類が実験動物として汎用されるため、薬物相互作用や遺伝的多型

の影響を動物実験の段階で評価・予測することも重要である。そこで本研究では、OATPの生体
内基質として報告のあるいくつかの化合物の中で、ラットにおけるバイオマーカーとしても有

効と考えられる化合物の選定を目的とした検討も合わせて行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子欠損マウス臓器を基質源としたメタボローム解析 
 BCRP と P-gp 遺伝子欠損マウス肝臓には BCRP の生体内基質が蓄積していると考え、欠損マ
ウス由来の肝臓ホモジネート抽出液を、BCRP基質候補化合物の基質源溶液として実験に供した。
BCRP 発現 MDCKII 細胞を transwell に播種後、基質源溶液をドナー側に添加し、アクセプター



側の培地を LC-TOFMSの MSスキャンで測定することで、経細胞輸送された BCRP生体内基質
を検出した。BCRP阻害剤である Ko143を添加時に、アクセプター側でのシグナル強度が減少し
たイオンをBCRP生体内基質の候補として選択した。MS/MSスキャンによるMSスペクトルを、
データベースと比較して化合物を推定した後、化合物の標品と、候補イオンのMSスペクトルや
クロマトグラム上の retention timeを比較することにより、化合物を同定した。BCRP発現MDCKII
細胞を介した候補化合物の経細胞輸送と、BCRP発現反転膜小胞への候補化合物の取り込みから、
候補化合物の BCRPによる輸送を評価した。 
 
(2) 膜輸送体阻害剤の投与によるメタボローム解析 
 マウスに BCRP 阻害剤として lapatinib を経口投与し、血漿検体を採取した。血漿検体中のイ
オンピークは、オールイオンフラグメンテーションモードを用いた LC-TOFMS によって網羅的
に測定した。この方法により、検出されたすべてのイオンとそのプロダクトイオンを情報として

採取し、後の化合物同定に利用した。BCRPが硫酸抱合体を良好な基質として認識することから、
ノイズに由来するピークを除去した後に硫酸基に対応する 79.96Da をロスしたプロダクトイオ
ンを生成するイオンを選択した。対照群と lapatinib 処置群の間でシグナル強度が有意に異なる
イオンピークを選択した。MS/MS スキャンによる MS スペクトルを、データベースと比較して
化合物を推定した後、化合物の標品と、候補イオンの MS スペクトルやクロマトグラム上の
retention timeを比較することにより、化合物を同定した。Lapatinibと、他の BCRP阻害剤として
febuxostatを経口投与後のイソフラボン代謝物の血漿中濃度推移を、LC-MS/MSを用い測定した。
イソフラボン硫酸抱合体の小腸輸送に及ぼす BCRP の役割を調べるため、ヒト iPS 細胞由来小
腸上皮様細胞および BCRP発現膜小胞を用いた輸送試験を行った。 
 
(3) 肝取り込み膜輸送体 OATP1Bs生体内基質のげっ歯類における有用性 
 胆管カニューレ、腎結紮処置、もしくは未処置のラットに OATP1Bs 阻害剤 rifampicin（RIF）
と、OATP1Bsのみならず OATsを含む複数のトランスポーターの阻害剤 probenecid (PBD)を投与
後、OATP1Bsの生体内基質の血漿中濃度推移と臓器中濃度を LC-MS/MSを用い、測定した。こ
れら阻害剤や生体内基質の肝への取り込みや OATP1Bsによる取り込みに及ぼす阻害剤の影響を
調べるため、ラット遊離肝細胞および OATP1Bsを遺伝子導入した HEK293細胞を用いた輸送試
験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子欠損マウス臓器を基質源としたメタボローム解析 
 対照細胞（mock/MDCKII）に比べ、BCRP を遺伝子導入した MDCKII 細胞（BCRP/MDCKII）
で有意に高い経細胞輸送を示したイオンピークのうち、経時的な経細胞輸送および、BCRP阻害
剤 Ko143による阻害が確認された m/z 298.10に着目した。このイオンは adenosine誘導体と同定
された。BCRP基質薬物の一つである abacavirは、adenosineと類似した構造を有しており、BCRP
が adenosine 類似化合物を基質として認識する可能性がある。BCRP/MDCKII 細胞において、重
水素標識体は、基底膜から頂端膜方向に経細胞輸送された一方、mock/MDCKII 細胞では方向性
輸送は確認されなかった。BCRP/MDCKII細胞における方向性輸送は、Ko143の添加でほぼ完全
に阻害され、BCRPの関与が示唆された。一方で、adenosine誘導体は、BCRPの典型的基質であ
る 1-methyl-6-phenylimidazo(4,5-b)pyridine の経細胞輸送を阻害しなかったこと、BCRP 発現膜小
胞への取り込みが小さく、ATP依存的でなかったことから、BCRPによって直接輸送される基質
ではない可能性も考えられた。本アプローチだけでは、二次的な要因で遺伝子欠損マウス体内に

蓄積する化合物の影響を排除することができず、より特異的な生体内基質探索方法が重要と考

え、次に阻害剤投与による生体レベルでの試験を行った。 
 
(2) 膜輸送体阻害剤の投与によるメタボローム解析 



 溶媒投与群、lapatinib 30 mg/kg 投与
群、および lapatinib 90 mg/kg投与群の
マウス血漿検体について、ターゲット

を絞らない網羅的なメタボロミクス解

析を行ったところ、PLS-DA スコアプ
ロットで 3 群が明確に分離されている
ことが明らかとなった。溶媒投与群と

90 mg/kg 投与群を比較すると、135 個
のピークが後者で有意に増加または減

少していた（図 1A）。 79.96 Daの m/zの低下を示すプロダクトイオンを持つ化合物を選択する
と、9個のイオンが得られた（図 1B）。これらのうち、データベース上で化合物候補を同定でき
たものについて、標品を入手し、イオンスペクトルとクロマトグラムを確認したところ、食物由

来イソフラボンである daidzein sulfate (DS)と genistein sulfate (GS)が見出された（図 1B）。その他、
脱ベンジル化 lapatinib 代謝物（M1）や
biochanin A の硫酸抱合体と想定されるピ
ークも検出された。そこで、DSや GSが、
BCRP阻害剤投与によって血中濃度が変動
するバイオマーカーとして有用かどうか

を検証するため、lapatinibおよび febuxostat
経口投与後の DS、GSの血漿中濃度推移を
測定した（図 2）。この時、BCRPの機能変
化を定量的に把握する目的で、その典型的

基質 sulfasalazine も経口投与し、血漿中濃
度推移に及ぼす影響も同時に評価した。30
ないし 90 mg/kgの lapatinibは、sulfasalazine

の血漿中濃度下面積(AUC)を 14~25倍増加させた一方、DSの AUCを 3~4倍増加させた（図 2A, 
B）。一方、30ないし 90 mg/kgの febuxostatは、sulfasalazineの AUCを 4~6倍増加させた一方、
DSの AUCを 1.3~1.8倍増加させた（図 2C, D）。GSについても同様な影響が観察された。以上
より、BCRP阻害剤投与によって DSや GSの血漿中濃度が増加することが示された。この現象
が、小腸に存在する BCRPの阻害によることを示唆するため、ヒト iPS細胞由来小腸上皮様細胞
において、これら阻害剤存在下もしくは非存在下で、daidzein（親化合物）を刷子縁膜側に添加
し、基底膜側への代謝物（DS）の出現を観察した（図 3）。DSの基底膜側への出現は、lapatinib
および febuxostatによって有意に増加し（図 3）、
この結果は DSの血中濃度の増加（図 2）と対応
していたことから、これら阻害剤による小腸

BCRPの阻害を示唆した。さらに、BCRP発現膜
小胞への DS の ATP 依存性取り込みは、これら
BCRP 阻害剤によって減少した。これらの結果
は、DSの BCRPによる輸送が阻害剤の影響を受
けたことを示唆しており、したがって BCRPの生
体内での機能を反映するバイオマーカーとして

DSが有用であることが示唆された。 
 
(3) 肝取り込み膜輸送体 OATP1Bs生体内基質のげっ歯類における有用性 



 OATP1Bs 阻害剤である RIF および PBD による OATP1B 内因性基質の体内動態への影響を調
べるため、ラットに RIFもしくは PBDを投与後、血漿中及び臓器中の hexadecanedioate (HDA)、
octadecanedioate (ODA)、tetradecanedioate (TDA)および coproporphyrin (CP)-III濃度を定量した。

RIF および PBD 投与群において HDA、
ODA、TDA 及び CP-III の血漿中濃度は対
照群に比べ上昇した（図 4, 5）。OATPの阻
害を示す目的で、OATP1Bsの典型的基質で
ある rosuvastatin (RSV)の血漿中濃度推移も
同時に測定し、同様に上昇した（図 4, 5）。
一方で、RIF は ODA を除くこれら内因性
基質の肝臓-血液間分配係数(Kp,liver)を有
意に低下させ（図 4）、また PBDはこれら
すべての内因性基質の Kp,liverを有意に低
下させた（図 5）。したがって、これらの化
合物が血中から肝臓中へ取り込まれてお

り、RIFや PBDがこの肝取り込み過程を阻害することが示唆された。 
 これら内因性基質の体内動態に腸肝循環が影響するかを調べるため、ラットに実験開始 30分
前から胆管カニューレ処置を行い、胆汁を全量回収することで、胆汁が消化管に供給されない系

を作製した。HDA、ODA、TDA及び CP-IIIの血漿中濃度は、胆管カニューレ処置及び非処置で
ほとんど差がなかった。また、回収した胆汁中に HDA、ODA、及び TDAは検出されず、CP-III
は検出されたものの胆汁中排泄速度は PBDによって低下しなかった。以上より、胆汁排泄及び
腸肝循環は HDA、ODA、TDA 及び CP-III の体内動態において重要でないことが示された。ま
た、PBD は HDA 及び TDA の腎臓-血液間分配係数 (Kp,kidney)を有意に低下させたものの、腎

結紮処置ラットにおいても HDA、ODA、
TDA及び CP-IIIの血漿中濃度が PBD投与
群で著しく上昇し、また、HDA、ODA及び
TDA の Kp,liver は有意に低下した。また、
これら内因性基質の血漿中濃度及び

Kp,liverは、PBD非投与の腎結紮処置ラッ
トと非処置ラット間でほとんど差がなか

った。以上より、HDA、ODA及び TDAの
血漿中濃度に腎取り込みはほとんど影響

せず、肝取り込みの寄与が大きいことが示

唆された。 
 内因性基質 4 化合物のうち、HDA が最

も肝取り込みが体内動態に及ぼす影響が大きいと考えられたため、d-HDA の肝取り込みに及ぼ
す阻害剤の影響を検討した。d-HDA及び OATP1Bs阻害剤 （PBD、cyclosporin A (CsA)、RIF）を
同時にラット肝細胞に曝露させ、d-HDAの取り込みを評価した。Human serum albumin (HSA)非
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かった一方、HSA 10 µM を添加した薬液を用いて取り込み実験を行ったところ、PBD、CsA 及
び RIFにより d-HDAの取り込みは有意に低下した（図 6）。同様な HSA存在下における阻害作
用は、ヒト OATP1B1 遺伝子を発現させた
HEK293細胞 (HEK293/OATP1B1)への d-HDA
取り込みにおいても認められた。以上より、

d-HDAは Oatpsによって取り込まれ、RIFや
PBDが Oatpsを阻害することで肝取り込み低
下が生じたと考えられ、HDAが OATPを介し
た肝取り込みを評価するバイオマーカーとし

て有用であることが示唆された。 
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