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研究成果の概要（和文）： C型肝炎治療奏功の個人差を明らかにするにはリバビリンの肝・腎取

り込み機構を明らかにする必要がある。本研究の結果、ヒト肝細胞および腎細胞にリバビリンを

取り込むトランスポーターが明らかとなった。さらに本研究ではリバビリンの肝細胞取り込みに

おける個人差を明らかとした。今後これらトランスポーターの発現量および機能に個人差を生じ

る遺伝的・環境的要因を明らかとし、C型肝炎治療法に応用していく必要があると考えられた。   

 
研究成果の概要（英文）： The purpose of this study was to characterize the major ribavirin 
uptake transporter(s) in human hepatocytes or renal tubular cells. The results showed that 
equilibrative nucleoside transporter 1 (ENT1) was exclusively involved in ribavirin uptake 
in human hepatocytes and that the levels of the uptake activity were different among 
hepatocytes. On the other hand, the results suggest that concentrative nucleoside 
transporter 3 (CNT3), which was abundantly expressed in human renal proximal tubular 
cells, would be responsible for renal re-absorption of ribavirin. Genetic or environmental 
factors that alter the levels of function or expression of ENT1 and CNT3 should be 
determined in future study. 
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１．研究開始当初の背景 
 
インターフェロンとリバビリンの併用は唯
一のＣ型肝炎治療法であるが、約 4 割の患者
では効果が得られない。その原因は不明であ

るが、リバビリンの薬効発現には肝細胞への
移行が必要であり、さらに効果を高めるため
には一定の血漿中濃度を維持しなくてはな
らないことから、これらを規定する因子であ
るリバビリンの肝取り込みと腎再吸収に関
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わる輸送担体がその治療効果の個人差の原
因となっている可能性が考えられる。しかし、
その詳細は明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、肝取り込みと腎再吸収に関わる
リバビリントランスポーターを同定するこ
と、さらにその遺伝子発現調節機構を解明す
ることにより、Ｃ型肝炎治療効果の個人差の
原因の一端を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 
（１）リバビリン輸送活性測定法 
ラット・マウス肝細胞およびヒト肝細胞
(HH283, HH268, HH291)におけるリバビリン
取り込み活性の測定は oil filtration 法に
よりおこなった。MDCK 細胞を用いた取り込み
活性測定法はトランスポートアッセイ法に
よりおこなった。 
 
（２）mRNA 発現量測定法 
ラット・マウス肝細胞 total RNA、ヒト肝細
胞 total RNA、ヒト腎 total RNA より cDNA を
調製し、これを鋳型として reverse 
transcription-PCR (RT-PCR)法およびリアル
タイム PCR法により核酸トランスポーター分
子種 mRNA 発現量を定量した。 
 
（３）cDNA クローニングおよび遺伝子導入法 
ヒト腎 cDNA より concentrative nucleoside 
transporter 3 (CNT3) cDNA を PCR によりク
ローニングし、pcDNA3.1 ベクターに挿入した。
これを MDCK 細胞にリポフェクション法によ
り導入し、Zeocinで選択することにより CNT3
安定発現 MDCK 細胞を作製した。 
 
４．研究成果 
 
本研究で得られた主な成果は以下の４項で
ある。 
 
（１）ヒト肝細胞におけるリバビリン取り込
み活性を測定した結果、リバビリン取り込み
には equilibrative nucleoside transporter 
1 (ENT1)が最も寄与することが明らかとなっ
た（Fig. 1）。このうち HH291 の ENT1 活性は
HH281 および HH268 の 1.7～1.8 倍であり、ヒ
ト肝細胞の ENT1 によるリバビリン取り込み
活性には個人差が存在することが明らかと
なった。 
 
（２）ヒト肝細胞 cDNA を調製し、RT-PCR お
よびリアルタイム PCR により ENT1 mRNA 発現
量を解析した結果、HH291 において HH283 お

よび HH268 と比較し、約５倍高い ENT1 mRNA
発現が認められた（Fig. 2）。したがってヒ
ト肝細胞にリバビリン取り込みの個人差を
生じる要因は ENT1 mRNA 発現量の差異である
と考えられた。 
 
（３）マウス肝細胞におけるリバビリン取り
込み活性を測定した結果、リバビリン取り込
みはヒトと同様、ENT1 が最も寄与することが
明らかとなった（Fig. 3）。一方、ラット肝
細胞を用いて同様に検討した結果、ラットで
は CNT2 が主なリバビリントランスポーター
であり、ENT1 の寄与は小さかった。したがっ
て、マウスおよびラット、ラットおよびヒト
において肝細胞リバビリントランスポータ
ーには大きな種差が存在することが明らか
となった。 
 
（４）MDCK 細胞を用いてヒト腎に高く発現す
る CNT3 の安定発現系を作製し、リバビリン
取り込み活性を解析したところ、CNT3 は高い
リバビリン取り込み能を示した。リバビリン
取り込み活性を Eadie-Hofstee plot により
解析したところ、CNT3 は二つの異なる親和性
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Fig. 2. mRNA expression analysis  for ENT1. ENT1 and GAPDH  
mRNA expressions  were detected by RT‐PCR. NC, non‐template 
control.  ENT1 and CNT2 mRNA expression levels  were determined 
by real‐time PCR. The data  are shown  in relative abundance  (%) 
(mean±S.D) as  the level of ENT1 mRNA  in HH291 is  set to 100%, 
respectively. N.D.,  not detected.  
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Fig. 1. Ribavirin (10 �M) uptake by  human hepatocytes. Ribavirin uptake by hepatocytes was 
analyzed. Each value was calculated by subtracting the activity obtained at 4°C from that 
obtained at 37°C at the same ribavirin concentration. Each value is the mean ±S.D. of transport 
activity for three independent experiments, each performed in duplicate.  
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部位を持ってリバビリンを輸送することが
明らかとなった。したがって、CNT3 は腎にお
けるリバビリンの再吸収過程に主に寄与す
るトランスポーターであると考えられる。 
 

 上記研究のうち(1)～(3)は論文としそれ
ぞれ受理された。(1)に関しては、Journal of 
Hepatology の Editor に高く評価され、私た
ちの報告を基にした Editorialが掲載巻の冒
頭に掲載されている。（3）に関しては、創薬
に主に用いられるマウスおよびラットにお
いて非常に大きな種差を明らかとしたこと
から、本成果は核酸アナログの新規創製に際
して有用な情報であると評価された。 

本研究の遂行によりこれまで不明であっ
たリバビリン肝細胞取り込みの分子実体を
明らかとなり、さらにその機能に個人差を生
じる要因が初めて明らかとなった。リバビリ
ン薬効発現を規定する要因およびその個人
差の一端を明らかとした本研究成果は今後 C
型肝炎、ひいては肝癌による死亡率を減少さ
せる治療法の確立に貢献できると期待され

る。 
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Fig. 4. Kinetic analysis of ribavirin uptake by CNT3 stably expressing 
MDCK cells. The result was calculated by subtracting the value of 
mock/MDCK cells from that of each nucleoside transporter expressing 
MDCK cells. Each bar represents the mean ±S.D. of three 
independent determinations, each performed in duplicate.

ENT1

U
pt
ak
e 
(p
m
ol
/m
g 
pr
ot
ei
n/
m
in
)

0

1

2

3

4

5

6

N.D.N.D.

ENT1 
inhibitor

100 
nM

Na+ (+)

100 
nM

Na+ (-)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

U
pt
ak
e 
(p
m
ol
/m
g 
pr
ot
ei
n/
m
in
)

Mouse Rat

Na+ (+) Na+ (-)

100 
nM

N.D.

Fig. 3. Ribavirin (1 �M) uptake by hepatocytes was analyzed in Na+‐plus KHB (■) and 
Na+‐free KHB (□). In an inhibition assay, effects of NBMPR (100 nM or 100 �M) on 
ribavirin uptake by hepatocytes were analyzed in Na+‐free KHB. Each value was 
calculated by subtracting the activity obtained at 4°C from that obtained at 37°C 
at the same ribavirin concentration. Each value is the mean ±S.D. of transport 
activity for three independent experiments, each performed in duplicate. 
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