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研究成果の概要（和文）：本研究では、リバビリン薬効発現の規定要因を明らかとすることを目

的として、purine nucleoside phosphorylase（PNP）の機能解析をおこなった。その結果、ヒ

ト小腸において PNP はリバビリン代謝を担う主要な酵素であり、その機能レベルはリバビリン

吸収量を規定することが明らかとなった。したがって、PNP の機能制御機構やその発現に影響

を及ぼす遺伝子多型を解明することにより、リバビリン治療効果の個人差の要因が明らかとな

ると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study was to identify a role of purine 
nucleoside phosphorylase (PNP) in ribavirin absorption. We showed that PNP expressed in 
human small intestine exclusively metabolized ribavirin to inactive nucleobase. We also 
showed that the level of PNP activity/expression was one of the determinant factors for the 
level of ribavirin absorption. Therefore, it can be concluded that PNP plays an important 
role in determining ribavirin plasma concentration through its metabolizing ability in 
human small intestine. 
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１．研究開始当初の背景 
 

C 型肝炎は我が国における最大の肝癌発症
因子である。その治療にはインターフェロン
+リバビリン併用療法が用いられ、これは標
準療法であると同時に唯一の治療法である。
しかしこの併用療法の奏功率は約 6～７割に
とどまり、残りの症例では治療効果が得られ

ない。日本における患者数は 200 万人に達す
ること、C型肝炎は自然治癒しないことから、
併用療法の奏功率向上は急務の課題である。 
治療効果に個人差を生じる原因は不明であ
るが、高いリバビリン血中濃度を得た患者に
おいて治療奏功率が高いと報告されている。
したがって、リバビリン血中濃度を規定する
リバビリン経口摂取後の吸収量は、その薬効
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発現を規定する重要な因子であると考えら
れる。リバビリンの吸収に関して、これまで
にヒトにおける生物学的利用率は 28-85％と、
著しい個体差が存在することが報告されて
いる。リバビリンの主な代謝臓器は肝臓では
ないと考えられていることから、小腸におけ
る吸収過程に生物学的利用率の大きな個人
差の要因があると考えられる。プリン核酸誘
導体であるリバビリンは親水性が高く、リバ
ビリンの小腸上皮細胞への取り込みには管
腔 側 細 胞 膜 に 発 現 す る concentrative 
nucleoside transporter 2 (CNT2)が必要で
あることが報告されている。一方、これまで
に小腸における代謝に関する報告はないが、
purine nucleoside phosphorylase (PNP)が
リバビリン代謝活性を有することは報告さ
れている。したがって、CNT2 および PNP はと
もにリバビリン吸収量を規定する重要なタ
ンパク質であると考えられる。 

さらにここで着目すべき点は、これらタン
パク質が機能的複合体【プリン核酸輸送代謝
連関装置】を形成している可能性にある。こ
れはプリン核酸の輸送と代謝が独立したプ
ロセスとして存在するのではなく、細胞内で
はタンパク質同士が会合/近接することによ
りひとつの複合体を形成し、これにより高効
率な輸送-代謝反応を可能としている、とい
う概念である。これまでに、小腸は食餌中の
プリン体全てを尿酸まで代謝しうるほど驚
異的なプリン代謝能力を持つこと、サイトゾ
ル酵素であるはずの PNPが他のプリン代謝酵
素群と共に小腸上皮細胞管腔側に局在して
いること、さらに CNTs により取り込まれた
リバビリンは他の核酸トランスポーターフ
ァミリーで輸送される場合よりも核酸塩基
に分解されやすいこと、が報告されており、
これらは個々のタンパク質の独立した機能
のみでは説明できない。したがって小腸にお
けるリバビリン吸収は、CNT2 および PNP を構
成要素とし、さらに装置形成と機能制御に寄
与する scaffold タンパク質や細胞内輸送タ
ンパク質などを加え、その機能や発現が体系
的に制御された輸送代謝連関装置によりお
こなわれていると考えられる。したがってリ
バビリン吸収過程の大きな個人差を解明す
るためには、輸送代謝装置を構成する個々の
タンパク質の機能ばかりでなく、装置全体の
機能に影響を及ぼす装置形成・修飾機構や構
成タンパク質遺伝子の発現制御機構なども
明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、リバビリン吸収に関与するプ

リン核酸輸送代謝連関装置の分子実体とそ
の機能制御基盤を明らかとするため、PNP の
リバビリン吸収における役割、CNT2 と PNP の

協調作用、さらにこれらタンパク質の遺伝子
機能変動要因を明らかとすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト試料 
 
Human Ileal S9（Lot No. HIS 045257850005）、

Human Jejunal Cytosol（Lot No. HJC 
045274220005）は KAC(東京)より購入した。
BD UltraPoolTM  Human Cytosol 150（Lot No. 
38289）は BD Biosciences（Woburn、MA、USA）
より購入した。本実験におけるヒト由来試料
の利用は、千葉大学大学院薬学研究院の倫理
員会において事前に承認を受けた。 
 
(2) PNP cDNA および CNT2 cDNA クローニング 
 
ヒト小腸 cDNA は、ヒト小腸 total RNA（東

洋紡、大阪）から作製し、これを鋳型として、
polymerase chain reaction（PCR）により PNP 
cDNA および CNT2 cDNA をクローニングした。
これら cDNA は pcDNA3.1 zeo(-)（Invitrogen、
Carlabad、CA,USA）に挿入(PNP/p3.1、
CNT2/p3.1)、または pET-14b（Merck KgaA、
Darmstadt、 Germany）に挿入し（PNP/pET）、
塩基配列の確認をおこなった。また、PNP/pET
を鋳型として部位指向的変異導入法をおこ
ない、PNP p.G51S/pET を作製した。 
 
(3) 精製 PNP および PNP p.G51S の作成 
 
精製 PNP および PNP p.G51S は pET 大腸菌

発現システム（Merck KgaA）を用い、His-Tag
を利用した精製法により作成した。得られた
酵素は sodium dodecyl sulfate-polyacryl 
amide gel electrophoresis (SDS-PAGE)、お
よび抗 PNP抗体を用いたウエスタンブロット
法により解析した。 
 
(4) PNP 活性測定 
 
PNP のイノシン加リン酸分解活性は、生成

する尿酸を吸光度法で測定することにより
解析した。PNP のリバビリン加リン酸分解活
性は、リバビリンを基質とし、代謝物 TCONH2

の生成量を高速液体クロマトグラフィーに
より定量することにより測定した。速度論的
パラメーターの解析には DeltaGraph 5（日本
ポラデジタル株式会社、東京）を用い、基質
濃度に対する反応初速度をプロットするこ
とにより Michaelis 定数（Km）、最大反応速
度（Vmax）を算出した。 
 阻害実験では、PNP 阻害剤としてガンシク
ロビル（和光、大阪）を用いた。 
 



 

 

(5) PNP 強発現 Caco2 細胞の作製 
 
 Caco2 細胞は American Type Culture Coll- 
ection (Manassas, VA, USA)より入手した。
PNP/p3.1をCaco2細胞にトランスフェクショ
ンし、薬剤選択および細胞の単一化をおこな
い、PNP/Caco2 を作製した。コントロールに
は、pcDNA3.1 empty を用いて同様に作製した
CTRL/Caco2 を用いた。PNP の発現解析は上述
の活性測定およびウエスタンブロットによ
りおこなった。 
 
(6) リバビリン透過アッセイ 
 
 PNP/Caco2およびCTRL/Caco2細胞をインサ
ートメンブレン上に播種し、トランスウェル
システムで 2週間の継続培養により単層膜を
形成させた。単層膜は経細胞電気抵抗値を測
定することにより確認した。リバビリンをイ
ンサート培地に添加し、30分後にウェル側か
ら培地を採取し、固相抽出法によりリバビリ
ンを回収した。これを高速液体クロマトグラ
フィーで測定することにより、リバビリンの
透過量を算出した。 
 
(7) PNP mRNA 発現変動解析 
 
 PNP mRNA の高い発現が認められる LS180 細
胞（DS PharmaBiomedical、大阪）を 60-mm dish
に播種してコンフルエントにした後、エタノ
ール（1, 2.5, 5%）を 48 時間曝露した。こ
の細胞から cDNA を調製し、プローブ法によ
るリアルタイム PCR により、PNP mRNA 発現量
を解析した。内標には glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA を
用いた。 
 
(8) CNT2 と PNP の協調作用の解析 
 
 HeLa 細胞は American Type Culture Coll- 
ectionより入手した。HeLa細胞にCNT2/p3.1、
PNP/p3.1、または empty pcDNA3.1 プラスミ
ドを単独、または組み合わせてトランスフェ
クションした。そこから４８時間後に、[3H]

リバビリン(Moravek, Brea, CA, USA)を基質
としてトランスポートアッセイをおこなっ
た。リバビリンの取り込み活性は液体シンチ
レーションカウンターにより放射活性を測
定することにより算出した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 精製 PNP のイノシンおよびリバビリン
加リン酸分解活性および変異 p.G51S の影響 
 
精製酵素を用いて、PNP によるイノシンお

よびリバビリン代謝の特性解析および、PNP
遺伝子に高頻度に見出される遺伝子多型
p.G51S の機能解析をおこなった。 
まず、精製 PNP によるイノシン加リン酸分

解の速度論的パラメーターを解析した。その
結果、Km値は 40.2±6.4(μM)、Vmax 値は 40.5
±17.8(μmol/mg/min)であった。また同様に
リバビリン加リン酸分解の速度論的パラメ
ーターを解析したところ、Km 値は 887±
93(μM)、Vmax 値は 110±18(μmol/mg/min)
であった。一方、精製 PNP p.G51S によるイ
ノシン加リン酸分解では、Km 値は 35.2±
9.8(μM) 、 Vmax 値 は 36.0 ±
6.8(μmol/mg/min)であった。またリバビリ
ン加リン酸分解では、Km値は 942±76(μM)、
Vmax 値は 131±8(μmol/mg/min)であった。   
したがって、イノシンほど良好ではないも

のの、PNP はリバビリンを基質することが明
らかとなった。さらに、PNP 遺伝子に存在す
る遺伝子多型 p.G51S は PNP 機能にほとんど
影響を及ぼさないことが明らかとなった
(Fig. 1)。 
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Fig. 1. 精製PNPおよびPNP pG51Sのリバビリン代謝活性

PNPとその変異体のリバビリン代謝活性はHPLCにより解析をおこな
い、得られたプロットから速度論的パラメーターを算出した。
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Fig. 2. ヒト小腸におけるPNPの発現とそのリバビリン代謝活性
上、ウエスタンブロットによるPNPの発現解析。ヒト小腸サイトゾルで
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(2) ヒト小腸における PNP発現とリバビリン
代謝能 
 
 リバビリン吸収におけるヒト小腸 PNPの役
割を明らかとするため、まず、ヒト小腸サイ
トゾルにおける PNPの発現レベルを解析した。 
 ウエスタンブロットにより PNPの発現を解
析したところ、PNP は対照としたヒト肝サイ
トゾルと比べヒト小腸サイトゾルにおいて
高く発現していた（Fig. 2）。これら試料を
用いてリバビリン代謝活性を解析したとこ
ろ、ウエスタンブロットの結果と一致して、
ヒト小腸サイトゾルにおいてヒト肝サイト
ゾルよりも高い活性が認められた。また、こ
れらリバビリン代謝活性は PNP特異的阻害剤
であるガンシクロビルにより消失した(Fig. 
2)。 
 以上より、ヒト小腸において PNP は高く発
現し、リバビリンの代謝を担っていると考え
られた。 
 
(3) ヒト小腸 PNPのリバビリン吸収における
役割 
 
 ヒト小腸 PNPの発現レベルがリバビリン吸
収量の規定要因となるか解析するため、小腸
モデル細胞である Caco2 細胞を用いて PNP 強
発現系の作成をおこなった。 
 Fig. 3 に示すように、PNP を強発現させた
PNP/Caco2 細胞では、非導入細胞である
CTRL/Caco2 細胞と比較し、約３倍高い発現が
認められた。 
 そこで次に PNPの発現レベルとリバビリン
細胞膜透過量の関連を解析した。その結果、

PNP/Caco2 細胞におけるリバビリンの細胞膜
透過量は CTRL/Caco2 細胞と比較して優位に
少なかった（Fig. 4, P<0.05）。この時、両
細胞における密着結合能の指標となる経細
胞膜電気抵抗値には差異は認められず、リバ
ビリン細胞内取り込みレベルにも差異は認
められなかった。 
 以上の結果から、小腸に発現する PNP はリ
バビリンを代謝することにより、その吸収量
を規定する要因となる可能性が考えられた。 
 
(4) ヒト小腸 PNP の発現誘導要因の探索 
 

ヒト小腸 PNP の発現変動は、PNP によるリ
バビリン代謝を変動させる。そこで、PNP が
高く発現する LS180 細胞を用いて、その発現
変動要因の探索をおこなった。その結果、エ
タノール（2.5-5％）により、PNP mRNA の発
現の上昇傾向（1.2-1.4 倍）が認められた。
これまでに小腸上皮細胞においてリバビリ
ンの細胞内取り込みに関与する CNT2 におい
ても同様にエタノールにより mRNA 発現量の
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Fig. 3. Caco2細胞を宿主としたPNP強発現系の作成
上、ウエスタンブロットによるPNPの発現解析。PNP強発現細
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上昇傾向が認められている（1.5-2 倍、未発
表）から、プリン核酸の取り込みと代謝に関
わる両タンパク質の発現変動は連動してい
る可能性が考えられた。 
 
(5) リバビリン取り込みにおけるCNT2とPNP
の協調作用の解析 
 
 遺伝子導入が容易な HeLa細胞を用い、CNT2
によるリバビリン取り込みに対する PNPの影
響を解析した(Fig. 5)。その結果、CNT2 導入
細胞でコントロール(Mock)よりも高いリバ
ビリン取り込み活性が認められ、この取り込
み活性は PNP存在下において上昇する傾向が
認められた。しかし、PNP のみの導入細胞で
はリバビリン取り込み活性の上昇は認めら
れなかった。 
 したがって、HeLa 細胞において CNT2 によ
るリバビリン取り込み活性は PNPとの協調作
用により上昇する可能性が考えられた。 
 
(6) 総括 
 
 本研究により、PNP はリバビリン代謝を担
う主な酵素であることが明らかとなり、小腸
に存在する PNP の機能的・量的レベルはリバ
ビリン吸収量の決定要因となりうることが
明らかとなった。したがって、小腸 PNP の機
能および発現量の個人差は、リバビリンの吸
収量の個人差、さらにはリバビリンの薬効発
現の個人差を規定する要因となる可能性が
考えられる。このような個人差の要因として、
PNP 遺伝子に存在する遺伝子多型が考えられ
る。本研究の結果、PNP 遺伝子に存在する非
同義置換 p.G51S は PNP によるリバビリン代
謝に影響を及ぼさなかったことから、今後他
の遺伝子多型に着目した検討を進めていく
必要があると考えられた。 

また、本研究の結果、PNP はリバビリンを
代謝するのみならず、CNT2 の機能を正に制御
することにより、効果的な輸送-代謝系を構
築している可能性が見出された。さらに、こ
れらタンパク質の発現がエタノールにより
共同して変動したことを考え合わせると、小
腸リバビリン輸送代謝連関装置の構成因子
は、協調的なメカニズムにより個々の機能お
よび発現が制御されていると考えられる。し
たがって、リバビリン吸収量の個人差の要因
を解明するためには、個々のタンパク質の機
能変動要因のみならず、タンパク質間の協調
関係を明らかとしていく必要があると考え
られる。 

以上本研究では、小腸リバビリン吸収メカ
ニズムおよびその変動要因の解明に取り組
み、その責任タンパク質の同定および機能制
御要因の一端を明らかとした。今後、これら
成果を基盤として、さらに詳細なリバビリン

吸収メカニズムの解明とその個人差の要因
解明を進めていく必要がある。これら成果は、
リバビリン血中濃度の個人差の要因を明ら
かとすると期待され、さらにはリバビリンに
よる C型肝炎治療のさらなる質の向上に貢献
できると期待される。 
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