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要旨

肝臓において、毛細管膜上に存在するATP依存性の輸送蛋白である多剤耐性関連蛋白(mrp)ファミリー

は抱合型有機物質などの胆汁中排池に与かっている。この中でもmrplと町p2が同様の基質親和性を有し

る。 mrplの健常時及び胆汁うっ滞時の発現についての報告がないので、まずこれを明らかとする為

に、下記の実験を行った。ラットの総胆管を結索して閉塞性黄痘を作成し、経目的に肝と腎を摘出し

mrplの免疫組織化学的染色を行った。対照のラット肝細胞では、町plは細胞質内に弱く頼粒状に染色さ

れた。総胆管結紫術後には、細胞質内の染色性の増加と共に類洞側肝細胞膜上に帯状~頼粒状の染色が

認められた。 mrplの染色性は経目的に増加した。ラット腎では、対照グループではmrplの発現は無かっ

たが、総胆管結紫術後にはかなりの尿細管上皮に発現が認められた。本研究では、ラットの閉塞性黄痘

モデルの肝と腎におけるmrplの変動から病態時の臓器相関を明らかにしたものである。

KEY JORDS: 胆汁うっ滞、 mrpl、.肝腎相関、免疫組織染色

〔注工集kK定料金rq_io!cJ)官-ema.ι(，乞役者ゐ守でぢ〕
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Research Report 

Background and aims: 

The liver and kidney play a major role in the elimination of a wide variety of endo・

xenobiotic anionic substances into bile and urine [1， 2]. Biliary and urinary excretion of 

these anionic compounds is mediated by adenosine triphosphate (ATP)-dependent 

conjugate pumps that have been identified as members of the multidrug resistance-

associated protein family. Two members of this family， MRP1/mrp1 and MRP2/mrp2 

have been demonstrated to have similar S1郎 tratespecificity and nucleotide sequence [3， 

4]. MRP2/mrp2 is located on the canalicular membrane of hepatocytes as well as on the 

brush border membrane of renal proximal t由ules[5， 6， 7， 8]. The activity of this 

transporter is absent in the mutant Groningen Yellow (GY月R)rats and Eisai 

hyperbilirubinemic rats (EHBR) [9]， which are rat models of Dubin-Johnson syndrome 

[10， 11， 12， 13]. In MRP1・transfectedhepatic/r~nal cells and in various multidrug-

resistant tumor cells， MRP1 has been found to be located on the basolateral membrane 

[2， 14， 15]. However， no exact localizations of hepatic and renal MRP1/mrp1 have been 

as yet demonstrated in cholestatic condition. In the present study， we evaluated 

immunohistochemically the intracellular localization of mrpl in liver and kidney during 

acute.bi1iary obstruction. 

Materials and Methods 

Animals. 

Male Wistar rats weighing 240-260g were purchased from Nihon SLC (Shizuoka， 

J叩an).A11 animals were kept according to the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals (由eNational Institutes of Health Publication 86・23，revised 1985). 

Animals were housed in a temperature and humidity controlled room under a constant 

light and dark cyc1e and allowed free access to feed and water. Animals were 

anaesthetized with pentobarbital. A11 sur訴calprocedures were performed under sterile 

condition.百四 commonbile duct was ligated at 2 points and cut between distal and 

proxim叫 ligaturesas described previously [16]. The liver and kidneys were removed 

on 0 (control group; n=4)， 1 (n=3)， 3 (n=3)， and 5 (n=3) days after BDL. For 

immunohistochemistry， liver or ki也leyswere immediately embedded in OCT 
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embedding medium (Miles Inc， Ell41art， IN， USA) on世yice and then stored at・80oC 
until use. Blood and urinary samples were collected from animals， and their billirubin 

levels were determined using a standard assay. 

Antibodies. 

M中1(m・20)，an affinity-purified go剖 polyclonalantibody raised against a peptide 

mapping near the carboxy terminus of mouse mrp1 was purchased from Santa Cruz 

Biotechnology Inc. (Santa Cr同 CA， USA)・Themouse monoclonal antibody CD26， 

raised against rat dipeptidylpeptidase IV (DPPIV)， a canalicular marker enzyme， was 

purchased仕omSerotec Ltd (Oxford， England). Alexa fluor goat anti-rabbit/mouse and 

donkey anti-goat IgG (H+L) conjugates were obtained from Molecular Probes Europe 

BV (Leiden， Netherlands). Other reagents w町eof high quality commercially available. 

Immunofluorescence sωin加g.

Tissue sections were cut into 8μm-thickness with a cryostat and placed on poly-L-

lysine-coated glass microscope slide. After air-drying for 2 hours， the tissue sections 

were fixed in aceton里at・20oC for 10 min and then rehydrated with Tris buffer 

solution (TBS)， pH 7.6. Nonspecific binding sites were blocked with 2 % bovine serum 

albumin (BSA) i!J. TBS pH 7.6 for 30 min at room temperature. Thereafter， the tissue 

sections were incubated overnight at 4 oC with m中1(m・20)antibody or CD26 

antibody瓜 1:100or 1:50， respectively. Unbound antibody w錨 washedfrom the tissue . 

with TBS (pH 7.6). Then， the tissue sections were incubated with donkey anti-goat or 

goat anti-mouse IgG-Alexa in 2% BSA-TBS at 1:400 for 3 hours at room temperature. 

Mter叩propri縦 washingwith TBS (pH 7.6)， the tissue specimens were mounted with 

SlowFade (Molecular Probes Europe BV， Leiden， Netherlandの.Finally， the sections 
were observed by epifluorescence microscopy (Nikon Uぽ，To勾o，J叩an)and confocal 

Iぉerscanning microscopy (Lsm410， Carl Zeiss， Jena， Germany) using the excitation 

wavelength of argon (488 nm) or heliumσ43nm)・Negativestaining was pぽおrmedby 

incubating the medium without the primary antibody. 

Results 

Plasmαbilirubin level and liver histological changes 

Compared to controls， the serum level of total bilirubin increased 8， 12， and 10 times on 

days 1， 3， and 5 after BDL， respectively. Urinary excretion of bilirubin also increased in 

parallel with serum bilirubin after BDL. 
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Immunofluorescence staining 01 hepatic mrpl 

Weak gra1;lular staining of m中1was mainly observed in hepatocyte cytoplasm of 

control r剖s.百legreen staining with belt-and granule-like appearance gradually 

increased in hepatocyte plasma membrane after BDL. Double staining with antibodies 

against mrp1 (green) and DPPIV (red) revealed th剖 thedistribution of belt-and 

granule-like staining of m中15 days after BDL was absent in the canalicular membrane 

of hepatocytes. 

In:zmunofluorescence staining 01 renαlmrpl 

In the present study， no specific immunofluorescence of mrp1 was detected in control 

rat kidney. The expression of renal mrp1 was not signi日cantlydifferent from the control 

1 day after BDL. However， mrp1・positivestaining was detected in epithelia of some 

tubules in the kidney 3 days after BDL. Similar staining patterns were essentially 

observed in some renal tubules 5 days after BDL. 

Discussion 

A1though m中1has been reported to increase in membrane fractions of isolated 

hepatocytes in experiment叫cholestasis[17]， subcellular localization of the protein has 

not been as yet reported. In our study， weak immunostaining of mrp1 was observed at 

least" in hepotocyte cytoplasm of control rats. In agreement with this， previous reports 

[18， 19] have shown that mrp1 is predominantly found in the intracellular vesicles of 

normal hepatbcytes. However， the granular staining of m中1was observed in both 

basolateral"membrane and cytoplasm of hepatocytes after BDL. It is inferred台omthe 

staining that the newly synthesized mrp1 was being shipped through transcytotic 

vesicles from the endoplasmic reticulum to the basolateral membrane. 

Immunocytochemical studies have shown that mrp1 is located in the plasma membrane 

of mrp1・transfectedcarcinoma cel1s [15] and drug-resistant tumor cells [20]. Our data， 

together with previous reports， indicate that changes in the localization of mrp1 may 

depend on the pathophysiological condition of hepatocytes. 

The substrate specificity of mrp1 appears to be very similar to that of mrp2， also known 

as canalicular multispecifi.c organic anion transporter (cmoat) [21， 22]. In addition， 

mrp1 knockout mice are hypersensitive to inflammatory st加uli[23]. Thus， the 

expression of mrp1 may be associated with the cytosolic concentration of both 

cholephilic compounds and. mediators of inflammatory reaction during cholestasis. 
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Furthermore， the number of mrp1・positivebasolateral membranes of hepatocytes 

increased ，concomitantly with the duration of ligation， suggesting the occurrence of 

increased eff1ux of conjugated organic anions into the systemic circulation. 

Elevation of serum bilirubin was consistent with a steady increase in urinary bilirubin， 

suggesting that the kidneys may play a significant role in the elimination of conjugated 

bilirubin and other organic anions from blood into urine. Mr中p2iおse偲xpressedin t由hea叩picall 

c membrane of renal prox討imalepがit由heli担awhere i抗tma勾yfunction as a pump of amphiphi臼lic

a:p.i拘on山 C∞ompoundsa邸cros路sthe luminal membrane [10， 24]. BDL induces high 

expression of m中2in renal proximal epithelial cel1s (Kobayashi Y et al. Hepatology 

2000:32: 429a [油stract])，This mechanism m句 facilitateelimination of anionic 

constituents into urine. In the present study， we also demonstrated that the location of 

mrp1， di百erentfrom that of mrp2 (date not shown)， w凶 insome renal tubules after 

BpL. These tubules might be distal ones. Under normal conditions， distal tubules 

p訂ticipatein the transport of ions and H20. On the other hand， the distal tubules may be 

easily exposed to high concentrations of excretory compounds during the course of 

water reabsorption [25]. Induction of mrp1 might protect distal tubules企omthese 

putative nephotoxic compounds. Polyuria occurring in mrp1 knockout mice caused by 

some drugs such as etoposide [25] is consistent with this hypothesis. 

In brief， the present study demonstrated that granular staining of m中1is over-expressed 

in basolateral membrane and cytopl出mof rat hepatocytes after BDL. Mrp1 was also 

detected in sbme tubules of kidneys. The induction of mrp1 may be the results of an 

adaptive or protective response to impairment of hepato・biliaryorganic anion transport 

during obstructive cholestasis. 
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associated protein 1 (mrp1) and mrp2 in 

hepatocytes and renal tubular epithelial cells 

after bUe duct ligation in rats 

三重大学医学部第三内科 袈 秋玲、小林由直、樋口国博、

田中裕滋、竹内圭介、垣内雅彦、

足立幸彦

近畿大学医学部消化器内科 上硲俊法

. . 

{目的]mrp1およびmゅ2は、抱合ピリルピンを始め多くの有機アニオンを

細胞内から外に排池するATP依存性トランスポーターの一つである。我々は

閉塞性黄痘モデルラットにおいて肝細胞及ひ守腎尿細管上皮細胞のmrp1およ

びmrp2蛋自発現とその細胞内局在について蛍光免疫組織染色を用いて検

討した。【方法]Male Wistar rat に総胆管結紫 (Bi1eDuct Ligation ; BDL) 

を施行し、 BDL前後に肝臓および腎臓を摘出した。それぞれ凍結切片を作

成した後、 mr下1およびm叩2'こ対す.るポリクローナル抗体を用いて蛍光免疫

組織染色を行い、レーザー顕微鏡にて観察した。[成績}肝細胞においては、

BDL前にはmrp1蛋白は明らかな発現を認めなかったが、 BDL施行120時間

後には、 mrp1蛋白は肝細胞毛細胆管側膜上に弱いながらも発現が認められ

た。m叩2蛋白はBDL前には肝細胞毛細胆管側の膜上に発現が認められたが、

BDL施行後には肝細胞膜上に存在したm叩2蛋白は著明に減少し、細胞膜近

傍の細胞質内にmr下2蛋白が不明瞭なシグナルとして認められた。腎臓におい

ては、 BDL施行前にはmrp2蛋白は近位尿細管上皮のbrushborder上に発現

していた。 BDL施行後にはbrushborder上及び細胞質内ともに発現の増強が

認められた。 mrpl蛋白の腎臓における発現は現在検討中である。{結論】閉

塞性黄痘モデルラットにおいて、 mrplの肝細胞毛細胆管側膜上への発現が

弱いながらも認められた。また、肝細胞毛細胆管側膜上のmrp2蛋白は著明

に減少し、腎尿細管上皮brushborder膜上のmゅ2蛋白は増加していた。

日中医学協会助成事業一日本財団助成金による

. .". 
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総胆管結繋ラットの肝および腎における multidrug resistance-assoc 

iated protein 1 (mrpl) および mrp2 の組織内分布と細胞内局在に関

する検討

斐秋玲、小林由直、田中裕滋、田口由紹子、樋口国博、垣内雅彦、馬 寧(*)、 仙波礼治 C*)、

足立幸彦、上硲俊法 C**)

三重大学第3内科、三重大学第2解剖学 C*)、近畿大学消化器内科(**)

Distribution and intracellular localization of 

multidrug resistance-associated proteins 1 Cmrp 

1) a n d 2 Cm r p 2) i n r a t 1 i ve r a n d k i d n e y a f t e r 

"bile duct ligation 

Qiu-Ling Pei， 

Yoshinao Kobayashi， 

Yuj i ，Tanaka， YU，~iko ， 

Taguchi， Kunihiro， 

Higuchi， Ning Ma C*)， 

Reiji SembaC*)， 

Yukihiko・Adachi and Toshinori Kamisako C**) 

Third Department of Internal Medicine， 

Mie，University 

School of Medicine， 

(*) Second Departmentof Anatomy， Mie 

University School 

of Medicine， and 'C**) Department of 

Gastroenterology andHepatology， Kinki 

University School ofMedicine 



〆が戸.，...

戸〆F
〆，~，

SUMMARY 

The Iiver and kidney play a major role in the elimination of a wide variety of endo-xenobiotic 

anionjc substrates into bile and urine， They are mediated by adenosine triphosphate (ATP)-

dependent conjugate export pumps， multidrug resistance-associated proteins. In this report， 

chronological regulations and localization of mrpl and mrp2 in rat liver and kidney during bile 

duct ligation were exanimated using immunof1urescence staining. BDL induced down-regulation 

and fuz勾， pericanalicular localization of mrp2 in rat liver. This change was accompanied by the 

corresponding increase in hepatorenal mrpl， increase in renal mrp2. Reciprocal changes of these 

transporters in liver and kidney are probably the results of an adaptation to impaired hepatic 

excretion of conjugated organic anions. 

始めに

肝や腎では多くの物質を血中から摂取し、胆汁や尿中に排池している ( 1， 2) 。 これらの物

質のうち、有機アニオンの排池には細胞膜上に存在する multidrugresistance-

associated proteins (mrp) とよばれるATP依存性のトランスポーター

が関与している。 mrpのうち mrpl と mrp2は輸送する基質、アミノ酸配列が類似している。

しかし mrplは mrp2に較べて生理的な状態での発現量が著明に少ないことが報告されており、

肝や腎における局在が十分に検討されていない。 我々は総胆管結猿 (bile duct 

ligation: BDL) によりラットの胆汁うっ滞モデルを作製し、肝および腎におけるmr

plおよび mrp2'の発現の変化を蛍光免疫染色により検討した。

対象と方法

雄性，SDラット(体重 240""'260g)に BDLを施行した。 BDL前(=コントロール、 n

= 4)、1日後 (n= 3)、3日後 (n= 3) および5日後 (n= 3)に肝及び腎を摘出した。

又、臓器摘出時に血液を採取し、血清ピリルピンを測定した。

-免疫組織染色:ラットmrp2に対する抗体としてはドイツ癌研究センターの Keppler教授

より供与された EAG15ウサギポリクローナル抗体を使用した。ラット mrplに対する抗体し

ては、 Mrp(mー 20)ヤギポリクローナル抗体 (SantaCruz Biotechnolog 

y Inc.， Santa Cruz， CA) を使用した。これらの一次抗体と蛍光標識した2次

抗体を用いて組織免疫染色を行った。



結果

・血清ピリルピン濃度:

血清ピリルピン濃度は、 BDL1日、 3日および5日後にはコントロールと較べてそれぞれ約8，

12， 1 0倍に上昇した (Fig.1)。 血清ピリルピンはBDL3日後に最も上昇し、 5日後には

やや下降した。

mrp2の免疫組織染色:

コントロール肝では、 mrp2蛋白は肝細胞毛細胆管側に限局して存在した (Fig.2)0 BDL 

1日後には、 mrp2の染色性はコントロールと比較して弱くなり、 BDL3日後には毛細胆管側膜に

近い肝細胞質内に不明瞭な mrp2が染色された。 BDL5日後には毛細胆管側肝細胞膜上の明瞭な

mrp2染色が門脈域周辺を中心に認められた。

一方、腎において BDL後は、近位尿細管内腔側および内腔に近い細胞質に mrp2蛋白の増加が

'.' .認められた。

mrp1の免疫組織染-色:

コントロール肝では、 mrp1は主に肝細胞内ベシクルとして染色された (F i g. 3)0 BDL 

により肝肝細胞膜上の mrp.lは徐々に増加し、肝細胞毛細胞管側膜および外側膜 (latera 

1 m e m.b r a n e)に多く認められた占一方、今回の検討では、コントロール腎においては mrp

1の明らかな存在は確認できなかった (F i g. 4)。しかしBDL3日から5日後では、 mrp1蛋

白はいくつかの遠位尿細管において発現が認められた。

考察

BD.Lにより、肝細胞毛細胆管側膜上におけるmrp2蛋白の down-regulationが

観察された。肝細胞膜および細胞質内における形態的な特徴は従来の報告と一致した (5"'"7)。興味深

いことにBDL5日後においてmrp2蛋自の肝細胞毛細胞管側膜への復帰はまず門脈域周辺に起こり、

次第に中心静脈周囲にまで進行していく傾向が認められ、門脈域から開始する何らかの回復機序の存在

が示唆された。

mrp1はコントロールではわずかに肝細胞質内に認められるのみであったが、 BDLにより毛細胞

管側膜および外側膜に発現が認められた。このことは、閉塞性黄痘においてmrp2を介して行われる

有機アニオン輸送の障害をmrp1が協調して調節している可能性を示唆した。さらに腎においては、

閉塞性黄痘時には、これらのトランスポーターがピリルピンや他の有機アニオンを代償的に尿中に排池



していると思われた。
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図表の解説

Fig.1. Time course ofplasma biIirubin after BDL. 

Fig.2. ImmunofIuorescence staining of mrp2 in the control rat liver . 

Mrp2 was localized on the canaIicular membrane in control rat liver. ( original magn証ication:X 

75) 

Fig.3. ImmunofIurescence staining ofmrp1 in the Iiver of control rats. 

Weak st~ining of mrp1 diffused in hepatic cytoplasm in the absence of cIear membrane domains 

iri control rat Iiver. ( original m agnification: x 150 ) 

Fig.4. ImmunofIurescence staining ofmrp1 in the kidney of control rats. 

No specific staining was recognized In the controlkidney. 


