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研究成果の概要（和文）：臓器慢性疾患の予防や治療を目指し、疾患部位に多く存在する膜輸送体を利用し、炎症を抑
えることが本研究の目的である。膜輸送体は細胞膜に存在し、細胞内外での物質のやり取りを司る。したがって、疾患
部位に存在する膜輸送体は、予防や治療効果のある物質を送り込むために利用できる。本研究では、膜輸送体の一種が
肝線維化や炎症性腸疾患モデルの炎症部位に高いレベルで存在し、食物由来の抗酸化物質を細胞内へ取り込むことによ
って炎症抑制に働くことを示した。したがって、臓器慢性疾患の予防や治療を目的として、当該膜輸送体を利用し、強
力な抗酸化物質や薬物を炎症部位に送達する新たな薬物治療法を提唱することができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present project is to establish the strategy to prevent and/or 
treat with chronic inflammatory diseases in various organs using a certain transporter which is highly 
expressed in the diseased lesions. Transporters are generally involved in membrane transport (influx 
and/or efflux) of their substrates. Therefore, transporters highly expressed in diseased lesions could be 
a possible target which can be used to prevent and/or treat with the corresponding diseases. This project 
has revealed that a certain transporter is highly expressed in diseased lesions of liver fibrosis and 
inflammatory bowel disease models, and that the transporter is involved in uptake of a food-derived 
naturally occurring antioxidant in the diseased organs, leading to suppression of deterioration of those 
diseases. Thus, the present findings have proposed a new strategy for pharmacotherapy of those diseases 
using potent antioxidant and/or thepeutic agents targeted to the transporter.

研究分野： 薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
 肝臓、消化管等における臓器慢性疾患は根
本治療法がなく、有効な治療薬の開発が期待
される。肝臓においては、慢性肝炎時に見ら
れる線維化が疾患を悪化させる。肝線維化は
慢性化した炎症反応に起因し、肝実質細胞の
死滅や再生能の著しい低下(肝硬変)を起こす。
肝実質細胞は旺盛な再生能力を有するため、
線維化を抑制できれば、肝機能を保ち症状の
改善が期待できる。しかし現状では肝線維化
の発症や進行を根本的に抑える薬剤がない。
慢性肝炎では実質細胞の障害に伴い非実質
細胞の活性化とサイトカインの放出、それに
伴う酸化ストレスとさらなる活性化の結果
コラーゲン産生が起こる。従って肝非実質細
胞の活性化抑制が線維化治療の標的である。 
 研究代表者らは、線維化に働く非実質細胞
で食物由来の抗酸化物質エルゴチオネイン
(ERGO) を 細 胞 内 に 取 り 込 む 膜 輸 送 体
carnitine/organic cation transporter 1 
(OCTN1/SLC22A4）を見出した 1)。また、octn1
遺伝子欠損マウス(octn1-/-)を作製し、OCTN1
が生体内で ERGO を細胞内に取り込むこと、
OCTN1 が肝非実質細胞に発現することを見
出している 1,2)。ERGO は体内で合成されず食
物から摂取される強力な抗酸化物質である。
ERGO は fungi や mycobacteria が合成し、食
物連鎖によって動物体内にも存在する。特に、
タモギタケ等、一部のキノコには高濃度含ま
れていることが知られる。 
 肝非実質細胞への ERGO の取り込みは極
めて濃縮的であり細胞内濃度は細胞外の数
百倍にも達する。従って OCTN1 は ERGO を
非実質細胞内へ取り込むことで酸化ストレ
スを抑え生体防御に働くことが推察される。
よって OCTN1 を利用し ERGO や薬物を非実
質細胞へ特異的に送達することで線維化治
療に応用できる可能性がある。 
 さらに、OCTN1 は腸、脳、腎など、体内
の多くの臓器にも発現し ERGO を細胞内に
取り込む（図１）ので、これら臓器疾患でも
OCTN1 が応用できる可能性がある。炎症部
位に高発現し、ERGO を細胞内に取り込むこ
とで生体防御に働く膜輸送体 OCTN1 を利用
して、肝線維化を含む酸化ストレス関連疾患
の治療戦略を提唱することが本研究の目的
である。肝線維化など種々の臓器慢性疾患で
はその増悪に酸化ストレスが深く関与する。

炎症臓器に発現する OCTN1 を標的として
ERGO 等の抗酸化物質や薬物を送達する肝線
維化治療の方法論を確立できる可能性があ
る。さらに、同様な方法論を OCTN1 の発現
する他の臓器疾患にも発展させ、膜輸送体を
利用した疾患治療戦略を提唱することが期
待される。 
 
２．研究の目的 
 第一の目的として、OCTN1 が肝線維化の
防御に働くことを解明する。研究代表者らは
octn1-/-を作製し、飼育・繁殖させていること
から、野生型と octn1-/-で肝線維化モデルを作
製し両者を比較することで、OCTN1 の役割
を in vivo で実証する。さらに OCTN1 のヒト
非実質細胞での機能的発現を示すため、ヒト
肝星細胞株 LI90 を用いる。OCTN1 は基質認
識が広く(multispecific)、両方向性の膜輸送体
であるため、ERGO 以外の物質透過が線維化
抑制に働く可能性もある。 
 第二の目的として、他の酸化ストレス関連
疾患に対しても、同様な OCTN1 の役割を解
明する。酸化ストレスは肝以外の臓器慢性疾
患(炎症性腸疾患など)でも増悪の要因である。
OCTN1 は小腸、脳、腎でも ERGO を細胞内
に取り込む。特に、炎症性腸疾患であるクロ
ーン病病巣部では OCTN1 が高発現しており、
血液中 ERGO 濃度はクローン病患者で健常
人に比べ低い 2)。従って腸においても OCTN1
が ERGO を取り込むことで酸化ストレス抑
制に働く可能性がある。本研究では、野生型
と octn1-/-で酸化ストレス関連疾患モデルを
作製し両者を比較することで、当該疾患にお
ける OCTN1 の役割を in vivo で実証する。 
 第三の目的として、ERGO 等を用いた治療
戦略の確立を試みる。ERGO は食物に含まれ、
ヒトが日常摂取する安全な食品由来成分で
ある。従って、ERGO を積極的に投与あるい
は摂取させることにより、肝線維化や他の臓
器での作用が期待できる。本研究では、肝線
維化と神経新生に及ぼす ERGO の効果を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 上記の３つの目的に対応させて、以下の①
〜③の実験を行う。 
①野生型マウスと octn1-/-で肝線維化を比較
することで OCTN1 の役割を示す。7 週齢の
野生型マウスと octn1-/-に dimethylnitrosamine 
(DMN) 10 mg/kg を 1 日 1 回 3 週間腹腔内投与
することで DMN 誘発性肝線維化モデルを作
製する。肝切片を調製し、H&E 染色により細
胞障害を、Sirius Red 染色により線維化を検出
する。野生型に比べ octn1-/-での細胞障害や肝
線維化亢進を示す。同じマウスの肝切片を用
い 4-HNE (4-hydroxy-2-nonenal)染色を行うこ
とにより酸化ストレスを、-SMA の免疫染色
により活性化された星細胞(コラーゲンを産
生)を、F4/80 の免疫染色によりクッパー細胞
を、それぞれ測定する。野生型に比べ octn1-/-



での酸化ストレスの増加と星細胞の活性化、
クッパー細胞の増加を示すことで、OCTN1
による酸化ストレス抑制と免疫担当細胞の
増殖抑制を示す。ヒト肝星細胞株 LI90 におけ
る OCTN1 の機能的発現を、ERGO の取り込
み活性や OCTN1 の免疫染色によって示す。 
②野生型マウスと octn1-/-に dextran sodium 
sulfate (DSS)を飲水中より経口投与すること
で、DSS 誘発性腸炎モデルを作製する。体重
を観察、血便を grade(1-5)で評価、腸管組織
の長さや、腸管組織切片の H&E 染色により
組織損傷を観察する。 
③マウス胎児脳より初代培養神経幹細胞を
調製し、ERGO を添加後の神経細胞への分化
を、神経細胞のマーカータンパク質（MAP2
およびIII-tubulin）の免疫染色で観察する。
In vivo での ERGO の効果を検討するため、
ERGO を多く含むタモギタケエキス末を食餌
中に 1-10％含有させてマウスに摂取させ、一
定時間後の神経新生を海馬組織切片におけ
る doublecortin の免疫染色で検討する。タモ
ギタケエキス末を摂取させたマウスを使っ
て①に示す DMN 誘発性肝線維化モデルを作
製し、①と同様な手法で、肝線維化と酸化ス
トレスを測定する。 
 
４．研究成果 
①肝線維化における OCTN1 の役割 
 野生型マウスと octn1-/-で DMN 誘発性肝線
維化モデルを作製したところ、Sirius Red 染色
で評価した肝線維化は野生型に比べ octn1-/-

で顕著だった（図２）。同様に 4-HNE 染色で
評価した肝臓における酸化ストレスも野生
型に比べ octn1-/-で顕著だった。従って、
OCTN1 は肝線維化と酸化ストレスに対して
防御的に働くことが示唆された。野生型マウ
スでは、OCTN1 が食物由来抗酸化物質 ERGO
を細胞内に取り込み、肝臓中 ERGO 濃度が数
百µM存在する一方、octn1-/-肝臓中ではERGO
が検出されない 2)。従って、octn1-/-で酸化ス
トレスが高い原因が OCTN1 によって ERGO
が取り込まれないことである可能性がある。 
 実際、DMN 誘発性肝線維化モデルマウス
（野生型）肝臓中では線維化を起こしていな
い野生型マウス肝臓に比べ ERGO 濃度が高
かった。肝切片を OCTN1 抗体で染色したと
ころ、線維化組織において顕著な OCTN1 染
色が見られた。OCTN1 の染色像はクッパー

細胞のマーカーである F4/80 とは重ならない
一方、活性化星細胞のマーカーである-SMA
の染色像と重なったことから、肝線維化時に
OCTN1 が活性化星細胞で高発現することが
示唆された。そこで、活性化星細胞における
OCTN1 の機能的発現を検討するため、LI90
細胞と d9-ERGO（ERGO の重水素標識体）を
incubation 時の d9-ERGO の取り込みを測定し
たところ、時間依存的かつ濃度依存的な取り
込みが見られた。さらに、LI-90 は OCTN1 抗
体によって染色された。従って、OCTN1 が
ヒト肝星細胞に発現することが示唆された。 
 
②炎症性腸疾患における OCTN1 の役割 
 研究代表者らの以前の検討から炎症性腸
疾患の一つであるクローン病患者の血液中
ERGO 濃度が健常人に比べ低いことが報告さ
れている 2)。本研究において野生型マウスを
用いて DSS 誘発性腸炎モデルを作製したと
ころ、臨床での報告と同様、対照群に比べ血
液中および血漿中 ERGO 濃度が低下した（図
３）。水を飲ませた対照群では、そのような
低下は見られなかった（図３）。 

 次に、octn1-/-でも DSS 誘発性腸炎モデルを
作製し、体重推移を観察したところ、野生型
マウスに比べ、顕著な体重減少が見られた
（図４）。結腸の長さを測定したところ、
octn1-/-では野生型マウスに比べ短かった（図
４）。腸管切片を作製し、H&E 染色により組
織損傷を観察しスコア化したところ、野生型
マウスに比べ octn1-/-で組織障害が顕著であ
ることが裏付けられた。マクロファージのマ
ーカーである F4/80 の染色も野生型マウスに
比べ octn1-/-で顕著であった。従って、DSS 誘
発性腸炎モデルにおいても、OCTN1 が炎症
の防御に働くことが示唆された。また、腸炎
モデルと正常なマウスとで小腸組織切片の
OCTN1 染色を行ったところ、正常時に比べ
腸炎モデルで OCTN1 の発現が顕著に高かっ
た。組織中 ERGO 濃度を測定したところ、腸
炎モデルで高い濃度を示したことから、肝線
維化の場合と同様、OCTN1 の発現が炎症時
に上昇することが示唆された。腸炎モデルの
結腸から粘膜固有層単核球細胞(LPMC)を単
離し d9-ERGO と incubation したところ、
d9-ERGO の取り込みが見られた。OCTN1 抗
体を用いたフローサイトメトリーによって
LPMC での OCTN1 の発現も確認された。



LPMC にはマクロファージが含まれる。マク
ロファージでの OCTN1 の機能的発現を裏付
けるため細胞株 THP-1 を用い検討したとこ
ろ、d9-ERGO の取り込みと OCTN1 の染色が
確認された。従って、腸炎時においては ERGO
の吸収部位である小腸上皮での OCTN1 の高
発現により ERGO の消化管吸収が増加する
一方で、炎症部位に集積するマクロファージ
にもOCTN1が発現しERGOを取り込む結果、
血中 ERGO 濃度は正常時に比べ低下するこ
とが示唆された。以上の結果は、血中 ERGO
濃度のモニタリングが炎症部位へのマクロ
ファージの集積を表すバイオマーカーとな
りえる可能性を示すことから、IBD の病態を
反映するバイオマーカー探索において、
ERGO もしくは他の OCTN1 基質を用いる妥
当性が示唆された。 

 
③ERGO を用いた疾患予防・治療戦略 
 肝線維化に対して ERGO が防御的な役割
を示すかどうかを解明するため、タモギタケ
エキス末含有餌を摂取させた野生型マウス
で DMN 誘発性肝線維化モデルを作製したと
ころ、普通の餌を摂取したマウスに比べ、肝
線維化が顕著に低下した（図５）。同様に、
4-HNE 染色で評価した酸化ストレスも、モギ
タケエキス末含有餌を摂取させた群で顕著
に低かった。肝臓中 ERGO 濃度は普通餌に比
べ、タモギタケエキス末摂取群で顕著に高か
った。従って、ERGO に肝線維化抑制作用の
あることが示唆された。 

 次に OCTN1 が機能的に発現する中枢神経
系に対する ERGO の効果を検討した。タモギ
タケエキス末含有餌を摂取させたマウスに、
薬物の抗うつ作用評価モデルである Forced 
Swimming Test を実施したところ、うつ状態

の指標である 5 分間の無動時間が顕著に低下
した一方、ERGO と同様、水溶性の抗酸化物
質であるアスコルビン酸を摂取させた場合
には、そのような作用は見られなかった（図
６）。タモギタケエキス末摂取後の脳内 ERGO
濃度は、通常餌よりも顕著に高く、摂取量依
存的であったことから、経口摂取された
ERGO が脳内に移行していることが裏付けら
れた。神経新生が活発な海馬歯状回における
doublecortin 陽性細胞数はタモギタケエキス
末摂取により顕著に増加したことから、
ERGO に神経新生作用のあることが示された。 

 ERGO による神経新生作用を裏付けるため、
マウス胎児大脳皮質由来神経幹細胞に ERGO
を添加したところ、神経細胞マーカー陽性細
胞の割合が増加し、アストロサイトマーカー
陽性細胞の割合が減少した一方、同じ抗酸化
物質であるエダラボンやアスコルビン酸に
はそのような作用はなかった（図７）。マウ
ス胚性腫瘍細胞株 P19 を神経系前駆細胞様に
分化誘導後に OCTN1 をノックダウンすると
神経細胞マーカー陽性細胞の割合が減少し、
アストロサイトマーカー陽性細胞の割合が
増加した。一方で、ERGO を添加すると正反
対の影響が見られた。以上より、ERGO には
神経新生促進作用があることが分かり、その
作用は抗酸化作用ではない可能性が考えら
れた。ERGO による抗うつ作用の一部も、
ERGO の有する神経新生促進作用が関与して
いると考えられる。 
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