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研究成果の概要（和文）：炎症反応に重要なプロスタグランジンE2(PGE2)を認識する膜輸送体OATP2A1が間質性
肺炎(肺線維症)に果たす役割を評価した。肺胞上皮細胞に強く発現するOATP2A1により肺胞腔中のPGE2が肺胞上
皮を通過し組織への輸送されることが示された。Oatp2a1機能を喪失した間質性肺炎マウスモデルでは肺胞腔中
にPGE2がうっ滞し、肺組織の炎症が増悪したことから、OATP2A1機能が肺恒常性維持に重要であることが実証さ
れた。さらに、OATP2A1の機能に影響を及ぼす医薬品が同定され、低分子化合物を用いた本輸送体機能調節が可
能であることが判明した。本成果は総説を含む13報の論文に報告された。

研究成果の概要（英文）：Expression of functional prostaglandin transporter (OATP2A1/SLCO2A1) 
responsible for local distribution of an inflammatory mediator, prostaglandin E2 (PGE2), was 
investigated in the lungs using animal and cellular models for pulmonary fibrosis. Oatp2a1 was found
 to be expressed at the apical membranes of type 1 alveolar epithelial cells (AT1) in the mouse 
lungs, and to mediate transcellular transport of PGE2 from alveolar lumen to interstitial tissues. 
In a bleomycin-induced pulmonary fibrosis model, PGE2 was accumulated in the alveolar cavity and 
interstitial pneumonia was aggravated in Slco2a1-/- mice, indicating an essential role of OATP2A1 in
 the lung homeostasis. Furthermore, several small compounds were fund to alter OATP2A1 function 
based on in vitro screening. These findings are useful to develop a therapeutic strategy to prevent 
the lungs from severe inflammation and fibrosis.

研究分野： 薬物動態学、分子生物学

キーワード： トランスポーター　肺　線維化　プロスタグランジン　炎症　OATP2A1/SLCO2A1

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プロスタグランジンE2の分布を調整するプロスタグランジン輸送体（OATP2A1/SLCO2A1）の機能喪失が間質性肺
炎の増悪と関連することが初めて明らかになり、OATP2A1機能が肺の恒常性維持に重要であることが示唆され
た。また、本輸送体の機能を調節する低分子化合物やその構造的特徴に関する情報も得られた。間質性肺炎は予
後が極めて不良である難治性疾患であり、早急な確立が望まれている。本研究成果は、OATP2A1の機能賦活化が
肺組織線維化の予防に有効であることに理論的根拠を与えるものであり、将来、間質性肺炎の治療戦略確立に向
けて応用展開が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 肺へ侵入した病原体や異物により肺上皮細胞が損傷すると、しばし
ば生命を脅かす肺疾患が生じる。中でも、特発性肺線維症は間質の炎症と線維化を特徴とする
進行性の拘束性肺疾患であり、予後は著しく不良である。現在、効果が明確な治療法はなく、
研究の進展が望まれている。 
肺線維化は肺胞上皮の修復過程で肺胞上皮細胞、炎症細胞、および間質細胞(線維芽細胞等)

の均衡が破綻した結果であり、その原因は脂質代謝異常や肺胞上皮細胞機能不全など諸説ある
が、未だに不明である。研究開始時点において、特発性肺線維症患者の肺組織や気道内での PGE2

量の減少が報告されていた(Am Rev Respir Dis, 144:1080, 1991)。また、PGE2は肺間質組織にお
いて線維芽細胞の増殖や代謝活性を抑制することから、抗線維化を有することが示唆されてい
た(Am J Crit Rev Care Med, 182:73, 2010)。2012 年、肺線維症患者に頻発する“ばち指”発症の
責任遺伝子の 1 つとして、PG 輸送体(OATP2A1 または PGT)をコードする SLCO2A1 が見出さ
れていた(Hum Mutat, 33:660, 2012)。研究代表者は、薬物や生体機能分子の体内動態調節に働く
輸送体研究を展開し、輸送体の生理的役割解明やその DDS への応用に関する研究に実績を有し
ており、PGE2に親和性が高い OATP2A1/SLCO2A1 が肺線維化に果す役割に着眼した。 
 
２．研究の目的 本研究では OATP2A1 の機能変動が肺組織内での PGE2分布に変化をもたらす
ため、肺胞上皮や間質組織に存在する細胞により維持されている恒常性が破綻し、肺線維症が
悪化すると仮説を立て、肺組織及び細胞レベルで、OATP2A1 による PGE2動態と間質性肺炎と
の関係を明らかにすることを目的とする。組織レベルでの検討は、Slco2a1 遺伝子欠損(Slco2a1
—/—)マウスを用い、ブレオマイシン(BLM)を投与して得られる肺線維化モデルを作製し、肺組織
内の PGE2分布変化と間質性肺炎の進行を観察する。また、細胞レベルでは、初代培養肺上皮
細胞や線維芽細胞を用い、OATP2A1 による PGE2動態調節機構を検証する。また、OATP2A1
の重要性が示唆される場合、OATP2A1 の機能調節物質を探索し、機能・発現の制御の治療効果 
への展開を図る。 
 
３． 研究の方法 
(1) BLM 誘導性肺線維症モデル作製 ペントバルビタール(i.p., 50 mg/kg)でマウス(C57BL/6J、
Slco2a1+/+、Slco2a1—/—)を麻酔後、頸部を切開し、BLM を気管内に投与(1 mg/kg)した。BLM 投
与後5および14日間飼育したマウスを間質性肺炎および肺線維症モデルとしてそれぞれ種々の
検討に用いた。対照群にはリン酸緩衝液(PBS)を投与した。肺組織パラフィン切片をヘマトキ
シリン/エオジン(HE)及びシリウスレッド染色に供し、炎症の程度を評価した。 
(2) 肺胞起動洗浄(BAL)による試料調製 ペントバルビタール(i.p., 50 mg/kg)でマウスを麻酔
後、露出させた気管に挿管し、PBS(0.5 mL)の注入・回収(洗浄)を 2 回繰り返し計約 0.8 mL を
回収した。回収した洗浄液を BAL 液として、PGE2および気管内細胞を採取した。回収された
総細胞数は血球計数盤を用いて計数した。BAL 細胞をスライドガラスに滴下後、室温でドライ
ヤーを用いて風乾し、スライド標本を作製した。スライド標本を May-Grünwald Giemsa 染色に
施し、顕微鏡 (ECLIPSE E200; Nikon, Tokyo, Japan)を用いて観察し、BAL 細胞を分画した。 
(3) 遺伝子発現解析 RNAisoPlus®(Takara Bio)を用い、全 RNA を抽出後、逆転写酵素により
cDNA を調製し、種々の遺伝子のｍRNA 発現を定性/定量的 RT-PCR 法により評価した。タンパ
ク質発現は Western blot 法により検討した。抗 Pgt ウサギ、抗 Pgt ギニアピッグ抗体は富山大学
薬学部製剤学研究室細谷健一博士から提供を受けた。 
(4) 免疫組織化学 一般的に、組織パラフィン切片を、目的の一次抗体と湿潤箱内で 1～24 時
間反応させたのち、ペルオキシダーゼまたは蛍光色素を結合させた二次抗体と反応させ、抗原
抗体反応を観察した。化学染色の場合は、3,3'-ジアミノベンジジン四塩酸塩(DAB)で酵素反応
を可視化し、ヘマトキシリンを用いて細胞核を染色後、カバーガラスで封入した。蛍光免疫染
色の場合は、細胞核の染色には Hoechst 33342(2 μg/mL)を使用した。DAB および蛍光像は光学
顕微鏡(Nikon、E200)または共焦点レーザー顕微鏡(LSM 710、Carl Zeiss)、HS オールインワン
顕微鏡(Keyence、BZ-9000)を用いて観察した。取得された画像は、画像解析ソフトウェア Image 
J[1]や ZEN(Carl Zeiss)により定量的に解析した。 
(5) AT1-L 細胞の調製 既報[2]に従い、マウス及び Wistar ラット(7 週齢、♂)から 2 型肺胞上
皮(AT2)細胞を調製した。Ikehata らの報告[3]に基づき、AT2 細胞を 2×105個/cm2の濃度でディ
ッシュに播種し、37°C、5% CO2下 6 日間培養し、1 型肺胞上皮細胞(AT1)様細胞(AT1-like cells、
以下 AT1-L)へと分化転換させ、実験に用いた。 
(6) 取込み・透過実験 ヒト OATP2A1 発現細胞 HEK/2A1 および AT1-L 細胞をディッシュに
播種し(1-2×105個/cm2)、取込み実験に用いた。 透過は AT1-L 細胞を 2×105 個/well の濃度で、
fibronectin で表面処理した多孔性トランスウェルインサート(口径 0.4 μm、0.33 cm2)上に培養し
て実施した。基質として[3H]PGE2(0.05-0.25 µCi/mL)または 6-carboxyfluorescein (6-CF、10 µM)
を含む薬液を加え、反応を開始した。37°C で一定時間静置後、上清を除去し、氷冷バッファー
で細胞を洗浄し、反応を停止させた。細胞溶解液中の放射能または蛍光(ex.485 nm, em.535 nm)、
およびタンパク質量を測定した。基質取込みは細胞内蓄積量を細胞外基質濃度で除した
Cell-to-medium (CM) ratio、膜透過は透過係数(Pc)で表した。OATP2A1 阻害薬物のスクリーニ
ングは、金沢大学がん進展制御研究所より提供された FDA 承認薬ライブラリ(含 636 薬物)を用
い、各薬物を 10 または 25 µM に調製し、6-CF の取込み阻害率を指標とした。 



(7) ラット肺線維芽細胞の単離と培養 ペントバルビタール(i.p., 50 mg/kg)麻酔下、Wistar ラ
ット(7 週齢、♂)肺を PBS で灌流後摘出し、0.25% トリプシン PBS 溶液中で組織を破砕した。
ウシ胎児血清 10％を含む DMEM 培地中で組織片を約 1 週間培養し、遊走した線維芽細胞を回
収した。継代数 6～13 の細胞を実験に用いた。 
(8) ラット AT1-L/線維芽細胞の共培養 AT2 をトランスウェル上に播種後 5 日目に、トランス
ウェルの裏面に線維芽細胞(3×104個/cm2)を播種した。37℃、5％CO2下 1 時間静置した後、元
のプレートに戻し 1 日間共培養し、TGF-β1 の作用に対する PGE2や BSP の影響を評価した。 
(9) LC-MS/MSによる PGE2の定量 各試料中の PGE2は LC-MS/MS(Shimadzu LCMS-8050)を
用い ESI 法(negative モード)で分析した。PGE2の Q1 は 351.00 (m/z)、Q3 は 271.35 (m/z)、内
標準である PGE2-d4 の Q1 は 355.00 (m/z)、Q3 は 275.25 (m/z)として測定した。他の PG 類お
よび PGE2の代謝物についても同様に測定を行った。 
(10) タバコ煙抽出物(CSE)の調製 既報[4]に基づき、セブンスター(JT)から CSE を調製した。
CSE 量は、溶液中のニコチン濃度を HPLC で測定し規定した。 
 
４．研究成果 
(1) OATP2A1機能喪失による肺線維化増悪 BLM で
線維化肺を作製した。組織化学的解析により、投与後
14 日目、Slco2a1+/+群と比較し、Slco2a1—/—群の肺呼吸領
域で有意な肺胞壁の肥厚及びコラーゲンの蓄積増加を
認めた。AT1 の肺胞腔側に Oatp2a1 の強い発現が観察
され、Slco2a1—/—マウス由来初代培養 AT1-L による PGE2

取込みはほぼ消失した。Slco2a1 欠損により、BLM 投
与後の BAL 液中 PGE2は有意に増加した。Slco2a1—/—マ
ウスでは、PGE2の合成・代謝酵素の発現に変化がみら
れなかった、OATP2A1 による PGE2分布調節が肺の恒
常性維持に重要であることが示された(発表論文⑬)。 
線維化が悪化した原因を理解するため、Slco2a1—/—マ

ウス肺で活性化される組織の増殖・分化に関わるシグ
ナル伝達を RT-PCR、Western blot 法で検討した。線維
化に主要な役割を果すTgf-β1 シグナルやそれと協調す
る PKCδのリン酸化が顕著に増加する傾向認められた
(図 1、発表論文⑬)。 
(2) 間質性肺炎の増悪 間質性肺炎が進行し、肺線維
化が起こる。BLM投与初期の炎症進展に及ぼすSlco2a1
欠損の影響を観察した。投与後 5 日目、対照マウスと
比較し Slco2a1 欠損により、肺組織で顕著な細胞の浸潤や増殖が
みられ、組織の肥厚に伴う肺胞の狭小化がより広範囲で観察さ
れた。気道へ浸潤した炎症細胞は Slco2a1—/—群で有意に増加し、
BAL により回収された細胞では Il-1β や Tnf-α 等の炎症性サイト
カインの mRNA 発現が増加していた。さらに、Slco2a1—/—マウス
肺組織では、Nf-kB を構成する p65 の核内移行が増加した。
Slco2a1—/—マウス BAL 液中の PGE2量に増加傾向がみられた。し
たがって、Slco2a1 欠損による線維化の増悪は間質性肺炎の悪化
と関連することが示された。 
 間質性肺炎において気道・肺胞中の主な PGE2産生源として肺
胞マクロファージ(Mφ)がある。Mφ 由来サイトカインの発現が
BAL 細胞画分で有意に増加したことに着目し、マウス Mφ モデ
ル細胞を用い OATP2A1 の発現と機能を解析した。結果的に、Mφ
では細胞内小胞に OATP2A1 の局在が観察され、PGE2の開口分
泌に関わることを見出した。さらに、細胞及び組織レベルでPGE2

動態解析を進め、OATP2A1 による PGE2分泌仮説を提唱した(発
表論文⑫、③)。これらの結果は、OATP2A1 の発現や PGE2動態
に及ぼす影響が細胞のタイプに依存することを意味するが、詳
細は不明である。 
(3) OATP2A1 による肺胞 PGE2動態制御機構の解明 OATP2A1 による PGE2輸送機構を解明
するために初代培養 AT1-L をトランスウェルに培養し、PGE2膜透過を評価した。頭頂膜(Apical, 
AP)側から側底膜(Basolateral, BL)側への PGE2の膜透過係数(PcPGE2, AP→BL)は、OATP2A1 阻害剤
(BSP、suramin)存在下で有意に阻害されたが、PcPGE2, BL→APは PcPGE2, AP→BLの約 20%程度であり、
BSP 存在下で阻害されなかった。さらに、細胞間隙輸送マーカーである mannitol の透過に方向
性はなく、AP→BL 方向の透過係数は PcPGE2, AP→BLの約 4%程度であり、BSP の影響もみられな
かった(図 2)。さらに、PGE2の経細胞輸送への MRP4 の寄与を検討した。PcPGE2, AP→BL は
MRP4 選択的阻害剤 ceefourin-1 濃度依存的に減少したが、OATP2A1 による PGE2輸送は
ceefourin-1 存在下で変化しなかった。したがって、AT1 の AP 側 OATP2A1 及び BL 側 MRP4 を
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図 1 マウス肺組織における炎症や線維化に関
わるシグナル伝達分子の発現と活性化  
(A)Western blotによるタンパク質発現およびリン酸
化、(B)Western Blot の定量的解析の結果を示す
（n = 5-6、Mean ± SEM）。 
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図2 PGE2のAT1-L膜透過と透過係
数に及ぼす OATP2A1 阻害剤の影響 
(A)PGE2 細胞透過量の時間推移、
(B)PGE2及び mannitol の Pc（n = 3、
Mean ± SEM）。+BSP: 25 μM存在下 
 



介して、PGE2が肺胞腔から間質組織方向へ輸送されることが示唆された。さらに、AP 側に重
水素標識した PGE2(PGE2-d4)を添加し、膜透過と細胞からの PGE2分泌を分離評価した。PGE2-d4

の AP 側減少量及び BL 側増加量はいずれも BSP 存在下で有意に減少し、BL 側で増加した
PGE2-d4量(BSP 無：2.53、BSP 有：1.61 pmol/well)は、BSP の有無にかかわらず AP 側で減少し
た PGE2-d4量(BSP 無：2.31、BSP 有：1.59 pmol/well)とほぼ等しく、細胞内 PGE2-d4量に有意な
差は認められなかった(BSP 無：0.015、BSP 有：0.019 pmol/well)。PGE2-d4代謝物が検出されな
かったことから、AT1 上の OATP2A1 は肺胞腔中に分泌された PGE2を BL 側へ再分泌すること
が示唆された(発表論文①)。 
さらに、AT1-L/線維芽細胞共培養系を構築し、線維化に関わる TGF-β1 シグナルに対する BSP

の効果を検討した結果、AT1-L 細胞において TGF-β1 により誘導された線維化促進タンパク質
Pai-1 の mRNA 発現は BSP により阻害される PGE2の膜透過と関連することが判明した。PGE2

の作用点については今後詳細な検討を必要とするが、OATP2A1 により AP 側から BL 側へ輸送
された PGE2が AT1-L または線維芽細胞で作用する可能性が示唆された。 
(4) OATP2A1 機能・発現調節物質の探索 
FDA 承認薬ライブラリ収載 636 薬物の
OATP2A1阻害効果をOATP2A1強制発現細
胞HEK/2A1 を用いてスクリーニングした。
プローブ基質 6-CF の取込みを 50％以上阻
害した 51 薬物のうち、PG 類縁体を除く、
suramin、pranlukast、olmesartan、zafirlukast、
及び losartan の 5 薬物が[3H]PGE2取込みを
90%以上阻害し、OATP2A1 に強い阻害親和
性を示した。特に、suramin の IC50値(0.17 
µM)は OATP2A1 選択的阻害剤として報告
されていた TGBz26A の IC50値(0.38 µM)
に匹敵し、OATP2A1 に選択的の高い阻害剤として報告した。さらに、興味深いことに、zileuton
や pranoprofen 等の医薬品を含む 10 薬物が OATP2A1 輸送活性を 50％以上上昇させることが明
らかになり、低分子化合物を用いて OATP2A1 の機能調節が可能であることが示唆された(図 2、
発表論文⑨)。 
一方、喫煙は肺線維化の危険因子として知られている。本研究課題においては、タバコ煙抽

出物(CSE)がヒト及びラットの OATP2A1 の機能を阻害し、ｍRNA 発現を抑制する結果を得た。
これは、Slco2a1 欠損マウスにみられた線維化増悪と矛盾せず、喫煙などの環境因子による肺毒
性の作用点として OATP2A1 の重要性を示す成果である。 
(5) OATP2A1 による発現調節機構 BLM で作製された線維化肺では、線維化部位において
Oatp2a1 タンパク質発現が減少する傾向がみられた。Slco2a1—/—マウス肺で TGF-β1 シグナルが活
性化されていたため、SLCO2A1 を発現するヒト肺胞上皮由来細胞株 A549 を用いて、TGF-β1
が OATP2A1 の発現に及ぼす影響を評価した。TGF-β1 処置により OATP2A1 mRNA の発現は顕
著に上昇したが、タンパク質発現は有意に低下し、2 週間後にはほぼ消失した。すなわち、
OATP2A1 はTGF-β1 シグナルにより転写促進と翻訳抑制の二重支配を受けることが示唆された。
今後、OATP2A1 発現調節機構の詳細な検討が待たれる。 
   
 本研究成果により、炎症メディエータである PGE2を認識する OATP2A1 の PGE2分布調節が
肺の恒常性維持に重要であることを実証された。低分子化合物を用いて OATP2A1 の機能調節
が可能であることも判明し、今後の線維化手法の開発への応用が期待される。 
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