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研究成果の概要（和文）：本研究では、エイコサノイドの細胞外放出について解析を行った。LC/MS/MSによる細胞内お
よび細胞外エイコサノイドの一斉定量系を新規に確立し、培養細胞系あるいは細胞膜小胞輸送実験系に応用した。プロ
スタノイド産生細胞として汎用されるA549細胞において、PGE2、PGF2α、TXB2が細胞外に放出された。各種阻害剤やMR
P4 siRNAを用い、これらの細胞外放出におけるMRP4の寄与を評価したところ、PGE2とPGF2αの細胞外放出には部分的に
MRP4が寄与し、一方でTXB2の細胞外放出にMRP4は寄与しないことを明らかとした。EPA由来3型プロスタノイドにおいて
も同様の結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to estimate the contribution of transporters to the 
prostanoids release from the cells. We established the LC/MS/MS analytical methods and applied to the in 
vitro studies using determination of prostanoids released from culture cells and vesicullar transport 
assay. In the experimentes using MRP inhibitors and MRP4 siRNA, MRP4 partly contributes to the release of 
PGE2 and PGF2α but not TXB2 from A549 cells. EPA-derived prostanoids also showed similar results.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： プロスタノイド　トランスポーター　細胞外放出
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１．研究開始当初の背景 
（1）炎症誘発に関わるω-6 系脂肪酸由来エ
イコサノイドおよび収束に関わるレゾルビ
ン や プ ロ テ ク チ ン な ど の specialized 
pro-resolving mediator（SPM）を含め、脂
質メディエーターの細胞外放出機構につい
てはほとんど明らかとされていない。脂質メ
ディエーターは、それらの分子内に親水性の
官能基を有することからなんらかのタンパ
ク質が細胞外放出機構として働いていると
考えられている。 
 
（2）複数の有機アニオントランスポーター
（organic anion transporter（OAT）ファミ
リ ー 、 organic anion transporting 
polypeptide（OATP）ファミリー、multidrug 
resistance-associated protein （MRP）フ
ァミリー）がエイコサノイドを輸送すること
が報告されている（J. Pharmacol. Exp. Ther. 
301:293-298, 2002; Science 268:866–869, 
1995; Curr. Med. Chem. 15:1981-2039, 2008）。
エイコサノイドの作用発現を考えた場合、細
胞内で産生されたエイコサノイドが細胞外
に放出されて受容体に結合する必要がある。
しかしながら、内因的に産生される脂質メデ
ィエーターの細胞外放出に関わるトランス
ポーターの寄与を明らかにした報告は皆無
である。 
 
（3）申請者は、トランスポーター機能解析
とともに脂質メディエーター、特にエイコサ
ノイドを中心とした生体内微量分子の分析
系の確立を行っている。細胞外のみならず細
胞内の主要プロスタノイドの一斉定量系を
構 築 し て い る （ J. Chromatogr. B 
879:3378-3385, 2011）。 
 
（4）ヒト肺がん細胞株 A549 におけるプロス
タノイドの細胞外放出を検討したところ、
PGE2とTXB2の細胞外放出に対するMRP阻害剤
の感受性が異なっていた。 
 
２．研究の目的 
脂質メディエーター、特にエイコサノイド

の細胞外放出機構について、これまでに未同
定の放出機構の解明も含めた解析を行い、エ
イコサノイド放出制御による炎症性疾患治
療の可能性について基礎的情報を蓄積する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）LC/MS/MS による細胞内および細胞外エ
イコサノイドの一斉定量系を確立した。 
 
（2）MRP4 発現膜小胞輸送系を用いてエイコ
サノイドの輸送特性を解析した。 
 
（3）A549 細胞より調製した膜小胞を用い、
PGE2の輸送特性を解析した。 
 

４．研究成果 
(1)エイコサペンタエン酸由来 3 型プロスタ
ノイドである PGE3、PGD3、PGF3α、TXB3、Δ
17-6-keto PGF3αの細胞内および細胞外量の定
量系を確立した。分析法バリデーションの実
施により、高精度・高確度な方法をあること
を確認した。本法を A549 細胞に応用したと
ころ、細胞内では PGE3 と TXB3、細胞外では
PGE3、PGF3αおよび TXB3が観察された（図１）。 

 
(2)MRP4 発現細胞膜小胞を用い、PGE3、PGF3α

および TXB3の輸送特性を解析した。これらの
プロスタノイドは ATP 依存的に MRP4 により
輸送されることが明らかとなった（図２）。 
また、MRP4 を介した輸送の見かけのミカエ

リス定数（Km）は、2.9μM（PGE3）、12.1μM( 
PGF3α)および 11.9μM（TXB3）であった。 

 各種阻害剤を用いた検討より、これらの 3
型プロスタノイドは、既知の MRP4 基質と同
様の阻害剤感受性を示したことから、MRP4 の
新規基質であることを明らかにした。 

 
(3)A549 細胞におけるプロスタグランジン放
出における MRP4 の寄与を見積もるために、
阻害剤を用いた検討とsiRNAを用いた検討を
行った。阻害剤を用いた検討では、ジピリダ
モールが PGE2、PGF2αおよび TXB2の細胞外放
出を有意に阻害した。しかし、PGE2、PGF2αに
比べ TXB2への阻害の程度は弱かった。一方で、
プロベネシドは、PGE2、PGF2α阻害せず TXB2

を有意に阻害した（図３）。siRNA を用いて
MRP4 をノックダウンしたところ、PGE2と PGF2

αは有意に細胞外放出量の低下が認められた
が、TXB2の細胞外放出量は変動しなかった（図
４）。上記の結果より、PGE2と PGF2αの細胞外
放出に関して MRP4 は部分的に寄与している
こと、また TXB2の細胞外放出に MRP4 が寄与
しないことを明らかとした。3 型プロスタノ



イドについても同様の検討を行い、2 型プロ
スタノイドと同様の結果を得た。 

 
(4)MRP4 以外のプロスタノイド放出タンパク
質の輸送特性を精査するため、A549 細胞より
調製した膜小胞におけるATP非依存的なPGE2

の輸送を解析した。種々の駆動力に関する検
討を行ったところ、pH 依存的な輸送が認めら
れた。また、阻害剤の感受性は、これまでプ
ロスタノイドを輸送すると報告されている
トランスポーターのものとは異なることよ
り、新規プロスタノイド放出トランスポータ
ーの存在が示唆された。 
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