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研究成果の概要（和文）：本研究では、プロスタグランジンE2(PGE2)の細胞外への輸送経路、および炎症時に展開され
るMrp4、PgtおよびEPレセプターの局在解析を解明するために、歯髄炎モデルラットを作製し、遺伝子発現解析、免疫
組織化学的解析およびELISAを用いたPGE2輸送の寄与率の解析を行った。その結果、炎症歯髄で、Mrp4、PgtおよびmPGE
Sは主として血管内皮細胞で検出され、これらの細胞がPGE2の合成および排出方向への膜輸送機構を備えることが示唆
されるとともに、象牙芽細胞および血管内皮細胞に発現しているEP2およびEP4と結合することで様々な役割を演じるこ
とが推定された。

研究成果の概要（英文）：This study attempted to analyze the mRNA and protein expression of Mrp4, Pgt and 
EPs receptors with real-time PCR and immunofluorescent staining in lipopolysaccharide-inflamed rat 
incisor pulp tissue. Moreover, the amounts of PGE2 released from the inflamed pulp tissue in the presence 
of absence of inhibitors were assessed by using an enzyme-linked immunosorbent assay. Mrp4, Pgt, and 
mPGES expression were detected in the endothelial cells of normal and LPS-inflamed rat incisor pulp 
tissue, suggesting that these cells are associated with the biosynthesis and transmembrane efflux 
transport pathway of PGE2. Moreover, EP2 and EP4 were expressed in odontoblasts and endothelial cells, 
suggesting that EP2 and EP4 might play various roles in dental pulp inflammation by binding the PGE2.

研究分野： 歯内療法
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１．研究開始当初の背景 
 膜輸送担体(トランスポーター)は細胞膜上に発
現するタンパク質であり、脂質二重膜を通過でき
ない有機イオン、糖、薬物などを輸送することで、
生命維持に必須の物質交換のみならず、細胞
の特異機能や薬物の作用発現などに関与する
ことが注目されている。歯髄においても多彩なト
ランスポーターが発現し、その機能の調節に関
与する事が想定されるが、現在までこの方面の
検索は、申請者らの報告を除いて全く行われて
いない。 
 一方、プロスタグランディン(PG)E2 は血管拡張
などの炎症性変化に関与する代表的 化学伝達
物質であり、歯髄炎においてもこ の種の関与が
確認されている。この際、PGE2 は受動輸送のみ
ならず、種々のトランスポーターにより細胞内か
ら細胞外へ輸送された後、標的細胞の膜表面
のレセプターと結合することで機能を発揮すると
考えられる。ところが、PGE2 が organic anion 
transporter(Oat) フ ァ ミ リ ー や organic anion 
transporter polypeptide (Oatp) ファミリーに属す
るトランスポーターを介して輸送されるとの報告
がみられるものの、その輸送経路は不確定であ
り、検索が急務となっている。 
 申請者は上述の点に着目して検索を行ってお
り、wild type ラットの切歯歯髄に発現している各
トランスポーター群の網羅的解析の所見を得る
とともに、歯髄炎モデルラットで各種 PG トランス
ポーターの遺伝子発現レベルが様々な変動を
呈することも報告している。 

 しかしながら、従来の知見は主として遺伝子発

現レベルに関するものであり、各トランスポーター

群におけるPGE2輸送への関与(寄与率)がどの程

度のものなのかについては全く検討されていな

い。この点を明確とするためには、炎症時と非炎

症時でのPGE2に対する排出輸送比較実験が必

要不可欠と考えている。また、歯髄における各ト

ランスポーターおよび受け手となるPGレセプター

の局在解析もPGE2の輸送経路を明確にするうえ

で重要なファクターとなりうる。しかしながら、これ

らの点に注目した報告は未だなされていなかっ

た。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、これまでの検索解析を更に発展さ
せるために企画されたものであり、歯髄炎モデ
ルラットを用いた、PGE2 を基質とするトランスポ
ーターおよび特異的 PGE2 レセプターを網羅的
に検索することで、これまで不明確であった
PGE2 の細胞外への輸送経路、および炎症時に
展開されるトランスポーターおよび PGE2レセプタ
ーの時空間的局在変化を解明することを目的と
す る 。 つ ま り 、 ラ ッ ト 切 歯 歯 髄 に
lipopolysaccharide を貼付して歯髄炎モデルラッ
トを作製し、PGE2 を強制的に産生させた状態下
で、以下の検索解析項目について遺伝子発現
解析、寄与率の解析ならびに免疫組織化学的
解析を行うことにより、炎症歯髄におけるトランス
ポーター群の役割について、特に PGE2 輸送機

構に着目して検索を行った。 
 また、これまで未知であった歯髄組織における
トランスポーター群の発現、局在様式を網羅的
に検索するのみならず、歯髄炎発症後の PGE2
輸送経路に着目して、歯髄でトランスポーター
群が発揮する機能の一端を解明しようとするもの
である。各種トランスポーター群がさまざまな組
織で演じる多彩な機能を鑑み、本研究の結果が
歯髄疾患発症機構の分子・遺伝子レベルでの
解析に新たな地平を拓くものとなりうることが予
想される。さらに、トランスポーターは薬物輸送
担体として様々な組織における薬物動態に重要
な役割を果たすことから、薬効発現部位への効
果的なデリバリーが可能な薬物の開発などの視
点から創薬での領域でも多大な注目を集めてい
る。従って、効果てきな薬物輸送経路をターゲッ
トとした歯髄疾患に対する新規薬剤の開発等に
繋がる基礎的研究の端緒とした目的も含まれて
いる。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子レベルの発現量解析 
 Multidrug resistance associated protein 
(Mrp)-4、Prostaglandin transporter (Pgt)および
PGE2 レセプター群(EPs)の歯髄炎時における遺
伝子発現量について、リアルタイム PCR 法を用
いて正常時との経時的比較解析を行った。 
(2)免疫組織化学的解析 
 各 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 群 (Mrp4 お よ び
Prostaglandin transporter (Pgt))および EPs (EP2
および EP4)に対する特異的抗体を使用して、正
常および炎症歯髄におけるこれらの局在に対し
て蛍光抗体染色法を用いて解析した。 
(3)Mrp4 および Pgt の PGE2 細胞内輸送送達に
対する寄与率の探索 
各 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 阻 害 剤 を 利 用 し て 、
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法
によって PGE2 における寄与率を探索した。 
 
４．研究成果 
(1)遺伝子レベルの発現量解析 
 炎症歯髄モデルラットの切歯歯髄を用いたリア
ルタイム PCR 解析を行ったところ、Mrp4 では起
炎 2 日後に 1.5 倍に増加、Pgt では起炎 6 時間
後に 2.3 倍に増加しその後徐々に減少した。 
 

 
EP レセプターに関しては、EP1 は炎症誘発 6 時
間後に 0.3 倍に減少しその後徐々に増加したが、
EP2 は 6 時間後に 2.6 倍に増加のピークを迎え
た後、著明に減少した。また EP3, EP4 は類似し



た挙動を呈しており、前者は 3 日後に 0.1 倍に、
後者は 1 日後に 0.2 倍に減少のピークを示した
後、緩やかに増加した。 
 
 以上の結果から、各トランスポーターが歯髄炎
の病態形成や炎症歯髄での薬物動態調節に関
与している可能性が示唆された。EPs に関して
は、起炎後の挙動が一様でなかったことから、
PGE2の作用が炎症のステージに応じて異なるシ
グナル伝達経路を介して発現することが示唆さ
れた。 
 
(2)免疫組織化学的解析 
 炎症歯髄、正常歯髄とも、Mrp4、Pgt、および
microsomal PGE2 synthase がいずれも主として
CD31 陽性の血管内皮細胞の一部に共発現す
ることが確認された。従って、Mrp4、Pgt が歯髄
では主として血管内皮細胞に局在すること、およ
びこれらの細胞が PGE2生合成活性を有すること
が示唆された。 
 

 EPs に関しては、EP2 および EP4 がヒト歯髄組
織において象牙芽細胞および血管内皮細胞に
存在しており、これらの細胞が PGE2 の標的細
胞として性質を備えることが示唆されるとともに、
PGE2 が対応するレセプターとの結合を介して、
常態時の血流調節、急性炎症時の疼痛や血管
反応、さらには象牙芽細胞の機能調節などのさ
まざまな役割を演じることが推定された。 

 
(3)Mrp4 および Pgt の PGE2 細胞内輸送送達に
対する寄与率の探索 
 Mrp4 阻害剤であるジピリダモールを使用した
場合は、71.3%の PGE2 濃度の減少を認め、 
Pgt 阻害剤であるブロモクレゾールグリーンを使
用した場合でも、85.9%の PGE2 濃度の減少を認
めた。これらの結果から、Mrp4 および Pgt は歯
髄において PGE2 を排出方向に輸送していること
が示唆された。 
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図１　Pgt，Mrp4 およびmPGES の正常歯髄における免疫組織化学的局在解析
　A-C: PGTと CD31 との免疫染色，D-F: Mrp4 と CD31 との免疫染色，G-I: mPGES と CD31 との免疫染色
　ラット切歯正常歯髄ではMrp4，Pgt およびmPGES 陽性反応はCD31（血管内皮細胞マーカー）陽性反応と同一部位に観察
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図２　PGE2 の排出輸送へのMrp4 の関与
　炎症歯髄（LPS 貼付 24 時間後）あるいは正常歯髄からの
PGE2 排出量を ELISAで測定
　Mrp4 阻害剤として dipyridamole を使用
　（n ＝ 3; *P < 0.01，**P < 0.05　Bonferroni 検定）
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