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研究成果の概要（和文）：本研究において、①マキシアニオンチャネルMaxi-Clのポア構成分子実体がSLCO2A1で
あること、②C127細胞の浸透圧性細胞膨張時ATP放出にこのSCLO2A1が関与すること、③マウス摘出心臓において
虚血・再灌流直後にピークを示すATP放出が観察され、これにもSLCO2A1が関与すること、④その際に放出された
ATPは心保護効果を示し、アデノシンA1受容体シグナルによって仲介されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cellular release of ATP is a key event in purinergic signaling in animal 
tissues. We showed previously that the ATP release is mediated by Maxi-Cl in many cell types 
including cardiomyocytes. Here, we have identified SLCO2A1, which is known to be a prostaglandin 
transporter (PGT), as the pore component of Maxi-Cl. Also, we have shown that SLCO2A1 is involved in
 swelling-induced ATP release from Maxi-Cl-rich C127 cells. When Langendorff-perfused mouse hearts 
were subjected to oxygen-glucose deprivation (OGD), ATP was released to the coronary effluent upon 
reperfusion. This OGD-induced heart ATP release was suppressed by in vivo pre-injection of 
SLCO2A1-siRNA or by application of a PGT blocker, indicating a SLCO2A1 involvement in the 
OGD-induced cardiac ATP release. This ATP release was associated with increased left ventricular 
developed pressure, in a manner sensitive to an adenosine A1 receptor antagonist, suggesting a 
protective role of released ATP via A1 receptor signaling.

研究分野： 分子細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) マキシアニオンチャネル（Maxi-Cl）は、
生体内で多くの組織に存在する大型単一チャ
ネルコンダクタンス（300－600 pS）を示すア
ニオンチャネルであり、特に細胞膨張時など
においてクロライドイオンのみならず ATP な
どの陰荷電ヌクレオチドも通して、それらを
細胞外へと放出する通路を与えることが知ら
れている。しかし、その分子実体は長く不明
であった。私達は、質量分析法と siRNA スク
リーニング法を駆使してのゲノムワイドアプ
ローチにより、Maxi-Cl に関与する単一遺伝
子 slco2a1 を同定した。この遺伝子産物は、
これまでプロスタグランジントランスポータ
PGT として知られているので、SLCO2A1 が
Maxi-Cl のポアそのものを担う分子であるか
どうかは定かではなかった。また、SLCO2A1
が細胞膨張時 ATP 放出に実際に関与するかど
うかについても未解明であった。 
(2) 心臓では虚血時に心筋細胞自身から ATP
が放出されることが古くから知られていた。
私達は、心室筋細胞からの虚血性 ATP 放出は
Maxi-Cl を通って行われることを細胞レベル
の研究で示してきた。しかし、心臓器官レベ
ルでの虚血・再灌流性 ATP 放出においても
Maxi-Cl および SLCO2A1 が関与するかどうか
については未知であり、しかもこの放出 ATP
が虚血心に障害的に作用するのか、それとも
保護的に作用するのかについても不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、第１に SLCO2A1 が Maxi-Cl
のポア構成分子であるかどうかを明らかにし、
第２に SLCO2A1 を内在的に高度に発現する
C127 細胞の浸透圧性膨張時の ATP 放出に
SLCO2A1 が実際に関与するかどうかを明らか
にすることである。また、ランゲンドルフ灌
流心標本において、酸素・グルコース除去
（oxygen-glucose deprivation: OGD）後の再
酸素・グルコース投与による虚血・再灌流モ
デル実験系において ATP 放出がもたらされる
ことを確認し、その ATP 放出に SLCO2A1 が関
与するかどうかを、インビボ siRNA 投与法に
よって調べることを第３の目的とする。また、
この虚血・再灌流性 ATP 放出が心機能に対し
て障害的に働くのか、保護的に働くのかを決
定し、それに至る最初のシグナリング系は何
かについて検討することを第４の目的とする。 
 
３．研究の方法 
実験材料としては、マウス乳腺由来細胞株
C127、ヒト上皮由来細胞株 HEK293T、そして
マウスからの単離心臓を用いた。C127 細胞や
SLCO2A1 またはその変異体を強制発現した
HEK293T 細胞および SLCO2A1 またはその変異

体を組み込んで再構成した巨大プロテオリポ
ソームにおけるチャネル活性は、パッチクラ
ンプ法を用いて測定した。ATP 放出は、上記
細胞の培養液およびランゲルハンス心灌流液
においてルシフェリン・ルシフェラーゼ法を
用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) マキシアニオンチャネル Maxi-Cl のポア

構成分子の同定 

 
図 1 

 
私達はこれまで、Maxi-Cl を豊富に発現し

た C127 細胞のブレッブ膜の全膜タンパク質
を抽出し、それを質量分析にかけて検出した
439 種のタンパク質の中から複数回膜貫通領
域を示すタンパク質をプロテオミクス的に15
種選定し、それら一つ一つをノックダウンす
るという siRNA スクリーニングを行い、内在
性 Maxi-Cl 活性を著しく抑制する siRNA から
SLCO2A1 を同定した（図１左半分）。この
SLCO2A1 は、既に PGT として知られているの
で、Maxi-Cl チャネル活性への３種の PGT 阻
害薬（BSP, ICG, BCG）の作用を調べたところ、
著しい抑制効果を示すことが確認された。ま
た、内在性に Maxi-Cl 活性も SLCO2A1 発現も
示さない HEK293T 細胞に SLCO2A1 を強制発現
させたところ、Maxi-Cl 活性が見られるよう
になることが明らかとなった。更には、リコ
ンビナント遺伝子より作成・精製された
SLCO2A1 を巨大リポソームに再構成したプロ
テオリポソーム系においても Maxi-Cl 活性が
再現された。以上の３点より、SLCO2A1 が
Maxi-Cl 活性に重要な関与をしていることが
判明した。そこで、SLCO2A1 が Maxi-Cl チャ
ネルのポア構成に関与するという Maxi-Cl コ
ア分子であるかどうかについて検討した。ま
ず、PGTの 2つの遺伝子疾患原因変異体（G222R, 
P219L）を HEK293T 細胞に強制発現しても、プ
ロテオリポソームに再構成しても、Maxi-Cl
活性を示さないことを確認し、SLCO2A1 が
Maxi-Cl チャネルポアに不可欠であることが
示唆された。次に、陽荷電中性化 SLCO2A1 変
異体 K613G を HEK293T 細胞に強制発現した場
合も、プロテオリポソームに再構成した場合



も、チャネル活性のアニオン選択性は無くな
り、カチオン透過性を大きく示すように変化
した。これらの事実から、SLCO2A1 は Maxi-Cl
のアニオン選択性フィルターに関与すること、
即ちポアの一部を構成することが証明された
（図１右半分）。 
 
(2) 浸透圧性 ATP 放出路の分子同定 
 私達はこれまで、多種細胞において浸透圧
性細胞膨張時における ATP 放出が Maxi-Cl を
介してもたらされることを報告してきた。こ
の Maxi-Cl のコア分子として SLCO2A1 が同定
されたので、C127 細胞の浸透圧性 ATP 放出に
SLCO2A1 が実際に関与するかどうかを次に検
討した。この ATP 放出は、Maxi-Cl を抑制す
る PGT 阻害薬 BSP で大きく抑制され、その抑
制度は Maxi-Cl チャネルブロッカーGd3＋の抑
制度とほぼ同じであった（図２A 左）。また、
PGTのサブストレートである PGE2によっても
わずかではあるが有意に抑制された（図２A
中）。更には SLCO2A1-siRNA によっても Gd3＋

と同じレベルにまで抑制された（図２A 右）。
Maxi-Cl および SLCO2A1 を内在的に発現して
いない HEK293T 細胞は、細胞膨張時にも ATP
をごくわずか（C127 の 1/20 以下）しか放出
しない（図２B）が、SLCO2A1 やその K613G 変
異体を強制発現させると ATP 放出量が有意に
増加するのに対し、Maxi-Cl 活性を示さない
遺伝疾患型変異体 G222R の強制発現では ATP
放出は増加しないことが判明した（図２C）。
以上の結果から、SLCO2A1 が浸透圧性細胞膨
張時の ATP 放出路にも関与することが明らか
となった。 
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(3) 虚血・再灌流性心 ATP 放出路の分子同定 
 ランゲンドルフ灌流心標本の灌流液に、
OGD・再灌流直後にピークを示す ATP 放出が見
られた（図３B左）。あらかじめマウスの尾静
脈から SLCO2A1-siRNA をインビボ注入（３日
前から１日おきに３回）しておくと、摘出心

臓での slco2a1発現は有意に減少し（図３A）、
この虚血・再灌流性心 ATP 放出も大きく抑制
されることが明らかとなった（図３B中・右）。
また、灌流液への PGT 阻害薬 ICG の添加によ
っても、この ATP 放出は有意に抑制された
（data not shown）。以上から、マウス心臓か
らの虚血・再灌流性 ATP 放出にも SLCO2A1 が
その通路を与えるものと結論された。 
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(4) 虚血・再灌流性心 ATP 放出の役割とシグ

ナルの解明 
 ランゲンドルフ灌流下のマウス心臓の左心
室機能を計測するために、左心房からバルー
ンカテーテルを挿入して左心室発生圧（LVDP）
を測定したところ、正常時には収縮期圧約 80 
mmHg あったものが、6分間の虚血（OGD）終了
時には約 60 mmHg にまで低下し、再灌流後に
収縮期圧が、たとえば5分後時点で84.0  1.6 
mmHg(n=4)に、回復することが明らかとなった
（図４）。一方、灌流液に ATP分解酵素 Apyrase
とアデノシンA1受容体阻害薬DPCPXを加えて
おくと、再灌流後の LVDP 増が、たとえば再灌
流後の 5分時点で 61.8  7.6 mmHg(n=4)とな
るなど、抑制されることが明らかになった
（data not shown）。この結果から、虚血・再
灌流性に放出された ATP は虚血・再灌流障害
に対して保護的に働いていることが結論され、
この効果は ATP 分解後に生じるアデノシンに
よってもたらされる A1 受容体シグナリング
によって仲介される可能性が高いことが明ら
かとなった。 
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