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研究成果の概要（和文）：我々は、肺に侵入してきた細菌による自然免疫応答の惹起に肺胞に発現しているペプ
チドトランスポーターPEPT2が深く関わっていることを報告してきた。本研究では、吸入ステロイド薬によって
PEPT2の駆動力であるプロトンの電気化学的勾配の維持を担っているSodium/Hydrogen Exchanger (NHE)の肺胞上
皮細胞膜上での発現が減少し、PEPT2機能ならびにPEPT2介在性自然免疫応答が抑制される可能性を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We have reported that the innate immune response induced by bacterial 
peptides could occur in a PEPT2- and NOD1-dependent manner in alveolar epithelial cells. 
In this research, we indicated that inhaled corticosteroids may inhibit the PEPT2 function and 
PEPT2-mediated innate immunity by reducing the expression of Sodium/Hydrogen Exchanger (NHE) on the 
alveolar epithelial cell membrane, which is responsible for maintaining the electrochemical gradient
 of protons that is the driving force for PEPT2, 

研究分野： 医療薬剤学

キーワード： 肺胞上皮細胞　PEPT2　自然免疫応答　吸入ステロイド　NHE

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、吸入ステロイド系抗炎症剤としてbudesonide (BUD)が用いられているが、その副作用として免疫力の低下
による細菌等への易感染性が問題となっている。本研究ではステロイドによるPEPT2介在性自然免疫応答の低下
が易感染性メカニズムの一つである可能性を明らかにしており、学術的・社会的意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) ペプチドトランスポーター(PEPT) は H+勾配を駆動力と
し、ジおよびトリペプチドやペプチド類似薬物を細胞内に共
輸送する。我々は、PEPT2 がラット初代培養肺胞上皮Ⅱ型細胞
で発現・機能しており、PEPT１は肺胞上皮細胞においてほと
んど発現していないことを報告している。近年、上気道上皮細
胞やマウスの脾臓マクロファージにおいて、細菌壁由来ペプ
チドである iE-DAP が細胞内パターン認識受容体 NOD1 を介
して自然免疫応答を惹起する可能性が示唆されており、我々
はヒト肺胞上皮由来細胞 H441 を用いて、iE-DAP が PEPT2 に
よって取り込まれることによって自然免疫応答が誘発される
可能性を見出し、PEPT2 は肺における自然免疫応答において
非常に重要であることを明らかにしている(Fig. 1)。 
(2) 医薬品の中には副作用として肺障害を誘発するものが
多く、特に抗がん剤である bleomycin (BLM) や methotrexate 
(MTX) による間質性肺炎や肺線維症は極めて重篤であり
発症率も高い。肺線維症の発症には、肺胞上皮Ⅱ型細胞が筋線維芽細胞などの間葉系細胞へと形
質変化する上皮間葉転換（EMT）が重要であり、我々は BLM や MTX が EMT を誘発すること
を報告している。しかし、細胞膜上に発現している PEPT2 の発現・機能および PEPT2 介在性自
然免疫応答に対する肺障害性薬物の影響と EMT 誘発との関係性についての情報はない。 
(3) 肺は吸入剤に直接暴露される臓器である。現在、吸入剤としてステロイド系抗炎症剤である
budesonide (BUD)が用いられているが、ステロイドの副作用として、免疫力の低下による細菌等
への易感染性（感染症にかかりやすくなること）が問題となっている。H441 細胞は播種 1 日目
以降、RPMI1640 培地にステロイド dexamethasone (DEX)を添加して 13 日間培養することで細胞
間接着を高めて実験に用いる。しかし、予試験的に DEX を除いて培養したところ、PEPT2 基質
である β-Ala-Lys の細胞内取り込み量が有意に増加したことから、DEX によって PEPT2 機能が
抑制されている可能性が示唆された。従って、肺においてステロイドが PEPT2 の発現・機能を
抑制することによって、免疫力の低下に関与している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、肺障害性薬物によって肺における PEPT2 の発現・機能や PEPT2 介在性自然免疫

応答が影響を受けるのかどうかを明らかにし、PEPT2 介在性自然免疫応答と EMT 誘発の関係性
について解析することを第一の目的とする。また、PEPT2 の発現・機能や PEPT2 介在性自然免
疫応答に及ぼす経肺投与薬物（ステロイド）の影響について解析することを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) H441 細胞における PEPT2 発現：Real time-PCR 法あるいは western blot 法を用いて評価した。
(2) PEPT2 機能：H441 細胞を用いて PEPT2 基質である β-Ala-Lys-AMCA の細胞内取り込み実験
によって評価した。 
(3) PEPT2 介在性自然免疫応答：H441 細胞を用いて炎症性サイトカインである IL-8 の細胞内
mRNA 発現量および培養液中への IL-8 タンパク質の分泌量測定によって評価した。 
(4) PEPT2 の発現・機能に対する肺障害性薬物の影響：H441 細胞を播種 1 日目以降、11 日目ま
で通常の 5% FBS、DEX (200 nM)および ITS supplement 含有 RPMI1640 培地(medium B)で培養し
た後、48 時間 MTX (10-3000 nM)あるいは 9 日目まで通常の medium B で培養した後、9 日目か
ら 4 日間、BLM (20-100 μM) を処置し、PEPT2 の発現・機能に対する MTX および BLM の影響
を検討した。 
(5) PEPT2 介在性自然免疫応答に対するステロイド系吸入薬物の影響：H441 細胞を播種 1 日目
以降、9 日目まで通常の medium B で培養した後、9 日目から 4 日間、種々の濃度の DEX および
BUD で処置し、13 日目に PEPT2 の機能・発現および PEPT2 介在性自然免疫応答に及ぼす影響
を検討した。 
(6) NHE 活性：アンモニウムプレパルス法を用い、細胞内酸性化からの pHi 回復速度を測定する
ことで評価した。H441 細胞を BCECF-AM 溶液で 60 分間インキュベートしたのち、pH 7.4 に調
整した 30 mM 塩化アンモニウム溶液に交換して 20 分間インキュベートした。その後、塩化ア
ンモニウム溶液を pH 7.4 HEPES buffer に交換して 20 分間 pHi 測定を行い、細胞内酸性化からの
pHi 回復速度を評価した。 
 

Fig. 1 The mechanism of NOD1-
dependent innate immune response 



４．研究成果 
 
(1)  H441 細胞における PEPT2 機能・発現に対する肺障害

性薬物の影響 
① H441 細胞に対して細胞毒性を示さない条件として 48

時間 MTX 処置 (10-3000 nM) を行った後、β-Ala-Lys-
AMCA の取り込み実験を行ったところ、取り込み量に
有意な変化は認められなかった。一方、H441 細胞播種
後 9 日目から 13 日目までの 96 時間 BLM (20-100 μM) 
を処置することによって、BLM 前処置濃度依存的に
PEPT2 機能が有意に抑制された(Fig. 2)。 

② PEPT2 mRNA 発現に対する BLM の影響について検討
した結果、H441 細胞に対して 96 時間 BLM (100 μM)を
処置した後、PEPT2 mRNA 発現を検討したところ、
BLM 処置による影響は認められなかった(Fig. 3A)。同
様に BLM を処置した H441 細胞の粗膜画分における PEPT2 のタンパク質発現についても
検討したが、PEPT2 のタンパク質発現も BLM 処置によって有意な影響は認められなかった
(Fig. 3B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 従って、H441 細胞において BLM は PEPT2 発現には影響を与えず、PEPT2 機能のみを抑制す
る可能性が示唆された。 
次に、肺胞上皮細胞における NOD1 依存的自然免疫応答に対する BLM の影響について検討し

たが、BLM による NOD1 mRNA 発現への影響は認められず(Fig. 3C)、BLM 自体が IL-8 産生を
上昇させる作用を有するため評価不能であった。従って BLM による PEPT2 機能抑制のメカニ
ズムに関しては他の評価系も含め、更なる検討が必要である。 
 
(2) H441 細胞における PEPT2 機能・発現および PEPT2 介在性自然免疫応答に対するステロイ

ド系吸入薬物の影響 
① H441 細胞に対して 9 日目から 96 時間、0-100 nM の BUD および DEX を処置したところ、

処置濃度依存的に PEPT2 機能が低下し、H441 細胞において BUD および DEX によって
PEPT2 の機能が抑制されることが明らかとなった(Fig. 4)。 

 

 
 
 

② NOD1 mRNA 発現レベルに対する
BUD および DEX の影響について検
討した結果、細胞に対して 96 時間 
BUD または DEX を処置することに
よって、いずれの mRNA 発現も有意
に抑制された(Fig. 5)。 
 
 
 
 

Fig. 2 Effect of BLM pretreatment for 
96 hr on the PEPT2-dependent uptake 
of β-Ala-Lys-AMCA in H441 cells 

Fig. 4 Effect of BUD and 
DEX pretreatment for 96 
hr on the PEPT2-
dependent uptake of β-
Ala-Lys-AMCA in H441 
cells 
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Fig. 3 Effect of BLM pretreatment for 96 hr on the expression level of (A) PEPT2 mRNA, 
(B) PEPT2 protein and (C) NOD1 mRNA in H441 cells 

A B C 

100 μM 

Fig. 5 Effect of BUD and 
DEX pretreatment for 96 
hr on the expression level 
of NOD1 mRNA in H441 
cells 



③ NOD1 リガンド処置によって誘発される自然免疫応答の結果として分泌される炎症性サイ
トカイン IL-8 の産生量を指標とし、NOD1 依存的自然免疫応答に対する BUD および DEX
の影響について検討した。H441 細胞を BUD または DEX で 96 時間処置した後、PEPT2 基
質かつ NOD1 リガンドである細菌由来ペプチド Tri-DAP を処置し、IL-8 の mRNA 発現およ
び培養上清中への分泌タンパク質量を測定した結果、Tri-DAP 誘導性の IL-8 mRNA 発現上
昇および培養上清中への IL-8 タンパク質の分泌量の増加は BUD および DEX の処置によっ
て有意に抑制された(Fig. 6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④ BUD または DEX (各 50 nM)を 96 時間前処置した H441 細胞から粗膜画分を調整し、PEPT2

のタンパク質発現を western blotting を用いて検討した結果、タンパク質発現には変化が認
められなかった(Fig. 7)。さらに、免疫染色を用いて PEPT2 タンパク質発現に対する medium 
B に含有されている DEX の影響について検討した。その結果、PEPT2 の緑色蛍光は medium 
B、DEX(-) medium で培養した場合のいずれも同程度であり、顕著な変化は認めらなかった
(Fig. 8)。従って、DEX および BUD は細胞膜上の PEPT2 タンパク質発現には影響せず、
PEPT2 タンパク質発現調節以外の機構を介して PEPT2 機能を抑制する可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

⑤ PEPT2 はプロトン勾配を駆動力として基質を輸送するが、このプロトン勾配の一部はナト
リウム-プロトン交換輸送体（NHE）によって供給・維持されていることが報告されている。
コントロール細胞では、取り込み溶液中にナトリウムイオンが存在し、NHE が機能してい
る場合には、PEPT2 輸送活性は pH6.5 付近で活性が最大となるベル型の pH 依存性を示した
が、ナトリウムイオン非存在下ではベル型が消失した。一方、DEX 処置細胞ではベル型の
pH 依存性 はナトリウムイオン存在下であってもほとんど消失した(Fig. 9)。 

 

 

 

⑥ PEPT2 輸送活性の pH 依存性に対する EIPA の影響を検討した結果、コントロール細胞およ
び DEX 処置細胞の両方において、ベル型の pH 依存性は EIPA により消失しました。また
pH6.5 における EIPA の阻害程度に着目すると、DEX 処置細胞ではコントロール細胞と比較
して EIPA による阻害の程度が弱いことが示された（Fig. 10）。 

Fig. 6 Effect of BUD and DEX 
pretreatment for 96 hr on the 
PEPT2-dependent innate immune 
response in H441 cells 
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Fig. 9 Effect of DEX on pH-
dependence and sodium-
dependence of PEPT2 function in 
H441 cells 
 

 
DEX (-) Medium B 

 
Fig. 7 Effect of BUD and DEX on 
the expression of PEPT2 protein in 
H441 cells by western blotting 
 

Fig. 8 Effect of DEX in culture medium on 
the expression of PEPT2 protein in H441 cells 
by immunostaining analysis 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに、NHE 活性を酸負荷後の pHi 回復速度により評価した。ΔpHi は各細胞において、
各時点の測定値から measurement 2 開始時点の pHi を差し引くことにより算出し、pHi 回
復速度は測定開始後 10 分間のΔpHi の値から推定された回帰直線の傾きとして算出した。
その結果、DEX 処置細胞では pHi 回復速度 が遅くなっており、DEX により NHE 活性が抑
制されている可能性が示唆された(Fig. 11)。 

 
 
 
 

 
 

⑦ H441 細胞における NHE の発現に及ぼす DEX の影響について検討したところ、H441 細胞
において NHE1、NHE2 および NHE8 の mRNA 発現量は DEX 処置によって有意な影響を
受けなかった。また肺胞上皮Ⅱ型細胞の whole cell lysate を用いて NHE1 および NHE8 のタ
ンパク質発現に対する DEX の影響を検討した結果、いずれのタンパク質発現においても
DEX による有意な影響は認められなかった。 
一方、H441 細胞から粗膜画分を調製し、細胞膜上での NHE1 および NHE8 のタンパク質

発現を測定した結果、DEX 処置によって NHE1 および NHE8 のタンパク質発現は有意に
減少した(Fig. 12)。 
従って、H441 細胞において DEX は NHE1 および NHE8 の全タンパク質発現には影響

を及ぼさないものの、細胞膜上での発現を減少させることによって NHE 活性を抑制する可
能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、吸入ステロイド薬を服用することによって、PEPT2 の駆動力である NHE の

肺胞上皮細胞膜上での発現が減少し、PEPT2 機能が阻害され、PEPT2 介在性自然免疫応答が抑
制される可能性が示唆された。 
現在、吸入ステロイド系抗炎症剤として BUD が用いられているが、その副作用として免疫力

の低下による細菌等への易感染性が問題となっている。本研究ではステロイドによる PEPT2 介
在性自然免疫応答の低下が易感染性メカニズムの一つである可能性を明らかにしており、ステ
ロイド系抗炎症剤の最適な投与設計および免疫系による生体防御の観点からも非常に重要であ
ると考えられる。 
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Fig. 10 Effect of EIPA on pH-
dependence of PEPT2 function  
in DEX-treated H441 cells 

Fig. 12 Effect of DEX on the 
protein expression of NHE1 and 
NHE8 on the crude membrane of 
H441 cells 
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