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研究成果の概要：本研究では、グリア細胞自身が神経伝達物質の回収に関与するトランスポー
ターのみならず、情報伝達物質に対する様々な受容体、チャネルをも発現している知見をもと
に、中枢神経系に発現する生体有機イオンに対する様々なトランスポーターがイオンチャネル
や受容体の機能発現の調節を担っている可能性も見出した。さらに、中枢における生体物質輸
送にかかわる様々な有機イオントランスポーターの発現と機能解析を精力的に行い、これらト
ランスポーターの分子的実体について明らかにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 4,700,000 0 4,700,000 
２００７年度 5,600,000 1,680,000 7,280,000 
２００８年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 
総 計 15,100,000 3,120,000 18,220,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・医療系薬学 
キーワード：中枢神経系、トランスポーター、神経化学、受容体、薬物輸送、遺伝子発現 
 
１．研究開始当初の背景 
生体内のきわめて多彩でかつ複雑な生命
現象は、組織を構成する細胞集団の高度に統
合された細胞応答の上に成立している。この
機能統合には細胞間の情報伝達が必須であ
り、神経系、内分泌系、免疫系などが細胞外
情報伝達系として知られている。一方、細胞
内情報伝達系は情報伝達物質の情報を細胞
内へ転換する機構であり、その反応系の発動
は主として細胞膜上の刺激に始まる。神経系
においてはシナプスを中心とした神経伝達
物質による情報伝達機構の解明が特に進め
られており、多数の受容体や機能分子が明ら
かにされている。ニューロンよりシナプス間
隙中に放出された神経伝達物質はグリア細
胞が有する一連のトランスポーター群によ

り速やかに回収される。研究代表者である藤
田は、グリア細胞自身がシナプス間隙からの
神経伝達物質の回収に関与するトランスポ
ーターのみならず、情報伝達物質に対する
様々な受容体、チャネルをも発現しているこ
とをこれまでに明らかにしてきた。さらに、
抗てんかん作用や鎮痛作用を有する GABA 
誘導体 gabapentin の電位依存性 Ca2+ チャ
ネル  (VGCC) に対する作用がアミノ酸 
transporter system L を介した輸送により調節
される可能性も見出し、中枢における神経機
能の維持にアストロサイトなどのグリア系
細胞も重要な役割を果たしている可能性を
示してきた。 
 これらトランスポーターは、中枢において
単なる栄養物質の供給に関与しているのみ
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ならず、神経伝達物質の再合成、浸透圧調整
をはじめとして様々な生理作用を有してい
ると考えられるが、神経伝達物質の再吸収に
関与するトランスポーター以外は詳細な検
討が行われているとは言い難いのが現状で
あった。 
 
２．研究の目的 
上記背景をもとに、以下の２点を本研究の
主要な目的とした。 
（１） 中枢において多種多様に発現して

いる有機イオントランスポーター群の
分子的・機能的実体を主としてニューロ
ン、グリア初代培養細胞を用いてさらに
網羅的に解析すること。 

（２） さらに、これら有機イオントランス
ポーターの発現分布、機能変動の解析を
通じて、有機イオントランスポーターを
介したニューロン－グリア間のクロス
トーク、イオンチャネルや受容体の機能
調節など、中枢における有機イオントラ
ンスポーターの生理的な役割について
も明らかにすること。 

 
３．研究の方法 
（１） マウスあるいはラット胎仔より調

製したグリア細胞あるいはニューロン
初代培養系を用いて、消化管、肝臓、腎
臓などで報告されている有機イオント
ランスポーター群の発現を RT-PCR 法
を用いて網羅的に解析する。 

（２） 発現が確認されたトランスポータ
ーにおいては、主として放射標識体を用
いて細胞内輸送実験を行い、遺伝子発現
が確認されたトランスポーターが実際
に機能しているか否かの確認を行うと
ともに、文献から脳内で基質となり得る
生体物質が存在するかの情報を収集し、
中枢での生理機能を明らかにしいてい
く。 

（３） こうしたトランスポーターの発現
が、他のイオンチャネル（特にカルシウ
ムチャネル）や受容体の機能に影響をお
よぼすか否かを検討する。 

 
４．研究成果 
（１）中枢神経系に発現する TCA 回路中間
対の輸送にかかわるトランスポーターの同
定： 
 ラット新生児およびマウス胎児大脳皮質
より調整したアストロサイトあるいはニュ
ーロン初代培養系を用いて、ジ・トリカルボ
ン酸輸送系の機能解析およびこの輸送を担
うトランスポーターの同定を行った。すなわ
ち、中枢神経系における Na+/ジカルボン酸共
輸送系の細胞分布を明らかとするため、代表
的基質である succinate および citrate を用

いて種々の輸送実験を行った。アストロサイ
トにおける succinate および citrate の輸送
には顕著な Na+ 依存性、飽和性が認められ、
succinate に高親和性、citrate に低親和性の輸
送性を示し、かつ見かけ上 1 つの輸送系を
介した輸送であることが示された。また 
succinate の輸送は citrate により競合阻害さ
れた。さらに Na+ 依存的な succinate 輸送は
起電的であり、NaC3 の基質となる C4−C5 の
ジカルボン酸よって阻害されたが、トリカル
ボン酸である citrate では約 50%程度しか阻
害せず、モノカルボン酸ではまったく阻害さ
れなかった。また Li+ の濃度依存的な阻害効
果も認められた。ラットニューロンにおける 
succinate および citrate の輸送においても顕
著な Na+ 依存性、飽和性が認められたが、
succinate と citrate は同程度の親和性の輸送
性を示し、これらジカルボン酸の輸送能はア
ストロサイトの場合よりも低いことが示さ
れた。NaC2 の基質となる C4−C5 のジカルボ
ン酸およびトリカルボン酸である citrate に
よって阻害されたが、モノカルボン酸では阻
害されなかった。さらに  RT-PCR 解析、
Western blot 解析および蛍光免疫染色法によ
りアストロサイトでは NaC3、ニューロンで
は NaC2 のみの発現が確認された。以上の結
果より、 TCA サイクル中間体である 
succinate および citrate はラットアストロサ
イトまたはニューロンにおいて同一の輸送
系により基質認識され、また、succinate およ
び citrate を輸送するトランスポーターはア
ストロサイトおよびニューロンで異なるこ
とが明らかとなった。さらにその異なる Na+ 
共役カルボン酸輸送系はアストロサイトで
は NaC3、ニューロンでは NaC2であること
が明らかとなった。 
 
（ ２ ） N-acetyl-aspartate (NAA) お よ び 
N-acetylaspartylglutamate (NAAG) は、ジ・ト
リカルボン酸トランスポーターとなりえる
か？ 
 ニューロン、アストロサイトへの TCA 回
路中間体の輸送特性および TCA 回路中間体
の輸送に関与するトランスポーターとして 
Na+-coupled dicarboxylate transporter NaC3 お
よび  NaC2 を同定することができた。
N-acetylaspartylglutamate (NAAG) は、哺乳類
の中枢神経系において比較的高濃度存在す
るニューロペプチドであり、グルタミン酸レ
セプターサブタイプ mGlu3 レセプターの選
択的アゴニストであることから、脳における 
NAAG の動態は重要と考えられる。そこで、
脳における NAAG 動態に関わる トランス
ポーターの同定とその生理的な役割に関す
る検討を進めた。NAAG はジペプチド誘導体
であると同時にトリカルボン酸を有するこ
とから、peptide transporter PEPT2 や、上記 



 

 

NaC2 あるいは NaC3 の基質となる可能性
を考えマウスアストロサイトおよびニュー
ロン初代培養系を用いた輸送実験を中心に
検討を行った。 
マウスアストロサイトにおける NAAG の

輸送特性について検討したところ、その輸送
活性は非常に低く、飽和性の輸送は認められ
なかったが、NAAG はモデルジペプチドであ
る  [3H]Gly-Sar の輸送を有意に阻害した。
mPEPT2-C6 glioma 発現系を用いた検討にお
いても同様の結果が得られたことより、
NAAG は PEPT2 の阻害剤とはなるものの基
質としては認識され難いことが示唆された。
また、NaC2 を発現するマウス初代培養ニュ
ーロン、hNaC2-HeLa、mNaC3-HeLa におけ
る NAAG の輸送を検討した結果、いずれも 
NAAG の輸送活性は認められなかった。一方、
NAAG の 加 水 分 解 産 物 で あ る 
N-acetylaspartate (NAA) は NaC3 の良好な基
質となることが明らかとなり、グリア細胞系
への acetyl-基の提供に NaC3 が深く関与し
ている可能性が示唆された。 

 
（３）アストロサイト内へのニコチン酸の輸
送に関与するトランスポーターの同定 
 ニコチン酸は NAD+ や NADP+ といった
補酵素の構成成分であるとともにアストロ
サイトにおいて受容体を介した細胞内 Ca2+ 
濃度上昇を惹起する NAADP の構成成分で
もある。NAD+ の再利用および NAADP の合
成を考えた場合、脳内でのニコチン酸の動態
は生理的にも重要であると考えられ、本年度
はラット大脳皮質初代培養アストロサイト
を用いて、ニコチン酸の細胞内への輸送特性
と輸送に関与しているトランスポーターの
同定を行った。アストロサイトにおけるニコ
チン酸輸送には、顕著な pH 依存性・濃度依
存性が認められたものの、Na+ 依存性はほと
んど認められなかった。また、各種代謝阻害
剤やプロトノフォア、MCT 特異的阻害剤に
よりアストロサイトへのニコチン酸輸送は
顕著に阻害された。さらにニコチン酸のアス
トロサイトへの輸送は種々のモノカルボン
酸により有意に阻害された。RT-PCR および 
Western blotting により、MCT1、MCT2、MCT4 
の mRNA およびタンパク質の発現を確認し
た。さらに、アストロサイトにおけるニコチ
ン酸輸送に対する L-lactate の阻害定数 が 
Ki > 10mM であることを考え合わせると、ア
ストロサイトにおけるニコチン酸の輸送に
は低親和性の MCT4 が関与していることが
示唆された。 
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