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研究成果の概要（和文）：てんかん発作における膜輸送体OCTN1の薬物治療学的意義を解明する目的で、マウス
においてOCTN1の遺伝子欠損やOCTN1のin vivo基質ergothioneine (ERGO)の投与がpentylenetetrazole (PTZ)誘
発けいれん発作にどのような影響を及ぼすのか検討した。その結果、OCTN1の遺伝子欠損およびERGOの経口投与
はいずれもPTZ誘発けいれん発作を抑制した。また、OCTN1のin vivo基質としてhomostachydrineを同定し、
OCTN1はhomostachydrineの輸送を介してPTZ誘発けいれん発作を増悪させる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the pharmacotherapeutic role of the carnitine/organic cation 
transporter OCTN1 in epileptic seizures, we examined the effects of the deficiency of octn1 gene and
 the administration of the in vivo substrate of OCTN1, ergothioneine (ERGO), on pentylenetetrazole 
(PTZ)-induced convulsive seizures in mice. The deficiency of octn1 gene and the oral administration 
of ERGO suppressed PTZ-induced seizures. A plant alkaloid homostachydrine was identified as an in 
vivo substrate of OCTN1. The possibility that the xenobiotic uptake transporter OCTN1 may 
deteriorate PTZ-induced seizures through the transport of homostachydrine was shown.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 脳・神経　脳神経疾患　神経科学　薬理学　輸送担体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
OCTN1の遺伝子欠損によりマウスに目立ったフェノタイプが現れないことから、OCTN1に特異性の高い阻害剤を開
発することにより、副作用の少ないてんかん治療薬の開発につながることが期待される。また、食品由来成分の
ERGOは副作用の少ない安全な化合物であり、生体内濃度がOCTN1によって制御されることから体内動態が予測し
やすく、脳移行性も高い。ERGOをシード化合物とした脳移行性の高い安全かつ体内動態を制御しやすい精神・神
経疾患治療薬開発への応用が期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 
てんかんは全人口の 1%が生涯で罹患する最も一般的な脳神経疾患の一つであり、神経細胞の

異常な興奮によって引き起こされる繰り返すけいれん発作を特徴とする。けいれん発作は主に
glutamic acid (Glu)によって制御される興奮性シグナルとγ-aminobutyric acid (GABA)によ
って制御される抑制性シグナルのバランスが崩れることによって起こる。多くの患者では抗て
んかん薬の使用により症状を抑制できているが、約 20～30%の患者は現在の抗てんかん薬に対し
て抵抗性を示す。また、これらの抗てんかん薬では記憶障害や学習障害などの副作用も報告され
ている。そのため、従来とは異なる作用機序を持つ新規てんかん治療薬が必要とされている。 
一方、我々はカルニチン/有機カチオン膜輸送体 OCTN1 の遺伝子欠損(octn1-/-)マウスを作製

し、抗酸化物質 ergothioneine (ERGO)が良好な in vivo 基質であることを見出し、OCTN1 が小
腸、肝臓、腎臓および脳において機能的に発現していることを明らかとした。しかしながら、
OCTN1 が各臓器においてどの様な生理的役割を有しているのかについては、ほとんど解明されて
いない。そこで脳における OCTN1 の生理的役割の解明に着手し、OCTN1 が神経細胞の成熟や神経
幹細胞の増殖・分化、ミクログリアの活性化を制御していることを示した。さらに、神経幹細胞
において OCTN1 が主要な有機カチオン膜輸送体として働く可能性を見出した。また、OCTN1 の in 
vivo 基質 ERGO は、経口摂取後に脳へと移行し、mTOR および神経栄養因子シグナルの活性化によ
る神経新生促進を介して、抗うつ作用を発揮することを示した。以上より、脳神経系細胞におい
て OCTN1 が特異的な役割を担っている可能性がある。しかしながら、OCTN1 の病態生理学的意義
や薬物治療学的意義についてはほとんど明らかとなっていない。 
臨床使用されている精神・神経疾患治療薬の多くは、情報伝達物質の受容体や再取り込み(生

理的)膜輸送体に作用して神経情報伝達を調整する。これら臨床使用薬の標的となる膜タンパク
質は、特定の神経伝達物質に対し高い選択性と親和性を示し、シナプスに高発現する。一方、特
定の化合物に高い親和性を示さず幅広い基質認識性を有する異物取り込み膜輸送体が、神経細
胞や神経幹細胞に機能的に発現することが近年報告されている。異物取り込み膜輸送体は、薬物
の消化管吸収や肝代謝、腎排泄において重要な役割を果たす。したがって、高度な脳機能の維持
に働く神経細胞や神経幹細胞に生体異物を取り込む膜輸送体が存在すること自体が謎である。
異物取り込み膜輸送体の神経系細胞における病態生理学的意義や薬物治療学的意義の解明によ
り、精神・神経疾患の治療に新たな知見が得られると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 
抗酸化物質の投与は pentylenetetrazle (PTZ)のような化学物質によって誘発されるけいれ

ん発作を抑制する。また、てんかん患者の死後脳やてんかんモデルマウスの脳では酸化ストレス
マーカーの上昇が見られる。以上の知見より、脳内の酸化ストレスはてんかん発作を増悪させる
と推察される。したがって、抗酸化物質 ERGO を in vivo 基質とする OCTN1 の遺伝子欠損により、
脳内の ERGO 量が減少し、けいれん発作が悪化するものと予測されたが、予備検討において逆に
けいれん発作が抑制された。そこで、膜輸送体 OCTN1 の遺伝子欠損に伴う PTZ 誘発けいれん発作
の抑制が、どのようなメカニズムで起こるのか明らかにしようと考えた。OCTN1 の遺伝子欠損に
より目立ったフェノタイプが現れないことから、OCTN1 の阻害は副作用の少ないてんかん治療と
なる可能性がある。OCTN1 の遺伝子欠損に伴う PTZ 誘発けいれん発作の抑制メカニズムとして、
OCTN1 の遺伝子欠損が Glu や GABA 作動性神経伝達に影響及ぼす可能性がある。Glu や GABA 作動
性神経の情報伝達異常が発症に関与する精神・神経疾患は多数あり、異物取り込み膜輸送体
OCTN1が Gluや GABAの低親和性膜輸送体として疾患の発症に防御的に働く可能性が示されれば、
精神・神経疾患の発症メカニズム解明や新規治療薬の開発につながる。 
本研究では、OCTN1 の in vivo 基質 ERGO の経口摂取によるけいれん発作抑制の可能性につい

ても明らかにする。ERGO は、食用キノコタモギタケに多く含まれる食品由来成分であり、副作
用の少ない安全な化合物である。経口摂取された薬物が神経系細胞内で作用するためには、消化
管吸収された後、血液脳関門を通過し、神経系細胞内へと取り込まれる必要がある。しかしなが
ら、水溶性の高い化合物は細胞膜透過性が低いため、経口摂取後にほとんど神経系細胞内まで到
達しない。一方、ERGO の血中および臓器中濃度を制御している膜輸送体 OCTN1 は神経系細胞を
含む生体内に幅広く発現しているため、ERGO は水溶性化合物にも関わらず経口摂取後に神経系
細胞内へと送達される。実際に、マウスに 1 日約 22 mg/kg の ERGO を 2 週間経口摂取させるこ
とにより、抗うつ効果が得られている。これはヒトに外挿すると、体重 70 kg のヒトが 1 日約
100 mg の ERGO を経口摂取することになり、容易に日常摂取可能な量で ERGO の脳機能改善効果
が期待できる。加えて、生体内濃度が OCTN1 によって制御されるので、体内動態が予測しやす
く、併用薬がある場合でも薬物相互作用を予測しやすい。したがって、本研究において水溶性低
分子化合物 ERGO によるてんかん治療の可能性を示すことにより、ERGO をシード化合物とした脳
移行性の高い安全かつ体内動態を制御しやすい精神・神経疾患治療薬開発への応用が期待され



る。 
以上のように、本研究では、異物取り込み膜輸送体 OCTN1 がてんかん発作にどのような影響を

及ぼすのかを解明し、OCTN1 の新規てんかん薬物治療標的分子としての可能性を示すことを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)PTZ 誘発てんかんモデルマウス 
7－9 週齢の C57BL/6J 雄の wild-type あるいは octn1-/-マウスに PTZ を単回あるいは 48 時間

毎に反復腹腔内投与し、投与後 20分間けいれん発作の観察を行った。けいれんの強さを 5段階
のスコア(Stage 0: 変化なし、Stage 1: 活動低下, 無動、Stage 2: 2 回以上の独立したミオク
ローヌス、Stage 3: 正向反射を保持した全身の間代性けいれん、Stage 4: 正向反射を消失し
た全身の間代性または強直間代性けいれん、Stage 5: 死亡)により評価した。 
 
(2)入眠時間および睡眠時間の測定 
Wild-type あるいは octn1-/-マウスに pentobarbital または diazepam を腹腔内投与し、正向反

射が消失するまでにかかる時間を入眠時間、正向反射が消失してから回復するまでの時間を睡
眠時間として評価した。 
 
(3)ヒト胎児腎細胞 293 (Human Embryonic Kidney cells 293; HEK293) 
ヒト OCTN1 遺伝子を導入した HEK293 細胞 (HEK293/OCTN1)を 10 % FBS 含有 DMEM 培地に懸濁

してディッシュに播き、37℃, 5% CO2インキュベーター中で 3日間培養し、実験に使用した。 
 
(4)定量 PCR 法 
マウスの海馬あるいは大脳皮質前部から、核酸抽出試薬 ISOGEN(ニッポンジーン)を用いて

total RNA を抽出した。得られた total RNA 1 μg を逆転写酵素と反応させることにより、cDNA
を調製した。この cDNA を鋳型として、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)を用いた PCR 反応
を行った。ハウスキーピング遺伝子(GAPDH あるいは 36B4)に対する相対値として目的遺伝子の
発現量変化を評価した。 
 
(5)ELISA 法 
マウスの海馬ホモジネートを調製し、遠心分離後に上清を回収した。得られた上清中の脳由来

神経栄養因子(brain-derived neurotrophic factor; BDNF)濃度を Mature BDNF Rapid ELISA 
Kit (Biosensis)を用いて測定した。 
 
(6)PTZ, GABA, homostachydrine の測定 
マウスから回収した組織の除タンパク後の上清を分析カラムにインジェクトし、PTZ と GABA

は LC-MS/MS、homostachydrine は LC-TQMS を用いて測定した。 
 
(7)アンターゲットメタボローム解析 
同一ケージで 1週間飼育した wild-type および octn1-/-マウスから海馬、大脳皮質前部、血漿

を回収した。除タンパク後の上清について、LC/QTOFMS で網羅的に測定し、アンターゲットメタ
ボローム解析を行い、wild-type と octn1-/-マウス間で含有量の異なる化合物を同定した。 
 
 
４．研究成果 
 
我々はこれまでに、OCTN1 が脳において機能的に発現しており、ERGO の細胞内取り込みを介し

て神経細胞の分化や成熟に関与することを明らかとした。しかしながら、OCTN1 の病態生理学的
意義や薬物治療学的意義についてはほとんど明らかとなっていない。そこで本研究は、膜輸送体
OCTN1 がてんかん発作にどのような影響を及ぼすのかを解明し、OCTN1 の新規てんかん薬物治療
標的分子としての可能性を示すことを目的として行った。まず、OCTN1 がてんかん発作にどのよ
うな影響を及ぼすのかを明らかとするため、てんかんモデル動物の作製に繁用されている GABA
受容体アンタゴニストの PTZ を wild-type あるいは octn1-/-マウスに投与し、PTZ によって引き
起こされるけいれんを観察した。40 mg/kgの PTZ投与後に観察されたけいれんの重症度は、wild-
type に比べて octn1-/-マウスでスコアが低かった。PTZ 投与後の海馬におけるてんかん関連遺伝
子の発現を定量 PCR で検討したところ、wild-type マウスでは c-fos および Arc の発現が顕著に



増加したが、octn1-/-マウスでは c-fos および Arc の発現増加が有意に抑制された。てんかんの
発症に関与する BDNF についても定量 PCR および ELISA で検討したところ、PTZ 投与により wild-
type マウスでは遺伝子発現およびタンパク量のいずれも有意に増加したが、octn1-/-マウスでは
その増加が抑制された。また、35 mg/kg の PTZ を 2日に 1回、合計 11 回投与すると、wild-type
マウスでは投与を重ねるに従いけいれんスコアが増加したが、octn1-/-マウスでは 11 回の投与期
間を通じてほとんどけいれんが見られなかった。生存率は 11回の投与後 wild-type マウスでは
50%であったのに対して octn1-/-マウスでは 85%となり、wild-type マウスより有意に高い生存率
を示した。以上より、膜輸送体 OCTN1 の遺伝子欠損は、脳神経細胞の興奮を抑えることにより
PTZ 誘発けいれん発作を抑制し、PTZ の繰り返し投与に伴う致死率を低減することが明らかとな
った。 
OCTN1 は膜輸送体であるため、OCTN1 の遺伝子欠損に伴う PTZ 誘発けいれん発作の抑制が、

wild-type と octn1-/-マウス脳内の PTZ 濃度の差によって生じた可能性について検討した。50 
mg/kg の PTZ を wild-type と octn1-/-マウスに投与し、2，10，20，30 分後の血漿と 30 分後の脳、
肝臓、腎臓中 PTZ 濃度を測定したところ、両マウス間で有意な差は見られなかった。同様に、PTZ
連続投与後の組織中濃度についても検討を加えたが、けいれんスコアに差がありマウスの致死
が確認される 35 mg/kg PTZ 5 回投与 30分後の脳、血漿、肝臓、腎臓での PTZ 濃度についても、
wild-type と octn1-/-マウス間で差は見られなかった。次に、神経細胞近傍での局所的な PTZ 濃
度の変化が octn1-/-マウスでのけいれん抑制の原因である可能性を検討した。Wild-type と
octn1-/-マウスに 35 mg/kg PTZ を投与し、マイクロダイアリシスを用いて脳細胞外液中 PTZ 濃度
を測定したところ、両マウス間で差は見られなかった。したがって、膜輸送体 OCTN1 の遺伝子欠
損に伴う PTZ 誘発けいれん発作の抑制は、脳を含む PTZ の組織中濃度変化に起因するものでは
ないことが示された。 
PTZ の組織中濃度の差以外に octn1-/-マウスで PTZ 誘発けいれん発作が抑制されるメカニズム

を解明するため、PTZ の標的である GABA 受容体の発現量や機能を wild-type と octn1-/-間で比較
した。GABA 受容体の発現量を調べるため、GABA 受容体サブユニットの mRNA 発現量を定量 PCR で
測定したところ、てんかんの発症に関与する海馬と大脳皮質前部で GABA 受容体サブユニットの
発現量に両マウス間で違いは見られなかった。次に、wild-type と octn1-/-に GABA 受容体アゴニ
ストの pentobarbital または diazepam を投与し、入眠時間と睡眠時間を測定したところ、いず
れの薬物による入眠時間と睡眠時間も両マウス間で差はなかった。マイクロダイアリシスを用
いて GABA の脳細胞外液中濃度を測定したが、定常状態および高カリウム溶液適用後のいずれに
おいても両マウスの細胞外 GABA 濃度に差は見られなかった。したがって、膜輸送体 OCTN1 は
GABA 受容体の発現量や機能、脳細胞外液中 GABA 濃度に影響を及ぼさずに、PTZ 誘発けいれん発
作を抑制すると考えられる。 
そこで次に、膜輸送体 OCTN1 が PTA 誘発けいれん発作の増悪に関与する未同定の化合物を輸

送する可能性について検討することにした。Wild-type と octn1-/-マウスから回収した海馬、大
脳皮質前部、血漿サンプルを LC/QTOFMS で網羅的に測定し、アンターゲットメタボローム解析を
行い、OCTN1 の in vivo 基質候補化合物として植物アルカロイドの homostachydrine を同定し
た。脳、血漿、肝臓、腎臓、膵臓、心臓、肺、脾臓、小腸、いずれにおいても homostachydrine
濃度は wild-type マウスと比較して octn1-/-マウスで低かった。OCTN1 が homostachydrine を直
接輸送することを確認するために、HEK293/OCTN1 を用いて取り込み実験を行ったところ、時間
依存的な homostachydrine の細胞内への取り込みが確認された。また、この homostachydrine の
取り込みはERGO存在下では抑制された。植物アルカロイドのhomostachydrineが膜輸送体OCTN1
の in vivo 基質となることが見出された。 
膜輸送体 OCTN1 の in vivo 基質である homostachydrine および ERGO が PTZ 誘発けいれん発作

に及ぼす影響について検討を加えた。Homostachydrine を wild-type マウスに投与すると、海馬
や大脳皮質前部の homostachydrine 濃度は上昇し、PTZ 誘発けいれん発作が増悪した。一方、
ERGOをwild-typeマウスに投与すると、海馬や大脳皮質前部のhomostachydrine 濃度は低下し、
PTZ 誘発けいれん発作は抑制された。したがって、膜輸送体 OCTN1 は homostachydrine の輸送を
介して PTZ 誘発けいれん発作を増悪させる可能性がある。 
以上より、膜輸送体 OCTN1 の阻害や ERGO の投与は、けいれん発作を増悪させる

homostachydrine の組織中濃度減少を介してけいれん発作を抑制する可能性が示された。OCTN1
の遺伝子欠損によりマウスに目立ったフェノタイプが現れないことから、OCTN1 に特異性の高い
阻害剤を開発することにより、副作用の少ないてんかん治療薬の開発につながることが期待さ
れる。また、食品由来成分の ERGO は副作用の少ない安全な化合物であり、生体内濃度が OCTN1
によって制御されることから体内動態が予測しやすく、脳移行性も高い。ERGO をシード化合物
とした脳移行性の高い安全かつ体内動態を制御しやすい精神・神経疾患治療薬開発への応用が
期待される。 
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