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研究成果の概要（和文）：片頭痛の広義の意味で発症の可能性があるかを現在までデータベースで報告されているNBCe
1のSNPを作成し、発現機能をチェックしたところK558Rの変異はWTと比べて機能は半分以下であった。このことから人
口で1％程度のSNPがNBCe1の機能が落ちる可能性を報告した。更にNBCe1は二量体を形成することが知られているがDomi
nant Nagetive効果が他の近似輸送体（重炭酸輸送体群）で知られている。このことから膜発現をしないL522P変異をWT
で共発現したところ、明らかなDominant Negative効果が起こり、WTの機能も著明に低下することを報告した。

研究成果の概要（英文）：For pathogenic mechanism of migraine, NBCe1 presents nerve synaptic cleft side in 
the membrane of the glia-cells. Genetic abnormalities of the NBCe1 cause proximal renal tubular acidosis i
n an autosomal recessive. We presented the possibility of onset migraine that this NBCe1 adjusts pH the sy
naptic cleft.
Mutations K558R, reported a SNP in the database, is shown less than half functions as WT. Other Bicarbonat
e transporters have known dimmer-form and Dominant Negative(DN) effect. We think that NBCe1 is also dimmer
-form, must have DN effect. We show that co-expressed WT and L522P mutations (No expression the membrane) 
clearly decreases the function of NBCe1. We lead the conclusion that the migraine possibility of NBCe1 dys
function may be more frequent as expected.
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１．研究開始当初の背景 
片頭痛は約１千万人が罹患する機能性神経
疾患であり、遺伝因子と環境因子の双方が関
与する。優性遺伝形式をとる家族性片麻痺性
片頭痛の知見から神経細胞の過剰興奮が片
頭痛の発症基盤であると推測されている。最
近腎・眼などに加え脳内アストロサイトに発
現するナトリウム重炭酸共輸送体 NBCe1 の
変異により片頭痛が発症することを見出し
た。 
２．研究の目的 
NBCe1 による遺伝性の片頭痛発症メカニズ
ムを研究することにより、普遍的な片頭痛発
症メカニズムの可能性を探る。 
３．研究の方法 
作成した NBCe1 のノックインマウスや NBCe1
のサブタイプである NBCe1-B,C に結合する
IRBIT のノックアウトマウスを用いて発症メ
カニズムを探った。また従来からの Xenopus 
Oocyte を用いた遺伝子発現実験や各標識を
用いた細胞内局在など一般的な分子生物学
的手法を用いた。 
４．研究成果 
NBCe1 の SNP でエクソンのアミノ酸変異を起
こすものをデータバンクより見いだし、機能
発現を確認した。 変異は全部で４種類
(E122G, E122G, 
S356Y, K558R, 
N640I)認め、各発
現実験をおこなっ
た。E122G, S356Y, 
N640I の三つに関
し て は Xenopus 
Oocyte による発現
実験も、HEK293 や
MDCK 細胞による発
現実験でも WT と同様であった。しかし、WT
と比べて K558R は NBCe1-A の輸送活性は 47%
落ちており、WT の機能の約半分程度であった
(上図 a)。また K558R は培養細胞の膜発現は
WT と同様であったが Na 輸送活性を測定する
と 41-47%程度に低下していた（上図 b）。以
上から現在も確認数が増えている、SNPs の中
にはアミノ酸変異を引き起こし、次に説明す
る結果と合わせて普遍的な片頭痛発症の解
析に近づいた。 
次に NBC1 は細胞内では以前発表した論文で
患者からの変異体の一つの S982NfsX4（C 末
端部欠損）が Xenopus Oocyte での WT と同様
の機能発現を認めるにも関わらず、患者では
軽度なRTAと重い眼症状や片頭痛を引き起こ
すのは WT と 2 量体を形成して dominant 
Negative 効果であると推定されていた。そこ
で NBC1 変異体の有する Dominant Negative
作用が関与する可能性をみるために NBC1 野
生型の C末に Myc-His タグ、変異体について
は GFP 融合コンストラクトを作成し、MDCK 細
胞およびラット C6 グリオーマ細胞などに発
現させた。まずレジンを用いた免疫沈降法に
より、NBC1 は２量体を形成することを確認し

た上で、ビオチ
ン 化 Western 
blot 法により、
変異体共発現に
よる野生型 NBC1
細胞膜発現の変
化を定量化した。
この結果、共
発現時に明ら
か な 野 生 型
NBC1 膜発現の
低下を認め、
Dominant 
Negative 作用
を確認できた。
また共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いた細胞内 NBC1 発現分布
の実験を C6、MDCK 細胞で行った。両細胞に
置いても変異型との共発現では細胞内に野
生型 NBC1 が留まっているのが確認できた。
以上のことから変異体 NBC1 では野生型の膜
発現の低下を起こす Dominant Negative 効果
により片頭痛が起こりうる可能性を証明し、
多くの患者が存在する片頭痛の新しい発症
機序を提示することができた。 
NBCe1 のノックインマウスと IRBIT のノック
アウトマウスを用いた実験ではIRBITのノッ
クアウトマウスは残念ながら片頭痛を示す
症状を認めなかった。NBCe１のノックインマ
ウス（ホモ）は重曹の腹腔内投与により若干
の延命が図れたが短命のために更なる実験
は行えなかった。また NBCe1 のノックインマ
ウス（へテロ）は全く所見がなく、IRBIT ノ
ックアウトマウスとの掛け合わせによって
も所見は認めなかった。 
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