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研究成果の概要（和文）：本研究では、中枢系におけるアミノ酸 transporter(s)やジカルボン酸 transporter
(s)、オピオイドペプチド transporter(s) をはじめとする様々な有機イオン transporters が中枢において部
位特異的に発現・機能していることを解析した後、脳におけるこれら transporters の発現・機能調節機構に関
して、主として神経化学的・生化学的な手法を駆使して解析を進めた。その結果、神経細胞株で発現が示唆され
ていたNa+依存性エンケファリンtransporterが、マウス大脳皮質神経細胞に機能発現していることを明らかにす
ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we characterized the expression and function of various 
organic solute transporters, such as amino acid transporter(s), dicarboxylate transporter(s), and 
opioide peptide transporters, in the central nervous system. After these experiments, functional 
regulation of these transporters was determined with neurochemical and biochemical techniques. We 
found that Na+-dependent enkephalin transporter, which is reported to be expressed in cultured 
neuronal cell line, is expressed functionally in mouse cerebrocortical neurons.   

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 有機イオントランスポーター　初代培養神経細胞　クエン酸回路　エンケファリン輸送

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 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 transporter 群によ
り速やかに回収される。一方、痛みは末梢の
感覚受容器で感受され、他の感覚情報ととも
に脊髄後角に入力する。そこで情報の修飾・
統合を受けた後、視床を介して大脳感覚皮質
に伝えられ知覚される。中枢神経における感
覚情報処理機構は視覚において高度の解析
がなされているが、一般体性感覚に関しては
脊髄レベルにおいても、大脳皮質のレベルに
おいても未だほとんど明らかではない。特に
痛覚に関しては QOL の立場から、また医療
経済の立場からその解明が急務である。現在、
痛み関連の分子として、サブスタンスＰ、プ
ロスタグランジン、エンケファリン、カプサ
イシンなどに対する受容体の分子のクロー
ニングが行われ、ノックアウト動物を用いた
行動解析が行われている。エンケファリンな
どに代表されるオピオイドペプチドの脳内
での terminator 機能としては、peptidase によ
る分解・不活化が考えられるが、セロトニン
やノルエピネフリンなどの神経伝達物質の 
terminator 機能と同様  transporter を介した
神経細胞内への再取り込み機構の存在の可
能性も考え得る。 
本申請者は、これまでに中枢におけるアミ

ノ酸やペプチド、ニコチン酸、コリンなどの
グリア細胞あるいはニューロン内への輸送
にかかわる様々な有機イオン transporter の
発現と機能解析を精力的に行い、これら 
transporter の分子的実体について明らかにし
てきた (Brain Res. 997, 52-61 (2004); ibid 1044, 
33-41 (2005); J. Neurochem. 93, 706-714 (2005); 
ibid 97, 162-173 (2006))。これら transporter 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 transporter 以外は詳細
な検討が行われているとは言い難いのが現
状である。本申請者は、これまでの研究によ
り、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 transporter 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明らか
にしてきている  (Glia 46, 53-62 (2004); 
Biochem. Biophys Res. Commun. 341, 874-881 
(2006))。 
 一方、オピオイドペプチドの輸送を担う

特異的 transporter の存在は、これまで全く報
告がなされていなかったが、2003 年に本申
請者の海外共同研究である米国 Georgia 

Regent University・Ganapathy 教授らの研究グ
ループが培養網膜上皮細胞株 (ARPE-19) で
その存在の可能性を初めて報告した (Hu et 
al. Biochem. J. 375, 17-22 (2003))。すなわち、
オピオイドペプチド類の ARPE-19 への輸送
は Na+/Cl- 依存性であり、その輸送の親和性
は 0.4 – 40 µmol/L であることを明らかにし
た。しかしながら、癌化細胞株以外の正常細
胞においてこうした輸送系が存在するとの
報告はなされておらず、脳内での分布に関し
ても不明である。 

 
２．研究の目的 
 本研究においては、中枢において多種多様
に発現している有機イオン transporter 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
に解析することを第 1 の目的とし、様々な有
機イオン transporter が中枢の機能維持に大
きく関与していることを明らかにする。さら
に、これら有機イオン transporter の発現分布、
機能変動の解析を通じて、有機イオン 
transporter 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 
transporter の生理的な役割についても研究を
進めることを第 2 の目的とする。さらに、「エ
ンケファリンやダイノルフィンなどのオピ
オイドペプチドに対する特異的な輸送機構
の存在を証明し、その分子的実体を同定する」
ことを目的として、(i) マウスあるいはラット
脳より単離した初代培養細胞あるいはシナ
プトソームを用いてその輸送特性を検討し、
(ii) この輸送に関わる遺伝子の分子クローニ
ングを行うことを第 3 の目的とする。 
 
３．研究の方法 
【中枢における有機イオン transporter の
発現・機能解析】 
(1) マウス（ラット）ニューロン・アストロ
サイト初代培養系：本申請者が行っている手
法に基づき、マウス胎児（妊娠１５日齢）、
ラット胎児（妊娠１８日齢）の脳各部位より
細胞を調製し、ニューロン培養用無血清培地 
(DMEM/F-12 + B-27 supplement + antibiotics) 
あるいはアストロサイト培養用培地 (DMEM 
+ 10% fetal bovine serum ) で培養することに
よりニューロンもしくはアストロサイトの
初代培養を得る。 
(2) 本研究での解析の対象となる有機イオ
ン transporter 群の脳内各部位でのニューロ
ン･グリアにおける発現を、初代培養細胞よ
り単離した mRNA を用いたマイクロアレイ
解析により網羅的に解析する。脳内での強い
発現が確認された有機イオン transporter に
関しては、さらに詳細な遺伝子発現量を 
real-time PCR により検討する。また、脳発達
段階での有機イオン transporter 遺伝子の発
現変動に関しても同様に検討を進める。 
(3) 上述有機イオン transporter の機能解析



に関しては、放射標識体をプローブとしてグ
リア・ニューロン初代培養細胞における輸送
実験を行う。既に、遺伝子がクローニングさ
れその輸送特性が明らかにされている
transporter 
て輸送特性の整理を行う。
 脳各部位での様々な有機イオン
群の発現解析、機能解析を上記の方法により
網羅的に行うことで、ニューロン－グリアに
おける有機イオン
位間差等
【中枢における受容体・イオンチャネルの機
能や発現を直接的あるいは間接的に制御す
る因子としての有機イオン
研究】
 本申請者は、
による研究により、中性アミノ酸輸送系シス
テムL
機能的連関に関して研究を遂行し、カルシウ
ムチャネルの機能がシステム
GABA 
胞内輸送により調節されている可能性を明
らかに出来た。こうした
ル・受容体機能連関に関する仮説が他の
transporter 
らかにするために、
おける有機イオン
調節機構の情報に基づいてさらに検討を進
める。
 
４．研究成果
【マウス大脳皮質初代培養神経細胞におけ
るエンケファリンの輸送特性】
 ロイシンエンケファリンの大脳皮質初代
培養神経への輸送は、
非依存的な輸送の２つの輸送系を介して行
われていることが明らかとなった
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図 1 マウス初代培養大脳皮質神経細胞に
おけるロイシンエンケファリンの時間依
存的取り込み：（●）
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図 2 マウス初代培養大脳皮質神経細胞にお
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対する各種エンケファリン誘導体の阻害効
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られなかった。 
 
【有機アニオン transporter OAT3 とジカル
ボン酸 transporter NaDC3 との機能的連関】 
 エネルギー代謝の非常に大きな脳では、
citrate、α-ketoglutarate、malate 等の各種 TCA 
回路中間体がエネルギー供給源として大変
重要である。本申請者は、これまでにニュー
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の同定に関して
検討を重ねており、ラット大脳皮質由来のア
ス ト ロサイ ト 初代培 養 系にお い て 、
Na+-coupled dicarboxylate transporter 
NaDC3/NaC3 が succinate の輸送を担ってい
ることを明らかにしている。また、アストロ
サイトには organic anion transporter OAT3 が
発現していることも明らかにしている。アス
トロサイトにおける OAT3 の機能に関して
は検討がなされておらず、その生理的意義は
不明であるものの、アストロサイト内で合成
された TCA 回路中間体を細胞外に放出する
経路として関与している可能性があること
から、本研究では、マウス大脳皮質より単離
した初代培養アストロサイトにおける 
NaDC3/NaC3 と OAT3 との機能的連関につ
いて検討を行った。 
 マ ウ ス ア ス ト ロ サ イ ト に お い て 
NaDC3/NaC3、OAT3 の mRNA 発現が認めら
れ、saturation kinetics より得られた succinate 
輸送の Km 値は 13.5 ± 2.5µmol/L、estrone 
sulfate 輸送の Km 値は 80.9 ± 27.6 µmol/L  
であった。OAT3 と NaC3 とを共発現した 
HeLa 細胞において、5 mM α-ketoglutarate で
プレロード後の PAH 取り込みの Vmax 値
が有意に上昇した (α-KG preload : 465 ± 39 
pmol/mg protein/min、non preload : 224 ± 39 
pmol/mg protein/min)。さらにマウスアストロ
サ イ ト に お け る 同 様 の 検 討 で も 
α-ketoglutarate でプレロードすることにより、
わずかではあるものの estrone sulfate 輸送に
おける Vmax 値の上昇が認められた (α-KG 
preload :594 ± 207 pmol/mg protein/15min、non 
preload : 529 ±166 pmol/mg protein/15min)。こ
れらの結果よりアストロサイトにおいて 
TCA 回路中間体を細胞外へ輸送する経路が 
OAT3 を介したものである可能性が示された。 
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