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研究成果の概要（和文）：　本研究では循環血液と網膜とを隔てる血液網膜関門（BRB）に発現するにも関わら
ず、薬物等の輸送への関与が不明確であるモノカルボン酸トランスポーター（MCT）であるMCT9とMCT14などの重
要性実証を目的とした研究を遂行した。MCT9やMCT14を含めた各種MCTファミリーのアフリカツメガエル卵母細胞
（oocytes）発現系を構築し、カチオン薬物・化合物を含めたいくつかの新規輸送基質を同定した。遺伝子ノッ
クダウン解析を通じ、MCT14がBRBの機能恒常性に役割を果たす可能性が示され、それに加えて生体内エネルギー
貯蔵物質の動態に役割を果たすMCT分子種が見出された。

研究成果の概要（英文）： This study aimed at elucidating importance of orphan monocarboxylate 
transporters (MCTs), including MCT9 and MCT14, which are expressed at the blood-retinal barrier 
separating the retina from the circulating blood. At first, we established Xenopus Laevis oocytes 
overexpressing each MCT. Using the overexpressing oocytes, cationic substrates of MCT9 and MCT14 
have been newly identified. To clarify the involvement of substrate transport via MCT such as MCT9 
and MCT14, techniques of gene-knockdown for the MCTs were developed. With the techniques, it is 
suggested that MCT14 plays a role in the functional and physiological homeostasis at the 
blood-retinal barrier. Moreover, we have identified contribution of MCT12 to biosynthesis and tissue
 distribution of creatine, an energy battery in the body. In conclusion, several physiological 
importance of MCT molecules is determined through this research.

研究分野：中枢神経系関門薬物動態学

キーワード： 血液網膜関門　MCT　モノカルボン酸トランスポーター　カチオン性薬物　内側血液網膜関門　網膜毛細
血管内皮細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　血液網膜関門（BRB）を介した薬物の輸送について一部寄与分子が明らかにされていない等、生体における化
合物・薬物の動態について分子レベルでの解明は不十分なままである。薬物・化合物を認識し、輸送する分子構
造の特徴は見出されてきており、「立体構造的にトランスポーターと推定されるものの、生体における役割が決
定付けられていない」オーファン分子の発現・機能についての研究が、この解明に繋がると期待される。本研究
では、このオーファン分子に属するMCTの生体における役割の端緒が明らかになり、それを基にした医療・創薬
が進むと期待される。この点から、学術的・社会的意義は高い成果であると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
「見る」を司る網膜の異常は、ヒトの quality of life (QOL) を著しく損なう。この網膜の異常に
起因する視覚障害を有する患者について、その 50%以上を占めるのは 40歳以上のヒトにおける
後天的な疾患、即ち「加齢」や「生活習慣」がリスクファクターである原因疾患によることが 
知られている。これらリスクファクターとなる網膜疾患として、糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症、
緑内障、網膜色素変性症が挙げられ、これら疾患時には網膜組織内環境のホメオスタシスが破綻
し、神経細胞の異常興奮などが発生している。そのため、「網膜神経細胞の過剰興奮」の抑制を
可能とする生体分子メカニズムの理解とその応用は、これら網膜疾患を克服し、QOL 向上に 
繋がる。少子高齢化社会を迎える現代にて、本研究に対する要望性は高く、その成果の社会的 
波及効果は極めて高いと判断される。 
本研究グループはこれまでの研究を通じ、循環血液と網膜とを隔てる血液網膜関門 (BRB) に
おいて、選択的な基質認識性を示す各種トランスポーターの循環血液-網膜間における物質交換
への役割を明らかにしてきている。本関門が存在することで、各種網膜疾患に対する薬理作用と
して有望なシーズが見出されたとしても、治療薬としての実現が困難な現状である。申請者は、
「神経細胞過剰興奮を引き起こすアミン類や、神経細胞に対し保護的効果を有する薬は”カチオ
ン性”化合物であることから、BRBに存在するカチオン性化合物輸送機構を解明することで、こ
の難局を打破出来る」と考え、BRB カチオン性化合物輸送機構解明に取り組んでいる。その 
結果、以下(1)-(2)に詳述するように、既知の輸送機構では説明がつかない、カチオン性化合物 
輸送機構の存在を見出した。 
(1) Verapamil や propranolol、神経保護作用を示す clonidine などのカチオン性薬物は、血液から

BRBを介し網膜へ促進的に輸送されたが、その輸送について OCT/SLC22Aなどの典型的 
カチオン輸送担体の関与は否定された。 

(2) 神経細胞に対し障害を示す 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) や spermineは、網膜から BRB
を介し循環血液中へ排出される。MPP+や spermineは上記 OCT類の基質・阻害剤として報告
されているが、それらの排出輸送にはこれらの分子は関与していなかった。 
これらの輸送プロセスに関わる寄与分子の特定は、網膜疾患治療薬の動態学的な選定法の確立
や、網膜からの効率的な神経毒性物質排除法の開発に繋がる。 
研究代表者はこのプロセスに関わる別の輸送機構として、遺伝子配列として特定されている
ものの、組織における発現を含めその生理機能が不明確なトランスポーター様分子 (オーファン
トランスポーター) に注目し、BRB 発現と機能を予備的に検証した。BRB は、網膜毛細血管 
内皮細胞を実体とする内側血液網膜関門 (inner BRB) と、網膜色素上皮細胞を実体とする外側 
血液網膜関門 (outer BRB) にて構成されている。オーファントランスポーターの中で、モノ 
カルボン酸輸送担体 MCT ファミリーに分類される MCT9・14 について、ラット inner BRB 
および outer BRB モデル細胞における mRNA 発現が示唆された。また、これら分子に対し 
特異的な抗体を能動免疫法によって作出し、免疫組織化学的解析を実施したところ、in vivo 
ラット innerおよび outer BRBの細胞膜表面における局在性が示された。従って、本オーファン
MCTは循環血液-網膜間における薬物・化合物輸送について、固有の役割を果たす可能性が考え
られた。 
 
２．研究の目的 
上記研究背景から、本研究の当初目的は、BRBを介したカチオン性薬物を含めた薬物・ 
化合物の輸送に対するMCT9・14の役割を決定付けることとしていた。本研究を進める過程で、
対象MCTとして取り上げたMCT9・14分子種の単離に成功した。そこで、BRBのみならず、 
同定した基質と分子との関係性から、生体におけるオーファンMCTの重要性を明らかにする 
ことも合わせて目的とし、本課題研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
(1) MCT高発現 Xenopus Laevis oocytes発現系 

Wistar/ST系雄性各種組織から TRIzol試薬 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用
いて total RNA を調製した。本 total RNA から合成した complementary DNA を鋳型として
polymerase chain reactionを行うことで、各種MCT open reading frameを cloningした。単離した
MCT分子種は pGEM-HE plasmidに組み込み、T7 RiboMaxTM Large Scale RNA Production System 
(Promega, Madison, WI, USA) を用いて対象分子の complementary RNA (cRNA) を合成した。雌性
アフリカツメガエル (カトーS カガク, Chiba, Japan) から卵母細胞を調製し、濾胞細胞除去後に
解析対象分子 cRNAを~50 ng注入した。指定時間培養後に、各種輸送解析に供した。 
 
(2) ラット組織初代培養細胞の調製 
ラット初代培養肝実質細胞を調製するため、同ラットの肝臓を酵素処理にて単細胞化し、~600 

μmの金属 meshにて濾した後、Percoll密度勾配遠心法を実施した。調製した肝細胞を Collagen I
でコーティングされた培養器に播種し、10% FBS を含有した低濃度グルコース DMEM 中にて 



37°C・5% CO2環境下にて培養した。ラット腎近位尿細管上皮細胞を調製するため、Wistar/ST系
雄性ラット腎皮質をミンスし、酵素処理を施した。ナイロンメッシュ (200 μm) を通過し、85 μm 
cell strainerにて保持されたサンプルを回収し、Hank’s balanced salt solutionにて洗浄した。洗浄後
のサンプルを Collagen Iコーティングの培養器に播種し、10% fetal bovine serum (FBS) 含有ダル
ベッコ変法イーグル培地 (DMEM) / F12にて 37°C・5% CO2環境下にて培養した。これら細胞に
おける MCT 遺伝子ノックダウンは Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher Scientific) を用いた
siRNA導入にて行った。 
 
(3) BRBモデル細胞株を用いた各種解析 
条件的不死化ラット網膜毛細血管内皮細胞株 (TR-iBRB2 細胞) とラット網膜色素上皮細胞株 

(RPE-J細胞) は Collagen Iコーティングされた培養器を用いて 33°C・5% CO2環境下にて培養し
た。これら細胞へ Lipofectamine RNAiMAXを用いて siRNAを導入することで、遺伝子ノックダ
ウンを行った。化合物輸送能は放射性同位元素標識化合物を用いた輸送解析にて評価し、代謝フ
ラックスは Extracellular Flux Analyzer XFe24 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) にて測定
した。 
 
４．研究成果 
(1) MCT9およびMCT14を始めとしたMCTを高発現した oocytesを用いた基質化合物探索 
各種 MCT を高発現した oocytes を用いて、カチオン性薬物・化合物を含めた輸送基質同定を
試みた。MCT9高発現 oocytesにおいて、nuclease-free waterを注入した control oocytesと比較し
て有意な 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) と cholineの取り込み上昇が示された。本 oocytesに
おける MPP +取り込みについては飽和性が示され、その Km 値は 27 mM、Vmax 値は 
9.8 nmol/hr/oocytesであった。さらに、本 oocytesにおけるMPP+取り込みには静止膜電位依存性
は示されず、細胞外 Na+および Cl-感受性が示された。以上から、MCT9 は既知の有機カチオン 
輸送担体群とは異なる輸送特性を示すMPP+トランスポーターであることが示唆された。さらに、
oocytes 内からの排出輸送を通じ、MCT9 高発現によって oocytes 外への creatine と acetyl  
L-carnitine 排出輸送は亢進することが示唆された。この creatine 排出輸送能の亢進は MCT12 に
よっても示され、MCT9 と MCT12 は細胞内から細胞外への creatine 排出輸送機能を有すること 
が示唆された。 
同様に、MCT14高発現 oocytesを用いて輸送基質を探索した。Control oocytesと比較しMCT14
高発現 oocytes において有意な取り込み上昇が示された化合物・薬物は L-histidine と nicotinate、
L-proline であった。一方で、有意な取り込み低下が示されたものは、L-arginine や L-glutamine、
histamine、pyridoxine、D-serine、spermine であった。以上から、MCT14 はこれら化合物の細胞 
形質膜における輸送に影響を与えることが示唆された。 
 
(2) 末梢組織における creatine輸送に影響を与えるMCT分子種の決定付け 

MCT9 と MCT12 が creatine 排出輸送能を示すことから、生体における creatine 動態にこれら 
分子種が何らかの役割を果たす可能性が考えられた。エネルギー貯蔵物質である creatine の 
生合成に主な寄与を果たすのは肝臓であることから、肝実質細胞から循環血液中への供給に 
役割を果たすと仮説が立てられた。肝実質細胞に対し siRNA 導入による MCT 分子 RNAi を 
行った後に[14C]creatine 排出輸送を評価したところ、MCT9 遺伝子ノックダウンでは変化は 
示されなかったものの、MCT12 遺伝子ノックダウンでは有意な[14C]creatine 排出輸送能低下が 
示された。この MCT12 について肝実質細胞形質膜における発現・局在も示されたことから、 
肝臓における循環血液中への正味の creatine 供給に少なくとも一部 MCT12 が関与することが 
示唆された。 
このMCT12について creatineの類似化合物認識性も合わせて評価した結果、creatine前駆体で
あるグアニジノ酢酸 (GAA) について MCT12 高発現による oocytes 内から外への放出能促進が
示された。GAA は腎臓の近位尿細管において生合成されることが知られている。初代培養近位
尿細管上皮細胞を用いた解析にて、MCT12 は腎近位尿細管上皮細胞における GAA 放出に一部
関与することが示唆された。MCT12 を対象とした免疫組織化学的解析の結果、腎近位尿細管 
上皮細胞の血液側形質膜に局在することが示されたことから、MCT12 は循環血液中への GAA 
供給に役割を果たすことが示唆された。 
 
(3) MCT14の血液網膜関門における役割解明 
 (1)の MCT14 高発現 oocytes において輸送が変化した薬物・化合物について、BRB を介した 
これらの輸送に MCT14 が関与するかを検討することを目的に、MCT14 遺伝子ノックダウン 
処理後の TR-iBRB2細胞や RPE-J細胞を用いた薬物等の輸送解析を行った。その結果、非ノック
ダウン細胞と比較して明確に輸送が変化した化合物・薬物は存在せず、MCT14 は(1)にて輸送 
基質候補として見出された物質の輸送への関与しない、もしくはその寄与は非常に小さいこと
が示唆された。ただし、MCT14ノックダウン処理後の TR-iBRB2細胞および RPE-J細胞を観察
した結果、導入処理後数日経過した際のコンディションが全体的に悪くなる傾向が示された。 
そこで、MCT14 はこれら細胞の生理学的恒常性に関与すると仮説を立て、MCT14 siRNA 導入 
処理後の細胞における中間代謝能を解析した。代謝フラックス解析の結果、MCT14 ノック 



ダウンによって TR-iBRB2 細胞や RPE-J 細胞における酸素消費速度 (OCR) が低下し、特に 
TR-iBRB2 細胞においてその変化は顕著であった。ミトコンドリア機能を示すパラメーターに 
ついて比較を行ったところ、MCT14 siRNA 導入にて有意な低下が示されたものは基礎呼吸と 
プロトンリーク、ATP 産生能であった。以上のことから、MCT14 は inner BRB における機能 
恒常性維持に役割を果たす可能性が示された。 
 
(4) 結論と今後の展望 
 本研究を通じ、BRB を含めた組織におけるオーファン MCT の役割について一部明らかと 
なった。本研究ではカチオン性薬物の BRBを介した輸送について、NMDA受容体拮抗薬である
アマンタジンが BRBを介し促進的に網膜へと移行すること、そしてその輸送を担うメカニズム
の化合物認識特性についても明らかにしている。これら本研究成果を基に、BRB 機能維持を 
含めたオーファン MCT の医療・創薬への応用が進み、特に網膜への保護効果が期待される 
薬物の送達戦略が構築されていくものと期待される。 
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