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研究成果の概要（和文）：マウス大脳皮質初代培養神経細胞、アストロサイトを用いた検討により、中枢におい
ては、アストロサイトにおいてクエン酸回路中間体を細胞外に放出する経路が有機アニオントランスポーター
OAT3を介したものである可能性が示された。これらはアストロサイトが脳内においてクエン酸回路中間体の供給
源となることを示しており、ニューロンを取り巻く環境を維持するための重要な輸送機構であると考えられる。
一方、1型糖尿病モデルマウスを用いた検討から、Na依存性クエン酸トランスポーターNaCTは1型糖尿病において
肝臓での発現が低下することから肝臓への脂質蓄積には寄与していないことを明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：Studies using mouse cortex primarily cultured neurons and astrocytes suggest
 that the pathway that releases citric acid cycle intermediates to the extracellular space in 
astrocytes might be mediated by the organic anion transporter OAT3. These findings indicate that 
astrocytes might be the source of TCA cycle intermediates in the brain, and might be considered to 
be an important transport mechanism for maintaining the environment surrounding neurons.
In addition, studies using type 1 diabetes model mice revealed that the expression of Na-dependent 
citrate transporter NaCT in the liver is decreased in type 1 diabetes, indicating that it does not 
contribute to lipid accumulation in the liver.

研究分野：薬物動態学

キーワード： クエン酸　クエン酸輸送　クエン酸トランスポーター　非アルコール性脂肪性肝疾患　非アルコール性
脂肪性肝炎

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢におけるニューロンとアストロサイト間での神経伝達物資の合成や神経活動に必要なエネルギー供給機構の
解明は、未だに十分な治療成績や治療薬が開発されていない認知症やてんかん等の新規治療法の創生の一助にな
ると考えられる。一方で、糖尿病時の肝臓でのクエン酸トランスポーターの機能調節機構に関する検討により、
脂質合成の促進に関与することや非アルコール性脂肪肝への関与も示されていることから、糖尿病に付随する代
謝性疾患の新規治療戦略の構築に有益な情報を提供できた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
神経細胞は、glutamate や GABA などの神経伝達物質の細胞内プールにおける再生産を細胞

外に存在するクエン酸回路中間体を利用して行っている。α-Ketoglutarate や malate などのクエ
ン酸回路中間体はアストロサイトで合成された後、神経伝達物質の前駆体としてニューロンへ
輸送されるが、その輸送機構の詳細は不明である。本申請者はこれまでの研究により、中枢にお
いて 2 種の Na+/ジ・トリカルボン酸共輸送系 (NaCT/NaC2、NaDC3/NaC3) が発現しており、
NaCT はニューロンに、NaDC3 はグリア系細胞に発現していることを明らかにしている（Fujita 
et al., J. Neurochem. 93, 706－714 (2005); Wada et al., Brain Res. 1081, 92－100(2006)）。また、NaCT 
はニューロンの発達に伴いその発現が上昇すること、NaDC3 はアストロサイトの活性化に伴い
発現上昇する可能性を見出している（Yodoya et al., J. Neurochem. 97,162－173 (2006)）が、その詳
細な機構に関しては未だ不明である。 

一方で、クエン酸は、エネルギー産生や脂質合成、糖代謝など幅広い代謝経路の基質や制御因
子となることから、生命維持において中心的な役割を果たしている。クエン酸は、細胞質におい
て、脂質合成の基質となるだけでなく、脂質合成に関与する酵素の活性化を介して脂質の de 
novo 合成を促進する。その一方で、脂肪酸の β 酸化はクエン酸によって間接的に抑制される。
また、クエン酸は、解糖系の抑制、および糖新生の促進にも関与することが明らかとなっている。
このように、クエン酸は様々な代謝経路に関与しており、ヒトでは血漿中のクエン酸の約 85%が
肝臓で消費されることから、クエン酸は特に肝臓における種々の代謝反応において重要な役割
を果たしている。 

 
２．研究の目的 

薬理学的・生化学的に確立されてきた情報伝達系経路の知見が分子生物学的・細胞生物学的な
情報と融合することにより、トランスポーターも受容体やチャネルに劣らぬ重要な生理機能を
有していることが明らかにされつつある。また、トランスポーターは中枢における細胞外の環境
変化としての情報を細胞内に伝達する機構としても重要な役割を果たしている可能性も示唆さ
れている。本申請者は、NaCT、NaDC3 遺伝子をはじめとして種々の有機イオントランスポータ
ーをクローニングしている米国テキサス工科大学 Ganapathy 教授との共同研究により、これま
で検討を進めてきた。本研究では、同教授から得られる情報を中枢神経系にも還元し、さらに別
の機能調節機構の存在も視野に入れて、NaCT とクエン酸回路中間体の神経構築における生理的
役割を明らかにするとともに、Li+ を用いた躁病治療に対する新しい情報の提供を目指して研究
を遂行していくことを第 1 の目的とする。 
非アルコール性脂肪性肝疾患 (nonalcoholic fatty liver disease: NAFLD) は、過度の飲酒習慣が

無いにもかかわらずアルコール性脂肪性肝疾患と同様に肝細胞内への異所性の脂肪蓄積が認め
られる肝疾患である。現在、成人の約 25% が NAFLD に罹患しており、その罹患者数は世界全
体で増加の一途を辿っている。この NAFLD 患者の約 25% が非アルコール性脂肪性肝炎 
(NASH) を発症し、さらにそこにインスリン抵抗性や酸化ストレスなどの刺激が加わることで 
NASH 患者の約 20% が肝硬変に発展することが明らかとなっている。そのため、NAFLD は世
界的に重大な健康問題となっているが、肝細胞への脂質蓄積機構が十分に明らかになっていな
いことから、有効な治療方法は未だ確立されていない。NAFLD などの肝臓における脂質蓄積は、
エネルギー産生や脂質合成の亢進と脂肪酸の β 酸化の抑制によって起こることが推察されてお
り、これらの代謝経路において中心的な役割を果たしているのがクエン酸である。 

NAFLD の患者では、血漿中クエン酸濃度が健常者 (52–106 μM) よりも上昇しており (101–
210 μM)、その肝臓においては、NaCT の mRNA 発現量が上昇することが報告されている。これ
より、NAFLD の発症には、NaCT の発現上昇、およびそれに伴う細胞内クエン酸濃度の上昇が
密接に関係していることが推察される。2 型糖尿病は、NAFLD を高確率で併発することが明ら
かになっており、NaCT が 2 型糖尿病において NAFLD の発症・進行に関与している可能性も
示唆されている。一方、1 型糖尿病においても高い NAFLD 有病率を示すことが報告されている
が、その詳細な脂質蓄積機構、および NaCT との関連性については不明である。そこで、1 型糖
尿病における脂質蓄積機構と NaCT との関連性に関して、streptozotocin (STZ) により 1 型糖尿
病を誘発させたモデルマウスを用いて、肝臓における NaCT の発現量やクエン酸輸送、血漿中
の各脂質量について、正常マウスとの比較検討を行うことを第 2 の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス大脳皮質神経細胞・アストロサイトの単離と初代培養 

ddY 系マウス胎仔（胎齢 15 日目）から摘出した大脳皮質から、我々の既報に従い神経細胞
およびアストロサイトを調製し、初代培養を行った (Wada et al., Brain Res. 1081, 92－100 
(2006); Oka et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 341, 874－381 (2006))。 
（2）マウス NaDC3 およびヒト NaCT 発現プラスミドの構築 

mNaC3/pCMV-SPORT6 ベクターおよび mOAT3/pCMV-SPORT6 ベクターは Resource 
Center/Primary Database より入手した。ヒト NaCT/pSORT1 は Ganapathy 教授より供与



を受けた。これら 3 種のプラスミドは適切な制限酵素で切断し、哺乳類細胞発現プラスミドベ
クター pCIneo に組換えた。プラスミドの精製には PureLink HiPure Plasmid Mini (Midi) 
prep Kit を用いた。得られたプラスミドを 24 well plate に播種した HeLa 細胞に Superfect 
Transfection Reagent を用いてトランスフェクションし、48 時間後、取り込み実験に供した。 
（3）1 型糖尿病モデルマウスの作成 

6 週齢の雄性 C57BL/6J マウス を用い、未処理マウスと 1 型糖尿病マウス (STZ-treated) 
の 2 群に分けた (n=20)。1 型糖尿病モデルマウスは、生理食塩水 (pH 7.0) に溶解した
streptozotocin (STZ) を 200 mg/kg で i.p. 投与することにより作成した。また、STZ 投与後
4 日目に血糖値を測定し、その時の空腹時血糖値が 400 mg/dL となったマウスを糖尿病が惹起
されたと判定し、以降の検討に用いた。STZ 投与後 0、1、2、4、6、8 週目に、STZ 処理マウ
ス、および未処理マウスから血液を採取した。得られた血漿サンプル中のグルコース、トリグリ
セリド、コレステロール、および遊離脂肪酸濃度の測定は、市販の測定キットを用いて行った。 
（4）マウス肝初代培養の調製 

（3）で作製した 1 型糖尿病モデルマウス肝臓から定法に従い、collagenase 灌流法により肝
細胞を単離し、初代肝培養を行った。この細胞をクエン酸輸送実験に供した。 
 
４．研究成果 
（1）マウスアストロサイトにおける OAT3 および NaDC3 の機能的関連 

① マウスアストロサイトにおける OAT3 および NaDC3 の機能解析 
マウスアストロサイトにおける [3H]コハク酸取り込みの濃度依存性を検討したところ、
Michaelis 定数 Km 値は 13.5 ± 2.5 (μM)となった。また、OAT3 の典型的基質である[3H]エス
トロン硫酸 取り込みの濃度依存性を検討したところ、アストロサイトへのエストロン硫酸輸
送の Km 値は 80.9 ± 27.6 (μM) であった。 
② HeLa 細胞における NaC3 および OAT3 の発現・機能確認 
NaDC3 と  OAT3 との機能的連関を検討するため、mOAT3 発現  HeLa 細胞、mOAT3 
&mNaDC3 共発現 HeLa 細胞、および mock Hela 細胞を作成し、各種発現 HeLa 細胞にお
ける  OAT3、NaDC3 の発現、機能確認を行った。mOAT3/HeLa および  mOAT3 & 
mNaDC3/HeLa において OAT3 の基質である [14C] p-アミノ馬尿酸 (PAH) の輸送を検討、
mOAT3 & mNaDC3/HeLa において NaDC3 の基質である [3H]コハク酸の輸送を検討した。両
発現細胞とも mock と比較して基質の取り込みが有意に増加したことより、mOAT3/HeLa お
よび mOAT3 & mNaDC3/HeLa において、OAT3、NaDC3 が機能していることが確認できた。 
 

③ mOAT3 & mNaDC3/HeLa における PAH 取り込みに対する α-ケトグルタル酸の影響 
mOAT3 & mNaDC3/HeLa における PAH 取り込みの濃度依存性に関して、5 mM α-ケトグル

タル酸で 15 分間プレロードを行った場合と行わなかった場合とを比較検討した。mOAT3 & 
mNaDC3/HeLa においては、α-ケトグルタル酸でプレロードを行った場合の Vmax 値は 465 ± 
39 pmol/mg protein/min となり、プレロードを行わなかった場合の Vmax 値 224 ± 39 pmol/mg 
protein/min と比較して有意に上昇した。一方、プレロードを行った場合の Km 値 425 ± 65 µM 
はプレロードを行わなかった場合の Km 値 469 ± 153 µM と比較して有意な差は認められな

かった（図 2）。これらの結果より、OAT3 および NaC3 が機能的連関することが示唆された。 
 
 
 
 
 

図1 コハク酸 (A) およびp-アミノ馬尿酸 (B) の取り込み活性 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの検討より、間接的ではあるもののアストロサイトにおいてクエン酸回路中間体を

細胞外に放出する経路が OAT3 を介したものである可能性が示された。これらはアストロ

サイトが脳内においてクエン酸回路中間体の供給源となることを示しており、ニューロンを

取り巻く環境を維持するための重要な輸送機構であると考えられる（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（2）1 型糖尿病モデルマウスの肝臓における NaCT の発現および機能特性解析 

① 1 型糖尿病モデルマウスの肝臓における NaCT の発現 
STZ 誘発性 1 型糖尿病モデルマウスの肝臓における NaCT および NaDC3 の発現について 
real-time RT-PCR、Western blotting により解析を行った。STZ 投与後、NaCT mRNA 発現量は

次第に低下し、8 週目の NaCT mRNA 量は 0 週目の mRNA 量の 5 分の１まで低下した。ま

た、Western blotting による解析より、STZ 処理マウスにおいて、NaCT のタンパク量は時間

依存的に減少する傾向が見られた。一方、NaCT と同様に solute carrier gene superfamily 13A 
(SLC13A family) に属する NaDC3 mRNA 発現量は、STZ 投与後 2 週目から次第に増加し、

その増加傾向は 8 週目まで続いた（図 4）。 
 

 
 
 
 
② 1 型糖尿病モデルマウスの肝臓における Na+ 依存的なクエン酸の輸送特性 
STZ 処理マウス、および未処理マウスから単離した肝細胞におけるクエン酸の輸送活性につ

いて、[14C]クエン酸 を用いて評価を行った。肝細胞における NaCT を介したクエン酸の取り

図 2  mOAT3 & mNaDC3/HeLa の PAH 取り込み

における α-ketoglutarate プレロードの影響 

図 3  中枢環境における

アストロサイトでの TCA 
回路中間体の輸送機構 

図 4 1 型糖尿病モデルマウスの肝臓における NaCT および NaDC3 発現変動 



込みは、Na+ 勾配によって駆動する内向きの起電性の輸送であることから、本検討では Na+ 
存在下での[14C]クエン酸の取り込みから Na+ 非存在下での取り込みを差し引くことで、Na+ 
依存的なクエン酸の取り込みを算出した。マウス肝細胞における Na+ 依存的なクエン酸の取

り込みは、STZ を投与してから 0 週目とほぼ同程度の輸送活性を示し、検討期間中に STZ 処
理マウスと未処理マウスとの間に有意な差は見られなかった（図 5）。 

 

③ 1 型糖尿病モデルマウスにおける血漿中の脂質量の解析 
 1 型糖尿病モデルマウスにおける血漿中トリグリセリド、コレステロール、NEFA 量は、未

処理マウスと比較して有意に高かった (表 1)。特に、トリグリセリドの上昇は著しく、週齢

依存的な上昇の影響を除いても、STZ 処理マウスの血漿中のトリグリセリドは未処理マウス

の 2-3 倍高かった。一方、STZ 処理マウスにおける血漿中のコレステロールおよび NEFA 量
は、トリグリセリドほど上昇しなかったが、STZ 投与後 8 週目のコレステロール、NEFA は、

それぞれ同週の未処理マウスの 1.8 倍、1.7 倍高かった。 
 
表 1 1 型糖尿病モデルマウスの血中生化学的パラメータの変動 

 
こうした検討により、1 型糖尿病モデルマウスにおいて、NaCT の発現量が低下する一方で、

クエン酸の取り込みは NaDC3 の代償的な発現量の増加により補填され、変化しないことが示さ

れた。 
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図5 1型糖尿病モデルマウスより単離した肝初代培養細胞における 
Na+ 依存的なクエン酸輸送活性の変動 
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