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研究成果の概要（和文）：　アミノ酸や神経伝達物質の脳内での動態は、ニューロン・アストロサイトからの放出と再
取り込みにより精密に制御され、その恒常性の維持が脳の高次機能の維持に関わっていると考えられる。本研究では、
 N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamate (NAAG) と carnitine を例に挙げ、マウスより単離した神経細胞およびアストロ
サイトを用いて、NAAG および carnitine の輸送特性とその輸送に関与するトランスポーターを同定し、NAAG につい
ては PEPT2 が、carnitine については GAT1 および OCTN2 が関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In vivo fate of amino acids and neurotransmitters in brain is precisely regulated
 by release from neuron and/or astrocytes and by their re-uptake, and is responsible for maintenance of br
ain high-order function. In this study, we investigated the functional characterization of N-acetyl-L-aspa
rtyl-L-glutamate (NAAG) and carnitine transporter in mouse preimarily cultured neurons and astrocytes. NAA
G was found to be taken up by oligopeptide transporter (PEPT) 2 in astrocytes. In addition, carnitine was 
found to be taken up by GABA transporter (GAT) 1 and carnitine/organic cation transporter (OCTN) 2 in neur
on.

研究分野：
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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。しかしながら、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))。さらに、抗て
んかん作用や鎮痛作用を有する GABA 誘導
体 gabapentin の電位依存性 Ca2+ チャネル
(VGCC) に対する作用がアミノ酸 transporter 
system L を介した輸送により調節される可
能性も見出し、中枢における神経機能の維持
にアストロサイトなどのグリア系細胞もま
た重要な役割を果たしている可能性を示し
つつある  (Br. J. Pharmacol. 139, 435-443 
(2003); Brain Res. 1075, 99-108 (2006))。 
 本申請者は、これまで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。 
 
２．研究の目的 
 神経伝達物質あるいは前駆物質の神経細
胞内への輸送研究は、1980 年代に入りグリ
ア、ニューロンの初代培養法が確立されると
ともに大きく進展した。こうした神経伝達物
質の細胞内輸送機構に関する結果は、1990 
年代に入り発現クローニングの手法により 
transporter 遺伝子を単離する際に有用な情報
をもたらした。しかしながら、神経伝達物質
の前駆物質である中性アミノ酸やコリンな
どの細胞内輸送に関わる transporter の分子
クローニングの報告は、そのほとんどが 
2000 年以降になされたものであり、未だ生
理作用が明らかにされていない transporter 
や分子的実体が未知な transporter も少なく
ない。また、本申請者らが報告した有機イオ

ン  transporter （ di/tricarboxylate transporters 
(NaC2 and NaC3)、Na+-independent choline 
transporter (CTL)）などもニューロンやグリア
に発現していることが明らかになっている
ものの内因性基質が不明なため、脳内での生
理作用が不明である。本研究では、ニューロ
ン、グリア初代培養細胞を用いて、様々な有
機イオン transporter 群の輸送特性・分子的実
体を網羅的に明らかにし、これまでグリア、
ニューロンにおいて発現部位が不明であっ
た transporter の分布特性、輸送特性を明らか
にすることを目的とする。こうした観点から
の研究は、中枢における有機イオン 
transporter の生理作用を解明する上で必須で
あると考えられるが、神経化学の分野ではこ
うした transporter に大きな注目が払われて
こなかったことなどの理由により、全く進展
していないのが現状である。 
また、神経伝達物質に関してはその受容体
と transporter が機能調節に密接に関わりあ
っていることは周知であるが、他の有機イオ
ン transporter、例えば Na+-independent choline 
transporter や中性アミノ酸 transporter に関
してもイオンチャネルや補酵素生合成に関
与する酵素の機能調節に関わりあっている
可能性が、本申請者の研究により示唆されて
いる (Br. J. Pharmacol. 139, 435-443 (2003); 
Neurosci. Lett. 378, 70-75 (2005), ibid 392, 
207-212 (2006), ibid 393, 216-221 (2006))。また、
脳の発達段階におけるこれら有機イオン 
transporter の機能や発現の変動も併せて検討
することで有機イオン transporter 群のこれ
まで明らかにされていなかった生理的役割
に関しても明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
マウスニューロン・アストロサイト初代培
養系：マウス胎児（ 妊娠 15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。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 に関しては、そ
れらの情報を用いて輸送特性の整理を行う。 
前記の検討項目における有機イオン

transporter 群のうち、本申請者はモノカルボ
ン酸、ジ・トリカルボン酸、コリンの輸送に
関わる transporter のニューロンやグリア細
胞での輸送特性に関して既に報告している
が、特にジ・トリカルボン酸 transporter に関
しては、海外共同研究者である Ganapathy 教
授との共同研究により、これまで３種の
isoform が 報 告 さ れて い る Na+-coupled 
dicarboxylate transporter (NaC1、NaC2、NaC3) 



のうち、NaC2 および NaC3 が大脳皮質ニュ
ーロン・グリア細胞にそれぞれ発現し、脳内
に 高 濃 度 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 
N-acetyl-L-aspartate (NAA) を内因性の基質と
して認識している可能性を明らかにしてい
る (J. Neurochem. 93, 706-714 (2005); ibid, 
97,162-173 (2006); Brain Res. 1081, 92-100 
(2006))。一方、Na+ 非依存的な nicotinate や 
choline の輸送に関わる transporter の分子的
な実体についてはいまだ不明である。そこで、
前記の検討項目と並行し、これらの輸送に関
わる transporter の発現・機能調節機構に関し
て、以下の検討を進めた。(i) [3H]succinate お
よび [14C]α-ketoglutarate、[14C]citrate をプロ
ーブとして、マウス初代培養ニューロンおよ
びグリア細胞への NaCs を介した輸送活性
を精査する。(ii) 一方、NaC2 や NaC3 の中
枢における機能調節機構に関しては不明で
ある。そこで、これら２つの transporter の
様々な protein kinase による輸送調節に関し
て神経薬理学的手法を用いて詳細な検討を
加える。 

 
４．研究成果 
(1) マウスアストロサイトにおける
N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamate (NAAG) の輸
送特性 
マウスアストロサイトには PEPT2 mRNA 
の発現が認められ、PEPT2 のモデル基質であ
る Gly-Sar の輸送を検討したところ、これま
での報告と同様 pH 依存的な飽和性の輸送
系であり、その Kt 値は、pH 6.0 においては 
77.1 ± 19.4 μM、pH 7.4 においては 79.5 ± 5.5 
μM であった。また、アストロサイトにおけ
る Gly-Sar 輸送は Tyr-Arg、Phe-Leu、Tyr-Gly、
(Gly)3、cefadroxil によって顕著に阻害された。
一方、アミノ酸である Gly や TRH は高濃
度でも Gly-Sar の取り込みを阻害しなかっ
た。さらに Eadie-Hofstee plot が直線性を示
したことから、マウスアストロサイトへの 
Gly-Sar 輸送は１つの輸送系、つまり PEPT2 
を介して行われると考えられる。これらの結
果は、mPEPT2 発現 C6 glioma 細胞を用いた
同様の検討より得られた結果と一致した。次
にマウスアストロサイトにおける NAAG の
輸送特性について検討したところ、その輸送
活性は非常に低く、飽和性の輸送は認められ
なかったが、NAAG は  Gly-Sar の輸送を 
IC50 値 2.23 ± 0.4 mM で有意に阻害した。
mPEPT2-C6 glioma を用いた検討においても
同様の結果が得られたことより、NAAG は
PEPT2 の阻害剤とはなるものの基質として
は認識され難いことが示唆された。また、
NaC2 を発現するマウス初代培養ニューロン、
hNaC2-HeLa、mNaC3-HeLa における NAAG 
の輸送を検討した結果、いずれも NAAG の
輸送活性は認められなかった。 
一方、マウスアストロサイトにおいて 

NaC3、OAT3 の mRNA 発現が認められ、
saturation kinetics より得られた succinate 輸

送の Kt 値は 13.5 ± 2.5 (μM)、estrone sulfate 
輸送の Kt 値は 80.9 ± 27.6 (μM) 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。 

 
(2) マウス大脳皮質ニューロンにおける 
carnitine の輸送特性と GABA transporter の
関与 
 ニューロンにおける taurine 輸送の親和性
は Kt = 10.6 μM であり、β-alanine や GABA 
により有意に阻害された。また、ニューロン
内への taurine 輸送は Na+ かつ Cl- 依存的
であり、taurine 1 分子あたり Na+ と Cl- が
それぞれ 2 分子、1 分子共輸送されること
が示唆された。こうした特性は TAUT の輸
送特性と一致し、RT-PCR や Western blot の
結果からもニューロン内への taurine 輸送に
は TAUT が関与していることが明らかとな
った。また TAUT の輸送活性は days-in vitro 
(DIV) 1 より DIV 9 まで経日的に増加し、こ
の結果は mRNA やタンパク発現レベルの経
日的な上昇と対応していたことから、ニュー
ロンの分化に伴い TAUT の発現・機能が上
昇していることが示された。 
一方、L-carnitine のニューロンへの取り込
みも Na+ かつ Cl- 依存的であり、輸送の親
和性を示す Kt 値は 1.81 mM であった。
L-Carnitine 取り込みは acetyl-L-carnitine や 
L-asparagine などによって阻害されたが、
OCTN2 の基質となる TEA などの有機カチ
オンでは阻害されなかった。GABA は 
L-carnitine 輸送を高親和的に阻害し、阻害曲
線より得られる Ki 値 18.7 µM は、ニューロ
ンへの  GABA 輸送の  Kt 値  11.2 µM と 
comparable であった。一方 [3H]GABA 輸送
に対する L-carnitine の Ki 値 5.96 mM と 
L-carnitine 輸送の Kt 値 1.81 mM がほぼ近
い値を示したことから、L-carnitine と GABA 
が同一の輸送系を介して細胞内に取り込ま
れることが速度論的に示された。さらに、
GABA transporter (GAT) 1 選択的阻害剤は 
L-carnitine のニューロン内への輸送を顕著に
阻害すること、GAT1 mRNA の強い発現が認
められたことを考え合わせると、ニューロン
内への L-carnitine の輸送は GAT1 を介する
ことが示唆された。 
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