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研究成果の概要（和文）：脳内L-グルタミン酸(L-Glu)が血液脳関門(BBB)を介したプロスタグランジンE2(PGE2)排出輸
送に与える影響をbrain efflux index法にて評価した。大脳皮質へのL-Glu前投与によって、ラットBBBを介したPGE2排
出は阻害された。このL-GluによるPGE2排出減弱はN-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体拮抗薬共存にて正常化した。
さらに、NMDA受容体作動条件下にて、PGE2排出輸送はL-Gluと同様に減弱した。以上から、L-グルタミン酸はBBBを介し
たPGE2排出輸送を減弱させること、その過程にはNMDA受容体が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：L-Glutamate is reported to be involved in the excitatory neural responses. Using r
at brain efflux index method, I evaluated the effect of intracerebral L-glutamate on prostaglandin E2 (PGE
2) elimination across the blood-brain barrier (BBB). By the pre-administration of L-glutamate, the elimina
tion of PGE2 across the BBB was attenuated. This attenuation of PGE2 elimination was abolished by the co-e
xistence of antagonists for N-methyl-D-aspartate (NMDA)-type L-glutamate receptors. In addition, the elimi
nation of PGE2 across the BBB was attenuated by the pre-administration of agonists for NMDA-type L-glutama
te receptors as well as L-glutamate. These results suggest that L-glutamate attenuates PGE2 elimination ac
ross the BBB via NMDA-type L-glutamate receptor-mediated processes.
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１．研究開始当初の背景 
近年、脳内神経伝達物質の恒常性維持破綻

は様々な神経症状・疾患に関与することが明
ら か に さ れ て い る 。 L- グ ル タ ミ ン 酸 
(L-glutamate) などの興奮性神経伝達物質は
Na+や Ca2+などの神経細胞への流入、それに
伴う脱分極を誘発し、この神経細胞脱分極は
てんかん発作や、拡延性抑制  (spreading 
depression) を前兆とする偏頭痛などの中枢
神経症状を引き起こす要因となることが明ら
かにされている。これら中枢神経疾患は症状
に合わせた使用薬物の初期選択が治療の上で
非常に重要であるものの、その選択は現在非
常に難しい。これら疾患は日常生活の質を低
下させるだけではなく、生産性も低下させる
と考えられ、事実、アメリカの場合、片頭痛
が要因で年間 170 億ドル程度まで国の生産性
が低下していると報告されている  (Arch. 
Intern. Med. 159, 813-8 (1999))。従って、これ
ら中枢神経疾患は個人だけではなく社会全体
の利益上、速やかに対策を講じる必要がある。 

Prostaglandin E2 (PGE2) は興奮性神経伝達
促進因子であり、発熱、痙攣発作や発痛など
に関与することが報告されている (J. Biol. 
Chem. 282, 32676-88 (2007))。また、実験的に
痙攣及び偏頭痛を誘発させることによって、
脳内もしくは末梢組織における PGE2 量は上
昇 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 
(Prostaglandins Other Lipid Mediat. 71, 205-16 
(2003); Headache 50, 844-51 (2010))。従って、
これら疾病時では脳内 PGE2恒常性維持機構
は変動している可能性が考えられ、その変動
機構解明はこれら疾病の発症・進行メカニズ
ムの理解、そして治療法確立において重要で
ある。 
申請者は脳における薬物の効果、そして内

因性化合物の脳内量調節及びその変動への血
液脳関門輸送担体の役割を解明することを目
的とし、これまで独自の研究を推進してきた。
脳内 PGE2について、脳実質では PGE2を不活
性化する酵素活性が非常に低いことが報告さ
れており (Cerebrospinal Fluid Res. 5:5 (2008))、
神経細胞やグリア細胞にて産生された PGE2

がどのように排除されるか、「脳にプロスタグ
ランジンが存在する」という報告から約 45
年経過しても不明なままであった。申請者は
これまでの研究から、BBB を介し PGE2が排
出輸送され、その過程に ABC 輸送担体 MRP4
が関与すること、炎症惹起時にその排出機構
は減弱することを見出している。以上の結果
から、BBB は脳内 PGE2クリアランスに寄与
し、その機構は外的環境に応じてダイナミッ
クに変動することが示唆された。この排出機

構のダイナミックな変動について検討を進め
た結果、大脳皮質への高濃度塩化カリウム投
与時や L-Glu 投与によって、PGE2排出が阻害
されることを予備的に見いだした。大脳皮質
へのカリウムイオン投与にて spreading 
depression が誘発されること、グルタミン酸
受容体作動時には神経細胞の脱分極が誘発さ
れることがそれぞれ報告されている。以上の
点から、「脳における神経活動の脱分極 (即ち、
興奮性神経伝達活性化) は BBB における
PGE2 排出輸送を減弱させる」と仮説立てら
れる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は申請者独自の仮説「神経活動が血

液脳関門 PGE2 排出輸送を変動させ、脳内
PGE2 介在作用を調節する」の実証を目標と
する。神経活動、特に興奮性神経伝達の亢進
は偏頭痛や各種神経変性疾患の発症・進行に
に関与することが知られている。そこで、特
に興奮性神経伝達を介在する L-glutamate に
よる、BBB を介した PGE2排出輸送機能の変
化を解析すると共に、その過程に関与する分
子・機構の解明を目的とし、研究を実施した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ラット大脳皮質から BBB を介した PGE2

排出輸送機能評価 (brain efflux index 法) 
 麻酔下Wistar系統雄性ラット大脳皮質 Par2
領域に放射標識PGE2 ([3H]PGE2) 及びBBB非
透過性物質 ([14C]D-mannitol) を微量投与し、
指定時間後に安楽死させ、投与側大脳皮質を
単離した。2 N 水酸化ナトリウム溶液にて可
溶化し (55°C, 3 時間)、液体シンチレーション
カクテル (Hionic-Fluor, PerkinElmer) を加え、
十分に撹拌後、液体シンチレーションカウン
ターにて 3H 及び 14C 放射活性を測定した。な
お、各種化合物による阻害効果は、微量投与
液中に化合物を共存させることによる脳内残
存率の変動を指標に評価した。 
 
(2) ラット脳スライス取り込み実験による脳

内 PGE2分布容積算出 
 安楽死処理後の Wistar 系統雄性 4-6 週齢ラ
ットから大脳皮質を単離し、即座にマイクロ
スライサー (Leica) を用い、厚さ約 400 m の
脳スライスを調製した。調製した脳スライス
を加温した生理バッファー (37°C) にて 5 分
間プレインキュベーションし、次いで
[3H]PGE2含有生理的バッファーに移すこと
で、取り込み実験を開始した。反応時間 



経過後、氷冷生理バッファーにて洗浄後、水
酸化ナトリウム容器にて可溶化し(55°C, 1 時
間)、液体シンチレーションカクテルを加え、
十分に撹拌後、放射活性を測定した。定常状
態に達した[3H]PGE2取り込み (mL/g brain) 
と、脳スライス付着容積との差を、[3H]PGE2

の分布容積とした。 
 
(3) 大脳皮質への L-Glu 及びその他薬物投与

処理 
 L-Glu 及びその他受容体作動薬・拮抗薬を
生理バッファーに溶解させ、各種解析実施 5
分前に大脳皮質へ 50 L 投与した。対照実験
として、生理的バッファーを投与し、解析を
実施した。 
 
(4) ラット大脳皮質における 

mPGES-1 タンパク質発現量解析 
 L-Glu 投与処理側大脳皮質を単離し、crude 
membrane fraction を調製した。本サンプルを、
抗 mPGES-1 抗体 (J . Neurochem., 123, 750-60 
(2012)) を用いた Western blot 解析に供した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ラット BBB を介した PGE2排出輸送特性

評価 
 本解析を実施するにあたり、in vivo ラット
BBB を介した PGE2排出輸送特性を評価した。
大脳皮質に投与した[3H]PGE2 は経時的に消
失し、その消失半減期は 14 分、消失速度定数 
(kel,BBB) は 5.07 × 10-2 min-1 であった。脳スラ
イスへの[3H]PGE2取り込み解析の結果、その
取り込みは 20 分以降定常状態に達している
と判断され、その分布容積 (Vd,brain) は 1.19 
mL/g brain と算出された。これら kel,BBB 及び
Vd,brain の積から算出した BBB を介した PGE2

排出輸送クリアランス (CLBBB,eff) は 
60.1 L/(min•g brain)であった。この BBB を介
した排出輸送クリアランスは、脳脊髄液中か
らの PGE2 消失クリアランスと比較し高値で
あったことから、BBB を介した PGE2排出輸
送は脳内 PGE2 消失に重要な役割を果たすこ
とが示唆された。 
 In vivo ラット BBB を介した[3H]PGE2排出
輸送は非標識 PGE2 共存によって有意に阻害
されたことから、この排出輸送は担体介在型
であることが示唆された。この排出輸送を担
う分子を明らかにするため、各種化合物を用
いた阻害実験を実施した。その結果、[3H]PGE2

排出輸送は organic anion transporter 3 (OAT3) 
及び multidrug resistance-associated protein 4 
(MRP4) の基質・阻害剤と報告されている

benzylpenicillin 及び Ro64-0802 共存にて協力
に阻害された。従って、BBB を介した PGE2

排出輸送には OAT3 及び MRP4 が主に関与す
ることが示唆された。 
 
(2) 大脳皮質への L-Glu 投与による BBB を 

介した PGE2排出輸送の減弱 
 大脳皮質に L-Glu が高濃度で存在するよう
な疾患時において、脳内 PGE2 濃度が上昇す
ることが報告されている。この上昇には病態
時脳において、PGE2 の過剰合成に関与する
microsomal prostaglandin E synthase-1 
(mPGES-1) のアップレギュレーションが関
与すると言われている。一方、大脳皮質に
L-Glu 溶液 (50 mM) を投与後、投与側大脳皮
質を単離し、mPGES-1 タンパク質発現量を解
析した結果、コントロールと比して劇的な上
昇は観察されなかった。従って、脳内に L-Glu
が過剰に存在した際に認められる脳内 PGE2

濃度上昇には、mPGES-1 アップレギュレーシ
ョン以外の機構が関与する可能性が考えられ
た。そこで、L-Glu 投与後に BBB を介した
PGE2排出輸送を brain efflux index 法にて評価
した結果、有意な排出低下が示された。従っ
て、脳内過剰 L-Glu が誘発する脳内 PGE2 上
昇には、少なくとも一部、BBB を介した PGE2

排出輸送の低下が関与することが示唆された。 
 この排出輸送低下を誘発する因子を明らか
にするため、各種 L-Glu 受容体作動薬・拮抗
薬を用いた解析を実施した。L-Glu 受容体の
一つ、NMDA 受容体の拮抗薬を L-Glu 溶液に
共存させることによって、L-Glu 投与時に示
された[3H]PGE2 排出輸送低下は観察されな
くなった。さらに、NMDA 受容体アゴニスト
投与によって、BBB を介した PGE2排出輸送
は、L-Glu 投与時と同様に低下した。一方、
代謝型 L-Glu 受容体 (mGluR) 作動薬の投与
では、BBB を介した PGE2排出輸送は変化し
なかった。以上の結果から、L-Glu 投与によ
る PGE2排出輸送の低下はNMDA受容体を介
し誘発されることが示唆された。 
 
(5) まとめ 
 本研究の成果として、以下の二つが挙げら
れる。 
① ラット BBB を介し PGE2は排出輸送され、

その過程には OAT3 及び MRP4 が 
関与する。 

② 本 BBB を介した PGE2 排出輸送は脳内過
剰 L-Glu 存在下にて減弱し、その過程には
NMDA 受容体が関与する。 

L-Glu が介在する興奮性神経伝達が過剰な中
枢神経系疾患時には脳内 PGE2 濃度が上昇す



ることが報告されている。本研究成果にて、
この脳内 PGE2濃度上昇への血液脳関門 PGE2

クリアランス機構が果たす役割の一部が明ら
かとなった。本成果は、将来的には、興奮性
神経伝達が過剰である中枢神経系疾患、例え
ばアルツハイマー病などにおいて観察される
脳内炎症応答の制御に繋がるものと期待され
る。 
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