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文要旨

Althoughorganiccation/CamitinetransportersOCTNhmilymembersexllibitmoretlmn

6０％similarityeachother,theirtissuedistributionMndtransportedsubstrateMrevariable・

Inthepresentstudy,inoldertoclarifythephysiologicalrolesofOCTNs,tissuMndcelIular

distributions，IocaIizationsanddrMngfDrceswereexaｍｉｎｅ｡、OCTN2waslocalizedatthe

bmsh-boｒｄｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｒｅＭｌｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕlarepithelialcellsanditsdrMngfbrcesfDr

camitinetranspm･ｔｗｅｒｅＭｕ＋andmembranepotential，ｓｈｏｗin窪tlmtOCTN2mediatesrenaI

reabsorptionofcamitine・Secondly，IdemonstratedthatOCTNZwasessentialfOrMmitine

distributionfromplasmatotestismdｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓｆｒｏｍｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｂｙｕｓｉｎgprimarycultured

SertolicelIs，epididymalepithelialcells，andfmctionallyOCTN2-deficient、ice・Thirdly，

OCTN3waspredominantlyexpressedｉｎｓｐｅｌ･matozMandmediatedcamitinetransport・

Fo川･thly,sinceOCTNItrmsportsorganiccationsbyusingH＋gradientandwaslocalizedat

thebmsh-bordermembraneofreMlproximaItubularepithelialcelIs，ｉｔｗａｓｓｐｅｃｕＩａｔｅｄｔｈａｔ

ＯＣＴＮ１ｉｓｉｎｖｏlvedinrenalexcretionoforganiccations・FiMIly，itwasdemonstratedthatan

expressiｏｎｏｆＯＣＴＭｉＭssociate〔IwithmyeloidcellsesIDeciallywitherythroid-lineagecellMt

thetransitionstagefromimmatⅢeerythmidcellstoperipheralmatureelythrocytesrather

thMlymphoidcells・Inconclusion，ｉｔｗａｓｃｌａｒｉｆｉｅｄｔｈａｔＯＣＴＮ２ａｎｄ３ａｒｅimolvedin

camitinetrmsportinkidneyandmalereproductivetissuesfOrthereabsorptionofcamitine

andmatumtionofspemlatozM・ＩｔｗａｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＯＣＴＭｐｌａｙｓｉｍｐortantrolesin

Mdneyorbloodcells,whilephysiologicalsubstrateofOCTN1hasnotbeenclarified．

細胞膜トランスポーターは、生体内物質および外'太'性物質の体内濃度、その分ﾉＩｌｉＪＩ''三を決

めるひとつの因子である。様々なトランスポーター分子がクローニングされ、今,Iまで服

f1rされている旦』象諭的な輸送系の分JF-的戈体が}ﾘ｣らかになりつつある。一方で、分:｣F化物

学的手法によりその存ｲEが'Jくされたにもかかわらず、本来のjiL質や′,ﾐ理的な役,iﾄﾞﾘが,ﾘ｣確で

はないトランスポーターも多く存在する。この問題を解決して行く手段としてトランスポ
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－ター分子の組織分布性、発現細胞特異性、極性細胞における膜局在性、輸送駆動肌お

よびｿﾋﾞ｣:1,,1部位のﾉﾋ理環境の特異性などが、その生理的意義を予測する上で有用なＪｉＩｉ服を与

える''1能性がある。

ノＭ１}先では、１９９７年から２０００年に当研究篭において分子同定された有機カチオン／カ

ルニチントランスポーター群ＯＣｍｌ、OCTN2およびOCTN3が生体内においてどの様な

'１ﾐfll1的役(i;Ｉを}'1っているのか明らかにすることを目的に、１．組織分布、２．膜ﾊﾟｩｲﾋﾟ`|(k､３．駆

動ﾉJの３点に特に注目して研究を進めた。まず、OCTＮトランスポーター群の′|ﾐ理的役割

を、艮釧脂肪１１唆のβ酸化に必須なcarnitineを輸送するトランスポーターである点に索梱し

解|ﾘ｣しようと考えた。さらに、carnitineよりもむしろ有機カチオン化合物の輸送活性が高

いＯＣＴＮ１の役ｉｉｆＩを、発呪の高い腎臓および造血組織に注目し検討した。

ＬＯＣＴＭのwnitine輸送の駆動力と腎臓における局在性

ＯＣＴＮ２は、’仔臓に強く苑L1,,1しており、そのcarnitilie輸送特』性は'腎尿細管刷子縁膜に存

ｲEするMWcarnitine共輸送}[1体と顛似している。また、OCTＭ活性を遺伝的に欠拱した/γｓ

マウスでは、carnitineのhk細櫛ili吸収が不企である。そこで私は、OCTN2の'仔臓での生

fll1的役Ｉｉ;Ｉを1ﾘ｣らかにするため、OCTN2の駆動ﾉJと腎臓における局在性を検討した。

細胞ll其ベシクルを１１ｌいた検,計により、Ｎａ+勾配がOCTN2のcarnitine輸送の駆動力であ

り、Ｍ拳とcamitineをＩ:ｌで此輸送し、、ﾐ１J,k一価のカチオンの移動が起きるため、膜f{ji位

に感受!|ｿﾞﾄの起Tlji的な了三次Ｊ１'|ﾐ能動輸送トランスポーターであることが証明された。さらに、

OCTN2が'削戯のＩｌｌｊＩ矛縁膜にｈＭ言することを,jくし、当初推定された通り、ＯＣＴＮ２は腎臓の

lllll症縁'共にｲjﾋﾞｲ|：するＮａ+/carnitine共Iliiiii送休の分子実体であり、糸球体ろ過を受けたcarnitine

のIIj吸収トランスポーターであると糸Iii論付けられた。

2．セルトリ細胞におけるOCTN2を介したcamitineilili送

ＯＣＴＮトランスポーター|洋はOCTNl,OCTN2およびOCTN3すべてが、精巣にｿ側Ｌて

おり、結果においてOCTＮトランスポーター|洋がingな役判を担っている可能|ｿﾞ|ﾐがある。

そこで、IIL液)|(i1i巣閏|i｢｣をﾉlii'#成しているセルトリ細胞にﾗirfl=1し、セルトリ細胞における

carnitine1輸送洲ｿﾞkを測疋した。

初ｲＷｆ塗セルト1｣細胞のbasolateral側ＩＤＩでのcamitine'|iiii送突験より、ＯCTM様のIiⅧ１１

和'''1ﾐのＮａ十依ｲﾉｾﾞ的なcarnitinelliiiii送7ili』|'|：が砲,l察された。さらに、初代j)千錠セルトリポlll肥およ

び)|<'１７巣糺織ＩＩｉのセルトリ細l泡にOCTN2が発旦,Iしていることが[ﾘ｣ちかになり、ノ1,sマウスに

おいて粘巣へのcarnitine移行|ｿﾞ|ﾐが迦杵に低Ｆしていることより、OCTN2が血中のcmitine

の)|(,ii聯'1織への移行に働いていることが糸lf1iili付けられた。

3．精巣上体管上皮細胞におけるＯCTMを介したcarnitime輸送

結果[二体は、ノ[ﾐ体内でcarnitineが蚊も,(li濃度にｲJイIﾐする組織であり、従来からカルニチ
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ントランスポーターの存在が示唆されていた。また、OCTN2が精巣上体fiii5上皮細胞の

basolateral側|膜に発現していることが、本研究の進行中に報flrされた。そこで、精巣上体

におけるcamitine輸送特１１tを[ﾘjらかにし、ＯCTMの特徴と比較した。

初代培獲粘巣1二体符上皮細胞でのcarnitine取り込みは、Ｎａ+依存的でありＹ低親和性と

高親和性の複数の輸送機構が存在し、その高親和性の輸送機構のcarnitineに対する親和性

は、OCTN2のそれとli幌度であった。また、精巣上体橘上皮細胞でのcarnitine取り込み

は、OCTN2と共通の阻1拝剤により低下した。さらに、ノｖｓマウスにおいて、精巣上体組織

へのcamitine移行性が低下することを示した。これらの結果と、ノ,ﾉｓマウスでは雄1''１ﾐ不妊

を伴う精巣上体の機能異常が起こる報告をあわせて考えると、ＯＣＩＮ２は精巣上体傭上皮

細胞のbasolateIal側膜で血中からのcarnitineの精巣上体への移行に必須であると結論付け

られた。

4．精一子におけるＯCTMおよびＯＣＴＭを介したcamitine輸送

粁汀の成熟および運動能の獲得にはcamitineが必須であり、精子においてもOCTＮト

ランスポーター群が機能している可能性が考えられる。そこで精子におけるcarnitine輸送

活性およびOCTＮトランスポーター群の発現を検討した。

粘巣｣二体よりiii離した粁了子におけるcamitineおよびacelylcarnitineの輸送は、OCTN2お

よびOCTN3様の親禾llJlykおよび阻得剤選択`|ｿﾞ|ﾐを,｣くし、両トランスポーターの寄ﾉﾁが,｣<唆さ

れた｡さらに､OCTN2とOCTN3ともに鯖、ご発現し､OCTN2は精子の尾部主部にOCTN3

は尼舟ljlI1間部にそれぞれ充｣:1,iIしていた。特にOCTN3は糖子が運動能を獲得する粘巣上体

1壱部で充L1,11が商いiUIlrljがjiLられ、OCTN2およびOCTN3が精子のcarnitinc取ID込みに働

き、精子の運動能獲得に働いていることが水唆された。また、本研究がＮａﾅ非依:存的な

OCTN3様のcarnitine輸送活性が検出された初めての例である。

5．OCTN1の有機カチオン輸送特性と腎臓における発現

ＯＣＴＮＩを介した有機カチオン輸送は、’仔近位Ijjと細管刷子隊腋において報告のあるＨ+/右

機カチオン交換輸送系と類似しており、ＯＣＴＮｌがⅣ/有機カチオン交換輸送系の分二jrL的実

体なのではないかと考えた。そこで、輸送駆動力としてＨおよび有機カチオンとの交換

1愉送を砦え、」洲践での膜ﾙｳ在'|'|ﾐとともに検討した。

OCTN2と|可様にＯＣＴＮ１を発現させた細|]色よりi淵製した細胞膜ベシクルをｊｌ１いた解析

ならびに免疫組織化､澆的解析により、ＯＣＴＮｌは腎尿細憧債l己皮細'１包刷子縁膜にI0ｲｉＬ、Ｈ＋

および有機カチオンとの交換輸送活性を右することを示した。また、ＯＣＴＮｌによる有機

カチオン輸送は膜f匿位感受'|ｿﾞ|ﾐであり、そのﾉ！((が腎近位hiと細椥ｌｌｒ縁膜におけるＨ+/ｲ1機カ

チオン交換輸送系と一致しなかった。軒11銭においては､川上細筏綴腔｢'１のｐＨが腰`|ﾘﾐである

ことを考えると、細'１包内への内向きプロトン勾配を未U用して有機カチオン性化合物の服細

梼分泌に働く''1能性が永'唆された。
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6．血球細胞におけるＯCTMの発現

ＯＣＴＮ１は、腎臓以外に胎児肝l職および骨髄に発現が高い。これらの組織は造血組織で

あるため、OCTN1が血球系で生理的役割を果たしている可能性を考えた。

怜髄、脾臓および胸|]泉由来の血球細胞を各血球細胞のマーカー抗体を未'１用して分ijiliiし、

各細胞におけるＯＣＩＮ１の発ＬＩＩｌを検討した。その結果ＯＣＴＮｌは、Ｂリンパ球やＴリンパ

球のようなリンパ系細胞では発現せず、骨髄由来の赤血球系、頼粒球系および造,､幹細胞

を含む未熟な血球細胞群に発現していた。さらに、末梢成熟赤血球および赤血球マーカー

GlycophorinAが発現する前の比較的未熟な赤血球前駆細胞に発現していることが〉jくされ

た。さらに成熟赤血球細胞においてもタンパク質レベルでＯＣＴＮｌの充｣:1ilが）I｣られた。従

って、ＯＣＴＮ１は比較的未熟な時期から末梢赤血球に至る段階で、JMl球系細胞の坪1殖ま

たは分化に必要な物質を取り込んでいるものと考えられた。

結論

OCTＮトランスポーター群のOCTN1、OCTN2およびＯＣＴＮ３は、carnitineil輸送という

↓L通性をｲ『するが、Ｍ+依存性のような機能特性や発現部位に各々特異性があり、イllLfに

異なった'Mll的機能を有すことが示された。ＯＣＴＮ１については生理的機能までは[ﾘ]ちか

にならなかったが、その駆動力および局在性を示した。本研究遂行中には、関節リウマチ

およびクローン病の病因になりうるトランスポーターであることも示唆され、ノ|ﾐ理的に喧

要な役割を担っていることは間違いない。生理的基質が明らかになればその役割が解明さ

れ、［111球細胞での生理的基質の検討により、ＯＣＴＮ１の生理的機能が明らかになることを

期待する。
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学位論文審査結果の要旨

本研究は有機カチオン／カルニチントランスポーターＯＣＴＮｆａｍｉｌｙの生理的役割について調べたもので
ある。これまでOCTN2は全身性カルニチン欠乏症の原因遺伝子であることから、腎においてカルニチンの

再吸収に働くことが本学グループにより示唆されていた。しかし遺伝子発現の見られる他の多くの組織にお

けるOCTNfamilyの生理的役割は不明であった。本研究は、（ｉ）腎尿細管での物質輸送におけるＯCTN

の役割、（ii）精子の運動能が脂肪酸代謝に由来することに着目し精子へのカルニチンの供給経路としての

OCTNfamilyの役割、（iii）ＯＣＴＮ１の遺伝子発現が胎児肝や骨髄で高いことに着目し血球系でのＯＣＴＮ１

の役割、について焦点をあて、以下の点が示された。

ｌ）OCTN1およびOCTN2が腎尿細管刷子縁膜上に発現すること。また、OCTN1がＨ/有機カチオン交

換輸送系および有機カチオン／有機カチオン交換輸送系として機能する一方、OCTN2はＮａｙカルニチン共

輸送系として機能し、カルニチンの尿細管腔からの再吸収に働いていること。

２）OCTN2が血液精巣関門を構成するセルトリ細胞の血液側膜におけるカルニチンの取り組みに寄与す

ること。

３）OCTN2が精巣上体上皮細胞におけるカルニチン輸送系の分子的実体であり、精子の成熟および運動

能の獲得に重要であることが知られるカルニチンの精子形成組織への送達に寄与すること。

４）精巣上体中精子にはOCTN2とOCTN3が強く発現し、精子においてこれらトランスポーターによる

カルニチン輸送活性が認められること

５）ＯＣＴＮ１が未分化ならびに分化赤血球に発現すること。

以上の結果は、OCTNfamilyの生理的役割を解明する上での重要な知見と考えられ、腎における有機カ

チオンやカルニチン輸送による生体のホメオスタシスに維持、生殖機能の維持におけるカルニチンの作用機

序の理解、近年報告されているＯCTNと疾患との関連性の理解、に大いに貢献するものと認められるため、

本論文は博士（薬学）論文に値すると評価された。
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