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研究成果の概要（和文）：神経系前駆細胞（NPCs）に発現する溶質輸送担体（SLCトランスポー

ター）の生理学的役割を解明する目的で、SLCトランスポーターが NPCsの増殖能あるいは分化

能に及ぼす影響を検討した。その結果、カルニチン/有機カチオントランスポーター

OCTN1/SLC22A4 が、NPCs に発現する主要な有機カチオントランスポーターであり、抗酸化物質

エルゴチオネインの取り込みを介して NPCsの増殖能を抑制し、神経細胞への分化能を促進する

可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the physiological role of solute carrier (SLC) 
transporters expressed in neural progenitor cells (NPCs), we examined effects of SLC 
transporters on proliferation and differentiation capacities in NPCs. As a result, it 
was suggested that carnitine/organic cation transporter OCTN1/SLC22A4 may be primary 
organic cation transporter in NPCs, and may suppress proliferation and promote neuronal 
differentiation of NPCs via uptake of the antioxidant ergothioneine. 
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１．研究開始当初の背景 
 

溶質輸送担体（SLCトランスポーター）は、

基質認識性や生理的役割から生理的トラン

スポーターと薬物トランスポーターに分類

することができる。うつ病の治療に選択的セ

ロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）が用いら

れていることからも明らかなように、神経伝

達物質の輸送担体である生理的トランスポ

ーターは既に精神・神経疾患の治療標的とさ

れている。一方、生体異物である薬物の輸送

に関与する所謂薬物トランスポーターと精
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神・神経疾患の発症あるいは治療との関連は

ほとんど解明されていない。しかしながら、

近年薬物トランスポーター欠損マウスが抗

不安薬処置マウスと同様の行動薬理学的性

質を示す可能性や薬物トランスポーターが

神経変性疾患の発症メカニズムに関与して

いる可能性が示されており、生理的トランス

ポーターと同様に薬物トランスポーターも

また精神・神経疾患の治療標的となり得る可

能性が着目されている。 

一方、神経系前駆細胞（neural progenitor 

cells; NPCs）は自己複製能と多分化能を有

する未分化細胞であり、胎児脳や発達脳にお

いて中枢神経系の構築に関与しているばか

りでなく、神経細胞再生が起こらないと長年

信じられてきた成熟脳においても、海馬歯状

回や脳室下帯等の特定部位に NPCsが局在し、

神経新生に関与している可能性が近年明ら

かとなってきた。NPCsは、神経細胞だけでな

くアストロサイトやオリゴデンドロサイト

に分化可能であるが、神経細胞への分化決定

と同時に細胞は分裂増殖能力を喪失する。こ

の分化誘導と分裂停止を決定する細胞外お

よび細胞内シグナルの実体は未だ充分に解

明されていないのが現状であるが、研究代表

者らはグルタミン酸による興奮性アミノ酸

シグナルあるいは GABA による抑制性アミノ

酸シグナル入力が、NPCsの増殖および分化能

を制御している可能性を明らかにした。これ

らの発見により、興奮性あるいは抑制性アミ

ノ酸シグナル入力による NPCs の神経細胞へ

の分化能亢進を通じた精神・神経疾患の治療

を指向する創薬戦略の展開が期待される。 

しかしながら、アミノ酸シグナル入力によ

る NPCs の神経細胞への分化能亢進は対照群

と比較して 10-20%程度であり、十分な効果が

得られていないことから、アミノ酸シグナル

入力とは異なるメカニズムで NPCs の神経細

胞への分化能を促進する必要性がある。そこ

で SLCトランスポーターの中でも薬物トラン

スポーターが、アミノ酸シグナル入力とは異

なるメカニズムで NPCs の機能調節を担って

いる可能性が高いと考えた。以上のような観

点から、SLC トランスポーターの中でも薬物

トランスポーターによる NPCs の増殖・分化

能制御の解明研究を試みようと着想するに

至った。 

 
 
２．研究の目的 
 

脳虚血およびアルツハイマー病やパーキ

ンソン病等の神経変性疾患において、大量の

神経細胞死が引き起こされる。このような病

態時では、症状の進行とともに患者が社会生

活から逸脱するという非常に由々しき事態

が認められる。しかしながら、神経変性疾患

の根本的治療法は未だ確立されておらず、神

経細胞の脱落や変性に対する治療戦略の展

開は、厚生と福祉の両面において社会的必然

性と緊急性を要する課題である。神経変性疾

患の根本的治療法の確立が困難な一因とし

て、哺乳動物成体の中枢神経は一度損傷を受

けると再生しないことが挙げられる。そこで

根本的治療を目指すため、内在性あるいは移

植した NPCs の増殖・分化能を制御すること

により神経再生を試みる再生医療の研究が

盛んに行われている。 

また、近年ストレス社会の到来に伴い、う

つ病をはじめとする精神疾患の患者数は増

加の一途を辿っている。精神疾患においても

神経変性疾患と同様に症状の重症化に伴い、

患者は社会生活を送ることが困難となり近

親者による生活補助が必要となるため、患者

および近親者の QOL（quality of life）が著

しく低下する。したがって、国民の豊かな生

活環境を構築するためには、精神疾患の改善

は社会的急務といっても過言ではない。しか

しながら、精神疾患の発症メカニズムには不

明な点が多く残されている。近年うつ病患者

において、神経新生を促進する成長因子の低

下が見られることや、海馬に萎縮が見られる

場合があることから、神経新生の低下が精神

疾患の発症メカニズムに関与する可能性が

着目されている。 

以上のように、国民の健全な社会生活に暗

い影を落とす精神・神経疾患を克服するため

に、NPCsの増殖・分化能の制御メカニズムを

解明することが必要とされている。そこで本

研究では、NPCsに発現する SLCトランスポー

ターの活性調節による神経細胞への分化能

亢進を通じて、精神・神経疾患発症の基盤を

なす神経細胞機能異常を改善することを目

指した。 

 
 

３．研究の方法 

 

(1)細胞培養法 

①マウス神経芽腫細胞株 Neuro2a細胞 

OCTN1 に対する siRNA 処置を行った神経前

駆細胞モデル Neuro2a細胞を播種 1日後、培

養メディウム中に 20 μM レチノイン酸を添

加して分化誘導を行い、さらに 2日間培養し

た。培養終了後、神経突起を持たない丸い小

さな細胞を未分化細胞、細胞体の長径よりも



 

 

長い神経突起を持つ大きな細胞を分化細胞

として、細胞分化率を評価した。 

 

②マウス大脳皮質由来培養神経系前駆細胞

（mNPCs） 

マウス胎児脳より大脳皮質を摘出し、bFGF

および EGFを含む無血清培地中にて非接着培

養を行った。細胞塊を回収し、再懸濁してか

ら抗酸化物質を添加したメディウム中で再

度非接着培養を行った。再形成された細胞塊

について、細胞塊面積を指標に細胞増殖能を

評価した。次いで、細胞塊を回収、再懸濁後、

増殖因子を含まない血清添加培地中にて接

着培養し、分化誘導を行った。分化誘導後の

細胞について、神経細胞マーカーβⅢ

-tubulin あるいはアストロサイトマーカー

glial fibrillary acidic protein（GFAP）

を一次抗体として免疫染色を行い、各抗体陽

性細胞数を指標に細胞分化能を評価した。 

 

③マウス胚性腫瘍細胞株 P19細胞 

レチノイン酸添加条件下で非接着培養を

行うことにより細胞塊を形成させ、P19 細胞

を NPCs様に分化させた（P19-NPCs）。細胞塊

を回収し、再懸濁してから OCTN1 に対する

siRNA処置を行い、再度非接着培養を行った。

再形成された細胞塊について、細胞塊面積を

指標に細胞増殖能を評価した。以下は mNPCs

の場合と同様に接着培養により分化誘導を

行った後、各種細胞マーカー陽性細胞数を指

標に細胞分化能を評価した。 

 

(2)定量 PCR法 

培養終了後の細胞から、核酸抽出試薬

ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて total RNA

を抽出した。得られた total RNA 1 μgを逆

転写酵素と反応させることにより、cDNAを調

製した。この cDNAを鋳型として、THUNDERBIRD 

SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を用いた PCR 反応

を行った。相対定量の場合、ハウスキーピン

グ遺伝子（GAPDHあるいは 36B4）に対する相

対値として目的遺伝子の発現量変化を評価

した。絶対定量の場合、標準 DNA 101-106 

copies/μL の濃度範囲内で検量線を引き、

total RNA 1 μg 中に含まれる目的遺伝子の

コピー数を算出して発現量を評価した。 

 

(3)[3H]ergothioneine（ERGO）取り込み活性

の測定 

培養終了後の細胞を放射標識された OCTN1

の典型基質（[3H]ERGO）を含むメディウム中

でインキュベートした。反応終了後、細胞を

可溶化し、シンチレーションカクテルを加え、

細胞に取り込まれた放射活性を液体シンチ

レーションカウンターにより測定した。 

 

(4)ウェスタンブロット法 

培養終了後、細胞をホモジナイズし、SDS

電気泳動を行い、泳動終了後のゲルを、

polyvinylidene difluoride 膜にブロッティ

ングしたのち、ブロックエース（DSファーマ

バイオメディカル）中で 1時間ブロッキング

を行った。抗 OCTN1 抗体を一次抗体として、

室温で 2時間反応させたのち、ペルオキシダ

ーゼ標識された抗ラット IgG抗体を二次抗体

として室温で 1時間反応させた。ECLTM検出用

試薬と 1分間反応させ、ルミノ・イメージア

ナライザーにより抗体陽性ブロットを検出

した。得られた免疫陽性ブロットは、画像解

析ソフト ImageJ を用いて光学濃度（OD 値）

を算出することにより、数値化して評価した。 

 

(5)免疫染色法 

培養終了後の細胞を 4% paraformaldehyde

で固定し、3%ウシ血清アルブミン中で 1時間

ブロッキングを行った。抗 OCTN1 抗体、抗

nestin 抗体、抗 βⅢ-tubulin 抗体あるいは

抗 GFAP抗体と 4℃で一晩反応させた後、各抗

体の免疫動物に対応する Alexa Fluor色素で

標識された二次抗体と反応させた。染色後の

サンプルは共焦点レーザー顕微鏡による観

察を行い、蛍光画像を取得した。 

 

(6)細胞内活性酸素種（ROS）の測定 

培養終了後の細胞を 10 μM の ROS 感受性

蛍光指示薬 CM-H2DCFDA と 37℃で 1 時間反応

させた。染色後のサンプルは共焦点レーザー

顕微鏡による観察を行い、蛍光画像を取得し

た。 

 

(7)高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法 

5週齢の C57BL/6雄性マウスに 1.2 mg/gの

ERGO含有餌を 2週間経口摂取させた後、血液

および脳を回収した。脳サンプルは 14 等量

の滅菌精製水を加えてホモジナイズした。血

液サンプルおよび脳ホモジネートは、アセト

ニトリル沈殿後に遠心分離して除タンパク

を行い、分析カラム（ Nacalai Tesque、

Cosmosil HILIC, 4.6 × 250 mm）にインジ

ェクトした。10 mM 酢酸アンモニウムとアセ

トニトリルを 20:80の割合で混合した移動相

を用いて送液ポンプ（Shimadzu、LC-10AVP）

により 1 mL/min の流速で溶出し、UV 検出器

（Shimadzu、SPD-10AV、検出波長 260 nm）に

より ERGO濃度を測定した。 

 



 

 

(8)強制水泳試験 

5週齢の C57BL/6雄性マウスに 1.2 mg/gの

ERGO含有餌を 2週間経口摂取させた後、抗う

つ薬の評価系として汎用される強制水泳試

験を行った。マウスを尾が底に届かない程度

の深さまで水温 25℃の水を注いだビーカー

に入れ、5 分間のうちの泳いで移動している

時間と無動の時間を計測し、無動時間を抑う

つ症状の指標として評価した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) SLC トランスポーターによる神経前駆細

胞の増殖・分化能制御 

NPCs は神経前駆細胞へと運命決定された

後、神経細胞へと分化する。マウス神経芽腫

細胞 Neuro2aは未分化な増殖性の細胞であり、

レチノイン酸による分化誘導によって神経

突起を伸展させ神経細胞様に分化すること

から、神経前駆細胞のモデル細胞と考えられ

る。この Neuro2a細胞における種々の有機カ

チオントランスポーターの発現を定量 PCRに

よって確認したところ、OCT1-3、OCTN1-3 の

いずれも発現していることが確認された。研

究代表者が着目する SLC トランスポーター

OCTN1/SLC22A4 の発現が確認されたことから、

機能的発現および生理的役割の解析につい

ては、先ず OCTN1 に関して行うことにした。

放射標識された OCTN1 の典型基質[3H] ERGO

の取り込み活性測定により、Neuro2aに OCTN1

が機能的に発現していることが明らかとな

った。そこで次に、Neuro2a に発現している

OCTN1 を siRNA によってノックダウンし、細

胞の増殖性や分化率にどのような影響を及

ぼすのかを検討した。その結果、OCTN1 の発

現を抑制した細胞では、細胞総数は増加した

が、細胞分化の指標となる神経突起伸展を示

す細胞数は減少した。以上の結果より、神経

前駆細胞に OCTN1 が機能的に発現しており、

細胞の増殖能を抑制し、分化能を促進してい

る可能性が示された。 

 

(2) SLC トランスポーターによる NPCs の増

殖・分化能制御 

mNPCs において OCTN1 をはじめとする種々

の SLCトランスポーターの発現を明らかとし、

発現の明らかとなったトランスポーターの

生理的役割を検討することにした。mNPCs に

おける種々の有機カチオントランスポータ

ーの発現を定量 PCRの絶対定量によって確認

したところ、OCTN2および 3と比較して OCTN1

の発現が顕著に高かった。OCT1-3, MATE, 

PMAT の発現はいずれも定量限界以下（≦60 

copies/μg total RNA）であった。また、OCTN1

の発現は培養 6日目から 9日目にかけて顕著

に増加した。以上より、mNPCsにおいて OCTN1

が主要な有機カチオントランスポーターで

あり、mNPCs の機能調節に重要な役割を担っ

ている可能性が考えられたため、機能的発現

および生理的役割の解析については、先ず

OCTN1 に関して行うことにした。ウェスタン

ブロッティングによりタンパクレベルでの

発現を確認したところ、定量 PCRの結果と同

様に、培養 6日目から 9日目にかけて有意な

発現の増加が確認された。また、免疫染色の

結果から、OCTN1 は NPCs マーカーである

nestin 陽性細胞の細胞膜上に発現している

ことが確認された。OCTN1 の発現量が増加す

る培養 9 日目の細胞では時間依存的な

[3H]ERGO 取り込み活性の増加が観察された。

以上の結果より、mNPCs には OCTN1 が機能的

に発現していることが明らかとなった。 

そこで次に、NPCsに発現するOCTN1が細胞

の増殖能に及ぼす影響を、siRNA処置により

OCTN1の発現を抑制させたP19-NPCsを用いて

検討した。 OCTN1の発現を抑制すると、

P19-NPCsは対照群と比較してより大きな神

経細胞塊を形成した。したがって、NPCsに発

現するOCTN1は、細胞の増殖能を抑制してい

る可能性が示された。次に、膜輸送体OCTN1

がどのようなメカニズムでNPCsの増殖を抑

制しているのかについて検討を加えること

にした。先ず、OCTN1の典型基質である抗酸

化物質ERGOを細胞内に取り込むことによる

作用なのかを検討した。mNPCsをERGO添加条

件下で培養すると、細胞塊の形成は抑制され

た。他の抗酸化物質であるedaravone（EV）

やascorbic acid（AA）添加条件下で培養し

た場合においても、細胞塊の形成は抑制され

た。これら3種の抗酸化物質は、いずれも細

胞内のROSを顕著に減少させた。以上の結果

より、mNPCsに発現するOCTN1は抗酸化物質

ERGOを細胞内に取り込み、細胞内のROSを除

去することにより、細胞の増殖能を負に制御

している可能性が示された。 

NPCsに発現するOCTN1が分化能に及ぼす影

響について、P19-NPCsにOCTN1発現抑制あるい

は mNPCsにERGO曝露を行った後、接着培養に

よる分化誘導を行うことにより検討を加えた。

P19-NPCsにおけるOCTN1発現抑制は、転写制御

因子Math1の発現抑制を伴い、βⅢ-tubulin

陽性細胞数を減少させ、GFAP陽性細胞数を増

加させた。一方、mNPCsをERGO添加条件下で培

養したところ、Math1の発現誘導を伴い、βⅢ

-tubulin陽性細胞数は増加し、GFAP陽性細胞



 

 

数は減少した。また、細胞増殖の場合とは異

なり、EVやAAによっては、細胞分化は影響を

受けなかった。以上の結果より、mNPCsに発現

するOCTN1によるERGOの細胞内取り込みは、抗

酸化能以外の細胞内メカニズムを介して転写

制御因子Math1の発現誘導を伴い、神経細胞へ

の分化能を促進する可能性が示された。 

 

(3) SLC トランスポーターを標的とした精

神・神経疾患の改善効果 

 これまでの研究成果より、NPCsには OCTN1

が発現しており、典型基質である ERGO を細

胞内に取り込むことにより、神経分化が促進

する可能性が示された。近年うつ病の発症メ

カニズムに神経新生が関与する可能性が報

告されていることから、ERGOの抗うつ効果に

ついて強制水泳試験の無動時間を指標に検

討を加えることにした。マウスに ERGO 含有

餌を 2週間経口摂取させることにより、血中

および脳中の ERGO 濃度は顕著に増加した。

水溶性の抗酸化物質 ERGO は、トランスポー

ターによって小腸から吸収され、血液脳関門

を通って脳へも分布することが確認された。

この ERGO 含有餌投与マウスでは、対照群と

比較して強制水泳試験の無動時間が有意に

短縮された。したがって、OCTN1 の典型基質

である ERGO の摂取は抑うつ症状を予防・改

善する可能性が示された。 

 

以上のように、OCTN1/SLC22A4 が神経新生

に重要な役割を担っており、精神・神経疾患

の治療標的となる可能性が示された。今後さ

らにその詳細なメカニズムを解明すること

により、現在発症機構が不明な精神・神経疾

患の発症機構やあるいは治療法や予防法に

画期的な知見をもたらすことが期待される。

今後は OCTN1による ERGO取り込みが NPCsの

神経分化能を促進する細胞内メカニズムや、

ERGOが症状を予防・改善する精神・神経疾患

およびその作用メカニズム、さらに OCTN1以

外の SLC トランスポーターが NPCs の機能制

御を行う可能性や精神・神経疾患の治療標的

となる可能性を明らかにしたい。 
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