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研究成果の概要（和文）：膜輸送体OCTN1の薬物治療学的意義を解明する目的で、OCTN1による神経成熟促進の細
胞内メカニズム、およびOCTN1の良好な生体内基質ergothioneine（ERGO）がストレス性精神・神経疾患のバイオ
マーカーとなる可能性について検討した。その結果、OCTN1を介した細胞内へのERGOの取り込みは神経栄養因子
の誘導およびmTORやTrkBシグナルの活性化を介して神経分化や神経成熟を促進することが示された。また、うつ
症状の重症度と血中ERGO濃度の間に正の相関傾向があり、ERGOがストレス性精神・神経疾患のバイオマーカーと
なる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the pharmacotherapeutic role of the carnitine/organic cation 
transporter OCTN1, we examined intracellular mechanisms underlying neuronal differentiation and 
maturation promoted by OCTN1 and whether the in vivo substrate of OCTN1, ergothioneine (ERGO), is 
available as a biomarker for depression. OCTN1-mediated ERGO uptake promoted neuronal 
differentiation and maturation through the induction of neurotrophic factors and the activation of 
mechanistic target of rapamycin (mTOR) and tropomyosin receptor kinase B (TrkB) signaling. There was
 a positive correlation between the severity of depressive symptoms and ERGO concentration in the 
blood, suggesting that ERGO could be used as a biomarker for stress-induced neuropsychiatric 
disorders including depression.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 脳・神経　脳神経疾患　神経科学　薬理学　輸送担体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ERGOによる神経分化および神経成熟促進の細胞内メカニズムが解明されたことにより、水溶性化合物の経口摂取
により神経細胞内シグナルを活性化できることが示された。ERGOをシード化合物とする精神・神経疾患の新規治
療薬開発への発展が期待される。また、ERGOがストレス性精神・神経疾患のバイオマーカーとなる可能性が示さ
れ、今後さらに研究が進むことにより早期診断への応用が期待される。今回の研究をモデルケースとして、他の
疾患のバイオマーカー探索にも応用できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
うつ病は罹患率の非常に高い精神疾患であり、生涯有病率はおおよそ 7-15%程度にも上ると

いわれている。また、重度になれば社会生活に著しい支障をきたすことから、うつ病に対する
有効な治療法の確立は我が国の最優先課題の一つである。近年、選択的セロトニン再取り込み
阻害薬（SSRI）やセロトニン・ノルアドレナリン再取り込み阻害薬（SNRI）のように副作用が
少なく比較的高いコンプライアンスを得られる治療薬が開発されたが、奏効率は 60～70%程度
と十分な効果が得られない場合も多くある。また、薬効発現に数週間を要するなど作用機序が
十分に解明されているとはいえず、うつ病の薬物治療には未だ不明な点が多く残されているの
が現状である。モノアミン仮説やモノアミン受容体仮説、近年では神経栄養因子仮説など、う
つ病の発症機序にはいくつかの仮説が提唱されているが、いずれも抗うつ薬の作用機序を説明
するのに十分なものはなく、未だ明らかとなっていない分子機構が抗うつ薬の作用発現やうつ
病の発症に関与しているものと推察される。 
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。うつ病の薬物治療に SSRI や SNRI 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して考えられている。一方、生体異物である薬物の
輸送に関与する薬物トランスポーターと精神・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による神経伝達物質の輸送や
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、さらには有機カチオントランスポーターOCT2 がパーキンソン病の発症機序に関与する可能
性等が示されており、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の精神・神経疾
患治療標的としての可能性やその発症機序への関与が着目されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年、我々は薬物トランスポーターに分類されるカルニチン/有機カチオントランスポーター

OCTN1 の遺伝子欠損マウスを作製し、抗酸化物質 ergothioneine（ERGO）が生体内基質であるこ
とを見出し、OCTN1 が小腸、肝臓、腎臓および脳において機能的に発現していることを明らか
とした。さらに、脳において OCTN1 が神経幹細胞および神経細胞に機能的に発現しており、神
経幹細胞から神経細胞への分化や神経細胞の成熟を制御している可能性を示した。また、我々
は最近の研究成果として、OCTN1 の良好な生体内基質 ERGO が経口摂取後に脳へと移行し、神経
新生を促進することによって、抗うつ作用を発揮する可能性を見出した。しかしながら、OCTN1
を介した ERGO の細胞内取り込みによる神経分化促進や神経成熟制御の細胞内メカニズムの詳
細については明らかとなっていない。これまでに ERGO が神経分化を促進させる転写制御因子
math1 の誘導を伴い、神経分化を促進する可能性が示されている。Math1 の誘導を伴い神経分化
を促進する分子として、神経栄養因子が報告されている。また、ERGO はアミノ基およびカルボ
キシル基を有するアミノ酸である。そこで、神経栄養因子を誘導する上流シグナルとして、ア
ミノ酸感受性シグナルである mechanistic target of rapamycin (mTOR)の関与を考えた。一方、
OCTN1 のシナプス形成制御への関与は明らかとなっていないため、先ず OCTN1 がシナプス形成
制御に関与することを確認し、次に神経分化促進と同じくmTORやtropomyosin receptor kinase 
B (TrkB)シグナルが関与するのかについて検討を加えることにした。 
一方、うつ病をはじめとする精神・神経疾患の発症を早期発見することが難しいことの一因

として、有効なバイオマーカーの不在が挙げられる。症状から発症が確定した段階では、長期
間の治療が必要なまでに病状が進行していることが多い。そこで健康診断時の血液検査等で簡
便かつ早期に精神・神経疾患の発症を診断する方法の開発が望まれる。コルチゾールはストレ
ス応答性に分泌されストレスの指標となるが、生体にはフィードバック機構が備わっているた
め、血中コルチゾール濃度の増加は長時間持続しない。そこでコルチゾール応答性に長時間持
続する生体反応として、腎尿細管上皮細胞の膜輸送体発現変動に着目した。また、ERGO は生体
内で代謝が少ない安定な化合物であり、その血中濃度は腎尿細管上皮細胞に発現する OCTN1 に
よる再吸収によって制御されている。以上の知見から、コルチゾールに曝露されたときの腎尿
細管上皮細胞 OCTN1 発現が変動することにより、生体内基質である ERGO の血中濃度が変動する
ため、ERGO がストレス性精神・神経疾患のバイオマーカーとなる可能性が考えられる。 
以上より、本研究では、OCTN1 による神経分化・成熟の細胞内制御メカニズムを解明するこ

と、ストレス性精神・神経疾患のバイオマーカーとして ERGO が使用できる可能性を明らかにす
ることを目的とした。 
 
 



３．研究の方法 
 
(1)細胞培養法 
①マウス大脳皮質由来培養神経幹細胞 
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 ERGO を添加したメディウム中で再度非接着培養を行
った。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。 
 
②マウス海馬由来初代培養神経細胞 
マウス胎児脳より海馬を摘出し、酵素処理により細胞を分散した後、Neurobasal™ Media, 

Electro 中で接着培養を行った。その後、3 日毎に半量の培地交換を行い、9-12 日間培養して
実験に使用した。 
 
③ヒト腎尿細管上皮細胞株（HK-2） 
HK-2 細胞(human kidney-2 cell)を 10 % FBS 含有 DMEM/Ham’s F-12 培地に懸濁してディッ

シュに播き、37℃, 5% CO2インキュベーター中で培養した。その後、2日毎に培地交換を行い、
実験に使用した。 
 
(2)定量 PCR 法 
培養終了後の細胞あるいはマウスの大脳皮質・海馬から、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。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。 
 
(3)ウェスタンブロット法 
培養終了後の細胞あるいはマウスの大脳皮質・海馬をホモジナイズし、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、Block ace（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。一次抗体と室温で 2時間反応
させたのち、各抗体の免疫動物に対応するペルオキシダーゼ標識された二次抗体と室温で 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。 
 
(4)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。また、マウスを灌流固定した後、脳切片を作製し、Block ace 中で 1 時間
ブロッキングを行った。一次抗体と 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 色素あるいはビオチン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
顕微鏡による観察を行い、画像を取得して解析を行った。 
 
(5)[3H]ERGO および[3H]carnitine 放射活性の測定 
培養終了後の細胞を放射標識された OCTN1 の典型基質（[3H]ERGO）あるいは OCTN2 の典型基

質（[3H]carnitine）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。 
 
(6)尾懸垂試験 
50 mL 遠沈管の先を切ったものにマウスの尻尾を入れ（マウスが尻尾を使ってよじ登ってく

るのを防ぐため）、ビニールテープで尻尾をスタンドに貼り付け、ビデオカメラで撮影した。無
動時間を抑うつ症状の指標として評価した。 
 
(7)ストレスマーカーの測定 
Rabbit anti-sheep IgG がコーティングされた 96 well プレートに、希釈した血漿、

corticosterone が結合した AChE tracer および corticosterone EIA antiserum を添加し、競



合法によって corticosterone の濃度を算出した。また、脾臓を取り出し血液を拭き取ってから
重さを量り、体重で除することで体重あたりの脾臓重量を算出した。 
 
(8)高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法 
血液サンプルは、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)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により 1 mL/min の流速で溶出し、
UV 検出により測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) OCTN1 基質 ERGO による神経分化・成熟制御機構 
我々はこれまでに、OCTN1 が脳において機能的に発現しており、神経細胞の分化や成熟に関

与することを明らかとし、OCTN1 の良好な生体内基質 ERGO が抗うつ作用を有する可能性を示し
た。そこで本研究では、OCTN1 を介した ERGO の脳内分布がどのような作用機序で抗うつ効果を
発揮するのかを、ERGO の神経分化やシナプス形成制御メカニズムの解析から明らかにしようと
試みた。先ず、OCTN1 による神経分化促進の細胞内メカニズムについて検討した。ERGO はアミ
ノ基とカルボキシル基を有するアミノ酸であることから、アミノ酸受容センサーである機構的
ラパマイシン標的タンパク質 mTOR のシグナル伝達が関与する可能性に着目した。マウス大脳皮
質由来培養神経幹細胞に ERGO を曝露すると、リン酸化 mTOR の発現が増加し、さらに神経栄養
因子 NT4/5 が誘導された。また、mTOR 阻害剤、NT4/5 受容体阻害剤、それら下流シグナル経路
阻害剤のいずれの同時添加によっても、ERGO による神経分化促進は有意に抑制された。したが
って、OCTN1 により神経幹細胞内に取り込まれた ERGO は、mTOR の活性化を介して神経栄養因子
を誘導し、神経細胞への分化を促進すると推察される。 
海馬由来初代培養神経細胞のメディウム中に ERGO を添加して培養し、各種神経マーカーの発

現変動を調べたところ、シナプスマーカーSynapsin1、神経細胞骨格マーカーβⅢ-tubulin の
mRNA 及びタンパク発現量が有意に増加した。また、Synapsin1 と神経細胞骨格タンパク MAP2
を 1次抗体とした免疫染色を行ったところ、シナプス密度の指標となる神経突起 1 µm当たりの
Synapsin1 陽性点の数が ERGO 曝露により有意に増加した。したがって、ERGO はシナプス形成
促進作用を有する可能性が示された。次に、その作用機序を明らかにするため、ERGO が神経栄
養因子を誘導するのかについて検討を加えた。海馬培養神経細胞を ERGO 添加条件下で培養する
と、神経栄養因子の中でも NT-3、NT-5 の mRNA 発現が有意に増加した。さらに、TrkB 阻害剤の
前処置により、ERGO による Synapsin1 の増加はみられなくなった。また、ERGO が mTOR シグナ
ルの活性化に関与する可能性についても検討した。海馬培養神経細胞への ERGO 曝露により、
mTOR のリン酸化が濃度依存的に増加した。以上より、ERGO は mTOR シグナルを活性化させて神
経栄養因子 NT-3 及び NT-5 を誘導し、TrkB シグナルの活性化を介して海馬神経細胞におけるシ
ナプス形成を促進する可能性が示された。 
培養細胞で明らかとなった細胞内メカニズムと同様のメカニズムでマウスにおいても神経分

化及びシナプス形成が促進されるのかについて検討を加えた。マウスに ERGO を経口摂取させた
ところ、培養細胞で明らかとなった細胞内メカニズムと同様のメカニズムで神経分化および神
経成熟が促進されることが示された。OCTN1 の ERGO 細胞内取り込みによる神経分化・成熟促進
の細胞内メカニズム解明は、うつ病だけでなく mTOR や TrkB シグナル異常の関与する他の精神・
神経疾患治療に対しても有用な知見をもたらすことが期待される。経口摂取された薬物が神経
細胞内で作用するためには、消化管吸収された後、血液脳関門を通過し、神経細胞内へと取り
込まれる必要がある。しかしながら、水溶性の高い化合物は細胞膜透過性が低いため、経口摂
取後にほとんど神経細胞内まで到達しない。一方、ERGO の血中および臓器中濃度を制御してい
る膜輸送体 OCTN1 は神経細胞を含む生体内に幅広く発現しているため、ERGO は水溶性化合物に
も関わらず経口摂取後に神経細胞内へと送達される。本研究において OCTN1 の ERGO 細胞内取り
込みを介した神経細胞の mTOR や TrkB シグナルの活性化が実証されたことにより、水溶性化合
物の経口摂取による神経細胞内シグナル活性化の可能性が示された。 
 
(2) OCTN1 基質 ERGO がストレス性精神・神経疾患のバイオマーカーとなる可能性 
ストレスによる OCTN1 の腎尿細管上皮細胞における発現変動に着目し、ERGO がストレス性精

神・神経疾患のバイオマーカーとなる可能性について検討を加えた。HK-2 細胞にコルチゾールを
曝露後、種々の膜輸送体 mRNA 量を測定したところ、OCTN1 の発現上昇が確認された。一方、コルチゾー
ル曝露によって、OCTN2 をはじめ、MRP1、PEPT2 等の膜輸送体の発現量に目立った変化は認められなかっ
た。次に、HK-2細胞において、OCTN1の良好な基質であるERGOの放射標識体の取り込みを検討したとこ



ろ、デキサメタゾン曝露群において有意に増加した。一方、OCTN2の良好な基質であるカルニチンの取り
込み量に変化は見られなかった。ERGO の取り込み量の増加はコルチゾール曝露によっても観察され、ま
た、添加するグルココルチコイドの濃度依存的に増加した。コルチゾール曝露によるERGO 取り込み活性
の上昇についてEadie-Hofstee plot解析を行ったところ、Vmax値が増加し、発現量の増加と対応した。 
ヒトでのうつ病発症に近いモデルとして、慢性ストレス負荷により増悪したうつ症状に対す

る ERGO の効果を調べるため、マウスに 3週間継続的に 1日 4時間の拘束ストレスを負荷し、そ
の期間中タモギタケエキス末混合餌を与え続けた。3 週間のストレス負荷終了後に尾懸垂試験
を行い、ストレスマーカーである血漿中コルチコステロン、相対脾臓重量、体重を測定した。
また、ストレスによる ERGO の動態変化を観察するため、血漿と尿を経時的に採取した。さらに、
ERGO による抗うつ効果の作用機序を明らかにするため、神経新生マーカーであるダブルコルチ
ンを1次抗体とした免疫組織学的解析により、ERGOの神経新生促進作用を評価した。その結果、
ストレスを負荷したマウスでも尾懸垂試験、血漿中コルチコステロンに変化がなく、一方で、
相対脾臓重量、体重は有意に減少していた。このとき、タモギタケエキス末投与による回復効
果は見られなかった。ストレス負荷開始 1週間後に ERGO の腎クリアランス比が減少しており、
ERGO を体内に保持するために腎臓における再吸収が促進した可能性が考えられる。免疫組織学
的解析により、タモギタケエキス末投与群でダブルコルチン陽性細胞数の増加傾向が観察され、
ERGO がストレス条件下で神経新生を促進する可能性が示された。 
さらに、うつ病患者の血中 ERGO 濃度を測定し、うつ重症度スコアである Beck Depression 

Inventory (BDI)との相関図を作製した。その結果、うつ症状の重症度と血中 ERGO 濃度の間に
正の相関傾向が示された。以上より、ERGO がストレス性精神・神経疾患のバイオマーカーとな
る可能性が示された。今後さらに研究が進むことにより、ERGO がストレス性精神・神経疾患の
早期診断に利用されることが期待される。また、今回の研究をモデルケースとして、他の疾患
時に変動する血中成分を腎尿細管上皮細胞に曝露することにより、他の疾患のバイオマーカー
探索にも応用できる。 
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