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研究成果の概要（和文）：細胞の中と外との間での物質のやり取りに働くタンパク質群に膜輸送体がある。本研
究は腸や肝臓における炎症時に、その存在量が増加する膜輸送体OCTN1に焦点を当て、OCTN1の炎症時における役
割や、輸送を担う生体内物質（生体内基質）の解明、さらには生体内基質解明の方法論の確立を目的とした。そ
の結果、生体内物質を有機化学的にアミノ化した後に網羅的に定量することでOCTN1の生体内基質を解明する技
術（構造選択的メタボロミクス）を確立するとともに、OCTN1が慢性腎臓病モデルマウス、さらには腎臓病患者
においてその生体内基質の一つであるエルゴチオネインを取り込むことで障害に対する防御に働く可能性を示し
た。

研究成果の概要（英文）：  Transporters are involved in influx and efflux of endogenous compounds 
through cellular plasma membranes. The present study focused on one of such transporters OCTN1. 
OCTN1 is a unique transporter since its expression is known to be up-regulated in inflammatory 
conditions in certain organs such as gut and liver. The aim of the present study is to understand 
pathophysiological roles of OCTN1, to clarify its endogenous substrates, and to establish 
methodology to identify endogenous substrates. In the present study we have constructed 
structure-selective metabolomics in which endogenous compounds are first concentrated using 
transporter function, and amino group in endogenous compounds are comprehensively derivatized, 
followed by quantification of the compounds using LC-TOFMS. Based on this technique, we identified 
endogenous substrate of OCTN1. In addition, we also clarified that OCTN1 and its endogenous 
substrate may play a protective role in chronic kidney disease mice and patients.

研究分野： 薬物治療学

キーワード： 膜輸送体　メタボロミクス　薬物動態　薬物相互作用　医薬品開発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜輸送体はさまざまな疾患に関係する。実際、本研究でもOCTN1と慢性腎臓病の関連が示唆されたが、多くの遺
伝子レベルの研究からも、疾患と膜輸送体との関係が示されつつある。一方、本研究では膜輸送体の生体内基質
を解明するための新たな手法として構造選択的メタボロミクスを確立した。よって、この手法を今後応用・発展
させることにより、さまざまな膜輸送体と疾患との間に働く生体内物質を解明する手段となることが期待され
る。このことは、疾患の原因の解明につながるばかりでなく、見つけられた物質を疾患の診断や予後の予測、さ
らには治療に使うことができるかもしれない。このように病気の研究、診断、治療に有意義な知見を得た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
クローン病(CD)と肝線維化は病態の定量的かつ簡便な把握法と根本的治療法の確立が求めら

れる疾患である。CD は寛解と増悪とを繰り返す炎症性腸疾患であり、非侵襲的診断法の確立は

患者にとって benefit となる。また増悪の時期が簡便に把握できれば、薬物治療への患者の積極

的関与と QOL の改善につながる。したがって病態を定量的かつ簡便に把握できる CD のバイオ

マーカー(BM)開発と疾患の発症・増悪機序の解明が必要である。一方、肝線維化は肝実質細胞が

有する旺盛な再生能力を著しく阻害し治癒を困難にするが、根治薬はない。疾患の進行を防ぐ観

点から線維化の BM の確立が求められるが、肝は予備能があるため既存の BM は疾患がかなり

進行した状態しか把握できない問題点がある。 
本研究は CD 腸管組織や肝線維化に働く肝臓星細胞などの炎症部位に高発現し、食物由来抗酸

化物質エルゴチオネイン(ERGO)を細胞内に取り込む膜輸送体 carnitine/organic cation transporter 
(OCTN1)を利用し、メタボローム技術を組み合わせることで、これら疾患の BM と疾患の発症も

しくは増悪機序の一端を明らかにする。研究代表者はこれまで octn1 遺伝子欠損マウス(octn1-/-)
を作製し、メタボロミクスの技術を応用することによって、OCTN1 の生体内基質として ERGO
を同定した[1]。OCTN1 はさまざまな臓器に発現し、細胞外に存在する ERGO を細胞内に取り込

むため、マウス血液中および臓器中には食物由来の ERGO が高濃度で存在する一方、octn1-/-では

血液中およびすべての臓器中 ERGO 濃度が検出限界である[1]。疾患時の OCTN1 の役割を解明

し、その生体内基質探索に有用な方法論を確立できれば、疾患と OCTN1 との関係、OCTN1 と

当該生体内基質との関係を解明できることになり、疾患に及ぼす当該生体内基質の役割の解明

につながる。このことは、疾患の治療および診断の両面において有益と考えられる。 
 
２．研究の目的 
OCTN1 発現細胞とメタボローム技術を組み合わせることで、OCTN1 の生体内基質を探索する

新規方法論を確立する。OCTN1 の活性化を起こす遺伝子多型(L503F)は、白人の CD 罹患と相関

する。すなわち OCTN1 は CD の原因遺伝子である。さらに、申請者らが作製した octn1-/-を用い

た炎症性腸疾患モデルでは、ERGO を摂取しない環境下で野生型と比べ症状の軽減が見られる。

これらの結果は OCTN1 が CD の原因物質あるいは CD を増悪させる物質を細胞内に取り込むこ

とで炎症を増悪させることを示唆する。従って、OCTN1 の生体内基質の解明は、CD の原因・増

悪物質の探索においても有用かもしれない。一方で、OCTN1 の生体内基質である ERGO は、強

力な抗酸化物質であり、OCTN1 と ERGO は炎症から生体を防御する働きを持っている可能性が

ある。本研究においては、慢性腎障害と脳における役割について解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①構造選択的メタボロミクスの確立 

OCTN1 遺伝子発現細胞である HEK293/OCTN1 細胞（対照として、vector のみを導入した

HEK293/mock 細胞）

に、基質源であるデキ

ストラン硫酸(DSS)腸
炎モデルマウス組織抽

出物を添加し、一定時

間取り込ませること

で、OCTN1 基質を細胞

内に濃縮的に取り込ま

せたのち、誘導体化試

薬である APDS （ 3-
aminopyridyl-N-



hydroxysuccinimidyl 
carbamate）を用い、アミノ基

を特異的に修飾した。その

後 、 質 量 分 析 装 置 LC-
MS/MS を用い、APDS 部分

を 選 択 的 に 認 識 す る

precursor ion scanning を行う

ことで、HEK293/OCTN1 細

胞に選択的に取り込まれ、

かつ、アミノ基を有する化

合物のみを選択的に検出し

た。 
②慢性腎障害に及ぼす

OCTN1 および ERGO の役

割 
 野生型マウスおよび octn1-/-の片腎を摘出後、虚血再灌流を起こすことで慢性腎障害(CKD)マウ

スを作製し、腎切片を作製して病変を観察した。CKD 患者血液中 ERGO 濃度を高速液体クロマ

トグラム(HPLC)で測定した。 
③脳における OCTN1 および ERGO の役割 
マウス胎児脳より採取した神経幹細胞を播種後、ERGO を添加し、一定時間経過後に細胞を免

疫染色して、神経細胞（βIII-tubulin がマーカー）とグリア細胞（GFAP がマーカー）の割合をカ

ウントした。ERGO を多く含むタモギタケエキス末をマウスに混餌投与後に脳海馬切片を作製

し、神経新生のマーカー（doublecortin）を免疫染色で観察した。 
 
４．研究成果 

①構造選択的メタボロミクスの確立 
クローン病の罹患率の高い OCTN1 遺伝子多型は OCTN1 のアミノ酸変異 L503F を伴う。L503F

変異は Caucasian では 30％程度の割合で見られる一方、日本人にはほとんど見られないことが

わかっている。L503F 変異は ERGO をはじめとする多くの基質の取り込み活性が野生型 OCTN1
に比べて高い gain-of-function の性質がある。クローン病の病態には炎症が深く関与しており、

このような高い活性を持つ OCTN1 が腸管内の何らかの物質を取り込むことがその一因である

可能性もあるが、原因物質の特定には至っていない。我々は、DSS 腸炎モデルマウス組織抽出

物を基質源として用い、そこに含まれる OCTN1 基質の解明を目指すことで、そのような原因

物質の存在が示唆できないか検討を行った。 
従来のメタボローム解析よりも、OCTN1 への特異性を高めた方策として、構造選択的メタボ

ロミクスを開発した。すなわち、OCTN1 の基質は総じてアミノ基を有することに着目した。そ

こで、遺伝子発現細胞である HEK293/OCTN1 細胞（対照として、vector のみを導入した

HEK293/mock 細胞）に、基質源である DSS 腸炎モデルマウス組織抽出物を添加し、一定時間

取り込ませることで、OCTN1 基質を細胞内に濃縮的に取り込ませたのち、検体に含まれる化合

物中のアミノ基を特異的かつ網羅的に修飾した（図 1）。その後、質量分析装置 LC-MS/MS を用

い、APDS 部分を選択的に認識する precursor ion scanning を行うことで、HEK293/OCTN1 細胞

に選択的に取り込まれ、かつ、アミノ基を有する化合物のみを選択的に検出することを試みた

（図 1）。その結果、炎症組織に存在する OCTN1 基質として spermine を見出した（図 2）。実

際、細胞抽出液で検出されたピークのプロダクトイオンは、spermine 標品のプロダクトイオン

と、さまざまな collision energy (CE)において一致していたことから、spermine がピークである

と特定された（図 2）。マウス腹腔マクロファージを lipopolysaccharide（LPS）で処理すること

で活性化させた時の炎症性サイトカイン放出は octn1-/-で野生型に比べ低下し、マクロファージ

内の spermine 濃度も octn1-/-で野生型に比べ低い傾向にあった。このように、OCTN1 には抗酸

化物質 ERGO を取り込むことで組織を保護しつつも、いったん炎症が起こった場合にはむしろ

炎症を悪化させる二面性を持つことが考えられる。 



② 慢 性 腎 障 害 に 及 ぼ す

OCTN1 および ERGO の役割 
 野生型マウスと octn1-/-に

おいて慢性腎臓病モデルを

作製し、腎切片において酸化

ストレスマーカー4-hydroxy-
2-nonenal(4-HNE)を染色した

ところ、野生型に比べ octn1-/-

で顕著に酸化ストレスが亢

進していた。腎機能の悪化や

炎症の亢進、線維化も octn1-/-

で顕著に観察された。慢性腎

臓病患者においても、腎機能

低下と血中 ERGO 濃度が相

関するとともに、腎移植後には腎機能とともに ERGO の血中濃度も回復した（図 3）。したがっ

て、腎臓の病態と OCTN1 や ERGO が関係し、腎障害に対して保護的に働くものと考えられた。 
本研究では、このほか、OCTN1 が蝸牛線条内皮に発現し、その遺伝子変異が劣性非症候性難聴

の一種である DFNB60 を引き起こすことを示した。現在までに、OCTN1 ないし基質である ERGO
が種々の臓器疾患に対して防御的に働くことが示唆されており、このことは、OCTN1 がほとん

どすべての臓器に発現するとともに、ERGO も血液中とすべての臓器に存在することと対応す

る。また、OCTN1 と ERGO が正常な状態よりもむしろ病態時に重要な役割を果たすと考えれば、

快適な環境下で飼育された正常な octn1-/-と野生型との比較では、phenotype の違いが見られなか

ったこと[1]も、説明できるかもしれない。 
 
③脳における OCTN1 および ERGO の役割 
 脳は血液脳関門によって異物の侵入を防いでいる臓器であるが、ERGO はマウス脳組織にも

検出される。哺乳類において ERGO は体内で合成されないことから、脳に存在する ERGO も食

物由来と考えられる。ERGO は水溶性の高いアミノ酸の一種であり、OCTN1 を発現しない細胞

にはほとんど取り込まれないことから、膜透過性は極めて低い。octn1-/-の脳組織に ERGO が検出

されないことから、ERGO が膜輸送体 OCTN1 によって脳に取り込まれていることが示唆される。

生体にとって異物である ERGO を膜輸送体によって脳に取り込んでいることから、ERGO が脳

において何らかの役割を果たす可能性があると考え、さらに研究を行った。 
脳における免疫担当細胞であるミクログリアにおいて OCTN1 の機能的発現を検討した。ミク

ログリアを LPS で処理すると活性化が起こり、炎症性サイトカインが放出される。ミクログリ

アの活性化に伴い OCTN1 の発現量や ERGO の取り込み活性が増加した。octn1 遺伝子のノック

ダウンや octn1-/-より

調製したミクログリ

アでは、このような

炎症性サイトカイン

放出が促進されるこ

とから、OCTN1 がミ

クログリア活性化に

対して抑制的に働く

ことが示唆された。

一方、その後のミク

ログリアの肥大化

は、octn1-/-では起こり

づらいことが示唆さ

れた。OCTN1 は異な

る複数のメカニズム



に関与しており、ミクログリアの活性化に及ぼす役割についても二面性のあることが示唆され

た。 
OCTN1 はヒトおよびマウス神経細胞に発現し、マウス培養神経細胞では ERGO の細胞内への

取り込みが確認され、octn1 遺伝子をノックダウンすると取り込みは顕著に低下した。一方で、

グリア細胞には明確な OCTN1 の発現は認められなかった。したがって、OCTN1 は神経細胞に

機能的に発現すると考えられる。さらに、OCTN1 の機能的発現は自己増殖能と多分化能を有す

る神経幹細胞(neural stem cell, NSC)にも観察され、その遺伝子発現量を見る限り、SLC22 family
に属する他の有機カチオン膜輸送体よりもはるかに高かった。マウス大脳皮質由来 NSC に

ERGO を添加した後に培養すると、神経細胞マーカー（βIII tubulin）陽性細胞の割合を増加させ

る一方、アストロサイトマーカー（GFAP）陽性細胞の割合を減少させる。すなわち、ERGO に

は神経幹細胞の神経細胞への分化（神経新生）促進作用があるが、この作用は octn1-/-では見ら

れなかった。したがって、OCTN1 による取り込みが神経新生作用に必須であること、ERGO が

細胞内で作用していることが示唆された。 
NSC に ERGO を添加すると、神経栄養因子 neurotrophins (NT)の一種である NT-5 の遺伝子発

現が顕著に増加し、NT-3/4 も若干増加した（図 4）。NT-5 についてはタンパク質量の発現増加

も確認できた（図 4）ほか、マウス in vivo で ERGO を投与しても、神経幹細胞が豊富に存在す

る海馬歯状回で NT-5 のタンパク質量が顕著に増加することを見出している。マウス神経幹細

胞に ERGO を添加後には、細胞内情報伝達経路の一種である mTORC1（mammalian target of 
rapamycin complex 1）シグナルのタンパク質である mTOR 及びその下流の S6K1（p70 ribosomal 
protein S6 kinase）
のリン酸化も観察

され、NT5 受容体

TrkB（tropomyosin 
receptor kinase B）
の 阻 害 剤

GNF5827 を添加

するとERGOによ

る神経新生も抑制

された（図 5）。以

上より、神経新生

への影響。ERGO
の作用には、細胞

内情報伝達の活性

化と、神経栄養因

子 NT-5 の発現増

加を介したその受容体 TrkB の活性化が少なくとも一部関与することが明らかとなった。 
 神経幹細胞は脳の海馬に多く存在し、アルツハイマー型認知症やうつ病患者では海馬の萎縮

が起こる。また抗うつ薬の中には神経新生を促進するものが知られる。このように神経新生は疾

患と密接に関係することから、ERGO による脳機能に及ぼす作用を次に、in vivo で検討した。マ

ウスに ERGO を多く含むタモギタケエキス末を混餌投与したところ、海馬歯状回において未熟

な神経細胞のマーカーである doublecortin 陽性細胞の数が増えていた一方、血漿中や脳中 ERGO
濃度が ERGO を含まない対照餌摂取群に比べ高かった。したがって、経口摂取された ERGO が

脳内に到達し神経新生を促すことが示唆された。この ERGO 摂取マウスでは、対照餌摂取群に

比べ、自発運動量に変化がない一方、強制水泳試験や尾懸垂試験における無動時間が対照群と比

較し有意に短縮されたことから、ERGO による抗うつ作用が示唆された。 
【引用】 
1) Kato Y et al. Gene knockout and metabolome analysis of carnitine/organic cation transporter OCTN1. 
Pharm Res 27(5): 832-840, 2010. 
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