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論 文 内 容 要 旨

【序論】

中枢神経系 において,L一 アスパ ラギ ン酸(L-Asp),L一 グルタ ミン酸(L-Glu)は 興奮性の神経伝達物質 とし

て機能 してお り,脳 内濃度 が上昇す る と興 奮毒性 を引 き起 こす。一方,大 脳 にはD体 のアスパ ラギ ン酸

(D-Asp)も 存在 してお り,N」methylD-aspartate(NMDA)の 前駆体である と考 え られている。大脳 における

Aspは 両異性体が異 なる生理機能 を有する ことか ら,そ の脳 内動態 はそれぞ れ異 なる特性 を示す こ とが考

えられる。神経細胞や星状膠細胞 には高親和 的な興奮1生ア ミノ酸輸送担体(excitatoryaminoacidtransporter;

EAAT)が 発現 し,酸 性 ア ミン酸 を細胞 間隙か ら除去す る ことが知 られてい る。EAAT輸 送担体 はL.Glu,

L-Asp,D-Aspを 基質 とす るため,Aspの 輸送 に対す る立体選択性 はない。

血液脳 関門(blood-brainbarrier;BBB)は,脳 と血液 を隔てる関門であ り,BBBを 介 した脳 か ら血液方 向

への毒性物質の輸 送 は中枢解毒 機構iとして重 要である。 これ まで ,L-GluとL-AspはBBBを 介 して脳か ら

血液へ と輸送 され るが,D-Aspは 輸 送 されな い

ことがHosoyaら に よって報告 されてい る。 この

fηvlyoBBBで のL体 選択 的なAspの 排 出輸 送特

性 は,EAAT輸 送担体 の基 質認識特性 で は説明

で きない(図1)。 本斡送 特性 の解 明 は,L-Asp,

D-Aspの 脳 内動態 を理解・し,さ ちに興奮毒性 を

起 こ しうるL体 の酸 性 ア ミノ酸 の脳 細胞 間液か

らの 除去機 構 を明 らか にす る上で 重要 であ る。 図 肇.酸 性 ア ミノ酸 の脳 実 質細 胞 にお け る輸送
特性 と血 液脳 関 門 にお け る輸送 特 性 の相違.脳

そこで本研究 は・BBBに おけるL体 選択 的存 実質細胞の輸送系はD-Aspを 輸送する① が、血

Aspの 輸送 系 の分 子 的実 体 を解 明す る こ とを目 液 脳 関 門の輸 送 系はMspを 輸 送 しな い②

的 とした。

【方法】

'ηγ伽oBBBモ デルの確 立'条 件 的不死化 ラ ッ ト星状膠細胞(TR-AST),同 マウス及 びラ ッ ト脳毛細血管

内皮細胞(TM-BBB,TR弔B勘 を樹立,及 び機能評価 し,TM-BBB,TR-BBBをfηv1`roBBBモ デル として

以下 の解析 に用いた。

'ηv'froBBBモ デル にお け る酸性 ア ミノ酸輸送機 構 の解 析:TM-BBB,TR-BRBに お け る[3H]L-Asp,

[3HID.Aspの 輸送活性 を解析 し,AspをL体 選択的 に認識 する輸送系 を推定 した。該 当す る輸送系 の遺伝子

発現 をRT-PCR法 で解析 したのち,ORFを 単離 し,ア フリカツメガエル卵母細胞(oocyte)発 現系 でAspの

輸送機構 を検証 した。 また,・L-Aspの 輸送活性 とD-Aspの 輸送活性 の比 を,立 体選択性,Sの と表記 した。

'ηv1MoBBBに おける発現 ・機能解析:1ηv∫ 孟mBBBモ デルにおけるL体 選択 的なAspの 輸 送 に最 も大 きく

寄与 していたASCT2輸 送担体 の抗体 を作成 し,凍 結脳切 片 に対 して免疫染色 を行 った。 さらに,'η γfvo

BBBに おける[3HIL-Gluの 輸 送特性 をBrainEf伽xIndex(BEI)法 を用 いて解析 した。
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【結 果 ・考 察 】

TR-AST,TM-BBB,1TR-BBBの 機 能 評 価=TR-ASTは 抗glial飾rillaryacidicprotein(GFAP)抗 体,A2B5抗

体 に 陽 性 で,91utaminesynthetaseのmRNAを 発 現 し て い た 。 こ の 特 性 は2型 星 状 膠 細 胞 の 特 性 と 一 致 し て

い た 。GLUT1,P一 糖 蛋 白(P-9P)はBBBに 存 在 し て 物 質 の 脳 移 行 性 を規 定 す る 重 要 な 輸 送 担 体 で あ る 。

Westemblotの 結 果,TM-BBB,TR-BBBか らGLUTI,P-gpの バ ン ドが 検 出 さ れ た 。 さ ら にRT-PCRの 結 果,

TM-BBBか らP-9Pを コ ー ドす るmdrla,mdrlb遺 伝 子 が 検 出 さ れ た 。 以 上 か らTM-BBB,TR-BBBはfηvfyo

BBBの 特 性 を 保 持 し て い る こ とが 示 さ れ た 。

'η γ'fmBBBモ デ ル に お け る 【3H】Aspの 輸 送 機 構:TM-BBB4に お け る[3H]L-Aspの 輸 送 活 性 は,【3H]D-Asp

の 輸 送 活 性 の4.2倍 高 か っ た(S。 ρ=4.2)。Na+依 存 的

な 輸 送 過 程 のS、!、は6.4,Na+非 依 存 的 な 輸 送 過 程

o)S、ρは3.3で あ り,L体 選 択 的 な[3H]Aspの 輸 送 に

はNa+依 存 的 な 輸 送 過 程 の 寄 与 が 大 き い こ と が 示

唆 さ れ た 。 さ ら に,Na+依 存 的 な 輸 送 シ ス テ ム の

S、のは,取 り込 みmediumのpHを 下 げ る こ とで 上 昇

した 。pH5.5に お け るS、1。は126で あ り,pH7.4に

お け るS、、。の20倍 高 か っ た 。 以 上 か ら,TM-BBB4

に お け るL体 選 択 的 なAspの 輸 送 に は,Na+依 存 的,

pH依 存 的 な シ ス テ ム が 関 与 して い る こ と が 明 ら か

に な っ た(図2)。

7

.9
駕 宕6
レ ココ

E碧5
コ もロ

筍 鑑』4
0◎

ξ ξ3の 　

τ ξ}2
0

灌

0
56789

図2_B4に おける鴇 レ臨rH】 傭P
の取 り込み とNa+、pH依 存性.pHを 下げるこ

とでNa+依 存的なAspの 輸送過程のL体 選択

性 《(●・0》/(■・□)》が上昇 する.

そ こで,BBBに お けるL体 選択 的 なAspの 輸送 に重要 と考え られるNa+依 存的 な輸送過程 について詳細

に解析 した。TM-BBB4に おけるNa+依 存 的な[3H]L-Aspの 輸送 は,L-Gluの ほか,L-Ala,L-Serな どの 中性

ア ミノ酸で 阻害 された。濃度依存性 につ いて検討 した結 果,二 相性 の飽和 を示 し,低 親和 的な輸送過程が

存在 した。 さらに,通 常条件 下にお ける脳細胞 間液中のL-Asp濃 度 を10μM,病 態時における脳細胞 間液

中のL-Asp濃 度 を100μMと 仮定 し,高 親和 的輸送過程 と低親和的輸送過程 の寄与率 を解析 した結果,そ

れぞ れ71%,94%が 低親和的 な輸送過程 の寄与であ った。

'ηγ'froBBBモ デ ルにお けるsstemASC輸 送系遺伝子の発現=SystemASC輸 送系はL-Ala,L-Ser,L一

Cysな ど の 中 性 ア ミ ノ 酸 をNa+依 存 的 に輸 送 す る 。 さ ら に,systemASC遺 伝 子 で あ るASCT1は 低pH条 件

下 で 酸 性 ア ミ ノ 酸 を輸 送 し,ASCT2はpH7.4条 件 でL-Gluを 低 親 和 的 に 輸 送 す る 。 こ れ らのsystemASCの

特 性 は,TM-BBB4に お け るL-Aspの 輸 送 特 性 と よ く一 致 して い た 。 しか し,systemASCがL-Aspを 輸 送

す る か 否 か は 不 明 で あ っ た 。 こ の た め,TM-BBB4に お け るL体 選 択 的 なAspの 輸 送 シ ス テ ム と し てsystem

ASCの 関 与 を 推 察 し,ASCT1,ASCT2のBBBに お け る 発 現 に つ い て 検 討 し た 。RT-PCRの 結 果,両 遺 伝

子 はTM-BBB4,TR-BBBI3,さ ら にBBBの 実 体 で あ る 脳 毛 細 血 管 のrichfractiQnに お い て検 出 さ れ た 。

SystemASC輸 送 系 の 【3H]Asp輸 送 機 能:mASCT1,mASCT2,お よ びrASCT2のoocyte発 現 系 に お け る

[3H]Aspの 輸 送 活 性 を 解 析 し た 。 そ の 結 果,mASCTI,mASCT2,rASCT2は[3H]L-AspをNa+依 存 的,pH依

一84一



存 的に輸送 した。 しか し,い ずれの輸送担体 も[3H]D-Aspを 輸送 しなかった(図3)。 以上か ら,ASCT輸 送

担体 はAspをL体 選択 的 に輸送す ることが 明 らか となった。
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TM-BBB4に おい て機能す るASCTサ ブタイプ=L-GluはmASCT2を 介 した[3H]L-Aspの 輸送 を50%以 上 阻

害 したが,mASCT1を 介 した輸 送 は阻害 しなか った。 この ため,L-Gluに よる阻害 効果 で,ASCT1と

ASCT2の 関与 を区別 で きる。TM-BBB4に おけるNa+依 存的 な[3H]L-Aspの 輸送はL-Gluに よって完全 に阻

害 された。 さらにTM-BBB4に お けるmASCT2遺 伝子 の発 現量 はmASCT1遺 伝子 の発現量 の6.7倍 高 かっ

た。以上 か ら,TM-BBB4に おけるL体 選択 的 なAspの 輸 送 を担 う主要 な分子種 はASCT2で あるこ とが明

らか にな った。

'ηMIMoBBBに お けるASCT2の 発現=ASCT2を 認識す る抗体(抗ASCT2抗 体)を 作成 し,凍 結脳切 片 に対

す る蛍光免疫染色 を行 った。その結果,抗ASCT2抗 体 による染色 は,扁 平状 の血 管の核染色 の外側 に管

腔様 に検 出 され た。 また,一 部 の脳 実 質細胞 の核 にお い て も抗体 反応 性 が検 出 された。 さ らに,抗

ASCT2抗 体 による染色 は,C219抗 体 に よる染色像 の外 側,抗GFAP抗 体 による染色像の内側 に,共 に管

腔様 に検 出 された。C219抗 体 は蓄歯類BBBの 血 液側細胞 膜 に発現す るP-gpを 認識 し,GFAPは 星状 膠細

胞 に発現す る。C219抗 体,抗GFAP抗 体 による染色像 は抗ASCT2抗 体 による染色像 と重 な らなか った こ

とか ら,ASCT2がBBBの 脳側の細胞膜 に発現 してい ることが示唆 され た。

'ηv'γoBBBを 介 した3HL-Gluの 脳 からの消失 に対 する中性 ア ミノ酸 の効 果100cyteを 用 いた解析 の結

果,ASCT2は[3H]L-Gluを 輸 送 し た が,ASCT1は

[3H]L-Gluを 輸 送 し な か っ た 。 そ こ で,[3H]L-Gluの

BBBを 介 し た 脳 か ら の 消 失 に つ い てBEI法 で 解 析 し

た 。 大 脳Par2領 域 に投 与 後 の[3H]L-Gluの 脳 内 残 存 率

は,systemASCの 基 質 で あ るL-Alaの 共 存 に よ っ て

上 昇 し た(図4)。 こ の 結 果 は,BBBを 介 し た[3H]L-

Gluの 脳 か ら の 消 失 が,L-Alaに よ っ て 阻 害 さ れ た こ

と を 示 し て1い る 。 以 上 か ら,BBBを 介 し た 脳 か ら血

液 へ の[3H]L-Gluの 輸 送 にASCT2が 関 与 して い る こ と

が 示 唆 さ れ た 。
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fHlL・Gluの 脳 内残存 率(O》 はL・ 測aの

共存(●)に よって上昇 した.
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【結論】

本研究 におい て,ASCT輸 送担体 はAspをL体 選択 的 に輸送す る分子種で あるこ と明 らか に し,ASCT2

がfηvlyoBBBに おいて発現,及 び機能 しているこ とを初 めて示唆 した。ASCT2はAspの 脳内動 態 を立体

選択的に制御 し,さ らに興奮性神 経伝 達物質であるL体 の酸性 ア ミノ酸 の脳細胞 間液 か らの除去 に関与 し

ている と考 えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨

中枢神経系 において,L一 アスパ ラギ ン酸(L-Asp)やL一 グル タ ミン酸(L-Glu)は 興奮 【生神経伝達物質,D一

アスパ ラギ ン酸(D-Asp)はN」Methyl-D」aspartateの 前駆物質 として存在す る。 これ まで,L-Asか やL-Gluな

どのL体 の酸性 ア ミノ酸 は,血 液脳 関門(BBB)を 介 して脳か ら血液へ と輸送 される一方,D-Aspの 輸送は

検 出 されないこ とが報告 されていたが,そ の分子的実体 は不 明であった。本研 究は,BBBに おける酸 性ア

ミノ酸 特 にL体 選択的なAspの 輸 送機構 の解明 を目的 とした。AspのBBB輸 送機構 を解 明す るに当 た り,

マ ウス,及 び ラッ トの条件 的不死化脳 毛細 血管内皮細胞 株(TM-BBB,TR-BBB),条 件 的不死化 星状 膠細

胞株 を樹立,及 び機 能評価 し,TM-BBB,TR-BBBを ノηvf`mBBBモ デルと して用 いた。BBB細 胞株 におけ

るAspの 取 り込 みはL体 に優位 であ り,TM-BBBに お ける[3H]L-Aspの 輸送活性1ま[3H]D-Aspの 輸送 活性 の

3.1倍 高か った。 さらに,L体 選択的 なAspの 輸送 にはNa+依 存的,pH依 存的な システムが関与 してい るこ

とが示 された。Na+依 存 的 なL-Aspの 輸送 は,中 性 ア ミノ酸 によって阻害 され,低 親和 的な濃度依存性 を

示 した。 これ らの輸送特性 は,systemASCを 介 し拳L-Gluの 輸送特性 と類似 してい た。RT-PCRの 結果,

systemASC遺 伝子であ るASCT1,ASCT2がTM-BBB4,TR-BBB13,脳 毛細血管 のrichfractionに おいて検

出 され た。mASCT1,mASCT2,rASCT2輸 送担体 は[3H]L-AspをNa+依 存 的,pH依 存 的 に輸送 したが,

[3H]D-Aspは 輸送 しなか った。ASCTを 介 したL-Aspの 輸送特1生と,TM-BBBに おけ るL-Aspの 輸 送特性 を

比 較 した結果,TM-BBBに お けるL-Aspの 輸送 には,ASCT2の 寄与 が大 きいこ とが示 唆 され た。 さらに

TM-BBBに おけるASCT2遺 伝子の発現量 はASCTI遺 伝子 の発現量 の6.7倍 高かった。免疫染色 の結果,抗

ASCT2抗 体 による反応性 は大脳皮質,及 び海馬 において管腔様 に検出 され,核 染色,及 び抗GFAP抗 体 と

の二重染色 か ら,ASCT2は 脳 毛細血管 の脳側 の細胞 膜 に発 現す るこ とが示唆 され た。 さ らにBrainEfnux

Index法 の結果,ASCT2の 基質であ る[3H]L-GluのBBBを 介 した脳か らの消失 は,中 性 ア ミノ酸L-Alaに よ

って阻害 された。

以上,本 研究 は,ASCT1,ASCT2輸 送担体 はAspをL体 選択 的に輸送す るこ と,ASCT2はfηvfyoBBB

の脳側の細胞膜 において発現,及 び機能 している ことを初 めて明 らか に した ものであ り,薬 学研 究 におい

て有用 な知見 を見いだ した もの として高 く評価で きる。

よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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