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論 文 内 容 要 旨

【目的】脳内エ ネルギーや脂 質環境 の恒常性維持 はニューロ ンの発 達や機 能発現 に必須 であ り、脳関 門や

グリアが支援 的役割 を担 っている。 ク レアチ ンはクレアチ ンキナーゼ(CK)を 介 して脳 内エネルギーの貯

蔵 ・再 生 に重要 な役 割 を果 た している。脳内 クレアチ ンが 著 しく低 下す るcreatinedeficiencysyndrome

(CDS)の 患者で は ミエ リン形成遅延や精神運動発達障害、 てんかん発作 な どの神経異常 症状 が認め られ、

その原 因遺伝子 として クレアチ ン合成酵素(GAMT)や クレアチ ン トラ ンスポー ター(CRT)が 同定 されて

いる。脳内で はGAMTmRNAが 発現す る一方、CRTmRNAは 血液脳 関門(BBB)に 発現 しない との報告か

ら、脳 内ク レアチ ンは脳細胞 自身での生合成 に よって維持 されている と考 え られて きた。 しか し、GAMT

を欠損 したCDSで はク レアチ ン経 ロ投与で脳 内ク レアチ ンレベ ルが 回復す るが、CRTを 欠損 したCDSで

は回復 しない とい う臨床 知見 と矛盾す るなどク レアチ ン供給経路 を含 む脳 内エネルギー貯蔵系の分子機構

には不明 な点が多い。

ATP-bindingcassetteト7ン ス ポーターA及 びGサ ブファ ミリー(ABCA、ABCG)は 、近年脂 質代 謝異常

疾患 との関連性が報告 され体 内の脂質動態 を決定す る鍵分子で ある と考 えられている。従 って、脳内脂 質

環境 の維持機構 を解 明す る上でABCA及 びABCGを 介 した脳 内脂質輸送の分子機構 を明 らかにす ることは

重要 である。そ こで本研 究では、脳関 門を介 した循環血 中か ら脳への クレアチ ン供給機構 と脳か らの代 謝

物 クレアチニ ン排 出機i構及びGAMTとCKの 脳内細胞発現 を明 らか にす る と共 に、ABCA、ABCGの 網羅

的な脳内発 現分布解析 に よって、脳内 ク レアチ ン供給 ・利用、 ク レアチニ ン排 出及 び脂質輸送の細胞 及び

分子基盤 を解 明す る ことを目的 と した。

【方法】BBBを 介 した クレアチ ン供給機構の解析 には、加vfvointegrationplot法 及びiηyf亦oBBBモ デル と

して条 件 的不 死化 マ ウス脳 毛細 血 管 内皮細 胞株(TM-BBB4)を 用 いた 。BBB及 び血 液脳 脊髄 液 関 門

(BCSFB)を 介 したク レアチニ ン排 出輸送解析 には、BrainEffluxIndex(BEI)法 、脳室内投与法及び単 離脈

絡叢 を用 いた。脳 内にお ける遺伝子発現解析 は、Northernblot法 及 びfn5伽hybrldization法 を用いた。 タン

パ ク質の脳 内発現 は、蛍光抗 体法 、酵素抗体法及び免疫電子顕微鏡 法 を用 いて解析 した。

【結果 ・考察】BBBをAし た!環 血 か ら 衡への ク レア チン 壽'美の△ 循環血 中に投与 した[14C]ク

レアチ ンは非常 に遅 い速度(!.61μ1/(min・gbrain))で 脳実質内に輸送 された。 また、[14C】クレアチ ン投与

24時 間後の大脳対血漿 中及 び小 脳対1血漿 中の ク レアチ ン濃度比 はそれぞれ30.8、35。1mL/gtissueで あ り、

マ ウスにお ける内因的な脳対血 漿 中ク レアチ ン濃度比 と近似 した。TM-BBB4細 胞 にお ける['4C]ク1/ア チ

ンの取 り込 みは、Na+、Cl'及 び濃度依存的(Km:16.2μM、Vmax:1.05nmol/(mgprotein・10min))で あ り、

CRTの 特異 的阻害剤 であ るβ一guanidinopropionate及 びguanidinoacetateで それぞれ95.5%、69.8%有 意 に阻害

され た。Northernblot解 析か ら、TM-BBB4細 胞及 び単離脳 毛細血 管 にお いて、CRTmRNAを 検 出 した。

さらに、 ウサ ギ抗CRT抗 体 を作製 し免疫組織化学 染色 を行 った結果、CRTタ ンパ ク質は脳毛細血管 に高

発現 し、ニ ューロ ンの細胞体 に も発 現が認 め られた。免疫電子顕微鏡法 を用い た解析か ら、脳 毛細血管 内

皮細 胞 にお けるCRTの 局在 は血 液側 及 び脳側細 胞膜の両方 に認め られ た。以上 の結果 か ら、BBBはCRT
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を発現 し、脳内 レベルを維持す るの に十分 なク レアチ ンを循環血中か ら脳へ供給す る機能 を有 している こ

とが示唆 された。

泌美 をAし た脳 か らの クレアチニン1'美BBBを 介 した[3Hlク レアチニ ンの脳 内か らの時 間依

存的 な排 出は少 な くとも60分 まで示 されなかった。脳室 内に投 与 した[3H]ク レアチニ ンは半減期6.1分 で

脳脊髄液中か ら消失 し、見か けの消失 ク リアランス(86.1μ1/min)は 脳 脊髄液 のbulkflowを 表す['4C]イ ヌ

リンと比較 して59倍 速か った。 さらに単 離脈絡 叢 にお ける[3H]ク レアチニ ンの取 り込みは、少 な くとも2

分 まで時 間依存的 に増加 し見か け上脈絡叢 内容積 の2.9倍 濃縮的であ った。以上の結果か ら、脳 内で生成

され るクレアチニ ンはBCSFBを 介 して脳 か ら排 出輸送 される ことが示唆 された。

GAMTのw王 、1と 。 土GAMTmRNAは 、灰 白質及 び白質両方 に発現 し、特 に 白質で高い発現が

検出 された。GAMTタ ンパク質は、 オリゴデ ン ドロサ イ ト、嗅神経被 覆グ リア及 びアス トロサイ トで豊富

に発現する一方 で、ニ ュー ロンでの発現 は極めて微:弱だった。小脳皮質では、GAMTは バーグマ ング リア

細 胞 に高発現す る一方で プルキ ンエ細胞や介在性ニ ュー ロンでの発現 は微弱であ った。免疫電子顕微鏡 を

用いた解析 か ら、GAMTの 免疫反応 はプルキ ンエ細胞の棘突起 には検 出 されず、その シナプス を被覆す る

バー グマ ング リアの突起 に局在 していた。以上の結果か ら、グ リア細胞 は、脳内で クレアチ ン合成 を担 う

中心的な細胞で あ り、ニューロ ンにおける クレアチ ン合成能 は低 い ことが示唆 された。

CKの 泌 王,、 と 。 土CKに は4つ のサ ブ タ イ プが 同定 され て い るが 、 脳 内 にはubiquitous

mitochondiralCK(uCK-Mi)mRNAが 灰 白質選択的に、cytoplasmicbrain-typeCK(CK-B)mRNAが 灰 白質 と

白質両方 に発現 していた。uCK-Miタ ンパ ク質の発現 は、ニ ュー ロン選択的であ った。免疫電子顕微鏡法

を用いた解析 の結果、uCK-Miは 細胞体 、樹状突起 、棘突 起、軸 索、終末 などニ ュー ロン構i成要素の ミ ト

コン ドリア に局在す る一方で、 グリア細胞の ミ トコ ン ドリアには局在 していなかった。CK-Bタ ンパ ク質

は、急性 のエ ネルギー損失 に対 し抵抗性 を示す こ とが知 られているアス トロサ イ トと抑制性 ニューロ ンに

高発現 していた。以上の結果か ら、CKシ ス テムはニューロ ン及 びアス トロサ イ トで機能 してい るこ とが

示唆 された。

ABCA及 びABCGの 脳 内発現 プロファイル 血5f加hybridization法 を用 いて、脂質輸 送への関与が報告 さ

れているABCA1-4、7及 びABCG1、2、4、5、8mRNAの マ ウス発達脳 及び成熟脳 における発現 プロフ

ァイル を解析 した。その結果・、ABCA及 びABCGは 多様 な脳 内発現パ ター ンを示 した。胎 生期の脳で は、

ABCA1及 びA7は 主 と して脳室層 に分布す る一方、ABCA2、A3及 びG4は 外套層 に分布 していた。生後脳

において、ABCAIは 灰 白質及 び白質両方 に分布す るほか、脈絡叢 に も高発現 していた。ABCA2は 、生後

第1週 まで主 として灰 白質 に分布 したのに加 え、生後14日 の白質 に顕著 な発現上昇が検 出 された。一方 で、

ABCA3は 主 に灰 白質 に分布 してい た。ABCA4は 、発達段 階 を通 して脈絡叢 に選択 的 に発 現 してい た。

ABCG1は 、灰 白質及 び 白質両 方 に分 布 した のに対 し、ABCG4は 主 に灰 白質 において発現分 布 して いた。

さらに、ABCG2は 発達段 階を通 して脳全体 に均 一 に分 布 していた。ABCG2に 対す る特異抗体 を作製 して

免疫組織 化学染色 を行 った結果 、ABCG2タ ンパ ク質 は脳毛細血管 内皮細胞 の血 液側細胞膜 に局在す るほ

か、脈絡叢上皮細胞の脳脊髄液側細胞膜 に も局在 してい た。ABCG5及 びABCG8は 、脳 内において特異 的
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なシグナルは検:出され なか った。以上 の結果か ら下表 に示 すABCA及 びABCGト ランスポー ターの細胞発

現が推定 された。

ニ ュー ロン

アス トロサ イ ト

オ リゴデ ン ドロサ イ ト

脳 毛細 血 管 内皮細 胞

脈 絡 叢

ABCA2.

ABCA1.

ABCA3,

ABCAl

ABCA2

ABCG2

ABCA4.

ABCG4

ABCG2

表'ηs1如

hybridization:解 析

か ら 推 定 さ れ る

ABCA及 びABCG

トラ ン ス ポ ー タ ー

の 脳 内 細 胞 発 現

【結論 】脳 内 ク レアチ ンの供給 ・利用及 び脳か らのク レアチニ ン排 出の細胞 ・分子機構 を図 に示 した。本

研究 か らBBBはCRTを 発 現 し脳 への主 なクレアチ ン供給経路 として機能 するのに加 え、BCSFBは 脳 か ら

の代謝物 ク レアチニ ン排 出経路 として機能す る とい う脳 関門の生理機能が明 らか になった。 また、脳内で

はグ リア細胞 が主 に クレアチ ン合成 能 を有 し、近傍 ニューロ ンのCKシ ステ ムに局所で クレアチ ンを供 給

している可能性が示 された。 さらに、ABCA及 びABCGは 脳関門 ・グリア及びニューロ ンに発現 を分担 し

て脂質輸送 に関与 し、脳 内脂 質環境 を維持 しているこ とが示唆 された。今後、ABCA及 びABCGの 細胞発

現 に基づいた生理機 能解 明が期待 され る。
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図 脳内エ ネルギー貯蔵系 における脳 関門、 グリア、ニユーロ ンの役 割分担
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審 査 結 果 の 要 旨

脳内エ ネルギーや脂 質代謝機能の異常 は脳 の老化や神経変 性疾患 の原 因の一つ と考え られてお り、その

維持機構の解明 は重要である。本論文 は、 ク レアチ ンキナーゼ(CK)を 介 して行 われる脳 内エネルギー貯

蔵系及び体 内脂質動態の支配要因であ るATP-bindingcassette(ABC)ト ラ ンスポー ターA及 びGサ ブフ ァミ

リー(ABCA、ABCG)を 介 した脳 内脂質輸送系 について、免疫組織化学的 ・速度論 的観 点か ら脳 内ク レア

チ ン供給 ・利用 、代謝物 クレアチニ ンの排 出及 び脂質輸送の分子機構 と脳関 門 ・グリア とニューロ ンの役

割分担 を解 明す るこ とを目的 と した。脳へ の主 なクレアチ ン供給機構 として血液脳 関門はク レアチ ン トラ

ンスポー ター(CRT)を 発現 し、脳 内 レベル を維持するのに十分 なクレアチ ンを循環血中か ら脳へ供給す る

機 能 を有 しているこ とが示 された。一方 、脳内で生成 される クレアチニ ンは主 と して血液脳 脊髄液 関門を

介 して脳 か ら排 出輸送 され るこ とが示唆 された。 クレアチ ン合成酵素 であ るGAMTタ ンパ ク質は、 オ リ

ゴデ ン ドロサ イ ト及び アス トロサ イ トで豊富 に発現す る一方で、ニ ュー ロンの発現 は極 めて微弱 であった。

従 って、グ リア細胞が脳内 クレアチ ン合成 の中心的細胞 で、ニューロ ンにおける クレアチ ン合成能 は低い

ことが示唆 され た。脳 内に発現す るCKの うち、ubiquitousmitochondrialCK(uCK-Mi)タ ンパ ク質はニュー

ロン構成 要素 の ミ トコ ン ドリアに選択 的に局在す る一方で、cytoplasmicbrain-typeCK(CK-B)タ ンパ ク質

は急性 のエネルギー損失 に対 し抵抗性 を示す ことが知 られているアス トロサ イ トと抑制性 ニューロ ンに高

発現 していた。従 って、脳 内のCKシ ステム はニ ューロン及 びアス トロサ イ トで機能 してい るこ とが示唆

された。 さ らに、1hsfωhybddization法 を用 いてABCA1-4、7及 びABCG1、2、4、5、8mRNAの マウス発

達脳及 び成熟脳 に却け る発 現プロフ ァイルを解析 し、脳 関門 ・グ リア及 びニ ュー ロンに発現 するサ ブ タイ

プ を同定 した。ABCA及 びABCGは 脳 関門 ・グ リア及 びニューロン問で発現が分 かれてお り、脳 内脂質環

境維持 の役割分担の可能性が示唆 された。

従 来の説 と異 な り本研究 は、「血液脳 関門にCRTが 発現 し脳内 ク レアチ ンの主 な供 給経路 と して機能す

る とい う脳 内ク レアチ ンの維持機構」 を提唱す ると共 に、脳 内ク レアチ ン生合成、利用及 び代謝物 ク レア

チニ ンの排 出 とい う多角 的観 点か ら脳 内エ ネルギ ー貯蔵系 の分子機構 を解 明 した。 さらに、ABCA及 び

ABCGの 発現細胞 の同定 は脂質の脳 内動態 に果 たす輸送系の生理的役割解明 に突破 口を開 くこ とが期待 さ

れる。脳 内エ ネルギー及び脂質代 謝研究 において有用 な知見 を見 出 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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