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1.研究実施の概要 

末梢組織の老廃物は循環血液を介して速やかに肝臓や腎臓へ運ばれ解毒されることで

正常機能が維持されている。一方、脳は血液脳関門(BBB) によって異物の侵入から厳密に

守られており、逆に、親水性の老廃物などを脳外に除去する効率のよいシステムがない限

り、脳の高次機能は維持できないと考えられる。申請代表者らは、脳内から循環血液方向

へ能動的に排出する輸送系がBBBに備っており、これが中枢機能を防御する解毒機構とし

て機能しているという「BBB中枢解毒機構」仮説を提唱してきた。本研究は、この仮説を

実証し、これまで未知のBBBの機能を明らかにすることで、従来のBBBの概念である『静的

障壁』から、『解毒機構としての脳機能防御・支援システム』へと塗り替えることをねら

いとする。 

温度感受性SV40 T抗原遺伝子導入動物から、脳関門関連細胞である脳毛細血管内皮細

胞、星状膠細胞、周皮細胞、脈絡叢上皮細胞などの条件的不死化細胞株を樹立した。これ

らの培養細胞の特性は、in vivoの特性を比較的良好に保持していた。引き続き、脳毛細

血管内皮細胞の輸送担体と密着結合蛋白に対する星状膠細胞や周皮細胞の効果を解析中で

あり、 終年度までに成果をまとめる目処がたった。 

血液脳関門には神経伝達物質の輸送系として、GAT2/BGT-1、NET, SERT, ATA2が発現し、

各々GABA, norepinephrine, serotonin, L-prolineなどを輸送することを明らかにした。

神経伝達物質の代謝物であるhomovanillic acidが尿毒症物質のindoxyl sulfateと共に血

液脳関門に発現するorganic anion transporter 3 (OAT3) によって輸送されることを明

らかにした。OAT3は有機アニオン性の薬物の脳排出において重要な働きを果たしているこ

とが示唆された。さらに、血液脳関門にはcreatine transporter (CRT) が発現し、循環

血液中のクレアチンを脳内へ供給していることを明らかにした。 

終年度は、ABC transporter superfamilyの血液脳関門における発現と機能を中心に

解明すると共に、β-amyloid蛋白などの脳内内因性ペプチドの血液脳関門排出輸送機構の

解析を進める。 



2.研究実施内容 

【目的】 

 本研究は、血液脳関門で機能している輸送系の分子機構を明らかにし、脳内の神経伝達

物質やその代謝物や異物を脳内に蓄積しないように血液脳関門が「脳を守る」解毒システ

ムとして重要な生理的役割を果たしていることを明らかにすることを目的とする。今年度

は、主として1）神経伝達として、norepinephrine、serotonin、L-proline、尿毒症物質

の一種indoxyl sulfateなどについて、血液脳関門排出輸送系の実体を明らかにすること

を目的とした。2) エネルギー蓄積物質としてクレアチンは非常に重要な内因性物質であ

り、脳内濃度は非常に高い。血液脳関門を介したクレアチン輸送機構を解明することを目

的とした。3)さらに、estron-3-sulfateをモデル基質として血液脳脊髄液関門の有機アニ

オン輸送機構を明らかにすることを目的とした。 

【方法】 

 In vivo血液脳関門排出輸送機能は、Brain Efflux Index法を用いて解析した。この方

法は、血液脳関門難透過性基質であるイヌリンを内部標準物質として用い、被験基質との

二重標識混液をラット大脳Par2 領域にmicroinjectionするものである。一定時間経過後

の脳内残存率を時間に対してプロットして、傾きから脳関門排出速度定数を求めた。 

 In vitro血液脳関門輸送機能は、樹立したマウス及びラットの条件的不死化脳毛細血管

内皮細胞(各々TM-BBB及びTR-BBB)を用い、標識化合物を用いて基質の輸送速度を測定し、

輸送の駆動力を解析し、各種阻害剤共存下における輸送速度の影響を解析し、輸送特性を

明らかにした。血液脳脊髄液関門については、同様に、樹立したラット条件的不死化脈絡

叢上皮細胞株(TR-CSFB)を同様に用いた。 

 輸送担体の局在性については、抗輸送担体抗体を作成し、マウス脳組織を染色し、共焦

点レーザー顕微鏡を用いて局在性を解析した。 

【結果・考察・結論】 

 脳内神経伝達物質としてnorepinephrine serotonin, dopamineは重要である。脳毛細血

管内皮細胞におけるこれら神経伝達物質輸送担体の発現解析は、血液脳関門の生理的役割

を明らかにする上で非常に重要である。TM-BBBを用いてRT-PCR解析を行ったところ、

norepinephrine transporter (NET)、serotonin transporter (SERT)の発現が示唆された

が、dopamine transporter (DAT)は検出されなかった。さらに抗NET抗体、抗SERT抗体を

用いて脳毛細血管内皮細胞膜における局在性を免疫組織化学的に解析したところ、NETは

脳側細胞膜に、SERTは脳側だけでなく血液側細胞膜にも発現が示された。NETはdopamine

も輸送することから、脳毛細血管内皮細胞の脳側細胞膜には、norepinephrine, dopamine, 

serotoninを輸送する担体輸送系が発現していることが示唆された。脳毛細血管内皮細胞

膜におけるこれらの輸送担体は、取り込みによる不活性化というよりも脳毛細血管の微小

循環制御機構に関連している可能性がある。 

 脳毛細血管内皮細胞の脳側細胞膜にはsystem Aと呼ばれるL-prolineなどの小型中性ア

ミノ酸を運ぶNa+依存的な担体輸送系が働いていることが知られていた。TM-BBB, TR-BBB



を用いた定量的PCR解析の結果、ATA2がこのsystem Aの実体であることを明らかにした。

高張条件下でTR-BBB, TM-BBBを培養したところ、system Aの活性は誘導され、ATA2のmRNA

も顕著に誘導された。BEI法を用いてL-prolineを脳内に投与したところ、血液脳関門を介

して循環血液中へ排出された。System Aの選択的な基質であるN-methyl aminoisobutylic 

acid (MeAIB)によって、この排出は阻害されたことから、ATA2は血液脳関門においてL-

prolineの脳からの排出に重要な役割を果たしていることが明らかになった。 

 腎障害時に血中濃度が増加することが知られる尿毒症物質のindoxyl sulfateについて、

血液脳関門輸送機構を解析したところ、organic anion transporter 3 (OAT3)が脳毛細血

管内皮細胞の脳側細胞膜において働き、脳から循環血液方向排出輸送の重要な役割を果た

していることが明らかになった。神経伝達物質の代謝物であるhomovanillic acidは、こ

のindoxyl sulfateと共通のOAT3を介して脳から排出されること明らかにした。さらに、

種々の有機アニオン性薬物がこの輸送系を共有することが示唆された。 

 脳内クレアチンは循環血液中に比べてヒトでは２００倍、マウスで３０倍蓄積されてい

る。これまでin situ hybridization法を用いた解析によって脳毛細血管内皮細胞にはク

レアチン輸送担体(CRT)が検出されないと報告されていた。エネルギー蓄積物質としてク

レアチンは非常に重要であり、脳内クレアチンの由来を明らかにすることは脳内エネルギ

ー代謝において非常に重要である。TM-BBB及び単離脳毛細血管内皮細胞画分に対するRT-

PCR, western blotting, northern blottingの解析によって、脳毛細血管内皮細胞にCRT

が発現していることが示唆された。さらに、14C-creatineをマウスに静脈投与して２４時

間後の循環血液と組織中濃度を測定したところ、血漿中濃度に対する脳内濃度は約３０倍

高く、この値は内因性のクレアチンの濃度比の報告値と一致した。したがって、循環血液

中のクレアチンは脳内へ移行し、脳と血液の間の平衡に達することが示された。TM-BBBを

用いた14C-creatine輸送の阻害様式からCRTがその殆どのcreatine輸送活性をしめること

が示唆された。さらに、抗CRT抗体を用いた免疫組織化学的解析によって脳毛細血管内皮

細胞にクレアチン輸送担体が発現していることが示された。 

 脈絡叢上皮細胞は、血液脳脊髄液関門の実体であり、主として脳脊髄液と循環血液との

物質交換の場として重要である。有機アニオン輸送系として、これまでOAT3, organic 

anion transporting polypeptide (oatp)１， oatp2の発現が報告されていた。TR-CSFB及

び単離脈絡叢に対するRT-PCR解析によって、oatp1は発現していなくて、oatp3が発現して

いることが明らかになった。さらに、抗oatp3抗体を用いて免疫組織化学的に解析したと

ころ、ラット脈絡叢上皮細胞の脊髄液側細胞膜により濃いシグナルが検出された。TR-

CSFBを用いてestrone-3-sulfateの輸送活性を解析したところoatp3が血液脳脊髄液関門に

おいて重要な働きを担っていることが明らかになった。 
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