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研究成果の概要（和文）：本研究は、血液脳関門における中・高分子輸送システム群の分子的全容を明らかに
し、血液脳関門を透過するDDSキャリア開発することを目的とした。内在化タンパク質を網羅的に解析する技術
および高純度に脳毛細血管を単離する技術を確立した。ヒト脳毛細血管内皮細胞およびヒト臍帯静脈内皮細胞の
内在化プロテオームの比較解析を行い、血液脳関門選択的な内在化分子を同定した。また、血液脳関門透過性環
状ペプチドを同定し新たな透過機構の関与を示した。加えて、同定環状ペプチド修飾によりリポソームの脳分布
が促進されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the molecular mechanisms of medium and 
macromolecular transport systems at the blood-brain barrier and develop DDS carriers that can 
facilitate penetration across the blood-brain barrier. We have established methods for comprehensive
 analysis of internalized proteins and for isolating brain capillaries with high purity. We 
conducted a comparative analysis of the internalization proteome between human brain capillary 
endothelial cells and human umbilical vein endothelial cells, and identified blood-brain 
barrier-selective internalization molecules. We also identified a blood-brain barrier-permeable 
cyclic peptide, indicating the involvement of a new permeation mechanism. In addition, we found that
 the modification of the identified cyclic peptides facilitates the brain distribution of liposomes

研究分野： 分子薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では脳への高分子移行に関わると考えられる脳毛細血管内皮細胞に発現する内在化分子を同定した。ま
た、環状ペプチドの血液脳関門透過性機構としてエクソソーム分泌系の関与を明らかにした。これらの成果は血
液脳関門の新たな生理機能の解明につながる事が期待される。また、同定した環状ペプチドは巨大粒子であるフ
ァージの脳移行を促進させることが従来のDDSキャリアに対する優位点である。従って、同定環状ペプチドを活
用することによってナノ粒子による効率的な脳への薬物送達が可能になり、新たな中枢疾患治療薬開発に貢献す
ることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
血液脳関門(BBB)は脳毛細血管内皮細胞が密着結合で接着することで構成される血液と脳実質
を隔てる関門組織である。当初は物質移行を妨げる障壁として考えられていたが、血液脳関門研
究の発展によって、血液脳関門は様々なトランスポーターを発現し、血液と脳実質間の低分子物
質交換を制御することが明らかとなり、「障壁」から中枢維持・防御システムとしての「輸送イ
ンターフェース」へ機能概念が転換した。この血液脳関門機能のパラダイムシフトは薬物の脳分
布に対するトランスポーターの重要性として中枢創薬に必須の概念となっている。 
 これまでの血液脳関門研究によって血液脳関門にはインスリン、レプチンのホルモン等の中
高分子に対する輸送系が存在することが明らかになっている。このことは、血液脳関門が循環血
中の生理活性ペプチド、タンパク質を
中枢に供給することによって末梢の情
報を中枢に提供している可能性を着想
させる。従って、血液脳関門には種々
の中高分子の輸送システム（マクロト
ランスポートソーム）が存在し、中枢
と末梢の「情報インターフェース」と
して機能しているという仮説を構築す
るに至った（図 1）。この仮説を明らか
にし新たな血液脳関門機能の概念を提
示することは、循環器系疾患と中枢疾
患の連関メカニズムと治療標的同定に
発展することが期待される。また、血
液脳関門マクロトランスポートソーム
は、バイオ医薬品の中枢移行のボトル
ネックを解消する血液脳関門を透過・
標的とする DDS キャリア開発に直結
する。 
 
２．研究の目的 
本研究は、血液脳関門における中・高分子輸送システム群（マクロトランスポートソーム）の分
子的全容を明らかにし、「中枢・末梢連関情報インターフェース」としての血液脳関門機能を明
らかにすることを目的とする。さらに、血液脳関門マクロトランスポートソーム情報を活用し、
血液脳関門を標的、透過する DDS キャリアの評価を行う。本研究は、血液脳関門を「中枢と末
梢の情報インターフェース」として再定義し新機能関門研究領域を開拓するだけではなく、中枢
疾患治療に向けた新しい標的や DDS キャリアの提案を目指す。 
 
３．研究の方法 
血液脳関門マクロトランスポートソームはヒト血液脳関門モデル細胞(hCMEC/D3, HBMEC/ciβ)
とヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC)を独自のダイナミック定量プロテオーム解析を行うことで
網羅的に同定、定量し、比較解析を行った（図 2）。具体的には、培養細胞の表面タンパク質をビ
オチンで標識した後、ヒト血清存在下で 37℃、 5 分間処理し 内在化を誘導した。 細胞表面に
残ったビオチンを還元処理で除去した後、細胞を可溶化し、ビオチン標識分子を精製した。精製
サンプルを nanoLC-MS/MS を用いた定量プロテオミクスによって 解析した。ヒト血液脳関門
モデル細胞を透過するペプチドは、ランダムな 7 アミノ酸から構成される環状ペプチドを提示
するファージディスプレイによって同定した。さらに、ペプチドの血液脳関門透過キャリアとし
ての性能を細胞内取込や脳分布により評価した。 
 

 

 
図 2 ダイナミック定量プロテオーム解析の概要 

 
図 1 インターフェースとしての⾎液脳関⾨機能 



 

 

４．研究成果 
(1) マクロトランスポートソームの解析技術の構築 
血液脳関門マクロトランスポート解明のために表面ビオチン化と定量プロテオミクスを組み合
わせ内在化タンパク質を網羅的に同定、定量するプロテオーム解析技術を構築した。構築過程で
ビオチン標識を可視化した結果、表面ビオチン化では細胞膜表面の標識が検出された。さらに内
在化後に表面ビオチン標識を除去した結果、内在化したビオチン標識が検出された。また、銀染
色によって細胞膜表面および内在化において異なるバンドパターンが得られた。 
 
(2) 血液脳関門マクロトランスポートソームの解明 

構築したプロテオミクス解析によりヒト脳毛細血管内皮細胞 (hCMEC/D3) とヒト臍帯静脈内
皮細胞 (HUVEC) を解析した。その結果、hCMEC/D3 および HUVEC でそれぞれ 563 分子と 399
分子を同定、定量した。同定タンパク質には混入した細胞質タンパク質等が含まれるため、同定
分子から細胞表面タンパク質および内在化タンパク質を抽出することを目的に画分間の濃縮比
率や gene ontology 情報を用いて抽出するクライテリアを設定した。クライテリアによって抽出
した結果、細胞表面タンパク質として hCMEC/D3 および HUVEC においてそれぞれ 378 分子と
225 分子を同定し、内在化タンパク質としてそれぞれ 125 分子と 113 分子を同定した。hCMEC/D3
において最も内在化量が高いタンパク質としてトランスフェリン受容体が同定された。トラン
スフェリン受容体は血液脳関門においてトランスサイトーシスされる分子であり、脳への DDS
の標的分子である。トランスフェリン受容体が同定された事は、本プロテオーム解析系が適切に
内在化分子を濃縮し、同定していることを示している(1)。 

 
(3) 血液脳関門選択内在化タンパク質の同定 
上記の通り取得したプロテオームデータをさらに hCMEC/D3 細胞と HUVEC 間で比較し、血

液脳関門選択的に内在化する分子の同定を試みた。血液脳関門選択的に内在化分子として TFRC
が同定された。さらに高い内在化効率を示す分子として podocalyxin や ICAM1, integrin subunit が
同定された。これら分子の内、血液脳関門についての機能の報告がほとんど無い podocalyxin に
ついて解析を進めた。免疫染色の結果、podocalyxin は hCMEC/D3 細胞の細胞膜所に局在が検出
された。さらに、anti-podocalyxin 抗体を用いた内在化を解析した結果、抗体は hCMEC/D3 細胞
内に内在化された。マウス脳切片の免疫染色の結果、podocalyxin は脳毛細血管内皮細胞に発現
しており、内皮細胞の血液側膜に局在していることが示唆された。以上の結果から、podocalyxin
は脳 DDS の新規ターゲット分子として有用である。 

 
(4) 高純度脳毛細血管単離法の確立 
ヒト脳毛細血管内皮細胞から得られた内在化プロテオーム情報から分子を絞り込むため単離脳
毛細血管での発現量の情報を用いる事を考えた。従来の単離法は複数匹のマウスの脳から脳毛
細血管を単離しているため、利用が限られていた。本研究においてはビーズ式ホモジナイザー等
を用いる事によってマウス 1 匹の脳から従来法より高純度かつ高回収率で脳毛細血管を単離す
る技術を確立した(2)。 

 
(5) 血液脳関門透過環状ペプチドの同定 

血液脳関門モデル細胞(hCMEC/D3)を透過する環状ペプチドを同定するために、ランダムな 7
アミノ酸から構成される環状ペプチドを提示するファージライブラリと hCMEC/D3 細胞のト
ランスウェル培養系を用い透過するファージを回収し、3 回繰り返すことによって血液脳関門透
過環状ペプチドが濃縮されていると考えられるフラクションを回収した。回収フラクション内
のペプチドに相当する cDNA をシークエンスによって同定し、候補環状ペプチドを複数同定し
た。血液脳関門透過能を確認するために候補環状ペプチドを提示するファージをクローン化し、
hCMEC/D3 細胞の透過実験を実施した結果、時間依存的なファージの透過が確認できた。した
がって、ヒト脳関門モデルである hCMEC/D3 細胞のファージ透過を促進する環状ペプチドを同
定した。さらに、環状ペプチドを提示するファージは共培養系によるサル、ラット脳関門モデル
細胞を時間依存的に透過した。これらの結果からすべての系で最も透過性の高かった環状ペプ
チドを今後の解析対象として決定した。同定環状ペプチドは脳関門モデル細胞の細胞生存率と
密着結合を変化させなかった(3)。 

 
(6) 血液脳関門透過環状ペプチドの透過機構の解析 
環状ペプチドの蛍光標識体のヒト脳毛細血管内皮細胞株である hCMEC/D3 細胞への取込を確
認した。そこで、hCMEC/D3 細胞を用いて輸送機構の解析を行った。hCMEC/D3 細胞への取
込は温度依存性があり、マクロピノサイトーシス阻害剤によって阻害された。また、環状ペプチ
ドを提示するファージをマウスに静注した結果、脳への分布が検出された。環状ペプチドへの細
胞内取込はペプチドのアミノ酸配列類似性から抽出されたタンパク質の阻害剤によって阻害さ
れた。さらに、特定の分子やペプチドの添加によって促進されることが明らかになった。これら
の結果からエクソソーム分泌系が細胞透過に関わっている事が示唆された。 



 

 

 
(7) 血液脳関門透過環状ペプチド修
飾リポソームの脳への移行性 
同定した血液脳関門透過環状ペプチ
ドを提示するファージの体内動態を
解析した結果、脳への分布が促進さ
れるのに対し、肝臓、腎臓、脾臓への
分布は認められるものの促進は認め
られなかった。そこで、脳分布促進キ
ャリアとして実用性を検証するため
に血液脳関門透過環状ペプチドで修
飾されたリポソームを作成し、マウ
スに静注後、脳への移行性を検討し
た。その結果、血液脳関門透過環状ペ
プチドを提示するリポソームの脳移
行性が上昇した（図 3）。以上の結果
は、同定した血液脳関門透過環状ペ
プチドは中枢への DDS キャリアと
して有用である可能性を示している。 
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図 3 ⾎液脳関⾨透過環状ペプチド修飾リポソーム
の脳への移⾏への移⾏促進 
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