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研究成果の概要（和文）：本研究では、最先端オミクス技術を有するスイス連邦工科大学分子システム生物学研
究所との共同研究によって、トランスポーターの探索・局在解析法を構築し、これまで我々が確立してきた多様
なトランスポーター解析法と組み合わせることによって、トランスポーター解析の新たな方法論を確立した。こ
れによって、中枢関門における新たなトランスポーター分子の同定や4つの中枢関門の役割の違いを解明した。
Copid19パンデミックのため、予定していた渡航日数に足りていないが、海外共同研究先とのWeb会議等を多用す
ることによって、技術導入および成果の創出を行うことができ、最終的に当初予定していた研究目的を達成する
ことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, in collaboration with the Institute for Molecular Systems 
Biology at the Swiss Federal Institute of Technology, which possesses state-of-the-art omics 
technology, we established a new methodology for transporter analysis including the molecular 
identification of new transporters and comprehensive determination of transporter localization. This
 has led to the identification of new transporter molecules in the central nervous system (CNS) 
barriers and the elucidation of the different roles of the four CNS barriers. Due to the Copid19 
pandemic, the planned number of travel days was not met, but we were able to introduce technology 
and generate results by making extensive use of web conferencing with overseas collaborators, and 
finally, the initially planned research purpose was achieved.

研究分野： 分子システム薬剤学
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ロテオミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスポーターの創薬研究は、他の分子群（GPCRなど）よりも遅れている。原因として、①分子同定の方法が
low throughputであること、②トランスポーター様の構造のタンパク質を見いだせても輸送機能を効率よく解析
する方法が不十分であること、③細胞膜局在（輸送方向）を解析する方法がlow throughputであること、④物質
輸送への寄与を定量的に評価する方法がlow throughputであることが挙げられる。本研究は、これらの課題を解
決する普遍的なトランスポーター解析戦略を構築した点で意義がある。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
中枢組織には、血液脳関門、血液クモ膜関門、血液脊髄関門および血液脳脊髄液関門の 4 種の

関門組織が存在し（図 1）、トランスポーター群を発現することによって、循環血液と中枢組織
の間で選択的な物質交換を行っている。血液脳関門は、古くから知られており、最も研究されて
いるが、ここ 10 年間は、新規薬物トランスポーターの報告はなく、既存の役者に基づいた研究
に留まっているように思われる。血液脳関門以外の 3 関門については、物質輸送研究が乏しく、
未だに血液脳関門のみを重要な関門と認識する風潮がある。中枢の物質動態が既存のトランス
ポーターや血液脳関門だけでは説明できない例が多数存在するため、中枢関門の輸送分子機構
研究の突破口を拓く必要がある。世界の異分野の先生方と共同研究を積極的に行うことによっ
て、新たな技術を創出し、トランスポーター研究領域の新たな領域を切り拓くことが重要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
末梢と中枢組織の間には、血液-脳関門、脊髄関門、脳脊髄液関門及びクモ膜関門の４つの関

門が存在する。本研究では、最先端オミクス技術を有するスイス連邦工科大学分子システム生物
学研究所との共同研究によって、トランスポーターの探索・局在解析法を構築し、これまで我々
が確立してきた多様なトランスポーター解析法と組み合わせて、４つの中枢関門の新たな役割
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
スイス連邦工科大学分子システム生物学研究所で確立された「Sequential window 

acquisition of all theoretical fragment ion spectra mass spectrometry（SWATH-MS）法」を
基盤技術として、以下に示すように、トランスポーター研究に有用な新たな手法を確立し、中枢
関門の試料（細胞株や単離組織など）に適用した。 
 
４．研究成果 
（１）トランスポーターの探索（図 2，PICK 法）：血液脳関門のピリラミントランスポーターの
発見(Kurosawa T, et al.,  Pharmaceutics. 14(8), 1683 (2022)) 
 ピリラミンをはじめとする有機カチオン性薬物の多くは、循環血液中から脳内へ積極的に移

行するため、このトランスポーターの同定は、創薬において長年の重要な課題であった。血液脳

関門のプロテオミクス解析では、既存の有機カチオン性薬物トランスポーターである Organic 

Cation Transporter (OCT) family、Organic Cation/Carnitine Transporter (OCTN) familyお

よび multidrug and toxin extrusion (MATE) family が検出されなかったことや、これらとは

輸送特性が異なることから、未知の分子の存在が示唆されてきた。Expression cloning や遺伝

子発現解析などの従来の探索法ではこの 30 年間発見されなかったことから、我々は、複合体と

して機能するトランスポーターであると仮定し、次のようにピリラミントランスポーターの同

定を行った。 

 フォトアフィニティー官能基をつけた基質（アジド化ピリラミン）をヒト脳毛細血管内皮細胞

（hCMEC/D3 細胞）へ取り込ませる輸送反応を行っている最中（トランスポーターの穴を通過し

ているとき）に、紫外線を照射すると、アジド化ピリラミンはトランスポータータンパク質と共



有結合する（図 2）。この細胞をトリプシン処理すると、該当トランスポーターを含むあらゆる

タンパク質がペプチド断片へ分解される。これらの実験を、アジド化ピリラミン無しと有りの条

件で行い、網羅的な相対定量プロテオミクス（SWATH 法）)によって、アジド化ピリラミン無し

の条件に比べてアジド化ピリラミン有りの条件において、ネイティブなペプチドの量が減った

膜タンパク質を候補とする（図 2）。これが基本的な戦略であるが、実際には、より絞り込むた

めに、阻害剤を追加条件として用いたり、様々な選択条件で候補を絞り込んだ。詳細は論文を参

照されたい(Kurosawa T, et al.,  Pharmaceutics. 14(8), 1683 (2022))。これまでにトラン

スポーターを拾い上げるこうした効果的な方法がなかったことから、我々は、この方法論を PICK

法(Proteomics-based Identification of transporter by Crosslinking substrate in Keyhole)

と命名した。プロテオミクス解析によって候補に挙がった分子に対する loss-of-function およ

び gain-of-function 解析によって、最終的に、Transmembrane 7 superfamily member 3 (TM7SF3)

と LHFPL tetraspan subfamily member 6 protein (LHFPL6)がピリラミントランスポーター複合

体を形成する分子であることが示された。この 2 分子を強制発現させることによって、ピリラミ

ンだけでなく、トラマドールやバレニクリンも細胞内取り込み量が上昇することが示された。 

 In vivo においてこれら分子が寄与するか否か、複合体のすべての構成分子を網羅できている

か否か、など課題はあるが、構築した PICK法は、ATP Binding Cassette (ABC)でも Solute Carrier 

(SLC)でもないトランスポータータンパク質および複合体を同定できるという利点を有する。今

後のトランスポーター探索の新領域の開拓が期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）トランスポーターの網羅的局在決定法 (Uchida et al., Drug Metab Dispos. 48(2):135-
145 (2020)および Hirano et al., Biomedicines. 10(2):383 (2022)) 
 中枢関門細胞も含めて、生体内の上皮細胞の多くは apical 側細胞膜と basolateral 側細胞膜

におけるタンパク質の発現の種類に大きな違いがある。細胞を破砕し、apical 側細胞膜と

basolateral 側細胞膜を密度勾配超遠心方によって分離して、高精度なタンパク質定量法である

SWATH 法によって網羅的に相対定量すれば、一気にあらゆるトランスポーターの局在を推定でき

るのではないかと考えた。 

 先ず、マウス肝臓を用いて、方法の条件検討及び最適化を行った。その結果、apical 側局在

あるいは basolateral 側局在と推定された数十種類のタンパク質について、それらの免疫染色

に基づく局在と一致した。ほぼ 100%の確率で、免疫染色に基づく局在と一致した。この方法は、

抗体も使わず、しかも数千種類の膜タンパク質の局在を一挙に、かつ、動物種や組織の違いを問

わず、普遍的に局在を推定できる方法となった。 

 本法を血液クモ膜関門に適用した結果、有機カチオン性トランスポーター、有機アニオン性ト

ランスポーターおよび脂溶性薬物排出トランスポーターを含むあらゆるトランスポーター群に

ついて、クモ膜上皮細胞における細胞膜局在を推定することができた。 



 

（３）血液脳関門への高効率かつ低毒性の遺伝子導入技術の開発(図 3)(Sakurai et al., 
Pharmaceutics. 14(8), 1560 (2022)) 
リポフェクタミンを比較対象として、ssPalm で作成した脂質ナノ粒子に Green Fluorescent 

Protein (GFP)の mRNA を搭載し、hCMEC/D3 細胞への遺伝子発現効率を計測した（図 3）。遺伝子

発現効率が 95％と高い値が得られた。対照的に、リポフェクタミン処理では、全く発現しなか

った。遺伝子導入できても細胞毒性があっては適切ではないため、細胞毒性も評価した（図 3）。

リポフェクタミン処理では、低濃度から顕著な毒性が示され、定量プロテオミクス解析において

リボソームやシャペロニンなどの細胞生存に重要な分子群の発現低下が示された。対照的に、

ssPalm 脂質ナノ粒子では、細胞形態やプロテオームに影響は出なかった。従って、ssPalm 脂質

ナノ粒子を用いれば、血液脳関門の細胞に高効率かつ低毒性で遺伝子導入できることが示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
（４）血液クモ膜関門の輸送分子機構の解明(図 4)(Uchida et al., J Neurochem. 161(2), 
187-208 (2022)) 

ラットやブタを用いて、様々な重要なトランスポータータンパク質が脈絡叢よりも軟髄膜（ク

モ膜を含む組織）に高発現することを解明し、さらに BAB に発現する organic anion transporter 

1 (oat1), 3 (oat3)および organic anion transporting polypeptide 1a4 (oatp1a4)が水溶性

有機アニオンの脳脊髄液からの排出輸送に寄与することを in vivo 実験で証明した。これらの

研究によって、BAB の輸送分子機構の重要性が立証されたため、ヒトの BAB を対象とした絶対定

量プロテオミクス研究を行った(図 4)。血液脳関門や血液脳脊髄液関門では見られなかった有機

アニオントランスポーター（OAT1, OAT3 など）、有機カチオントランスポーター（OCT2, MATE1

など）および薬物代謝酵素（CES1 など）が BAB に極めて高発現することが明らかとなった(図 4)。

脳内では神経伝達物質の代謝物（有機アニオン・カチオン）は恒常的に脳内から消失するが、ヒ

トにおいて脳からの排出経路が不明であった。本研究における発見は、これらの排出経路を示唆

するものであり、ヒト脳内における BAB の生理学的役割をはじめて見出すものである。さらに、

げっ歯類におけるトランスポーターの絶対発現量は、ヒトのそれと大きく異なることが、以前の

血液脳関門や血液脳脊髄液関門の解析で明らかとなっていたため、ヒトに近い有用な動物を同

定するため、イヌおよびブタとの比較解析を行った。イヌ・ブタの BAB におけるトランスポータ

ー群の絶対発現量は、ほとんどの主要なトランスポーターについて、ヒトのそれと 3 倍以内であ

った(図 4)。従って、ヒト BAB の機能やヒトの脳脊髄液における物質動態を知るうえで、イヌや

ブタが有用な実験動物になることがはじめて示唆された。 

 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）おわりに 
中枢組織の物質動態は、まだほとんど解明されていない状態である。実際に、文献収集して、

数百種類の薬物の脳移行性のデータを、動物間や化合物間で比較しても、なぜという疑問で頭が
飽和する。従って、中枢薬物動態や中枢関門の輸送分子機構の全容解明は、伸びしろのある重要
課題であるが、従来の手法では限界があり、停滞しているのも事実である。薬物動態研究者に固
定観念があることも起因している。全く異なる分野の方々の技術・戦略・フラットな考え方には、
いつも驚かされる。連携や戦略の仕方には十人十色で様々だと思われるが、国内外を問わず、初
めは意味を問わずに異分野の多様な方々とお話しし、思わぬ連携を見出していくことが、異分野
融合の新技術の開発やそれに伴う中枢の輸送分子機構研究の突破口につながると信じている。 
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