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研究成果の概要（和文）：本研究は、仮説「血液くも膜関門が、神経毒性物質に対する脳脊髄液からのクリアラ
ンス輸送システムを備え、中枢解毒装置として機能する」を実証することを目指した。本研究を通して、パーキ
ンソン病において脳内に蓄積する病原性タンパク質α-シヌクレインの脳脊髄液からの消失過程には、くも膜に
おける受容体を介した排出機構が関与している可能性が提示された。血液くも膜関門における病原性タンパク質
を内包する細胞内小胞、タンパク質、ペプチド及び低分子代謝物に対する多様な排出輸送系の同定に向けて、質
量分析による網羅的分析系及び絶対定量系を構築した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to validate our hypothesis that the blood-arachnoid barrier 
possesses the dynamic clearance system for neurotoxic substances in the cerebrospinal fluid and 
functions as a central nervus system detoxification system. The present study has proposed that α
-synuclein, a pathogenic protein, which is known to be and accumulated in the brain of the 
Parkinson’s disease, would undergo the LDL receptor-related protein-mediated efflux transport from 
the cerebrospinal fluid. The study has also established the comprehensive proteomics and the 
LC-MS/MS-based targeted absolute quantification system for extracellular vesicles, pathogenic 
proteins, peptides, and metabolites to clarify various efflux transport system at the 
blood-arachnoid barrier.

研究分野：薬物動態学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、くも膜は脳や脊髄を物理的に保護するための単なる支持被膜であるとの考えが通説であった。これに対し
本研究は、「中枢環境を規定し、中枢解毒装置として機能する、動的インターフェースとしての血液くも膜関門
輸送系の役割」という新たな概念を構築し、血液くも膜関門の機能破綻と中枢神経病態との関連性解明に迫るも
のであり、中枢病態の解明や治療法の開発へ突破口を開く潜在性を有している点において、学術的意義だけでな
く社会的意義を有する。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 脳脊髄液中の物質動態制御機構としての「血液くも膜関門」の役割 
脳脊髄液（Cerebrospinal fluid, CSF）中の物質動態を制御する機構を明らかにすることは、

脳内環境の維持機構や中枢病態機序の解明において重要である。血液脳脊髄液関門（Blood-
Cerebrospinal Fluid Barrier, BCSFB）は、脈絡叢上皮細胞を機能的実体とし、血液脳関門
（Blood-Brain Barrier, BBB）とは一部異なる輸送系を発現して、循環血液と CSF との物質交換
を厳密に行い、CSF 中の内因性物質や薬物の脳内動態を制御していることが知られている。研究
代表者の立川らは、CSF 中物質動態の制御機構として、血液脳脊髄液関門における、神経毒性物
質や老廃物の能動的な排出輸送を担うトランスポーター（輸送体）の分子的実体と局在性を解明
してきた（ Drug Delivery to the Brain–Physiological Concepts, Methodologies and 
Approaches, Springer, New York, pp23-62, 2014）。特に本研究立案に関連して、CSF 中からの
ß-amyloid(1-40)の排泄経路として、BCSFB の Lipoprotein Receptor related Protein-1（LRP-
1）受容体が関与することを見出した(J Neurochem 118:407-415, 2011)。一方で、脳室内に局在
する脈絡叢の輸送機能だけでは、CSF 全体の ß-amyloid(1-40)の物質動態を説明できないことが
明らかとなった。これだけでなく、BCSFB における有機カチオントランスポーターを介したクレ
アチニンの CSF からの消失クリアランスや、有機アニオントランスポーターを介したプロスタ
グランジン D2や cephalothin の CSF 消失クリアランスは、CSF の bulk flow を差し引いても、
脈絡叢における取り込みクリアランスでは 6%～20%を説明できるにすぎない(J Neurochem 
12:750-760, 2012; J Pharmacol Exp Ther 343:608-16, 2012; J Neurochem 107:432-42, 2008)。 

そこで循環血液と CSF を隔てるもう一つの脳関門として、密着結合を有するくも膜上皮細胞
を機能的実体とする『血液くも膜関門(Blood-Arachnoid Barrier, BAB)』に着目した。2018 年
に研究代表者の立川らは、本研究の先駆けとして、独自開発した質量分析による輸送体タンパク
質絶対定量(qTAP)と速度論解析を駆使して、ラットくも膜におけるトランスポータータンパク
質の発現を示すとともに、低分子の CSF 中動態制御機構が、BAB における排出輸送で規定される
ことをラット in vivo で実証した(Mol Pharm 15:911-922, 2018; Mol Pharm 16:2021-2027, 
2019)。以上の結果から、BAB が多様な輸送系を備え、CSF 中物質動態を制御しているという動的
インターフェースとしての位置づけがなされた。 

(2)神経毒性物質の CSF 動態制御機構としてのくも膜の寄与仮説 
日本は超高齢化社会に突入し、30 年後、2 人に 1 人は、中枢神経疾患に罹患すると推定されて

おり、革新的コンセプトに基づく中枢疾患治療薬の開発が急務である。アルツハイマー病やパー
キンソン病などの神経変性疾患では、病原性タンパク質 ß-amyloid やα-synuclein などの神経
毒性物質が、長い年月をかけて徐々に脳内に過剰に蓄積することで、神経障害をもたらす。本研
究で、「神経毒性物質の脳内蓄積には、くも膜の機能低下が関係するのではないか」との挑戦的
課題を着想した。近年、米国 Rochester 大学 Iliff 博士らによって、脳実質内で産生された ß-
amyloid が、血管周囲腔を通って、くも膜下腔内の CSF 中に高流速で排泄される経路（Glymphatic 
System）の存在が報告された(Neurobiol Dis 93:215-25, 2016)。本報告は、神経毒性物質の脳
実質内から CSF への排泄経路が、中枢解毒機構を担うことを示唆するが、「くも膜下腔内 CSF に
流れ込んだ、神経毒性物質や老廃物が、CSF 外・脳外にどのように排泄されるのか」という中枢
解毒の本質をなす問題は解決されていない。以上から、脈絡叢に比較し表面積が 3～8 倍大きい
と推定されるくも膜が、ß-amyloid など脳蓄積性神経毒性物質を、脳外へ積極的に排出する機能
を持ち、CSF 中物質動態を能動的に制御する機構として主要な役割を果たすのではないかとの説
を着想した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、仮説 (図 1)「くも膜上皮
細胞を機能的実体とする血液くも膜関門
(BAB)が、脳内/CSFからの神経毒性物質や
老廃物の能動的な排出（くみ出し）輸送を
担い、中枢解毒装置として機能する。」を
実証し、BAB の機能低下と、神経変性疾患
(神経毒性物質/老廃物の脳内蓄積)との
因果関係を解明することを目的とした。
仮説の証明によって、従来説「クモ膜は、
脳や脊髄を物理的に保護するための単な
る支持被膜であり、脳関門としての役割
は能動的なものではない」を根本から塗
り替える。本研究は、高次脳機能発現のた
めの中枢環境維持機構や、その破綻によ
る中枢病態の新たな発症機構を提示し、
従来型の神経変性疾患の予防治療戦略に
変革をもたらす潜在性を有すると考えられる。 
 



３．研究の方法 
(1)α-シヌクレインの CSF 消失過程におけるくも膜組織への分布と輸送体の寄与解析 
先行研究において、研究代表者の立川らは、パーキンソン病において脳内に蓄積する病原性タ

ンパク質α-シヌクレインのCSF内動態に着目し、大槽内投与後のCSFからの消失過程において、
少なくとも一部に輸送体 low density lipoprotein receptor-related protein(LRP)を介した排
出機構が関与することを見出している。α-シヌクレインの CSF からの消失過程における血液く
も膜関門の寄与を解析するため、α-シヌクレインをラット大槽内投与後の軟髄膜組織の凍結切
片を用いた免疫染色を行った。LRP サブタイプを絞り込むため、標的タンパク質絶対定量プロテ
オミクス(qTAP, Fluids Barriers CNS 10:21, 2013)を用いて、くも膜を含む軟髄膜組織におけ
る LRP サブタイプの絶対定量を行った。LRP サブタイプの欠損細胞を用いて、α-シヌクレイン
輸送への寄与を解析した。 

(2)CSF 中に蓄積する神経毒性物質同定のための標的タンパク質定量系及び網羅的低分子代謝物
定量系の構築 
 タンパク質の絶対定量系は、標的タンパク質絶対定量プロテオミクス(qTAP)に基づいて、定量
標的ペプチドを選択した。絶対定量系の構築には、液体クロマトグラフィーを連結した質量分析
計(LC-MS/MS)の selected reaction monitoring 機能を用いた。低分子代謝物に対する定量系の
構築には、キャピラリー電気泳動-質量分析計(capillary electrophoresis mass spectrometry, 
CE/MS）を用いた。機関倫理委員会の承認に基づき、中枢疾患症例から髄液検体を収集した。 

(3)細胞外小胞(エクソソーム)の単離と網羅的プロテオミクス解析 
脳実質細胞から分泌され病原性タンパク質を含むと想定される細胞外小胞の特性を明らかに

するために、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞をモデルとして、細胞の培養上清を回収し、超遠心
分離法を用いて沈殿物から細胞外小胞画分を回収した。細胞外小胞画分のトリプシン消化を行
い、液体クロマトグラフィーを連結した高分解能質量分析計(LC-MS/MS)を用いてタンパク質の
ラベルフリー定量系を確立した。 

(4)細胞外小胞(エクソソーム) 及びペプチドの輸送評価系の構築 
 CSF 中における輸送動態を追跡するための蛍光標識細胞外小胞の作成には、細胞外小胞に局在
するCD63と緑色蛍光タンパク質GFPの融合タンパク質を発現する安定発現株を用いた。LC-MS/MS
の selected reaction monitoring 機能を用いて、ペプチドモデル化合物 Destruxin E の絶対定
量系の構築を行い、人工脂質膜の透過量及び細胞への取り込み量を定量化した。 
 
４．研究成果 

(1)α-シヌクレイン大槽内投与後のくも膜組織への分布と輸送体の寄与 
α-シヌクレイン大槽内投与後のくも膜組織において、α-シヌクレインの蛍光シグナルが検

出された。ラット軟髄膜における LRP1 タンパク質の絶対発現量は 0.80 fmol/µg protein、LRP2 
は定量限界値(<0.89 fmol/µ g protein)以下 であった。マウス LRP1 欠損細胞におけるα-シヌ
クレインの取り込みは、コントロールに比べて低下傾向にあった。以上の結果から、α-シヌク
レイン CSF からの消失過程には、血液くも膜関門の LRP1 を介した排出機構が関与している可能
性が提示された。 

(2)質量分析による病原性タンパク質定量系及び低分子代謝物定量系の構築 
脳内に蓄積することが報告されているタンパク質について、定量対象とする標的ペプチド配

列を決定した。中枢障害に関与するウイルス由来タンパク質について、定量標的ペプチドを決定
し、5-800 fmol/injectionの範囲において絶対定量可能な系を構築した。さらに、CE-MS を用い
て、アミノ酸や糖リン酸、有機酸、ヌクレオチドなど、85 種類のイオン性低分子代謝物に対す
る網羅的な定量系を確立した。 

(3)細胞外小胞(エクソソーム)の単離と網羅的プロテオミクスによるタンパク質同定 
SH-SY5Y 細胞の培養上清から回収した細胞外小胞画分について、網羅的ラベルフリープロテオ

ミクスの手法を用いて、約 3000 分子のタンパク質を同定し、細胞外小胞に発現する分子プロフ
ァイリングを行った。その結果、筋委縮性側索硬化症(ALS)やハンチントン病症例の脳内で蓄積
する病原性タンパク質 TAR DNA-binding protein 43及び Huntingtin が細胞外小胞画分に発現
することが示された。以上から、神経変性疾患病態において CSF 中に蓄積する病原性タンパク質
や神経毒性物質の同定のための基盤を確立した。 

(4)細胞外小胞（エクソソーム）及びペプチドの輸送評価系の基盤構築 

細胞外小胞の膜表面に局在するCD63とGFPの融合タンパク質を発現する安定発現株を作成し、

細胞外小胞の CSF 中における輸送動態を追跡する系を構築した。ペプチドに対するくも膜輸送

評価系の構築を目指して、モデル化合物として環状ペプチド Destruxin E の天然型と鏡像異性

体の絶対定量系（10-1000 fmol/injection）を確立した。脂質膜透過モデルとして人工脂質膜に

おける透過性について評価した結果、立体異性体間で有意な差がないことが示された。HeLa 細

胞を用いた輸送解析から、Destruxin E は立体異性体を区別されずに能動的な輸送経路を介して

細胞膜を透過することが示唆された。以上から、細胞外小胞とペプチド性物質の輸送評価系の基

盤が構築された。 
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