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研究成果の概要（和文）：血液脳関門(BBB)の経細胞輸送は脳deliveryの標的として重要である。本研究では新
規知見を基盤としBBBの膜介在型経細胞輸送系の輸送メカニズム、標的分子の細胞への影響、新規解析技術開発
を目的とした。Insulin receptorはBBB機能維持として機能し、新規同定内在化分子のpodocalyxinは細胞膜タン
パク質のリサイクリングに関与している。脳毛細血管単離技術と最新プロテオーム解析技術を統合し、高深度
BBBプロテオーム情報を得て、BBBプロテオームの日内変動や新生児変化を明らかにした。得られた成果は今後の
脳へdeliveryや薬物分布を理解する上で重要な知見となる。

研究成果の概要（英文）：Membrane-mediated transcellular transport of the blood-brain barrier (BBB) 
has attracted attention as a target for brain delivery. The aim of this study was to develop new 
knowledge on the transport mechanisms of the membrane-mediated transcellular transport of the BBB, 
the effects of target molecules on cell functions, and new analytical techniques based on the new 
findings of the principal investigators. The insulin receptor functions to maintain BBB function in 
brain capillaries. A newly identified internalized molecule, podocalyxin, is involved in the 
recycling of plasma membrane proteins. Furthermore, by integrating our original brain capillary 
isolation technology with the latest proteome analysis technology, we succeeded in obtaining 
high-depth BBB proteome information and clarified the diurnal variation of the BBB and changes in 
the BBB proteome in neonates. The results obtained will be important for understanding delivery and 
drug distribution to the brain in the future.

研究分野：分子薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳へのdeliveryの標的分子はBBBに発現する内在性タンパク質であるため、分子本来の脳毛細血管に対する機能
を有する。つまりdelivery標的としての機能と内在性機能が干渉する可能性があり、本研究の成果はそのような
干渉を見積もるために重要な知見を与える。また、脳へのdelivery開発には種差が問題となっており、また、病
態時に健常と同様に脳へ分布するかも重要である。本研究で開発した高深度BBBプロテオーム解析技術はそのよ
うな課題に重要な情報を与える技術である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
血液脳関門(BBB)はトランスポーターによる低分子輸送に加えエンドサイトーシスやエキソサ
イトーシスを含む膜介在型経細胞輸送系を有しており、その輸送機構はペプチド、タンパク質や
核酸の中枢 DDS の標的として注目されている。膜介在型経細胞輸送系は大きく２つに区分され
る。一つは受容体介在性トランスサイトーシス（receptor-mediated transcytosis, RMT）であ
り、もう一つは膜吸着介在性トランスサイトーシス(adsorptive-mediated transcytosis, AMT)で
ある。後者の AMT は電荷的相互作用を介したカチオン性物質の BBB 輸送機構として古くから
知られ、ペプチドやタンパク質のカチオン化修飾やリポソームの細胞透過ペプチド(CPP)修飾に
よる BBB 透過促進に広く応用され、RMT と並ぶ中枢送達経路として注目されてきた。また、
BBB の膜介在型経細胞輸送系は方向性を持ったベクトル輸送である事が知られている。輸送の
方向性は分泌の極性が規定するが、分泌に関わる機構も未解明である。脳への drug delivery に
資する分子に関しては、標的分子だけではなく、そのメカニズムや drug delivery として使用さ
れた際の影響など不明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
血液脳関門(BBB)の膜介在型経細胞輸送は、中高分子の中枢 DDS の標的として注目されている。
しかし、これまでは受容体介在型トランスサイトーシスの標的分子の探索と利用に研究が集中
している。そこで脳への drug delivery の知見を拡大するために本研究では我々の新規知見を基
盤とし BBB の膜介在型経細胞輸送系の経細胞輸送メカニズムや標的分子の細胞への影響、さら
には新たな解析技術開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1, 2) 脳毛細血管における insulin receptor および podocalyxin の機能の解明 
ヒト BBB モデル細胞として不死化ヒト脳毛細血管内皮細胞(hCMEC/D3 細胞)を用いた。レンチウ
イルスを用いて標的遺伝子発現をノックダウンしたノックダウン細胞および対象 shRNA で同一
処理を行ったコントロール細胞をクローン化してそれぞれ細胞を得た。プロテオーム解析は、培
養細胞から細胞質画分、粗膜画分、細胞膜画分を調製し、それぞれを PTS 法により還元、アル
キル化、トリプシン消化、脱塩を行い、LC-MS/MS により測定した(1)。測定データを DIA-NN に
より解析しタンパク質の同定と発現量の定量データを得た。 
(3) BBB 透過性環状ペプチドの透過機序の解明 
BBB 透過活性は不死化ヒト脳毛細血管内皮細胞(hCMEC/D3 細胞)を Transwell 上で培養し、apical
側に環状ペプチドを提示しているファージ、および提示していないコントロールファージ、およ
び種々の添加物を添加した。その後、basal 側への透過したファージ数によって透過量を測定し
た。 
(4) 高深度 BBB プロテオーム解析と応用 
脳毛細血管は凍結脳から我々の報告した手法(2)を用いて単離した。単離した脳毛細血管からラ
イゼートを調製し、PTS 法により還元、アルキル化、トリプシン消化、脱塩を行いプロテオーム
解析の試料を作成した。試料を LC-MS/MS の data-independent acquisition モードによって測定し、
得られたデータを DIA-NN によって解析し、タンパク質の同定と発現データを得た。新生児マウ
スからの脳毛細血管単離は上記の単離法を微修正して実施した(3)。 
 
４．研究成果 
(1) 脳毛細血管における insulin receptor の機能の解明 
Insulin receptor は循環血中から脳への BBB 透過を促進する delivery target 分子としてすでに中枢
創薬に利用されている分子である。一方、insulin receptor は細胞機能を制御する insulin signal の
源としての機能を有する。これまでの我々の研究により高脂肪食投与したインスリン抵抗性モ
デルマウスの脳毛細血管ではトランスポーター、受容体、密着結合タンパク質の発現変動や BBB
機能変化が明らかになっている(4)。従って、insulin receptor を delivery target として利用する際、
insulin receptor から発せられる signal が BBB 機能に影響を及ぼす可能性がある。そこで、insulin 
receptor による BBB 制御を明らかにするため、insulin receptor をノックダウンしたヒト BBB モ
デル細胞のプロテオームや機能変化を解析した。ノックダウン細胞では insulin signal の低下に加
えて、解糖系に関わる分子の発現が低下していた。さらに、ノックダウン細胞では ABCB1 や
ABCG2 など排出トランスポーターに加え複数の SLC トランスポーター、transferrin receptor、
claudin-5 等の BBB の機能発現に重要な分子の発現が低下してた。ノックダウン細胞における
ABCB1 の排出輸送能を測定した結果、コントロール細胞と比較し排出能が低下していた。従っ
て、insulin receptor は BBB 機能維持に重要な働きをしていることが明らかになった。興味深いこ
とに、ノックダウン細胞では amyloid-ペプチド産生酵素の誘導、分解酵素の低下、および内在
化受容体の上昇が認められた。この発現変化は脳血管周囲および内部に amyloid-ペプチドが蓄
積する cerebral amyloid angiopathy (CAA)を促進する方向である。インスリン抵抗性はアルツハイ



マー病、CAA のリスクであり、insulin receptor の signal 低下が CAA の促進に関わっている可能
性を示している。以上から insulin receptor は輸送分子の機能に加え、BBB 機能維持や中枢疾患と
密接に関わっていることを明らかにした(5)。BBB における insulin receptor の機能についてこれ
までの研究を総説としてまとめ発表した(6)。 
 
(2) 新規 BBB 内在化分子の脳毛細血管における機能の解明 
これまでに我々は内在化タンパク質を網羅的に解析するプロテオーム解析により hCMEC/D3 に
速い速度で内在化する分子として podocalyxin (PODXL)を同定した(7)。しかし、PODXL が血管
の管腔構造の形成に関わっているということは報告されていたが、BBB および脳毛細血管内皮
細胞における PODXL の機能は不明であった。そこで、podocalyxin (PODXL)をノックダウンした
hCMEC/D3 細胞を作成し、ノックダウンを用いて PODXL の脳毛細血管内皮細胞における機能の
解析を行った。PODXL ノックダウン細胞では PODXL 発現が約 40%低下し、細胞増殖や細胞形
への影響は観察されなかった。ノックダウン細胞とコントロール細胞の細胞質画分と粗膜画分
を高感度質量分析によりプロテオーム変化を解析した。得られた質量分析データをタンパク質
発現データにデータ処理し、コントロール細胞とノックダウン細胞間で発現量の比較解析を行
い、得られたデータに対して gene ontology 解析や pathway 解析等のインフォマティクスを実施
した。その結果、細胞内在化や細胞内輸送に関わるタンパク質の変動が示唆される解析結果を得
た。さらに、薬物動態に重要な ABC トランスポーターの発現が PODXL-KD D3 細胞では発現が
誘導されている興味深い結果を得た。ABCB1/MDR1 に関しては PODXL-KD D3 細胞では排出活
性についても誘導されていることを明らかにした。PODXL は細胞膜リサイクリングを制御し、
トランスポーター等の細胞膜タンパク質の細胞膜における存在量をコントロールしている可能
性がある(8)。PODXL が内在化に関わることに加え細胞外部位が高度にシアル酸修飾を受けてい
ることから、膜吸着介在性トランスサイトーシスへの関与を考えた。そこで PODXL の膜吸着
介在性トランスサイトーシスへの関与を蛍光標識TATペプチドの細胞内取込みにより検討した。
その結果、蛍光標識 TAT ペプチドの取込みはノックアウト細胞とコントロール細胞で有意差は
なかった。以上から PODXL は自身が内在化されるだけではなく、細胞膜タンパク質のリサイク
リングに関与してその発現量を制御していること、膜吸着介在性トランスサイトーシスへの寄
与は小さいことが示唆された。これらは脳毛細血管内皮細胞における PODXL の機能をはじめ
て明らかにした成果である。 
 
(3) BBB 透過性環状ペプチドの透過機序の解明 
これまでの研究で BBB 透過能を持つ環状ペプチドを同定している。この環状ペプチドを提示す
るファージや環状ペプチドで修飾したリポソームは循環血中から脳への移行が促進される。そ
こで、この BBB 透過環状ペプチドの脳毛細血管内皮細胞透過メカニズムについて解析を行った。
hCMEC/D3 細胞を用いた BBB モデル系による環状ペプチドの透過活性に対するさまざまな物質
の添加効果を検討した結果、transferrin と fibrinogen によって透過速度が上昇することが明らか
となった。両タンパク質に共通し exosome に関連する影響が報告されていたことから、exosome
放出促進剤である monensin の影響を検討した結果、同様に環状ペプチドの透過速度を上昇させ
ることを見出した。この結果は環状ペプチドの分泌過程に exosome 関連経路が関わっている事
を示唆している。 
 
(4) 高深度 BBB プロテオーム解析と応用 
これまでに脳組織から高効率で脳毛細血管を単離する技術を確立している。さらに、プロテオー
ム技術の開発により定量性を確保しながら飛躍的に同定数が向上している。これら 2 つの最新
技術を組み合わせることによって高深度な BBB プロテオーム情報を取得し、新規内在化の候補
分子を同定につながることが期待される。そこで、ヒト脳から脳毛細血管を単離し、単離ヒト脳
毛細血管および 2 種のヒト脳毛細血管内皮細胞株について高深度プロテオーム解析と RNA-seq
解析を実施した。その発現量を比較した結果、sample 間の発現変動倍率にはタンパク質レベルと
遺伝子レベルで相関は有意(p<0.05)であったが相関係数は 0.5 以下であった。プロテオーム解析
では各サンプルにおいて約 7900 タンパク質の発現データを得た。さらに、マウス脳組織から脳
毛細血管を単離し、単離マウス脳毛細血管およびマウス脳毛細血管内皮細胞の高深度プロテオ
ーム解析を実施した。全てについて 7000 分子を超えるタンパク質の定量値データを得ることが
できた。これらの解析から得られた高深度 BBB プロテオーム情報から膜タンパク質を抽出し、
あらたな内在化候補分子の解析を実施している。さらに、ヒトとマウスの BBB 間で種差を示す
新たなトランスポーター分子を同定し、新たな研究へ展開している。 
 また、これらの技術を発展させ、さまざまな状態での BBB の変化をプロテオームレベルで解
析を行った。まず、内在化活性を含めた BBB 機能に対する日内変動の可能性を検証するために、
マウス脳毛細血管のプロテオームの日内変動を検討した。独自開発の単離法を用い、各時間にお
いて 1 匹のマウスからプロテオーム解析に十分な脳毛細血管を単離することに成功した。1 日に
おける 4 つの時間でのマウス脳毛細血管を単離し、プロテオーム解析をおこなった。その結果、
脳内への輸送に関わるインスリン受容体やトランスフェリン受容体の発現に日内変動は認めら
れなかった。また、脳への薬物分布に関わるトランスポーターや密着結合タンパク質の発現も日
内変動は認められなかった。従って、BBB における輸送機能に対する日内変動は関与が小さい



ことが示唆された(9)。 
 新生児マウスの BBB に対しても上記技術を応用した。新生児脳および脳毛細血管は脆弱であ
るために脳毛細血管単離法の修正による最適化を実施し、1 匹の凍結新生児脳からプロテオーム
解析に十分な量の脳毛細血管を単離することに成功した。単離した脳毛細血管画分には脳と比
較して claudin-5 や ABCB1 等の脳毛細血管に選択的に発現している分子が濃縮されていること
が確認された。新生児と成体マウス間の比較では、複数のトランスポーターや受容体等の膜輸送
分子が成長依存的に発現量が変動することが明らかとなった。これらのデータは今後の薬物脳
分布や脳への標的を解析する上で重要なデータとなることが期待できる(3)。 
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Regulation of the blood-brain barrier by membrane receptor

マウス大脳と小脳の単離毛細血管における血液脳関門プロテオーム比較解析

細胞膜タンパク質ビオチン標識法とSWATH-MSによる網羅的タンパク質定量法を組み合わせたヒト脳毛細血管内皮細胞における細胞内内在化
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