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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト血液脳関門(Blood-brain barrier, BBB)のin vitroモデル細胞とタンパク質
絶対定量法を用いて、仮説「急性期の虚血病態時におけるBBBの未知の機能変動機構として、特定の環境下でのみ開口
するヘミチャネルが関与する」を実証した。本研究成果によって、BBBに発現するヘミチャネルを分子標的とした病態
時BBBの輸送機能変動を回避する戦略の分子基盤構築に突破口を開いた。

研究成果の概要（英文）：The present findings have established the new concept that specific subtypes of he
michannels, i.e., pannexin 1 and connexin 43, at the human blood-brain barrier (BBB) make a significant co
ntribution to the dysfunction of the BBB transport system under acute ischemic conditions. This could rais
e the potential of the BBB hemichannels as a therapeutic target for brain ischemic damage exaggeration.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳血管障害は、我が国の死因の第３位及び

後遺症による要介護原因の第 1位を占め、そ
の大部分は脳梗塞によるものである。脳梗塞
治療は時間との闘いであり、一刻も早く梗塞
部位の血流を再開させなければならない。し
かし、脳虚血に続く、血流再開の治療方策は、
血液脳関門（Blood-brain barrier, BBB）の
機能変化による中枢障害拡大のリスクが常
に付きまとう。急性期の脳虚血において血液
脳関門の破綻状況を予測することは極めて
重要であるが、現状では、CT や MRI 等の画像
診断に基づく医師の経験に依存しているの
が現状であり、それを客観的に診断し回避す
る方法はない。従って、脳虚血の急性期にお
いて「血液脳関門の機能変化を回避する方
法」の分子基盤を構築することが急務である。 
近年の機能ゲノミクス研究から、BBB は、

脳毛細血管内皮細胞が密着結合で連結し、ト
ランスポーターを主体とする多様な輸送系
を発現させることによって、中枢支援・防御
の役割を担うダイナミックインターフェー
スであるとの概念が確立された。一方で、脳
梗塞など急性期虚血の病態で見られる、急激
な BBB 輸送機能の変動は、単に密着結合の崩
壊やトランスポーターの機能変動だけでは
説明することができない。従って、BBB 輸送
系の未知の変動機構を解明することは、中枢
障害拡大の回避方法を確立する上で重要で
ある。そこで、本研究では「特定の条件下に
おいて開口する特性を有するヘミチャネル
が未知のBBB輸送機能変動因子として寄与し
ている」との作業仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究背景に示した「BBB ヘミ

チャネル開口仮説」を実証し、BBB に発現す
るヘミチャネル分子を定量的に解明するこ
とによって、急性期の虚血病態における BBB
輸送機能の変動回避法の分子基盤を確立す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
BBB 輸送変動機構におけるヘミチャネルの

役割を解明するため、in vitro BBB モデルと
して条件的不死化ラット脳毛細血管内皮細
胞株(TR-BBB 細胞)及びヒト脳毛細血管内皮
細胞株(hCMEC/D3 細胞)を用い、ヘミチャネル
の 基 質 と し て 汎 用 さ れ て い る
sulforhodamine 101 及び propidium iodide
などのアニオン性及びカチオン性蛍光物質
をプローブとして、輸送速度論に基づく取り
込み解析を行った。急性期の虚血病態では細
胞外カルシウム濃度が著しく低下すること
が報告されていることから、in vitro BBB 急
性病態モデルとして、細胞外カルシウムの非
存在下条件で輸送解析を行った。ヘミチャネ
ルサブタイプの mRNA 発現解析は、reverse 
transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)を用いて行った。ヘミチャネル絶対

発現量の一斉決定には、液体クロマトグラフ
ィー-質量分析装置(LC-MS/MS)を用いた標的
定量プロテオミクスの手法(Uchida and 
Tachikawa et al., Fluids Barriers CNS, 
10(1):21, 2013)を応用し、定量標的ペプチ
ドを連結して人工合成したリコンビナント
タンパク質又は個々に化学合成したペプチ
ドを内部標準として用いて、ヒト及びマウス
ヘミチャネルタンパク質(パネキシン Px、コ
ネキシン Cx)の一斉定量系を独自に構築した。
Px 及び Cx ファミリーの各分子について、新
たに構築した標的定量プロテオミクスを用
いて、組織細胞の租膜画分または細胞膜画分
における検出及び定量を行った。ヘミチャネ
ル輸送評価系の構築には、HEK293 細胞に各ヘ
ミチャネルサブタイプ及びチャネル開口ス
イッチとなる分子の cDNA 発現ベクターをト
ランスフェクションし、発現量の高い安定発
現株を標的絶対定量プロテオミクスを用い
て選択した。 
 
４．研究成果 
(1) げっ歯類脳毛細血管内皮細胞における
ヘミチャネルサブタイプの mRNA 発現プロ
ファイルの解明と機能的関与 
ヘミチャネルは、ホモ又はヘテロ多量体を

形成して機能することから、脳毛細血管内皮
細胞に発現するヘミチャネルのサブタイプ
を明らかにする必要がある。高純度で調整し
たマウス脳毛細血管及び条件的不死化ラッ
ト脳毛細血管内皮細胞株(TR-BBB 細胞)を用
いた RT-PCR 解析の結果、パネキシン 1、パネ
キシン 2、コネキシン 26、コネキシン 30、コ
ネキシン 43、コネキシン 45 の各サブタイプ
mRNA が検出された。さらに、95% 窒素を通気
させたグルコース枯渇バッファーを用いて、
ヘミチャネル開口の指標である蛍光色素
sulforhodamine-101 の、ラット脳毛細血管内
皮細胞株への取り込みを解析した結果、通常
条件と比較して、蛍光色素の取り込みが増強
され、ヘミチャネル阻害剤によって、その増
強は阻害された。以上の結果から、脳血管内
皮細胞には多様なヘミチャネルサブタイプ
が少なくとも mRNA レベルで発現し、急性病
態時の BBB 輸送変動機構として、ヘミチャネ
ル開口が関与していることが示唆された。 
 
(2) 脳血管内皮細胞の輸送体系変化におけ
るヘミチャネル開口制御因子の解明 
 ヒト脳毛細血管内皮細胞株(hCMEC/D3 細
胞)におけるアニオン性及びカチオン性蛍光
プローブ(sulforhodamine 101、propidium 
iodide など)の取り込み輸送は、急性期の脳
虚血環境を模擬した、細胞外カルシウムイオ
ンの非存在条件において、コントロールと比
較して、時間依存的に有意に増加した。その
取り込みは、細胞外カルシウム濃度の低下と
ともに増加し、基質濃度に対して飽和性が示
された。Sulforhodamine 101 の取り込みの増
加は、内因性情報伝達物質や種々のアミノ酸



及び、ヘミチャネルの阻害剤であるカルベノ
キ ソ ロ ン 及 び 2-aminoethoxy-diphenyl 
borate によって有意に阻害された。蛍光プロ
ーブの排出輸送についても、細胞外カルシウ
ム非存在下において有意な増加が示され、ヘ
ミチャネル阻害剤で阻害が示された。RT-PCR
解析の結果、hCMEC/D3 細胞においてパネキシ
ン 1及びコネキシン 43の mRNA 発現が検出さ
れた。以上の結果から、脳血管内皮細胞にお
けるヘミチャネル開口制御因子として、カル
シウムイオンが関与することが示唆された。
さらに、脳虚血時におけるイオンホメオスタ
シスの破綻に伴って、脳毛細血管内皮細胞の
ヘミチャネルが開口し、情報伝達物質を含め
たさまざまな物質の輸送体系を急激に変化
させている可能性が示された。 
 
(3) ヒト脳毛細血管内皮細胞の輸送機能変
動機構におけるヘミチャネルサブタイプの
寄与 
ヘミチャネル多量体のストイキオメトリ

ーを定量的に解明するため、液体クロマトグ
ラフィー-質量分析装置(LC-MS/MS)を用いた
標的絶対定量プロテオミクス(QTAP)解析を
実 施 し、ヒ ト 脳毛細 血 管内皮 細 胞 株
(hCMEC/D3 細胞)におけるヘミチャネルタン
パク質のサブタイプ発現量を決定した。その
結果、hCMEC/D3 細胞の細胞膜には、パネキシ
ン 1 及びコネキシン 43 がタンパク質レベル
で発現することが示された。これらのサブタ
イプに特異的なsiRNAを用いて特異的にノッ
クダウンした hCMEC/D3 細胞へのヘミチャネ
ル蛍光基質プローブの取り込みは、細胞外の
カルシウムイオン非存在下のヘミチャネル
開口条件において、ネガティブコントロール
と比較して有意に低下した。従って、QTAP で
同定したヘミチャネルサブタイプが、ヒト血
液脳関門輸送系の変動機構として寄与する
ことが示された。さらに、ヘミチャネルサブ
タイプの部分配列の化学合成したペプチド
の中から、hCMEC/D3 細胞においてヘミチャネ
ル開口を抑制するペプチドを同定した。以上
の結果から、脳血管内皮細胞ヘミチャネルの
機能阻害が、急性病態時における血液脳関門
輸送系の変動を回避するための分子標的薬
として有用である可能性が提示された。 
 
(4) ヒト脳毛細血管内皮細胞におけるヘミ
チャネル開口抑制機構の解明 
 ヒト脳毛細血管内皮細胞株(hCMEC/D3 細
胞)を用いて、細胞外カルシウム非存在条件
でのヘミチャネル開口に対して阻害活性を
有する、低分子量の臨床承認薬及び古典的ヘ
ミチャネル阻害剤と構造が類似する内因性
物質の探索を行った。化合物スクリーニング
の結果、イオンチャネルを薬効分子標的とす
る複数の臨床承認薬及びステロイドホルモ
ンを、ヘミチャネル開口抑制化合物として同
定した。同定した臨床承認薬及びステロイド
ホルモンは、in vivo 虚血動物モデルにおい

て脳梗塞障害部位の縮小効果が報告されて
いた。さらに、パネキシンヘミチャネル
Px1/Px2 遺伝子欠損マウスでは、虚血後の脳
機能障害を軽減したことが報告された
(Channels 6:453-456, 2012)ことから、脳保
護効果の分子機構の一つとしてBBBヘミチャ
ネルの開口阻害が有効であることが支持さ
れた。本研究成果から、急性の虚血性脳障害
に対する脳保護戦略の一つとして、BBB のヘ
ミチャネル開口活性の抑制機構が提示され
た。 
 
(5) ヘミチャネルを介した物質輸送評価系
の構築と輸送機能解明 
hCMEC/D3 細胞に発現するヘミチャネルサ

ブタイプごとの物質輸送機構を解明するた
め、HEK293 安定発現株を構築した。各ヘミチ
ャネル分子の単独発現株では蛍光基質プロ
ーブの透過が検出されないことが示され、開
口刺激スイッチの共発現によってはじめて、
ヘミチャネルを介した物質透過の制御機構
が解明された。さらに、構築したヘミチャネ
ル介在型輸送評価系を用いて、ヘミチャネル
サブタイプの基質認識性を解明した。従来の
ヘミチャネル研究は、ヘミチャネルが非特異
的 pore であるという固定概念のもと、イメ
ージングの手法を用いた蛍光物質の定性的
な細胞間伝播機構の解析や電気生理学的解
析が中心であった。基質特異性や輸送速度を
解明し、ヒト薬物動態の定量的予測を目標と
して発展してきたトランスポーター研究と
は対照的であった。本研究成果から、物質輸
送担体としてのヘミチャネルの位置付けが
提唱された。 
 
(6) BBB ヘミチャネルの病態生理学的役割と
分子標的診断・治療への応用性 
ヒト脳毛細血管内皮細胞株(hCMEC/D3 細

胞)を用いた輸送解析から、急性期の脳虚血
病態で見られる細胞外カルシウムの低下に
伴う BBB 輸送機能変動の分子機構として、2
つのヘミチャネル Px1 及び Cx43 の寄与が示
唆された。従って、ヘミチャネルは、急性病
態時におけるヒトBBB輸送機能変動因子の一
つとして位置付けられると考えられる。以上
から、ヒト BBB に発現する Px1 及び Cx43 の
阻害を標的とした、虚血性脳障害の回避法は、
従来とは全く異なる概念であり本研究で見
出された知見に基づく新しい創薬研究開発
戦略を提示するものである。 
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