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はしがき (0.5 ページくらい) 

分子生理学的観点から「脳」という臓器を考えると、分子の局在や動態といった「ミ

クロな分子情報」は未だブラックボックスの中にあり、中枢神経系(CNS)疾患との関連
性についても未解明な部分が多い。これは、ヒト生体脳の組織を非侵襲的に直接採取す

る手法がなく、また脳分子の血液移行性も著しく低いため、間接的にでも生体脳の分子

情報を得ることが困難だからである。プローブを「局所的に」脳内に挿入し分子を回収

する微小透析膜法などが確立されているが、脳に損傷を与えるためヒトへの適用は極め

て限られる。すなわち、「非侵襲的な手法により生体脳から脳分子を回収し、血液中に

分子情報を持ち帰る」方法論の確立は、分子生理学的に脳機能・疾患を理解するための

核心技術であり、未だ達成されていない挑戦的な研究課題である。 

そこで本学術変革領域「脳分子探査」では、高効率に脳内送達可能な高分子集合体

(ナノマシン)を要素技術とし、さらに「血液脳関門(BBB)を効率的に通過」し、「脳分
子を回収」、さらには「血液中に帰還」することで、脳分子情報を知らせる『はやぶさ

型ナノマシン』を構築し、CNS 疾患の革新的診断法へと展開し、脳内外の物質移動研
究に新たな学術的視点をもたらすことを目的とする。この『はやぶさ型ナノマシン』計

画を実現するために、①どのようにして血液中に効率的に戻るか、②どういった疾患を

対象とするか、③持ち帰った分子をどのように検出するか、という課題を抽出した。こ

れらを解決するために、「A01 班 脳探査ナノマシン」に安楽と、抗体を中心としたタ
ンパク質工学を専門とする中木戸、「A02班分子脳病態」に、認知情動機能を制御する
分子神経機構に関する研究を展開している竹本、うつ病や不安障害といった精神疾患に

関する研究を専門とする宮田、「A03 班 極限検出」に独自の質量分析やプローブ技術

により多様な分子を超高感度検出する技術を有している川井、太田といった、工・医

薬・化学といった異なる分野・専門性をバックグラウンドとする研究者から形成される

チームを構築し、課題の解決に取り組んだ。 
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研究成果 

A01 班(安楽)では、はやぶさ型ナノマシンを機能を分けた①脳内から血液中に戻るリ

エントリーナノマシンと、②脳内で構造変化し、脳分子を回収するサンプリングナノマ

シンの構築を検討した。まず、ナノマシンを構築するために高分子を合成した。具体的

には、血液脳関門(BBB)を通過するためにグルコース分子を組み込み、脳内で開裂する

官能基を持つブロック共重合体を合成した。合成した高分子を血液中と脳内環境を模倣

したグルタチオン濃度の異なる溶液中で静置したところ、脳内環境に応答してブロック

共重合体が分解されることを確認した。リエントリーナノマシンについて、A01 班(中
木戸)は、ナノマシンの構築のため、脳内から血中へと戻って来る機能の付与のため、

抗体のドメインを切り出したコンストラクトを作製した。ヒト由来 IgG1 および IgG4の
Fc 領域を切り出し(Fc1, Fc4)、哺乳細胞発現系により組換えタンパク質として発現させ

たところ、両者の物性に大きく差が生じ、特に IgG4 由来の Fcでは凝集形成が見られ、

単量体としての精製が困難であった。そこでN末端領域にリンカーを介して Cysを導入
したところ、分子内ジスルフィド結合により分子全体が安定化し、凝集形成を抑制する

ことに成功した。中木戸が作製した種々の Fc をナノマシン表層に搭載した直径が 100 
nmで分散性の高い Fc-ナノマシンを構築した。標的受容体(Fc ﾚｾﾌﾟﾀｰ)への相互作用につ

いて、組換えタンパク質として調製した FcRn との相互作用を表面プラズモン共鳴によ

って解析した。その結果、親和性の算出には至らなかったものの、導入数依存的に結合

レスポンスが確認された。Fc1, Fc4 を導入したナノマシンを、脳脊髄液中に投与したと
ころ、いずれも脳から血液中へのリエントリーすることを確認した。興味深いことに

Fc1 と Fc4 で血液中への移行量が異なることが明らかとなった。またサンプリングナノ

マシンについては、高分子側鎖構造を制御することでナノマシンの構造変化速度を制御

可能であることを明らかにした。また 12 種類の神経伝達物質を含んだ溶液にナノマシ

ンを添加し構造変化したサンプルをA03班に供給し、サンプリング能を有していること

を実証した(成果は A03班に記載)。以上、リエントリー、サンプリング能を有するナノ

マシンをそれぞれ確立することに成功した。 

A02班（竹本・宮田）は、生物が生存するうえで必要不可欠な生理機能である脳によ

って生起する情動（不安、恐怖、快楽など）に焦点を当て情動障害における分子脳病態

解析を推進した。現代社会における様々なストレスが一因となり、過度な情動の亢進や

消失といった情動障害が生じ、うつ病や適応障害、不安障害をはじめとする精神疾患の

病態に関与するとされる。様々なストレスが取り巻く現代社会において、その患者数は

増加の一途をたどり社会問題ともなっている。しかし、精神疾患の理解や治療法の確立

は遅れており、その分子機序の解明が待望される。この要因として、採取・検出手法が

限られ生体脳での分子レベルの研究が困難であること、診断が医師による問診に基づい

て行われ客観的指標が乏しいことなどがあげられる。そこで本研究では、抑うつ状態、

不安亢進などを示す病態モデルマウスを用い、情動障害の分子病態解明を目指し、病態

モデルマウスの構築、脳深部イメージング法やマイクロダイアリシス法などの分子脳生

物学的手法による、ストレスに伴う情動障害の病態解明を行った。さらには、高感度・

非侵襲的に生体脳内の細胞外分子の変化を計測することが可能な新たな分析システムの

構築を目指した。研究代表者の竹本はこれまでの研究に基づき、情動障害において重要



な役割を果たす扁桃体に注目し、扁桃体の微小亜核における分子病態および回路活動の

変化の解明を推進した。更に、分担研究者の宮田、九州大学の川井と連携し、細胞外物

質の変化を検出するため、マイクロダイアリシスにより採取した脳内細胞外物質の網羅

解析を可能とする分析系の開発を行った。また、分担研究者の宮田は、ヒトの脳内にお

いてうつ状態依存的に含有量が変化するとされるγ-アミノ酪酸（GABA）に着目し、

遺伝子改変マウスなどうつ・不安病態モデルを使用して脳局所における細胞外 GABA
量の変化とマウス情動行動変化との関連性について追究した。その結果、情動行動異常

を示す慢性ストレスモデルにおいて、扁桃体の各亜核においてまったく異なる遺伝子発

現変動を見出した。更に、扁桃体脳深部における自由行動下 Ca2+イメージング実施し、

扁桃体中心核の複数の細胞種を対象に、苦み物質に対する神経活動応答の計測に成功し

た。また、細胞外物質の変化を検出するため、分担研究者の宮田、A03班の川井と連携

し、マイクロダイアリシス法による脳内分子回収を行い、高感度液体クロマトグラフィ

‐質量分析技術ならびに超高感度キャピラリー電気泳動-質量分析技術によるメタボロー

ム解析を実施し、マイクロダイアリシスにより採取した脳内細胞外物質の網羅解析を可

能とする分析系の構築を行った。さらに、これらの手法を用いた解析を行う対象として、

精神疾患の新規病態モデルマウスを開発し、情動（不安や恐怖など）に関する行動学的

解析を行うとともに病態解明を推進した。今後、開発を進めた脳内細胞外分子採取と高

感度網羅分析システムを独自に開発した病態モデルウスに適用することで、情動障害の

分子病態の一端解明に繋がることが期待される。 

A03班では，A01班でサンプリングされた脳由来物質を超高感度に計測するための分

析システムの開発を行った。はやぶさ型ナノマシンは非侵襲的なサンプリングであり，

細胞外成分が採取されるため，従来のオミックスのようなゲノム・トランスクリプトー

ム・プロテオーム解析ではなく，miRNA・分泌タンパク質・ニューロペプチド・神経

伝達物質等 (低分子代謝物) などを対象とした分析法を開発し，各班との連携を通じて

その性能評価を行った。A01班との連携においては，ナノマシンによって回収された脳

分子を網羅的に解析するための前処理技術・濃縮・分離・検出などの一連の分析技術開

発および検証を推進した。実際にA01班で開発されたサンプリング型ナノマシンによっ

て回収された脳分子をキャピラリー電気泳動-質量分析 (CE-MS) で計測したところ，十
分な感度で脳分子が高い回収率 (概ね 50%以上) で回収されていることを確認できた。
A02 班との連携においては，主に脳脊髄液やマウス生体脳からマイクロダイアリシス 
(MD) 法で採取した微量試料を対象に，次世代シーケンサーを利用したmiRNAオームや

超高感度 CE-MSを用いたメタボローム解析等を実施した。miRNA オームではMDで得
られた試料に含まれる miRNA プロファイルから特徴的な分子を抽出することに成功し

た。またメタボローム分析では，新たなメカニズムを組み込んだ改良版二重濃縮法を開

発することで，分離性能を損なうことなく高塩濃度試料中の脳分子を最大 4000 倍高感

度に計測可能なシステムを構築し，脳内分子の経時変化を定量的に計測することに成功

した。一分子解析では，自家蛍光を有する夾雑分子と標的分子を電気泳動で分離して一

分子ずつバックグラウンド成分と見分けてカウント可能な体制を構築し，実用感度とし

て数分子の検出下限を実現した。また，DNA触媒反応を用いた miRNA 由来の蛍光シグ

ナル増幅や，蛍光ナノ粒子の集積化を用いたタンパク質由来の蛍光シグナル増幅など，



微量の分子を化学的なシグナル増幅によって高感度検出する系を構築することもできた。

今後これらの技術を用いて分泌タンパク質等を対象とした脳分子計測を実践していく予

定である。 
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