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研究成果の概要（和文）： 質量分析装置を用いて、トランスポーターの蛋白質量を測定する方

法を開発した。血液脳関門の実体である脳毛細血管内皮に発現するトランスポーターの蛋白量

と輸送活性を解析した。その結果、グルコースと異物を運ぶトランスポーターである glut1 と

mdr1a の働きを定量的に再構築できたが、炎症時の mdr1a の働きは再構築できなかった。血

液脳関門の生理的役割の一部にトランスポートソームが関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： The quantification method of transporter proteins was established 
by means of mass spectrometer. The protein expression amounts and transport activities of 
transporters were determined in brain capillary endothelial cells, which form the 
blood-brain barrier. As a result, the function of glucose transporter 1 and multidrug 
resistant protein 1a (mdr1a) was able to be re-constructed in normal conditions, while the 
function of mdr1a in inflammation conditions was not. It was also suggested that the 
transportsome was involved in a part of physiological function of the blood-brain barrier.  
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１．研究開始当初の背景 
血液脳関門と血液脳脊髄液関門からなる脳
関門は脳の高次機能維持に重要な働きを担
っているが、トランスポーターの協調的な働
きや病態時の変動機構を蛋白質の絶対発現
量で評価解析が行われていなかった。トラン
スポーター複合体効果とその病態時の役割
について明らかにするには、当初は不可能で
あった細胞膜蛋白質の絶対定量法の開発が
必須であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、「血液脳関門のトランスポート
ソームの生理的役割を明らかにすること」を
目的とした。脂質、エネルギー源、異物の輸
送という血液脳関門の最も重要な役割の解
明に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
三連四重極型質量分析装置を用いて親イ

オンと複数の娘イオンの組み合わせて定量
分析する Multiplexed Multiple Reaction 
Monitoring Mode を利用し、細胞膜蛋白質を
多種同時に高感度で絶対定量する方法を開
発した。従来の Global Proteomics で検出不
能であった微量蛋白質をこの方法で、初めて
絶対定量が可能になった。細胞膜を調製し、
可溶化やトリプシン消化などの前処理の後、
本方法を用いて、ヒト MDR1 発現細胞とマ
ウス脳毛細血管内皮細胞における発現量を
測定した。各々について抗ヒト MDR1 モノ
クローナル抗体、サイトカラシンＢ結合法を
用いて、MDR1, Glut1 の発現量を定量した。
その結果、両トランスポーターともに質量分
析法の測定結果と既存の方法での測定結果
が一致したことから、質量分析法が有用であ
ることが検証できた。 

さらに、脳毛細血管内皮細胞の高純度精製
方法、ハイドロダイナミックス法を用いたマ
ウス脳毛細血管内皮細胞に対する siRNA 効
果解析法、質量分析装置の multi channel 
mode を用いて複数の基質候補を一括解析す
る LC/MS/MS-cocktail 法、などを開発した。 

本研究では、これらの手法を用いて血液脳
関門の種々のトランスポーターの機能を蛋
白質量当たりで評価し、その複合体効果と病
態における変動機構を解明した。 
 
４．研究成果 
（１）脳内脂質恒常性維持に対する血液脳関
門と血液脳脊髄液関門の生理的役割 

Cholesterol (Chol)は脳内で de novo 合成
され、全身の 25％が脳に保持される。脳関門
における Chol とその代謝体の輸送機構の解
明に取り組んだ。Brain Efflux Index 法を用
いた検討の結果、Chol は血液脳関門を介して
脳から血液方向へ排出されることなく脳内

に保持されることが明らかになった。一方、
脳 内 Chol の 主 要 代 謝 体
24-S-hydroxycholesterol (24-S(OH)Chol)は、
血液脳関門に発現する有機アニオントラン
スポーターoatp2 によって脳から血液方向へ
排出されることが示された。 

24-S(OH)Cholは核内受容体 ligandであり、
脳関門における核内受容体の発現とその輸
送担体発現制御機構を脈絡叢上皮細胞(CPE)
モデルである条件的不死化ラット脈絡叢上
皮細胞株(TR-CSFB)を用いて解析した。CPE
および TR-CSFB 細胞に LXRα,βmRNA が発
現していた。CPE 及び TR-CSFB 細胞に ATP 
binding cassette transporter A1 (ABCA1), 
ABCG1 が発現し、LXR リガンド T0901317, 
24-S(OH)Chol 処理によって TR-CSFB 細胞
の ABCA1 及び ABCG1 の mRNA とタンパ
ク発現は顕著に誘導された。Transwell 型容
器に培養した TR-CSFB 細胞から apoA-1 お
よび高密度タンパク質 (HDL) を介した
[3H]-Chol の apical 方向への排出は、
24-S(OH)Chol 処理で顕著に増加した。
ApoE3による[3H]-Cholの apical方向への排
出は, apoE4 よりも約 30％大きかった。CPE
におけるChol排出輸送の apoE isoform特異
性は、CPE での脂質蓄積性や AD の病態形成
に影響を与える可能性が示唆された。 
（２）脳内エネルギー源の供給における血液
脳関門輸送系GLUT1とMCT1の協調的役割 

血液脳関門において GLUT1 のグルコース
輸送は、脳へのエネルギー源供給経路として
重要な役割を果たしている。また、GLUT1
欠損症候群は、抗てんかん薬耐性小児てんか
ん症として報告されている。GLUT1 欠損マ
ウスを作成し、GLUT1 遺伝子欠損の GLUT1
発現およびケトン体供給経路として機能す
る MCT1 および MCT2 の発現に対する影響
を検討した。GLUT1 のホモ欠損は、胚性致
死となった。本結果は、ヒト GLUT1 欠損症
候群患者は、すべてヘテロ接合体であること
と一致していた。GLUT1 のヘテロ欠損マウ
スでは、成長期における GLUT1 の脳におけ
る mRNA 発現に低下傾向が認められた。 
興味深いことに、GLUT1 ヘテロ欠損マウ

スでは、出生直後の脳における MCT1 および
MCT2 の mRNA 発現が上昇していた。この
結果から、GLUT1 の発現と MCT1 および
MCT2 の発現は相互に制御を受けているこ
とが示唆された。GLUT1 欠損症候群患者に
対する治療方法として、特に、小児患者に対
するケトン体投与が経験的に行われている。
これまで血液脳関門における MCT1 の発現
は授乳期経過後に顕著に低下することが報
告されていたことから、ケトン体の投与によ
って脳内に十分な量のケトン体が移行する
か疑問であった。今回の結果から、GLUT1
遺伝子欠損症候群小児患者において MCT1



の発現が誘導されている可能性が示唆され
た。 
（３）脳毛細血管内皮細胞膜のトランスポー
ター蛋白質の絶対定量 
 本研究で開発した方法を用いて、マウス脳
毛細血管内皮細胞について Glut1, Mct1 と
Mdr1a の絶対発現量を測定した。条件的不死
化マウス脳毛細血管内皮細胞株 (TM-BBB4)
を用いて測定した 3-O-methy-D-glucose 
(3-OMG)の輸送活性をGlut1の蛋白質量当た
りで評価し、同様に in vivo における 3-OMG
の脳毛細血管内皮細胞透過速度をGlut1の蛋
白質量当たりで評価したところ、両者の値は
ほぼ同程度であった。この結果から、トラン
スポーター活性を蛋白質当たりで評価して、
その複合体形成と活性制御の研究に適用可
能であることが示唆された。 
（４）血液脳関門におけるケトン体輸送活性
に対する Mct1 と CD147 の複合体形成効果 
マウス脳毛細血管内皮細胞に発現する

Mct1 蛋白質は mdr1a よりも多く、予想をは
るかに上回る量であった。Mct4 については
CD147 と複合体形成することが輸送機能に
必須であることが報告されているが、Mct1
については十分明らかにされていない。ケト
ン体の脳への供給は血液中の栄養状態によ
って変動することから、血液脳関門における
Mct1とCD147の複合体形成とケトン体輸送
活性について検討した。マウス条件的不死化
脳毛細血管内皮細胞 TM-BBB を用いて、抗
体 を 用 い た 複 合 体 の 免 疫 沈 降 と
4-hydroxybutylate(4HBL) を 基 質 と す る
uptake 実験によって輸送活性と複合体形成
の関係を解析した。PCMBS 処理によって
disulfide 結合を乖離させたところ 4HBL の
輸送活性は低下したが、免疫共沈画分中の
mct1とCD147の蛋白質量は処理によって差
がなかった。Mct1 は CD147 と複合体形成し
たままで、細胞外ドメインの構造変化で輸送
活性が顕著に低下することが示唆された。 
（５）異物排出輸送 

血液脳関門におけるmdr1aのタンパク質1
分子当たりの輸送活性を whole animal 系で
測定し、mdr1a 遺伝子導入細胞で同様に測定
し、両者を比較することでトランスポーター
の機能単位（反応の場）としての integrity
を評価した。Mdr1a 遺伝子ノックアウトマ
ウスと正常マウスについて、5 種類の薬物を
定速投与し、定常状態の脳と血漿中薬物濃度
比(Kp, brain)を測定した。Mdr1a 遺伝子導入細
胞を Transwell 型容器で培養し、各薬物につ
いて apical to basal, basal to apical の各々
の透過速度を測定した。マウスの脳毛細血管
と mdr1a 遺伝子導入細胞における mdr1a タ
ンパク質の絶対発現量を測定した。In vivo
系での血液と脳の間の薬物輸送過程につい
て、mdr1a 輸送担体の活性とタンパク質発現

量を含む数学モデルを構築した。正常と遺伝
子ノックアウトマウスの Kp, brain の比を指標
として、各測定値を用いて in vitro から再構
築を行ったところ、in vivo の値とよく一致し
た。この結果は、少なくとも in vitro の輸送
活性を評価した mdr1a 遺伝子導入細胞にお
ける mdr1a のトランスポートソーム効果 in 
vivo を再現していたことを示唆している 
（６）病態時の血液脳関門の異物排出輸送と
トランスポートソーム 
マウスの腹腔内に LPS を投与し、炎症モ

デルマウスを作成した。ベラパミルを静脈内
(bolus and infusion)投与し、血漿中と脳内の
薬物濃度比(Kp, brain)を測定したところ LPS
投与群の Kp, brain が対象群に比べて高い値で
あったことから、炎症時に P-糖蛋白質の機能
が低下することが示唆された。両群について
脳毛細血管を単離し、質量分析装置を用いて
Mdr1a 、 及 び マ ー カ ー 蛋 白 質 と し て
Na/K-ATPase, glut1 などの蛋白質の絶対発
現量を測定したところ、いずれも両群で差が
見られなかった。従って LPS 処理によって
Mdr1a の１分子あたりの排出輸送活性が低
下したことが示唆された。この原因として、
Mdr1a 細胞内ドメインのリン酸化による輸
送活性機構の低下の可能性が考えられた。 
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