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研究成果の概要（和文）：病態時の血液脳関門（BBB）のP糖蛋白の薬物排出機能を解明する基盤を構築する事を目的と
した。P糖蛋白のタンパク質絶対発現量が変動する病態（てんかん）では、BBBのP糖蛋白機能は、強制発現細胞で測定
される単分子輸送活性と単離した脳毛細血管における絶対発現量の統合によってin vitroから再構築できる事が証明さ
れた。単分子あたりの排出輸送機能が変動する病態（炎症酸化ストレス）では、カベオリン1のTyr14のリン酸化量がそ
の変動を推定するマーカーのひとつであることを発見した。サルでも再構築を実証でき、病態時のヒトBBBのP糖蛋白機
能をin vitroから解明するための新たな道を拓いた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish a methodology to clarify drug efflux function of P-g
lycoprotein (P-gp) at the blood-brain barrier (BBB) in disease conditions. We experimentally demonstrated 
that, in the disease which the absolute protein expression level of P-gp changes (epilepsy), the in vivo f
unction of P-gp at the BBB can be reconstructed from in vitro by integrating the efflux activity per one P
-gp molecule measured in its overexpressing cell lines and the absolute expression level in isolated brain
 capillaries. We found that, in the disease condition which the efflux activity per one P-gp molecule chan
ges (inflammatory oxidative stress), the phosphorylation level of caveolin1 Tyr14 is one of the biomarkers
 to estimate the change of the activity. We also demonstrated the reconstruction of P-gp function in monke
ys as well as rodents, and opened the new way to clarify the efflux function of P-gp at the human BBB in d
iseases from in vitro system.
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１．研究開始当初の背景 
 中枢疾患の医薬品開発では、前臨床試験を
通過後ヒトの臨床試験において失敗する確
率は 92％と非常に高い。主要な原因の一つと
して、候補化合物がヒト血液脳関門
（Blood-Brain Barrier, BBB）を期待通りに
通過せず、薬効を発揮するのに十分な脳内濃
度に達しない、あるいは濃度が高すぎるため
有害な作用が起きてしまうことが挙げられ
ている。健常時と異なり疾患時では BBB の物
質輸送機能が変化することが示唆されてい
ることから、患者の BBB の輸送機能の解明を
目指す研究は医薬品開発において必須であ
る。 
 しかし、これまでの多くの研究は、正常時
を対象としていること、さらにはヒトではな
くげっ歯類を対象とした解析にとどまって
いた。この原因として、ヒト個体を対象とし
た研究が極めて制限されていることはいう
までもないが、特に、動物とヒト、あるいは
in vitro と in vivo の輸送機能の違いを定量
的に解明する手法がきわめて未熟であった
ためである。 
 これに対して、我々の研究室は、独自に、
BBB での物質輸送に重要な役割を果たしてい
る複数種類のトランスポーターの絶対発現
量を液体クロマトグラフィー接続型質量分
析装置（LC-MS/MS）を用いて解明する手法
（ Quantitative Targeted Absolute 
Proteomics, QTAP）を開発することによって、
動物とヒトあるいは in vitro と in vivo の
間の機能的ギャップを埋め合わせ、世界に先
駆けて初めて、動物あるいは in vitro から
ヒト in vivo の輸送機能を外挿（=再構築・
予測）し解明することへの道を拓いた。 
 しかし、この手法の有用性・応用性は証明
されていない。QTAP の輸送機能研究への応用
性を示し、種々の機能的ギャップを解明する
上で有用であることを示すことは非常に価
値あることである。また、トランスポーター
の絶対発現量の違いに基づいて、ギャップを
補完し、in vitro あるいは実験動物からヒト
の in vivo での輸送機能を再構築することが
可能であること、さらに、前人未到の領域で
ある“病態”の BBB のトランスポーターの輸
送機能を解明する研究へ応用できることを
証明することは、創薬研究において極めて重
要である。本研究の特色は、世界に先駆けて、
最先端プロテオミクスを用いて中枢疾患時
の BBB の物質輸送機能を解明し、世界をリー
ドし、より多くの世界の研究者・創薬企業と
の共同研究へ発展させるための基盤整備が
実現する点である。 
 
２．研究の目的 
 病態変動を解析するためには、対象トラン
スポーターの絶対発現量の変化を精度よく
正確に測定し、正常時との違いの有無や違い
の程度を明確に決めることができることが
必須である。あらゆる異なるタンパク質試料

（異なる系統のマウス・ラットの脳毛細血管、
ノックアウトマウスの脳毛細血管、など）に
対して、当研究室で確立した QTAP 技術を適
用し、測定技術の最適化を図ることを目的と
した。 
 P-glycoprotein(P-gp/mdr1a/MDR1)は、BBB
における薬物輸送も最も支配しているトラ
ンスポーターである。QTAP 解析で明らかにな
る、in vitro と in vivo の P-gp の絶対発現
量の違いを使って、in vitro の P-gp の強制
発現細胞から、in vivo の BBB での P-gp の輸
送機能を再構築できることを実証すること
を目的とした。 
 てんかんは、BBB の P-gp の発現量が変動す
る疾患である。上述で実証する再構築の手法
を使って、てんかんモデルマウスにおける
P-gp の輸送機能の変化を in vitro から再構
築でき解明できることを証明することを目
的とした。 
 さらに、炎症酸化ストレス条件下では、発
現量変化なしに BBB の P-gp の輸送活性が低
下することが知られている。このようなケー
スに対しても in vitro から in vivo の輸送
活性を再構築できるように、本課題では、過
酸化水素暴露条件下における P-gp の単分子
あたりの輸送活性の変動機構を解明し、再構
築に重要なバイオマーカーを同定すること
を目的とした。 
 また、ヒトへの応用の基盤を整備するため、
ヒト脳毛細血管におけるトランスポーター
の蛋白質発現量を解明すること、また、ヒト
に近いカニクイザルを用いて上述のin vitro
からの in vivo BBB の P-gp 輸送機能の再構
築がヒトに近い動物でも可能であり、ヒトへ
の応用が十分可能であることを証明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウス(ddY, FVB, C57BL/6j, P-gp/bcrp 
knockout）、ラット(Wistar, SD)、マーモセ
ット、カニクイザル、ヒトの脳から glass 
beads column 法あるいは nylon mesh 法を用
いて脳毛細血管を単離し、7M グアニジン塩酸
溶液を用いて可溶化・変性し、ジチオトレイ
トール（DTT）による還元、ヨードアセトア
ミド（IAA）によるアルキル化を行い、メタ
ノールクロロホルム沈殿法によってタンパ
ク質画分を抽出し、プロテアーゼ消化によっ
てペプチド試料を調製し、安定同位体標識ペ
プチドを添加後、LC-MS/MS を用いて対象タン
パク質に特異的なペプチド断片を定量する
ことによって対象タンパク質(トランスポー
ター)の絶対発現量を算出した。プロテアー
ゼによる異なる消化条件や異なる質量分析
条件を検討した。 
 てんかんモデルとして、ペンチレンテトラ
ゾール（PTZ）を 30 mg/kg/day で 5 週間腹腔
内に投与してキンドリング状態を獲得した
マウス、および自然発症てんかんモデルであ
る EL マウスを用いた。抗てんかん薬治療モ



デルとして、フェニトイン（PHT）を 50 
mg/kg/day で 5 週間腹腔内に投与したマウス
を作製し、使用した。また、炎症酸化ストレ
ス モ デ ル と し て 、 3 mg/kg 
lipopolysaccharide (LPS)を腹腔内投与した
マウスを使用した。 
P-gpを強制発現させたLLC-PK1細胞の単層
膜を用いて P-gp 基質の経細胞輸送解析を実
施し、各基質に対する P-gp の輸送活性を求
めた。この輸送活性に対して、この細胞およ
び単離脳毛細血管における P-gp の絶対発現
量を統合することによって、in vivo の BBB
における P-gp の輸送機能を再構築し、実測
値と比較することによって再構築の精度を
評価した。 
リン酸化プロテオミクス解析では、上述の
方法によってペプチド試料を調製後、HAMMOC
法によってリン酸化ペプチドを濃縮・精製し、
必要に応じてフッ化水素酸による脱リン酸
化処理を行い、測定用の試料とした。 
 
４．研究成果 
（１）プロテオミクス技術の各種 BBB 関連試
料への適用と最適化 
 当研究室で確立した QTAP 技術をマウス
(ddY, FVB, C57BL/6j, P-gp ノックアウト、
Bcrp ノックアウト、ダブルノックアウト)、
ラット（Wistar, SD）、マーモセット、カニ
クイザルの脳から単離した脳毛細血管やヒ
ト脳毛細血管内皮細胞(hCMEC/D3 細胞)に適
用し、定量精度を評価した(論文②、⑤、⑥、
⑦、⑧、⑨)。サルではげっ歯類に比べて P-gp
基質の脳移行性が高いことが報告されてお
り BBB での P-gp の活性が低いことが示唆さ
れていたが、本検討によって、確かに、P-gp
のタンパク質発現量がカニクイザルではマ
ウスやラットなどのげっ歯類に比べて約3倍
小さいことが示された。P-gp あるいは Bcrp
のノックアウトマウスでは、最近の研究で
BBB において互いの発現は一方のノックアウ
トによって誘導される現象は起きていない
ことが示唆されていたが、確かに QTAP 技術
による測定の結果、発現誘導が生じていない
ことを示すことができた。以上のことから、
病態時に起こりうる発現変動の有無をある
程度精度よく定量できる系であることを確
認することができた。 
プロテアーゼの処理条件も検討し、従来の
trypsin のみの処理に加えて、リジルエンド
ペプチダーゼ（LysC）および ProteaseMax を
加えることによって、効率よく消化できるこ
とを明らかにした（論文③）。質量分析装置
に関して、三連四重極型装置（QTRAP5500）
においてバックグラウンドノイズに埋もれ
てしまい検出できなかった peak（分子）に関
しては、分解能および定量性能がともに高い
TripleTOF5600 を用いることで検出・定量で
きることを示した（論文①）。 
また、ヒト脳毛細血管内皮細胞(hCMEC/D3
細胞)を試料として、プロテオミクスおよび

リン酸化プロテオミクスの手法の最適化を
図った。リン酸化ペプチドの濃縮には HAMMOC
法を採用し、非リン酸化ペプチドを 99.9%以
上除去できること、リン酸化ペプチド濃縮・
精製による S/N 比(感度)の上昇が 34 倍であ
ることを示した。また、それに続くフッ化水
素酸による脱リン酸化処理(効率>94%)によ
って、LC-MS/MS での検出感度をさらに
1.2-6.4 倍向上できることを示した。
Caveolin1のリン酸化ペプチドをHAMMOC法で
濃縮精製し、LC-QTRAP5500 の SRM モードで定
量した結果、20attomole/ug protein まで高
感度に定量できることが示された。従来の非
リン酸化ペプチドを対象とした測定では、
500-1000 attomole/ug protein 程度の感度で
あるため、最低でも従来の 10 倍以上は高感
度にリン酸化ペプチドを定量できる測定系
を確立でき、caveolin1 の場合、約 0.1％の
リン酸化率まで定量が可能となった。 
 
（２）BBB の P-gp の in vivo 輸送機能の in 
vitro からの再構築 
Mouse P-gp(mdr1a) 安 定 発 現
LLC-PK1(L-mdr1a)および親株 LLC-PK1 細胞を
用いて 11 化合物の mdr1a 輸送基質の経細胞
輸送速度を計測し、両細胞の経細胞輸送速度
の比率を算出することによって mdr1a輸送活
性を求めた。また、QTAP 技術（LC-MS/MS）を
用いて L-mdr1a 細胞における mdr1a タンパク
質絶対発現量は 15 fmol/μg protein である
ことを明らかにした。各基質の mdr1a 輸送活
性値を 15 fmol/μg protein で除することに
よって mdr1a単分子あたりの輸送活性を解明
し、この単分子輸送活性値とマウス脳毛細血
管における mdr1a 発現量(14 fmol/μ g 
protein)を統合することによって、in vivo
の BBB の mdr1a の輸送活性を表す Kp brain 
ratio( 定 義 ; wild-type mouse と mdr1a 
knockout mouse の脳内対血漿中濃度比の比
率)を再構築した。その結果、すべての化合
物において Kp brain ratio の再構築値は、
±2.7 倍の範囲内で実測値と一致した。従っ
て、発現量情報に基づいて in vitro 系から
in vivo の BBB の P-gp 輸送機能を再構築でき
ることがマウスをモデルとして証明された
(論文④、⑩)。 
 
（３）てんかんにおける in vivo 機能再構築 
てんかんモデルマウスである EL マウス及
びPTZ誘発てんかんマウスから脳毛細血管を
単離し、QTAP 技術によって P-gp の絶対発現
量を測定した。正常マウスと比べて、有意に、
P-gp のタンパク質発現量の増加が認められ
た。マウス P-gp(mdr1a)発現 LLC-PK1 細胞お
よび親株LLC-PK1細胞のそれぞれの単層膜に
おいて、P-gp 基質である verapamil の
Apical-to-Basal 輸 送 速 度 に 対 す る
Basal-to-Apical 輸送速度の比率を計測し、
発現細胞のその比率を親株の比率で除する
ことによって P-gp の輸送活性を求めた。こ



れを P-gp の絶対発現量で除することで、
verapamilの輸送に対するP-gpの単分子輸送
活性を明らかにした。上記で解明された、て
んかんモデルマウスの脳毛細血管における
P-gp のタンパク質発現量および単分子輸送
活性を統合することによって、BBB の P-gp 輸
送活性を再構築した。この再構築された活性
に、受動拡散による平衡状態を反映する血漿
中と脳内の蛋白質非結合型分率(verapamil)
の比率を統合することによって、verapamil
の脳内対血漿中濃度比（Kp brain）を再構築
した。定速静脈内投与法によって計測された
てんかんモデルマウスにおける Kp brain の
実測値とほぼ一致した。抗てんかん薬治療モ
デルであるフェニトイン（PHT）慢性投与マ
ウスにおいても同様に再構築することに成
功した。以上のことから、てんかん及びその
薬物治療時における BBB の P-gp 輸送活性の
上昇を発現量情報に基づいて in vitro から
再構築できることが示された（論文投稿中）。 
 
（４）炎症酸化ストレス条件下における P-gp
の単分子輸送活性の変動機構の解明 
 3 mg/kg LPS 投与により炎症酸化ストレス
モデルマウスを作製し、P-gp 基質である
verapamil の Kp brain を計測した結果、正常
マウスに比べて有意に高い値を示し、BBB の
P-gp の輸送活性が低下していることが示唆
された。脳毛細血管を単離して QTAP 技術を
用いて P-gp の絶対発現量を計測した結果、
正常時とほぼ同程度であった。以上のことか
ら、BBB の P-gp の輸送機能低下は、自身の単
分子あたりの輸送機能の低下が原因である
ことが示唆された。 
 単分子輸送活性の変動メカニズムを解明
するため、網羅的高感度リン酸化プロテオミ
クスの手法を用いて、過酸化水素暴露条件下
のヒト脳毛細血管内皮細胞（hCMEC/D3 細胞）
におけるリン酸化蛋白質のリン酸化量の変
動を網羅的に解析した。その結果、最もリン
酸化量の変動が顕著な分子として caveolin1
を同定した。LC-MS/MS の SRM mode を用いた、
caveolin1 のリン酸化部位 Tyr6, Tyr14, 
Tyr25 及び Tyr42 に対する高感度定量系を用
いて、各リン酸化部位を定量し、単分子輸送
活性との関係を解析した結果、過酸化水素の
暴露濃度を変えることで、Tyr14 のリン酸化
量と単分子輸送活性が良好に相関した（R2 > 
0.91）。従って、P-gp の単分子輸送活性の変
動機構の一つを同定し、caveolin1 の Tyr14
のリン酸化定量が P-gp の単分子輸送活性を
知るためのバイオマーカーとなることが示
唆された。 
 
（５）ヒトへの応用へ向けて 
 QTAP 技術や再構築の手法を中枢疾患患者
に応用することが最終的なゴールである。本
課題では、その前段階として QTAP 技術をヒ
トの正常な脳毛細血管に適用した。また、ヒ
トに近いカニクイザルを用いて、マウスで実

証した再構築の理論がヒトに近い動物でも
適用可能であることを証明することを目的
とした。 
 先ず、16 歳から 77 歳のヒト大脳皮質（7
人のドナー）から脳毛細血管を単離し、QTAP
技術を用いて、トランスポーターを含む 114
種類のタンパク質分子の絶対発現量を測定
した。その結果、P-gp、BCRP、MRP4、ABCA2、
ABCA8 などの ABC transporter や CAT1, LAT1, 
MCT1, EAAT1, GLUT1 などの SLC transporter
のタンパク質発現が検出・定量された。マウ
スに比べて（14.1 fmol/ug protein）、ヒト
の P-gp の発現量（6.06 fmol/ug protein）
は小さいことが示された。サルと同程度であ
った。げっ歯類と異なり、ヒトでは P-gp と
同程度に BCRP が発現していることが明らか
となった。興味深いことに、有機アニオン性
物質を輸送する OAT3, OATPs および MRP4 の
発現量は、げっ歯類に比べて顕著に小さいこ
とが示唆された。その他げっ歯類と比べて異
なる点が多数存在した（論文⑧、⑨）。本成
果はヒト病態BBBへの応用へ向けた重要な第
一歩となった。今後、ヒト病態への応用を目
指す。 
 絶対発現量解析の結果から、カニクイザル
はヒトに極めて近く多くの分子の発現量が
ヒトの 3倍以内であることがわかった。特に
P-gp については 1.5 倍以内であった。このヒ
トに近いサルにおいて、in vitro からの再構
築の手法をバリデートすることは極めて重
要である。そこで、マウスと同様に、カニク
イザル P-gp の安定発現 LLC-PK1 細胞におい
て 6 種の P-gp 基質に対する輸送活性を計測
し、その絶対発現量で除し、カニクイザルの
脳毛細血管における P-gp の絶対発現量を統
合することによって、in vivo の BBB の P-gp
の輸送機能を再構築した。これに、血漿中及
び脳内の蛋白非結合型分率を統合し、実測可
能である Kp brain を再構築した。実測の Kp 
brain と比較した結果、全 6 化合物について
再構築値は実測の3倍以内で一致することが
示された。従って、サルにおいても in vitro
から発現量情報に基づいて in vivo の P-gp
の輸送機能を十分に再構築できることが示
唆された。以上のことから、本再構築理論は、
ヒトへの応用性がきわめて高いと判断でき
る（論文投稿中）。 
 
（６）まとめ 
本研究課題を通じて、病態では BBB の P-gp
の絶対発現量あるいは単分子輸送活性が変
動する場合が存在することを解明した。病態
時の in vivo の BBB の P-gp の輸送機能は、
単分子輸送活性と単離した脳毛細血管にお
ける絶対発現量の統合によって再構築され
るが、単分子輸送活性も変動する場合がある
ため考慮が必要であることが明らかとなっ
た。脳毛細血管の caveolin1 の Tyr14 のリン
酸化定量は、単分子輸送活性を推定するうえ
で有用なバイオマーカーとなることがわか



った。これらの成果は、病態時の BBB のトラ
ンスポーターの輸送機能を解明するための
新たな道を拓いた。ヒトやサルなどでも同様
の再構築が可能であることが示唆される検
討結果が得られたことから、ヒトの中枢疾患
時の BBB のトランスポーターの機能解明・機
能予測のために、応用可能であることが期待
される。In vitro から予測できる点は、創薬
の初期段階への適用性が高く、近い将来、創
薬において本課題で確立された手法が応用
されることが期待される。 
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