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研究成果の概要（和文）：本研究は、標的絶対定量プロテオミクス(Quantitative　targeted absolute proteomics)を
基盤として、「動的インターフェースとしての血液脳関門(BBB)輸送機能の可塑性(plasticity)」の分子機構を解明す
ることを目的とした。具体的には、てんかんや炎症脳病態マウスモデルにおけるBBB輸送タンパク質の発現とP-糖蛋白
を介した輸送機能の変動を解明した。さらに、ヒト脳毛細血管内皮細胞における酸化ストレスや炎症性サイトカイン暴
露時のP-糖蛋白の輸送機能の変動と、その制御タンパク質のリン酸化による輸送活性調節機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present research was to clarify the molecular mechanisms of 
the functional plasticity of the blood-brain barrier (BBB) transport system as a dynamic interface. By 
quantitative targeted absolute proteomics and in vivo study, the changes in the expression levels of 
transporter proteins and the P-glycoprotein transport function at the BBB were clarified in mouse models 
of epilepsy and inflammation. Quantitative phospho-proteomics and in vitro study revealed the change in 
P-glycoprotein transport and its regulatory mechanisms via the phosphorylation of the assembly protein 
and/or second messenger protein under the exposures of oxidative stress and inflammatory cytokines in 
human brain capillary endothelial cells. Therefore, the functional plasticity of the BBB transport system 
would be produced by not only the changes in the expression levels of transporter proteins on the plasma 
membrane but also the phosphorylation of the signal transduction-related proteins.

研究分野： 薬物動態学、定量プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
てんかんや悪性脳腫瘍などの、難治性の脳

疾患に対する薬物治療において、病態の進行
に伴う薬剤感受性の低下は、治療成績を増悪
させる深刻な問題である。その原因の一つは、
P-glycoprotein(P-gp)の発現上昇に代表さ
れる、病巣部位の血液脳関門(Blood-brain 
barrier, BBB)における薬物輸送機能の変動
であるとの説が有力視されている(Nat Rev 
Neurosci 6:591-602, 2005)。しかし、裏付
けとなるデータは、ノックアウトマウスや免
疫染色を用いた定性的かつ現象論的な解析
が中心となっており、ヒト病態時の BBB の解
析手法の限界がボトムネックとなっている。 
私達は、これまで in vivo 排出輸送実験系

の開発、特異抗体を用いたトランスポーター
局在性の解明、質量分析装置を用いた網羅的
基質の探索といったfunctional genomics を
基盤として、「神経活動の支援防御のための
BBB 輸送系」の分子機構を解明してきた。さ
らに、質量分析装置を用いて世界で初めて in 
silico ペプチド設計法に基づいた細胞膜タ
ンパク質の絶対定量法を開発(Pharm Res 
25:1469-83, 2008, 2010 年 AAPS 最優秀論文
賞受賞。日本、米国特許取得)、あらゆるタ
ンパク質の多種類同時絶対定量法の開発に
成功し、サル及びヒト BBB に発現するトラン
スポータータンパク質の絶対定量値を決定
した(J Pharm Sci 100:3939-50, 2011; J 
Neurochem 117:333-45, 2011)。しかし、い
ずれも正常時の機能解析が中心であるため、
真の生理的役割の解明及び中枢疾患に対す
る治療戦略の構築には「病態時の BBB の可塑
的変化の分子機構を明らかにする」必要性に
迫られている。 
脳科学領域では、古くから「シナプス可塑

性(神経機能は、遺伝情報によって全てが決
定されているわけではなく、神経活動に依存
してシナプス伝達効率が可塑的に変化す
る)」の概念が提唱され、記憶や学習の基礎
過程と考えられている。その分子的実体は、
神経伝達物質やサイトカインなどの受容体
や細胞内のセカンドメッセンジャーのリン
酸化反応である。そこで、細胞内情報伝達系
やトランスポーターのリン酸化体及び非リ
ン酸化体の定量的発現プロファイルに基づ
いて、BBB の可塑性の分子機構を解明するこ
とで、脳病態時の BBB の生理的役割を解明す
るだけでなく、中枢疾患治療に寄与するとの
本研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究は、標的絶対定量プロテオミクス

(Quantitative  targeted absolute 
proteomics, QTAP)を基盤として、「動的イン
ターフェースとしての BBB の可塑性
(plasticity)」の分子機構を解明し(図 1)、
BBB の生理機能の本質に迫ることを目的とし
た。具体的には、以下に示す課題を解決し、
細胞内情報伝達系を含めたリン酸化及び非

リン酸化タンパク質の絶対定量を軸として、
難治性脳疾患の病態における「BBB の輸送・
代謝機能の可塑的変動機構」を解明し、薬物
治療耐性克服への突破口を開く計画である。 
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(1) 標的絶対定量プロテオミクスを用いて、
脳疾患モデルマウスの毛細血管における、
トランスポーター発現の量的変化を解明
する。 

(2) 網羅的定量プロテオミクスを用いて、
正常時及び病態モデルのヒト脳毛細血管
内皮細胞において、リン酸化タンパク質を
網羅的に比較定量解析し、細胞情報伝達に
関与するセカンドメッセンジャーを同定
する。さらに、リン酸化及び非リン酸化タ
ンパク質を高感度絶対定量することで、リ
ン酸化部位及びリン酸化量の変動を解析
し、BBB 輸送機能の動的調節の分子機構を
解明する。 

(3) 病態時のBBBにおける薬物輸送機能の変
動を、トランスポーターや細胞内情報伝達
系タンパク質のリン酸化量の定量解析に
基づいて予測する基盤を構築する。 

 
３．研究の方法 
(1) 脳病態マウス脳血管におけるトランス
ポータータンパク質の量的発現変動と BBB
輸送機能の再構築 
てんかんモデルは、ペンチレンテトラゾー

ル(PTZ)の腹腔内投与によって誘発されるて
んかんマウス、およびヒトてんかんに最も近
いモデルとされる EL マウスを用いた。さら
に、フェニトインを反復投与したマウスを、
薬物治療モデルとして作成した。炎症モデル
は、lipopolysaccharide(LPS)の腹腔内投与
によって作成した。正常マウス及び脳病態マ
ウス脳血管から脳毛細血管を単離し、標的絶
対定量プロテオミクス(QTAP)を用いて、トラ
ンスポーターの一斉定量を行った。P-gp につ
いては、in vitro 輸送系から算出した単分子
輸送活性と脳病態モデルマウスの脳毛細血
管内皮細胞における絶対発現量から、BBB に
おける P-gp の輸送活性を再構築した。 
 
(2) ヒト脳毛細血管内皮細胞株(hCMEC/D3
細胞)を用いたリン酸化変動タンパク質の
同定と輸送機能との関連性の解析 



酸化ストレス(過酸化水素)や炎症性サイ
トカイン(TNF-alpha)を暴露したhCMEC/D3細
胞からタンパク質画分を調整し、トリプシン、
LysC を用いて消化した。Hammoc (Hydroxy 
acid-modified metal oxide chromatography) 
法を用いてリン酸化ペプチドを濃縮精製し
た後、フォスファターゼを用いて脱リン酸化
した。リン酸化ペプチドの量的変動を、
2D-ICAL 法(2-Dimensional Image Converted 
Analysis of Liquid chromatography and mass 
spectrometry)を用いて比較解析し、リン酸
化量が変動するペプチドを同定した。さらに、
高分解能質量分析装置を用いて、リン酸化ペ
プチドを絶対定量し、活性化するシグナル伝
達経路を同定した。細胞情報伝達経路の特定
は、siRNA によるノックダウンによって解析
した。BBB輸送機能の変動については、in vivo
マウスを用いた薬物の静脈内投与による定
常状態での血液-脳間分配係数の算出又は基
質薬物の細胞内への取り込み量の算出に基
づいて解析した。さらに、hCMEC/D3 細胞を用
いて、P-gp の単分子あたりの輸送活性を算出
し、それらを制御する調節因子のリン酸化量
との相関関係を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) てんかん及び炎症病態マウスモデルの
脳毛細血管におけるトランスポーターの
発現変動と P-gp 輸送機能の再構築 
PTZ てんかんモデル、ELマウス、フェニト

イン薬物治療モデル及び炎症モデルマウス
から脳毛細血管を単離し、標的絶対定量プロ
テオミクス(QTAP)を用いて、31 種の機能性タ
ンパク質の絶対発現量を算出した。その結果、
PTZ てんかんモデル、ELマウス及びフェニト
イン薬物治療モデルにおいて、P-gp の発現量
が、正常マウスに比べて有意に増加していた。
さらに、P-gp の発現量増加との単分子活性を
組み入れた数理モデルを用いて、基質となる
ベラパミルのBBB透過性の変動を再構築する
ことに成功した。対照的に炎症モデルでは、
P-gp の発現量は変化せず、有機アニオントラ
ンスポーターの発現量が有意に低下してい
た。以上の研究結果から、ボトムネックとな
っていた病態時のBBBの解析手法の限界を克
服するとともに、脳疾患に対する薬物治療に
おいて薬剤感受性の低下の原因の一つが、病
巣部位のBBBにおける薬物輸送機能の変動で
あることが示唆された。 
 

(2)アトモルレベル高感度標的リン酸化プロ
テオミクスの確立と脳毛細血管内皮細胞
において輸送機能変動に関与するリン酸
化タンパク質の同定 
酸化ストレス病態モデルとして、過酸化水

素を暴露したヒト脳毛細血管内皮細胞株
(hCMEC/D3 細胞)を用い、P-gp/MDR1 単分子輸
送活性の制御機構を解明した。hCMEC/D3 細胞
における P-gp を介したビンブラスチンの排
出輸送活性は、過酸化水素による暴露濃度依

存的に低下した。細胞全体の P-gp 絶対発現
量は有意に変動しない一方で、細胞膜上の
P-gp の内在化が示された。網羅的リン酸化定
量プロテオミクス解析の結果、過酸化水素に
よる P-gp 輸送活性低下に伴って、リン酸化
量が増加するタンパク質を同定した。その中
か ら 、 細 胞 膜 結 合 タ ン パ ク 質
caveolin-1(Cav1)の特定リン酸化部位のペ
プチドの絶対量と P-gp の単分子輸送機能が
相関することを見出した。さらに、細胞内情
報伝達に関与する tyrosine-protein kinase 
Src のリン酸化が検出された。以上の結果か
ら、ヒト BBB の P-gp 輸送機能の制御機構と
してカベオリン-1のTyr14リン酸化が関与す
ることを解明した。本研究成果から、酸化ス
トレス病態において、脳毛細血管内皮細胞に
おける細胞情報伝達経路の活性化による
P-gp 機能の制御機構の一端が解明された。 
 
(3) 炎症病態時における BBB 輸送機能の変
化と細胞情報伝達経路の変動機構の解明 
炎症病態モデルとして、炎症性サイトカイ

ン(TNF-alpha)を暴露した場合の、P-gp の輸
送機能の変動とその制御に関わる分子の同
定を行った。TNF-alpha で処理した hCMEC/D3
細胞では、細胞膜上の P-gp は内在化しなか
った。一方で、TNF-alpha の暴露濃度依存的
に、基質であるビンブラスチンの排出輸送活
性が有意に低下することを示した。網羅的リ
ン酸化定量プロテオミクスによって、
TNF-alpha 処理によってリン酸化量が変動
するシグナル伝達分子を同定した。siRNA を
用いた発現抑制実験の結果、ビンブラスチン
排出輸送活性の低下は、有意に減弱した。以
上の結果から、hCMEC/D3 細胞の TNF-alpha 暴
露による炎症モデルにおいて、P-gp の単分子
あたりの輸送活性が低下することが示唆さ
れた。さらに、同モデルにおける P-gp の単
分子輸送活性の低下には、シグナル伝達分子
のリン酸化量の増加が関与している可能性
が示された。 
以上の結果から、酸化ストレス及び炎症病
態の BBB における P-gp 輸送機能の低下は、
異なる情報伝達機構を介して制御されるこ
とが示唆された。これらの知見は、本研究に
おいて解明を目標とした「動的インターフェ
ースとしての BBB の可塑性」を説明する分子
機構として、明確に位置づけられる。 
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