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研究の概要 
本研究は、高感度定量定性質量分析装置を用い脳関門を構成する脳毛細血管内皮細胞に発
現する輸送担体蛋白量を網羅的に定量化し、「血液脳関門輸送機構の定量的マップ」を完成
させ、さらに、定量的マップから機能未知の輸送担体を同定し、輸送機能の解明によって、
脳関門プロテオミクスによる「血液脳関門の新しい生理機能の解明」を実現する。 

研 究 分 野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・医療系薬学 
キ ー ワ ー ド：血液脳関門、プロテオミクス、トランスポーター、質量分析 

１．研究開始当初の背景 
 脳への薬物分布に重要な血液脳関門輸送
の研究は functional genomicsが主流であり、
「輸送担体の細胞膜局在性の証明とその基
質の同定」がボトルネックとなり全容の解
析まで至っていない。一方で、我々は、高
感度質量分析装置を用いて、膜タンパク質
の絶対発現量の高感度一斉定量に世界で初
めて成功した。この独自技術を脳関門輸送
研究に応用することで、上記のボトルネッ
クを克服することが可能となる。血液脳関
門のプロテオミクスを世界に先駆けて推進
することで、世界をリードし、より多くの
世界の研究者との共同研究へ発展させる基
盤整備が実現することができる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、高感度定量定性質量分析装置

を用い脳関門を構成する脳毛細血管内皮細
胞に発現する輸送担体蛋白量を網羅的に定
量化し、「血液脳関門輸送機構の定量的マッ
プ」を完成させ、さらに、細胞膜で多く発
現する機能未知の輸送担体について輸送基
質を同定し、血液脳関門の未知の生理機能
を解明する」ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 輸送担体蛋白質の絶対発現定量は、各輸
送担に特異的なトリプシン消化ペプチド断
片の絶対発現量を、同一のアミノ酸配列を
有する安定同位体標識ペプチドを内部標準
として液体クロマトグラフィ接続型質量分
析装置によって定量を行った（論文 2）。脳

毛細血管内皮細胞の高純度単離は、内皮細胞
特異抗原に対する抗体と磁気細胞単離装置
(MACS)を用いて行った（論文 3, 5）。 
 
４．これまでの成果 
定量の材料となる脳毛細血管内皮細胞の磁気
細胞分離による高純度分離法の確立を行った。
破砕条件、酵素条件、表面抗原等を検討し、
分離の最適化を行った。その結果、ラット、
マウスからの高純度分離法を確立した。脳毛
細血管内皮細胞のマーカー分子の mRNA 発
現レベルは、脳と比較して分離画分に濃縮さ
れた。さらに、神経細胞やアストロ細胞など
のマーカー分子の mRNA 発現レベルは従来
の分離法と比較して低かった。従って、確立
した手法を用いることで、より高純度の脳毛
細血管内皮細胞を回収できる。分離したラッ
ト脳毛細血管内視細胞を用い、MRP1 から
MRP6のサブタイプのmRNA発現を解析した
結果、MRP1 および MRP4 の高い発現が認め
られた。従って、これらサブタイプが血液脳
関門で重要な機能をしていると考えられる
（論文 5）。高純度マウス脳毛細血管内皮細胞
を用いて密着結合に重要な膜蛋白質である
Claudin のサブタイプ 1-24 の mRNA を解析し
た結果、Claudin-5 が極めて高い発現であるこ
とを明らかにした（論文 3）。 

さらに、Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
mode を用いた多検体同時の細胞膜タンパク
質の絶対量法を開発した。細胞膜サンプルの
可溶化条件、還元、アルキル化条件などの検
討を行い、ABC トランスポーターの ABCB, 
ABCC, ABCG サブファミリーの定量法を確
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立した。膜タンパク質のトリプシン消化に
関しても、最適条件の検討を行い、タンパ
ク質断片をほぼ 100％の調製できることが検
証できた。 

数種類のタンパク質について、トリプシン
消化ペプチド断片を質量分析装置で検出し、
ペプチド配列と検出強度との間の法則性を
解析した。その結果、7-15 個のアミノ酸から
構成されること、膜貫通ドメインなど疎水性
ペプチドを多く含む領域を排除し、塩基性ア
ミノ酸が繰り返される領域を排除する、など
の条件を満たしたペプチド断片を選択する
ことで、質量分析装置で高感度に定量するこ
とが明らかになった。この in silico設計法は、
タンパク質の配列情報にのみ基づいた定量
的膜タンパク質の質量分析法を開発できた
ことになり、普遍的な高感度絶対定量方法の
開発に成功した。当該ペプチド断片について
３種類の娘イオンを MRM mode で定量する
ことで定量値に配列情報の信頼性含めるこ
とが可能となり、高い信頼性で定量を行うこ
とができる（論文 2）。 

開発した方法を用いて、マウス脳毛細血管
内皮細胞に発現する輸送担体タンパク質の
絶対定量し、下記のような輸送担体蛋白質の
絶対発現量プロファイルを明らかにした。 

Glut1 90 fmol/μg protein 
Mct1 24 fmol/μg protein 
Asct2  16 fmol/μg protein 
Mdr1a 16 fmol/μg protein 
Bcrp  4.0 fmol/μg protein 
Taut  3.8 fmol/μg protein 
Lat1  2.2 fmol/μg protein 
Oatpf  2.4 fmol/μg protein 
Oatp2  2.1 fmol/μg protein 
Oat3  2.0 fmol/μg protein 
Mrp4  1.6 fmol/μg protein 

 脳毛細血管の血液側、脳側の細胞膜におけ
る局在量を明らかにするためには、それぞ
れの膜画分の純度が問題となる。そこで、
上記の定量法によって得られる絶対量を用
い、各膜のマーカー蛋白質の絶対量によっ
て純度を補正することによって、高純度に
膜画分を精製しなくても局在量を求めるこ
とができる方法論を構築した。本方法論で
肝臓をモデルとして解析した結果、免疫染
色によって報告さえている結果とよく一致
する結果が得られた。 
 輸送担体蛋白質の基質同定にのいても、
複数基質候補のカクテルを用いて、質量分
析装置によって一斉定量行うことによって、
評者標識化合物を用いずに効率よく多くの
化合物をスクリーニングする系を開発した。
本系で脳関門に発現する MRP4 の基質の探
索を行い、新規薬物基質を多く同定した（論
文 4）。 
 

５．今後の計画 
 独自開発した高感度定量技術を用いて、脳
関門における定量的マップを完成し、発現が
あるにもかかわらず脳関門において機能未知
のトランスポーターを同定する。同定した分
子の輸送機能を独自開発の基質同定システム
によって解析し、絶対発現量を基にした in 
vivo 活性の再構築によって脳関門輸送への寄
与と生地機能を解明する。 
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