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研究成果の概要（和文）：血液脳関門(BBB)とは，密着結合した血管内皮細胞と神経細胞によって構成される機
構で，脳内に入る物質を厳格に制限し，脳内環境の恒常性維持の役割を担っている．しかし，このBBBは殆どの
薬を通さないため，神経変性疾患の治療薬開発の妨げとなっている．本研究では，微細加工技術を駆使し，特に
血管内皮細胞と脳細胞の相互作用が可能なBBBモデルを構築し，BBBの選択的物質輸送の仕組み理解を目指した．
具体的には，独自開発したマイクロメッシュ培養法を駆使し，BBB機能で主役となっている内皮細胞のシート状
組織を開発した．内皮組織のシート化によって観察も，薬の評価も簡単にできるBBBの体外モデルの構築を可能
にした．

研究成果の概要（英文）：The blood brain barrier (BBB) is barrier which strictly regulates the 
transport of substances into the brain, thereby contributing to the maintenance of brain 
homeostasis. Because BBB is highly selective, most molecules, including many promising drug 
candidates, cannot enter into the brain space from the blood, hindering the development of drugs for
 neurodegenerative diseases such as Alzheimer. Although the mechanism for the selective transport of
 BBB remains unknown, it is thought to be modulated by the interaction between endothelial cells and
 brain cells, specifically, astrocytes. In this study, employing our novel technology of micromesh 
culture, we focused on developing a microdevice which emulates the basic components of in vivo BBB 
for application in the study of the interaction between endothelial cells and brain cells (neural 
cells). Endothelial cell sheets were generated and a co-culture system established for future 
application to the study of BBB functionality.    

研究分野：マイクロバイオシステムス

キーワード： ３次元共培養デバイス　血管ー神経相互作用　　血液脳関門　　メッシュ培養技術　　細胞間相互作用

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳内環境は有害物質によって乱されると脳細胞の活動が阻害され，神経変性疾患の発端となる．このため，血液
脳関門（BBB）という組織によって守られている．BBBは，脳内毛細血管を構成する内皮細胞が密着結合を形成
し，血液から脳内への物質の出入を厳しく制限することで，脳内環境を安定に維持している．しかし，この厳し
い物質通過の制限のせいで神経変性疾患をターゲットに開発された薬の殆どが失敗に終わっている．本研究は，
このBBBの仕組み理解に役立つモデルを構築し，さらにそれを用いてBBBの働きである選択的物質輸送の仕組みを
調べた．将来的には，このモデルを使って事前にBBBを通過できる薬の開発や評価に役立てたい．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年，MEMS（Micro Electro Mechanical 

Systems）技術を用いて製作した細胞培養用マ
イクロデバイスにより，複雑で動的な生体内
環境を生体外で再現し，器官や組織の機能を
調べることが可能になりつつある（Bhatia N.S. 

& Ingber D.E, Nature Biotechnology, 32, 

760–772, 2014; Jang, K. J. et al.: Lab on a Chip, 

10, 36, 2010）．このような組織・臓器の機能
を 再 現 し た マ イ ク ロ デ バ イ ス は
“organ-on-a-chip”と呼ばれ，動物愛護活動に
よって減少傾向にある動物実験の代替法と
して，特に創薬分野において非常に注目され
ている．現在，organ-on-a-chip の研究は米国
を中心に盛んに行われており，様々な生体組
織をチップ上で再現する試みがなわれてい
る(Huh, D. et al.: Science, 328, 1662, 2010)．し
かし，国内に目を向けるとこのような研究例
がほとんどなく，欧米に遅れをとっていると
言える．今後，organ-on-a-chip が新薬検査等
の標準プラットホームになりうることから，
この分野を立ち上げる必要性に異論はない．
創薬分野のみならず，病理学的・生物学的メ
カニズムの解明においても，細胞間相互作用
や細胞分泌物の計測が容易にできる
tissue/organ-on-chip が有用であると言える． 

 脳内には，密着結合した血管内皮細胞と神
経細胞によって構成される血液脳関門 

(Blood Brain Barrier; BBB) が存在し，脳内に
入る物質を厳格に制限して脳内環境の恒常
性維持において，大きな役割を果たしている．
しかし，この BBB は殆どの薬を通さないこ
とから，アルツハイマー病等の脳疾患の治療
薬の開発を妨げている．本研究では，BBB機
構における血管内皮細胞と脳細胞（神経細
胞）の相互作用に着目し，BBBが担う選択的
物質輸送の仕組み理解を目指すことで，創薬
に役立てる．  

血液脳関門の構成を図 1A に示す．密着結
合した血管内皮細胞とその裏に接着してい
るペリサイト（perycites）が血管側にあり，
血管側と相互作用するアストロサイト
（astrocyte）およびニューロンが脳側にあっ 

て neurovascular unit (NVU））という機能ユニ
ットを構成している（図１A）．本研究では，
血液脳関門を再現した３次元共培養マイク
ロデバイスを開発し，刺激応答計測や物質輸
送計測を行うことで，血管細胞と脳細胞の相

互作用によって生み出される血液脳関門の
機構を明らかにする．図 1B に示すように，
機能ユニット(NVU)をマイクロデバイス上で
再現する 

 

２．研究の目的 

本研究では， 我々が独自に開発したモノ
レイヤー細胞シート作製技術及びマイクロ
流体技術を駆使し，血管細胞と神経細胞の３
次元共培養を可能にするマイクロデバイス
を開発することにより，血液脳関門
（blood-brain barrier）の基礎機能ユニットを
生体外で再現することを目指した．これによ
り，複雑な生体内では研究が難しい血管―神
経における異種細胞間相互作用をより高分
解能で，かつリアルタイムで計測できるよう
になり，血管―神経相互作用に関連する疾患
の病理学的メカニズムの理解に役立てる．さ
らに，脳細胞と血管細胞の異種細胞間相互作
用によって生み出される血液脳関門の物質
輸送の機構とその破綻メカニズムの理解に
も貢献でき，脳環境の恒常性維持において重
要な役割を果たす血管脳関門の機構の解明
と，その破綻に起因するアルツハイマー病等
の疾患の学理解明を図る． 

 

３．研究の方法 

血管内皮細胞による密着結合が血液脳関
門の機能において最も重要である（図 1B）．
しかし，通常のディッシュ培養やマトリゲル
培養では血管内皮細胞は密着結合を形成し
にくい．この課題に対応するため，我々は，
「マイクロメッシュ培養法」という，細胞同
士の相互接着と自己組織化を誘導し，層状な
細胞シートの形成を誘起する手法を開発し
た (Okeyo et al., Biomedical Physics & 

Engineering Express: 2, 065019, 2016)（図２）．
本法では，線幅が狭く（5 μm未満），開口部
の広い（100 μm以上）ことが特徴の微細構造
メッシュシートを培養液中に吊るし，その上
に直接細胞を播種して培養することにより，
細胞同士の接着と自己集合的組織形成を誘
導し，メッシュ上で層状な細胞レイヤーを作
製する（図 3）．本研究では，この技術を生か
し，脳毛細血管の内皮細胞をメッシュ培養す
ることで，密着結合を維持した血管内皮細胞
のモノレイヤー組織を構築することを目指
した．つまり，血管内皮細胞と相互作用する

図１．血管―神経の機能ユニット(A)およびそれを再現したマイクロデバイスの概略図(B) 



脳細胞群（アストロサイトとニューロン）を，
細胞イメージングや刺激付与の器具を備え
たマイクロ流体デバイス内に組み込むこと
で， 血液脳関門の生体内構成と機能を厳密
に再現した生体外モデルを実現することが
本研究の最終目標である． 

 

４．研究成果 

 

4.1. 内皮細胞シートの作製 

 

血液脳関門では，血管内皮細胞が形成する
タイトジャンクションが物質の選択的輸送
において重要な機構であるため，本研究で目
指したデバイスにおいても，その形成が得ら
れる条件の検討に注力した．血管内皮細胞と
して，比較的入手しやすく，一般的に広く使
われている HUVEC (human umbilical vascular 

endothelial cell)を使用した．前述の通り，
HUVEC は通常のディッシュ培養では滅多に
密着結合を形成しない．そのため，本研究で
は，細胞間接着を促すマイクロメッシュ培養
を用い，密着結合が形成される培養条件の検
討を行った． 

HUVEC をメッシュ培養した結果を図 4 に
示す．図 4より明らかなように，細胞接着が

幅僅か 5 μm の線上に限定されるメッシュ上
でも HUVECが接着し，進展して部分的にシ
ートを形成することが分かった．しかし，細
胞増殖が 4～5 日で減少し，25 日が経過して
もメッシュ全面（=4 mm）が完全に覆われる
ことはない．完全な HUVEC 細胞シートを得
るために，次に説明するように，培養環境の
改善を図った． 

培養環境の改善策として，メッシュとマト
リゲルを組み合わせた３次元培養を導入し
た．これを改善メッシュ培養法とよび，図 5A

に示す．この方法では，まずメッシュ上に
HUVEC を播種し，細胞の接着と伸展を確認
した後，メッシュごとを引っ越し，予めゲル
化させた 40%マトリゲルの上にオーバレイ
するように配置し，培養を行う．この方法で
得られた HUVEC細胞シートを図 5Bに示す．
この図より，メッシュ単体に比べ，HUVEC

が伸展してメッシュ全面に細胞シートが形
成されていることが明らかである．また，
VE-Cadherin の免疫染色結果より，接着結合
の形成が確認された．これは，マトリゲルは
HUVEC の培養に必要な栄養要素やサイトカ
インを豊富に含んでいるため，メッシュ単体
で HUVECを培養した時に比べて，オーバレ
イ培養のほうが伸展も増殖も長時間維持さ
れるためである．しかしながら，図 5B に示
すように，免染ではタイトジャンクションを
示すOccludinの結果が思わしくなかったので，
その原因を引き続き調査中である．血管内皮
細胞が血流によるせん断応力に敏感なこと
から，今後，せん断流れを付与した培養環境
下でタイトジャンクションの形成条件を継
続して検討して行く予定である． 

  

4.2. 内皮細胞・脳細胞の３次元培養の検討 

 

上記のマトリゲルオーバレイ培養は脳細
胞の３次元培養との組み合わせにも有用な
改善策であった．ここでは，血管・脳細胞の

図 2：メッシュ培養法 

図 3：メッシュ培養法で得られた細胞シ
ートの一例 

図 4.培養条件改善前のメッシュ上のHUVEC 

 
図 5 改善培養環境下における HUVEC 細
胞シート 



３次元共培養システムの確立を目指した．脳
幹細胞をマトリゲル層内で培養し，さらに分
化誘導試薬を導入することで，アストロサイ
ト，神経細胞，およびオリゴデンドロサイト
への分化誘導を試みた． 

ディッシュ上での分化誘導の結果より，神
経細胞への分化が比較的高い確率で得られ
た一方で，アストロサイトへの分化効率が極
めて低かった．そこで，神経幹細胞(Neural 

stem cells)をマトリゲル層内で 3 次元培養を
行いながら，その上部にメッシュ上に接着し
た内皮細胞（HUVEC）を配置するという共培
養システムを新たに作った．HUVEC の挙動
観察を行ったところ，HUVEC 単体を培養し
た時に比べ，共培養システムでは HUVECシ
ートが顕著に凝集し，密着した携帯を取った
（図 6）．さらに，神経幹細胞の増殖が改善し
たに加え，神経細胞への分化も顕著に改善し
た．しかし，アストロサイト分化には特に影
響はなかった．これを受け，現在，BMP4 の
アストロサイト分化誘導に用いられるサイ
トカインを用いて改善を図っている． 

６．まとめ 

本研究では，BBBの３次元モデルの樹立を
目指し，血管内皮細胞シートの作製手法の確
立，および脳細胞の３次元培養は達成できた．
しかし，最終目的の相互作用の検討にはまだ
至っておらず，今後，脳細胞の培養環境を模
擬するため，マトリゲルの濃度を変更しつつ，
神経細胞の分化効率改善を行うとともに，原
子間力顕微鏡などの手法を用い，アストロサ
イトと血管内細胞の相互作用の検討を行う．
さらに，メッシュ培養法で得られた血管内皮
細胞のモノレイヤー組織を積層化すること
で，生体内と同様の二層構造の構成で再度血
管・脳細胞の相互作用の検討を行う予定であ
る． 
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