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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、我々は①ヒトiPS細胞由来脳毛細血管内皮細胞（hiEPC）の血液
脳関門（BBB）機能を向上させる因子の発見、②ヒトiPS細胞由来血管内皮前駆細胞から脳毛細血管内皮細胞
（BMEC）への成熟化を開発し、不死化BMECと同等の経内皮電気抵抗値を示す培養法の同定、③hiEPCの大量培養
を可能にする低分子化合物の発見、④hiEPCの凍結保存法の開発、⑤BMECの分化形質を向上させる不死化アスト
ロサイトと不死化ペリサイトとの共培養法の確立、⑥ヒトiPS細胞由来BMECの遺伝子発現量をmRNA-seqにより網
羅的に解析することでBBB機能を高めるために必要な遺伝子群を発見した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we 1) discovered factors that improve blood-brain barrier 
(BBB) function of human iPS cell-derived brain microvascular endothelial cells, 2) identified a 
culture method to mature human iPS cell-derived endothelial progenitor cells into brain 
microvascular endothelial cells (BMECs) that exhibit transendothelial electrical resistance (TEER) 
values above those of immortalized BMECs, 3) discovered small molecule compounds that enable mass 
culture of human iPS cell-derived endothelial progenitor cells, 4) developed a cryopreservation 
method for human iPS cell-derived endothelial progenitor cells, 5) established a co-culture method 
for immortalized astrocytes and immortalized pericytes that improve the differentiation of BMECs, 
and 6) discovered genes needed to enhance BBB function by comprehensively analysis of gene 
expression levels of human iPS cell-derived BMECs using mRNA-seq.

研究分野：臨床薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢神経を標的とした医薬品の開発において、医薬品が脳内へ移行できるかどうかはBBBの影響が大きい。その
ため、生体内のBBBを模倣したモデルは創薬研究等において非常に重要であるが、開発は難航している。本研究
成果は、これまでのBBBモデルに利用されていた不死化細胞を上回る機能を持ったiPS細胞由来BMECの開発に成功
し、またアストロサイトやペリサイトと共培養によりBBBモデルの構築が可能であることを示した。さらに、
BMECの前駆細胞を大量に培養する方法の確立ならびに凍結保存方法の開発にも成功しており、iPS細胞由来BMEC
を用いたBBBモデルの創薬研究や薬物動態研究への応用を確立できたといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
医薬品やサイトカインなど様々な物質の脳への移行を制限している血液脳関門（Blood 

Brain Barrier: BBB）は、脳毛細血管内皮細胞（Brain Microvascular Endothelial cells: 
BMEC）を中心として、その周囲に周皮細胞（ペリサイト）が数多く接着し、星状膠細胞（ア
ストロサイト）の足突起がさらに覆う構造をとっている。これまで薬物動態研究や創薬研究
に応用するために、BBBの構造を in vitroで模倣する取り組みが数多く取り組まれてきた
が、生体内の BBB機能には及ばなかった。特に、BBB機能において物質の脳内移行の制限
を担っている BMEC 間ジャンクションが生体内の BBB と比較して著しく低いことが報告
されている。ところが、2012年に Lippmannらにより非常に強固な BMEC間タイトジャ
ンクションを形成する iPS 細胞由来 BMEC が発表され、その後いくつかの iPS 細胞株に
おいても同様に報告された。Lippmannらの方法では、iPS細胞を bFGF不含 iPS培地で
5日間培養後、血管内皮細胞用培地で 4日間培養し、ラット初代培養アストロサイトや初代
ヒト胎児神経細胞塊と共培養することで、BMECへ分化させる。BMECとしての機能は高
いが、分化方法を含めた次の 3点において非常に煩雑であり再現することが難しい。 
（1） iPS細胞から分化させたBMEC塊は神経細胞との混合物であり、BMECのみの機能を測定
している訳ではない。 

（2） 共培養させるラット初代培養アストロサイトの単離が煩雑であることや初代ヒト胎児神経細胞塊
の入手が非常に難しい。 

（3） 生体内 BBBの構造を模倣した BMEC とペリサイト、アストロサイトの３種類を共培養させた実
験を行っていない。 
 本研究では以上の 3点を下記に示す方法で改良することで、生体内 BBBモデルを簡便に
構築する方法を確立することを目的としている。 
 
２．研究の目的 
 これまで薬物動態研究や創薬研究に応用するため、様々な BBBモデルの構築が行われて
きたが、残念ながら生体内と同等の機能をもったモデルの構築にはいたっていない。だが最
近、iPS 細胞から作製した BMEC とアストロサイトを用いた BBB モデルが、生体内に近
いタイトジャンクション機能をもっていることが報告された。iPS細胞から BMECへ分化
誘導することが重要であると考えられたが、実験方法が非常に煩雑であり簡便に再現でき
る方法ではない。そこで本研究では、我々が確立した新規ヒト iPS 細胞由来血管内皮前駆
細胞と既に樹立されている温度感受性ヒト不死化アストロサイトとペリサイトを用いて、
簡便に生体内と同様の機能をもつ BBBモデルを構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、我々が確立したヒト iPS 細胞由来血管内皮前駆細胞、温度感受性不死化ヒトア
ストロサイトとペリサイトを用いて、BBB モデルを構築し、下記のような方法で機能を解析
する。 
（1） RT-qPCR法等による iPS細胞由来血管内皮前駆細胞から BMECへの分化誘導の確認 
（2） 経内皮電気抵抗値測定による、BBBモデルにおけるタイトジャンクション機能の測定 
（3） 薬物透過試験によるトランスポーター機能の測定 
（4） トランスポーターの局在、タイトジャンクションの形態学的解析 
iPS 細胞由来 BMEC の網羅的遺伝子解析による BBB に必須な遺伝子の同定 
 
４．研究成果 
本研究課題において、我々は①ヒト iPS 細胞由来脳毛細血管内皮細胞の BBB 機能を向上
させる因子の発見、②ヒト iPS 細胞由来血管内皮前駆細胞から BMEC への成熟化を開発し、
不死化 BMEC 以上の経内皮電気抵抗（TEER）値を示す培養法の同定、③ヒト iPS 細胞由来血
管内皮前駆細胞の大量培養を可能にする低分子化合物の発見、④ヒト iPS 細胞由来血管内
皮前駆細胞の凍結保存法の開発、⑤BMEC の分化形質を向上させる不死化アストロサイトと
不死化ペリサイトとの共培養法の確立、⑥ヒト iPS 細胞由来 BMEC の遺伝子発現量を mRNA-
seq により網羅的に解析することで、BBB 機能を高めるために必要な遺伝子群を発見した。 
ヒト iPS 細胞由来血管内皮前駆細胞から BMEC への分化誘導法の開発（①および②）にお
いては、BBB 機能を向上させる因子の組み合わせを発見した。 



ヒト iPS 細胞由来血管内皮前駆細胞の大量
培養・凍結保存法の開発（③および④）につい
ては、低分子化合物の組み合わせにより低分
子化合物非添加群と比較して 100 倍程度増殖
能力を高めることに成功した（図 1A）。さらに
この方法によって、内皮細胞の老化を示すβ-
ガラクトシダーゼの値が細胞増殖を繰り返し
ても抑えられていることを示した（図 1B）。こ
のことから、前駆細胞としての能力を維持し
たまま大量培養が可能であることが示唆され
る。凍結保存についても、血管内皮前駆細胞の
機能を失うことなく長期間凍結保存後に解凍
することが可能であることが示され、凍結保
存法の開発にも成功している。 
BBB モデルの構築（⑤）に関しては、まず初
めにヒト不死化 BBB 細胞を用いて共培養法の
開発を行った（図 2）。ヒト不死化 BBB 細胞を
用いたモデルの開発によりトランズウェルプ
レートを用いた二次元型プロトタイプ BBB モ
デルの構築に成功した。また、この BBB モデル
を用いて医薬品等による BBB 透過性について
も解析を行った（図 2B）。 
BMEC において BBB 機能を高めるために必要
な遺伝子群（⑥）について、iPS 細胞由来 BMEC
の mRNA-seq による解析を行い発見した。iPS 細
胞由来 BMEC には、我々が発見したタイトジャ
ンクション機能を向上させる低分子化合物添
加群と非添加群を比較して、有意に上昇する遺
伝子群を解析した。その結果、我々が発見した
低分子化合物は、既に報告のあるタイトジャンクション機能を高める遺伝子群ではあった
が、それらの発現を高めることでタイトジャンクション機能を亢進していることが示され
た。 
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