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研究成果の概要： ヒト血液脳関門・血液神経関門構成内皮細胞および血管周細胞の計 4 種類

の不死化細胞株を樹立した。得られた細胞株は 33oC で急速に分裂・増殖し、37oC では増殖が緩

徐となり、一次培養細胞に近い性質に戻ることが確認できた。それぞれ、バリアー由来内皮細

胞および血管周細胞固有のレセプター、トランスポーターを良好に発現していた。血管周細胞

は共培養系において内皮細胞のバリアー機能を維持していることが明らかになり、今後の各種

神経疾患研究ツールとして有用であることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 自己免疫性神経疾患発症の主役が病的 T

リンパ球や神経系に対する自己抗体であ

ること論を待たない。これらが全身循環

系から神経組織実質へ侵入する“窓口”

としての血液脳関門・血液神経関門研究

の重要性はかねてから唱えられていたが、

バリアー構成細胞の培養をはじめとする

技術的な困難性が最大のネックとなって、

国内外ともほとんど着手する者のない状

況であった。申請者は数年にわたってバ

リアー構成細胞の一次培養手技の安定化

や細胞学的実験方法の確立につとめ

(Kanda T et al.,  J Cell Biol 126: 

235-246, 1994; Kanda T et al.,  J 

Neurosci Res 49, 769-777, 1997)、その

結果、平成 15 年の神経免疫学会ではワー

クショップの 1 つを主催することができ、

同年以降の日本神経免疫学会では、常に

血液脳関門のセッションが設けられるま

でに注目度が上昇していた。 

(2) このような状況を背景とし、バリアーを

構成する内皮細胞の不死化細胞株を安定

的に大量に研究に用いることを立案した。

これが可能になれば、国内外の多数の研

究者が血液脳関門・血液神経関門の細胞
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学的研究に参入し、免疫性神経疾患の治

療に向けた研究の中で新しい大きな潮流

となることは確実である。また、筋萎縮

性側索硬化症、遺伝性脊髄小脳変性症な

どの難治性神経変性疾患を治療しようと

する内外での試みは、莫大な知見の蓄積

となって現在に至るが、ほとんどの疾患

に対しては、未だに具体的な治療方策を

見いだせないのが現状である。この原因

の一つは、各種神経栄養因子、siRNA、オ

リゴヌクレオチドなど、病的神経細胞を

救出する多くの手段を我々は既に得てい

るにもかかわらず、それを必要とする神

経細胞の近傍へ運ぶことができないとい

う点にある。本研究によってバリアーを

超えた有効薬剤の神経実質内への

delivery が確立すれば、神経疾患の治療

を肝臓・腎臓などの一般臓器のそれと同

列に論ずることが可能となり、現在に至

るまで蓄積された神経細胞に関する基礎

的知見が、一気に現実の患者の治療とし

て実を結ぶことは確実であろうと考えた。 

(3) 上記の点をふまえ、研究開始当初は研究

目的を以下の 3つの段階に設定した。１）

ヒト血液脳関門及び血液神経関門の不死

化細胞株を樹立する。同細胞を用いて、

２）難治性神経疾患での病的リンパ球の

神経実質内浸潤及び関門破綻機序を分子

レベルで解明する。さらに、３）siRNA

を用いたリンパ球浸潤・関門破綻抑制剤

を開発するとともに siRNA の有効な中枢

神経内導入法を開発し、難治性神経疾患

の新規治療法の突破口を開く。実際には、

3 年間の研究の大部分は第 1 段階に費や

されたが、第 2 段階も不十分ながらいく

つかの重要な結果を得ることができた。 

 
２．研究の目的 
(1) ヒト血液脳関門及び血液神経関門の不死

化細胞株を樹立する。 

(2) 同細胞を用いて、難治性神経疾患での病

的リンパ球の神経実質内浸潤及び関門破

綻機序を分子レベルで解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト血液脳関門を構成する内皮細胞の一

次培養法の確立 

文書上の許諾を得られた剖検脳を可及的無

菌的にとりだした。大脳皮質を中心に脳の一

部(3x3x3cm 大)を切り出し、培養液で複数回

洗浄した。血液脳関門と直接の関連のない脳

軟膜血管の混入を避ける目的で、実体顕微鏡

下に丁寧に軟膜を剥離、破棄し、軟膜をはが

し終わった脳を 2-3mm径の小片に細切した後、

Wheaton-Dounce Teflon homogenizer でホモ

ジナイズし、0.005%ディスパーゼで 2時間消

化した。Pellet を 15% デキストラン溶液に

懸濁して 2 回遠沈、ここで pellet として得

られた血管画分を130μm径のナイロンメッシ

ュに通し、血液脳関門と関連しない大きな血

管を除去した。Pellet を 0.035%コラゲナー

ゼ/ディスパーゼで 12 時間消化。このあと

15μm 径メッシュを通し、メッシュにひっかか

った内皮細胞塊を集める。洗浄後、Ⅰ型コラ

ーゲンを塗布したプラスティック皿に播種。

10 数日後に出現したコロニーのうち、内皮細

胞の純度の高いものをクローニングし、再度

播種した。純度の高い内皮細胞を凍結保存し

た。 

(2) ヒト血液神経関門を構成する内皮細胞

の一次培養法の確立 

文書上の許諾を得られた剖検体から坐骨神

経を可及的無菌的にとりだした。培養液で複

数回洗浄後、血液神経関門と直接の関連を持

たない小血管の混入を避ける目的で、実体顕

微鏡下に丁寧に神経上膜、神経周膜を剥離除

去して神経内膜組織を集め、0.25%コラゲナ

ーゼで 3時間消化した。これ以降の処置は脳

毛細血管由来内皮細胞一次培養法に準じて

行った。 

(3) 一次培養細胞への不死化遺伝子導入条

件の確立と不死化細胞クローンの単離、機能

解析 

不 死 化 遺 伝 子 と し て 、 temperature 

-sensitive mutant (U19tsA58) of simian 

virus 40 large-tumor antigen gene、およ

び、human telomerase を同時に導入した。導

入方法として Retrovirus 法を選択した。33oC

で増殖速度の高いコロニーを単離し、候補ク

ローンについて温度感受性 SV40 large T 

antigen gene の導入を PCR 法で確認、さらに

western blotting 法で SV40 蛋白の生成を確

認した。続いて、増殖速度に対する培養温度

依存性を確認した。この候補株について、遺

伝子レベルでは vonWillebrand 抗原、アルカ

リフォスファターゼ、γ-GTP、GLUT1、ASCT2、

MDR1、ABCG2、OATP2、LRP-1、occludin、

claudin-5、claudin-12 などにつき発現を確



 

 

認した。 

(4) ヒト血液脳関門・血液神経関門を構成す

る内皮細胞以外の細胞株樹立 

ヒト血液脳関門は内皮細胞の他、血管周細胞

(pericyte)と神経膠細胞(astrocyte)の計 3

者、血液神経関門は内皮細胞と血管周細胞の

2 者から構成される。生体内に近似した in 

vitro での血液脳関門、血液神経関門のモデ

ル作製にはこれらの細胞の安定した株も同

様に必要であり、当初予定していなかったこ

れらの細胞株の樹立を目指した。 

ヒト血液脳関門構成血管周細胞の一次培養

法の確立と不死化:内皮細胞塊から得られた

コロニー（上記(1)）のうち、不整形の細胞

からなるものをピックアップしてクローニ

ングした。同細胞に温度感受性 SV40 large T 

antigen gene と human telomerase gene を導

入し、western blotting 法で SV40 蛋白の生

成を確認、続いて、増殖速度に対する培養温

度依存性を確認した。血管周細胞マーカーと

しては、smooth muscle actin の発現を検討

した。 

ヒト血液神経関門構成血管周細胞の一次培

養法の確立と不死化:末梢神経神経内膜由来

の内皮細胞塊から得られたコロニーを出発

材料とし、上記血液脳関門構成血管周細胞の

一次培養・不死化と同様の方法を用いた。 
 
４．研究成果 

(1) ヒト血液脳関門由来内皮細胞不死化細胞

株の確立 

温度感受性 SV40 large T antigen 組み込み

ヒト血液脳関門由来内皮細胞不死化細胞株

が樹立できた(TY08 細胞株)。本細胞株は 33oC

で急速に分裂・増殖し、37oC では増殖が緩徐

となり、一次培養細胞に近い性質に戻ること

が確認できた。内皮細胞マーカーである von 

Willebrand 抗原の他、バリアー特異蛋白であ

る occludin, claudin-5, ZO-1, ZO-2 などの

細胞膜での発現が観察された（図 1）。 

 TY08 株は TEER が高値を示し、14C-inulin

の透過性も低く、優れたバリアー構成細胞と

しての性質を有していることが確認できた。

また、Pgp, MRP-1, ABCG2 などの各種トラン

スポーターや、GLUT-1, SYSTEM L, CRT など

のバリアー特異的レセプターの発現も良好

で、近年国外の複数のラボから樹立が報告さ

れたいくつかの血液脳関門由来内皮細胞株

(BB19 (Kusch-Poddar et al, 2005), hCMEC/D3 

(Weksler et al, 2005), NKIM-6 

(Ketabi-Kiyanvsh et al, 2007)など）と比

べて遜色のない性質を有している優れた細

胞株であることが確認できた。 

(2) ヒト血液神経関門由来内皮細胞不死化細

胞株の確立 

温度感受性 SV40 large T antigen 組み込み

ヒト血液神経関門由来内皮細胞不死化細胞

株が樹立できた。本細胞株は TY08 細胞株と

同じく、33oC で急速に分裂・増殖し、37oC で

は増殖が緩徐となり、一次培養細胞に近い性

質に戻ることが確認できた。また、バリアー

由来内皮細胞のもう一つの特色である、

fibroblast 様の細長い形態を有することも

明らかとなった（図 2）。内皮細胞マーカーで

ある von Willebrand 抗原の他、バリアー特

異蛋白である occludin, claudin-5, ZO-1, 

ZO-2 などの細胞膜での発現が観察された。 

 Pgp, MRP-1, ABCG2 などの各種トランスポ

ーターや、GLUT-1, SYSTEM L, CRT などのバ

リアー特異的レセプターも、血液脳関門由来

内皮細胞同様に発現していることが確認で

きたが、唯一、OAT3 のみが発現していないこ

とが明らかになった（図 3）。OAT3 は HVA 等

図 1 ヒト血液脳関門由来内皮細胞での claudin-5 の発現 

図 2 ヒト血液神経関門由来内皮細胞 



 

 

を血管内腔へと排泄するefflux transporter

であり、シナプスの存在しない末梢神経系で

は全く必要ないものであると考えると、これ

はむしろ合目的的な欠損であるということ

ができる。また、この知見は、血液脳関門と

血液神経関門を構成する内皮細胞が異なっ

たものであるということを直接的に示す最

初の証拠であり、極めて興味深い。 

(3) ヒト血液脳関門・血液神経関門を構成す

る血管周細胞株の樹立 

温度感受性 SV40 large T antigen 組み込み

ヒト血液脳関門および血液神経関門由来血

管周細胞不死化細胞株が樹立できた。とくに

血液神経関門由来血管周細胞株は世界初の

樹立であり、今後の血液神経関門研究に及ぼ

すインパクトは大きい。 

 同細胞株は血管周細胞マーカーであるα

-smooth muscle actin 陽性であり、同細胞の

培養上清は血液脳関門・血液神経関門由来内

皮細胞の TEER を増加させ、14C-inulin 透過性

を減少させることから、バリアー由来血管周

細胞は血液脳関門・血液神経関門の機能維持

に必須の細胞であることが示された。血液脳

関門・血液神経関門機能を人為的に操作して

薬物の神経系内運搬を行う一つの手段とし

て、血管周細胞をターゲットとする戦略があ

り得ることが示された。 
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