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研究成果の概要（和文）：本研究では、三種のヒト不死化細胞を組み合わせて階層スフェロイド型ヒト血液脳関
門モデルを構築し、その創薬研究における有用性を検証した。その結果、本モデルはトランスフェリン受容体
(ＴｆＲ）介在性トランスサイトーシスを含めた基本的なＢＢＢ機能を有しており、さらにＴｆＲを標的とした
抗体のＢＢＢ透過性を的確に評価できることが明らかとなった。また、本モデルは炎症性サイトカインに応答す
ること、さらに免疫細胞のＢＢＢへの遊走まで再現しうることが明らかとなった。したがって、本モデルは、
ＢＢＢ突破技術開発に必要な高分子のＢＢＢ透過性評価、および炎症性反応に伴うＢＢＢ障害の評価に有用であ
ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We report on the development of a human conditionally immortalized 
cell-based multicellular spheroidal blood brain barrier (hiMCS-BBB) model. After being seeded into 
non-attachment culture wells, HASTR/ci35 and HBPC/ci37 cells self-assemble to form a spheroid core 
that is then covered with an outer monolayer of HBMEC/ci18 cells. hiMCS-BBB models exhibit physical,
 as well as biological, barrier functions. Furthermore, hiMCS-BBB models show receptor-mediated 
transcytosis functions at the levels enough to evaluate BBB permeability of antibodies. In addition,
 tumor necrosis factor-alpha treatment elicited an inflammatory response in HBMEC/ci18 cells. 
Therefore, hiMCS-BBB models can be expected to provide a useful and highly accessible experimental 
platform for accelerating various drug development studies, including development of brain drug 
delivery carriers as well as toxicological evaluations.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 血液脳関門　中枢創薬　インビトロモデル　脳

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、３種のヒト不死化細胞を階層的に組み合わせることにより、新たなスフェロイド型ＢＢＢモデルを
確立した。これまでに全てヒト不死化細胞から成るスフェロイド型ＢＢＢモデルの報告はなく、世界でも初めて
の成果となる。本モデルは、不死化細胞の汎用性と生体模倣による高機能性を兼ね備えており、高分子薬物の
ＢＢＢ透過性評価や種々の薬物に対するＢＢＢ障害評価を、迅速・経済的に、かつ高い精度で行うことを可能と
すると期待される。本モデルが標準評価系として産・学で広く活用されれば、新たな薬物脳送達技術創出および
薬物のヒト中枢毒性の的確な予測評価法の確立につながると期待される。

※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 
 
中枢神経系疾患は、極めてメディカルニーズの高い疾患領域である。これは中枢神経系疾患治

療薬開発が他領域と比べ著しく困難であるためであり、この要因は主に、①血液脳関門（ｂｌｏ
ｏｄ–ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ， ＢＢＢ）の存在、②高い中枢毒性発現率、③ヒト脳研究
ツールの欠如、にある。  
まず、①に関し、ＢＢＢは脳毛細血管内皮細胞やアストロサイト、脳ペリサイトを主な構成細

胞とする血管構造を実体とし、その関門機能により、９８％以上の合成化合物や高分子の脳移行
が制限される。また、②に関し、ヒト中枢は薬物に感受性が高く、中枢毒性発現は薬剤開発中断
の大きな要因である。さらに③に関し、現在、ヒト中枢創薬研究を汎用的・経済的に実施できる
非臨床研究ツールがなく、動物には種差の問題があり、ヒト中枢を対象とした創薬研究自体、遂
行困難である。 
したがって、中枢薬開発を効果的・効率的に推進するためには、ＢＢＢを突破して薬剤を脳内

に送達させる技術の開発および創薬早期にヒトにおける中枢毒性発現を的確に予測する評価を
可能とするｉｎ ｖｉｔｒｏ ヒト脳モデルが必要である。 
 一方、ｉｎ ｖｉｔｒｏ ヒト脳モデル構成細胞としてヒト初代培養細胞が考えられるが、こ
れには低増殖能や希少性の問題があり、創薬に実装可能なモデルの構築は現実的ではない。した
がって、「機能性に優れ、かつ大規模・多様な実験を可能とするヒト脳モデルを如何にして開発
するか？」は積年の課題である。 
  
２．研究の目的 
 
 そこで本課題解決に向け、本研究では、ヒト条件的不死化細胞を構成細胞とし、独自の方法で
階層型多細胞スフェロイドを構築することにより、ＢＢＢ突破技術開発・中枢毒性評価を可能と
する新規ヒト脳モデル：不死化細胞ミニブレイン（ｈｕｍａｎ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ 
ｓｐｈｅｒｏｉｄａｌ ＢＢＢ ｍｏｄｅｌ， ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢ）を創成すること、を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 
ヒト条件的不死化ＢＢＢ細胞として、これまで当研究室で樹立したヒト条件的不死化ＢＭＥ

Ｃ（ＨＢＭＥＣ／ｃｉ１８）、ヒト条件的不死化ペリサイト（ＨＢＰＣ／ｃｉ３７）およびヒト
条件的不死化アストロサイト（ＨＡＳＴＲ／ｃｉ３５）を用いた。ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルは、
まずＨＡＳＴＲ／ｃｉ３５を、続いてＨＢＰＣ／ｃｉ３７を播種し、その２日後にＨＢＭＥＣ／
ｃi１８を播種してさらに２日間培養することで構築した。 
ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルにおける各種細胞の局在は細胞を蛍光標識することにより、細胞

間隙バリア機能はｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（ＦＩＴＣ）標識デ
キストラン（７０ｋＤａ）透過性試験により、取り込みトランスポーター機能は、２－ＮＢＤＧ
（２－ｄｅｏｘｙ－２－［（７－ｎｉｔｒｏ－２，１，３－ｂｅｎｚｏｘａｄｉａｚｏｌ－４－
ｙｌ）ａｍｉｎｏ］－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ）透過性試験により、排泄トランスポーター機能はｒ
ｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（Ｒ１２３）透過性試験により解析した。比較対象として、ＨＢＭＥＣ
／ｃｉ１８を含まない（つまりＢＢＢ機能のない）ｈｉＭＣＳモデル（ΔＢＭＥＣ－モデル）も
構築した。各種ＢＢＢ関連タンパク質の発現は免疫細胞染色法により解析した。ここでは比較と
して、トランスウェルモデルによるＢＢＢモデルも構築した。さらに、ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 
ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＴｆＲ）を介したｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｙｔ
ｏｓｉｓ（ＲＭＴ）機能はトランスフェリンの蛍光標識体（Ｔｆ－６４７）を用いた透過性試験
により、高分子モデル薬物のＢＢＢ透過性評価能は抗ＴｆＲ抗体（ＭＥＭ１８９および１３Ｅ４）
を用いた透過性試験によりそれぞれ解析した。また、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルの炎症応答は、
ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ（ＴＮＦ
－α、２０ｎｇ／ｍＬ）曝露時における炎症性マーカーの発現、およ
びヒト単球由来細胞ＴＨＰ－１との相互作用解析により解析した。 
 
４．研究成果 
 
 ３．に記載した構築法に則り、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルを構築し、
その形態と細胞局在を解析した（図１）。ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルは
直径約２００－２５０μｍの球体状を示した。また、脳側を構成する
内部にはＨＡＳＴＲ／ｃｉ３５が、その周囲にＨＢＰＣ／ｃｉ３ 



 
７が集積しており、さらに最外層をＨＢＭＥＣ／ｃｉ１８が取り囲むことによりＢＢＢを形成
している様子が観察された。 
 そこで、本モデルが基本的なＢＢＢ機能を有しているか明らかとするため、まずＦＩＴＣ－デ
キストラン透過性試験により細胞間結合能の解析を行った（図２Ａ）。その結果、ｈｉＭＣＳ－
ＢＢＢモデルでは、ＢＢＢの無いΔＢＭＥＣ－モデルよりも明らかにスフェロイド内部の蛍光
値が小さかった。これはデキストランのスフェロイド内部移行がｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルで
は制限されていることを示しており、したがって本モデルにおいてＢＭＥＣが細胞間結合を形
成していると考えられる。 
 次に、代表的なＢＢＢ取り込みトランスポーターであるｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒ
ｔｅｒ１（ＧＬＵＴ１）の機能を明らかとするために、２－ＮＢＤＧ透過性試験を行った（図２
Ｂ）。その結果、ΔＢＭＥＣ－モデルと比べ、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルにおいて、スフェロイ
ド内部の蛍光が高く認められた。本結果は、ＢＢＢが存在するｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルでは、
ＧＬＵＴ１機能により２－ＮＢＤＧの取り込みが促進したことを示すと考えられる。 
 さらに、代表的なＢＢＢ排出トランスポーターであるＰ糖タンパク質（Ｐ－ｇｐ）の機能を明
らかとするために、Ｒ１２３透過性試験を行った（図２Ｃ）。その結果、ΔＢＭＥＣ－モデルと
比べ、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルにおいて、スフェロイド内部の蛍光は低く、その蛍光値はＰ－
ｇｐ阻害剤であるｅｌａｃｒｉｄａｒの存在下で上昇した。本結果は、ＢＢＢが存在するｈｉＭ
ＣＳ－ＢＢＢモデルにおいてＰ－ｇｐ機能によりＲ１２３が排出されていることを示すと考え
られる。 
 上記ＢＢＢ機能に関わるタンパク質の発現を解析するため、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルを用
いた免疫細胞染色をおこなった（図３）。比較として、２次元型ＢＢＢモデルであるトランスウ
ェルＢＢＢモデルも用意した。その結果、いずれのモデルにおいても細胞間結合形成に関わるＣ
ｌａｕｄｉｎ－５とＶａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ならび
に上記２－ＮＢＤＧとＲ１２３の輸送に関わるＧＬＵＴ１とＰ－ｇｐの発現が認められた。し
かし、これらの発現レベルは、トランスウェルモデルよりも明らかにｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデル
で高かった。 
 以上の結果より、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルは基本的なＢＢＢ機能を有しており、さらにそれ
ら機能に関わるタンパク質の発現量は従来のトランスウェル型ＢＢＢモデルよりも高いと考え
られた。 
 そこで次に、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデ
ルを用いてＲＭＴによる高分子薬物の
ＢＢＢ透過性を評価することが可能か
明らかとするため、Ｔｆ－６４７および
抗ＴｆＲ抗体を用いた透過性試験をお
こなった（図４）。まず、Ｔｆ－６４７の
スフェロイド内移行を、ＲＭＴが機能す
る３７℃および機能しない４℃の条件
下にて解析したところ、３７℃において
４℃よりもスフェロイド内部蛍光が高
く認められた。さらに、この蛍光値は、
過剰量のＴｆの存在下では低下した（図
４Ａ）。したがって、Ｔｆ－６４７はＴｆ
Ｒが介在するＲＭＴを介してＢＢＢを



透過すると考えられた。 
 そこで次にＢＢＢ透過性の異なる２種類の抗ＴｆＲ抗体（ＢＢＢ透過性：ＭＥＭ１８９、ＢＢ
Ｂ非透過性：１３Ｅ４）を用いて、それらのＢＢＢ透過性を評価した（図４Ｂ）。その結果、Ｍ
ＥＭ１８９は１３Ｅ４や対照として用いたＣｏｎｔｒｏｌＩｇＧよりも高いＢＢＢ透過性を示
した。 
 以上の結果から、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルでは少なくともＴｆＲを介したＲＭＴが機能し
ており、さらにＴｆＲを標的とした高分子薬物のＢＢＢ透過性を評価出来ることが明らかとな
った。 
 一方、創薬においては薬物の中枢毒性を評価するヒトモデルも必要とされている。中枢毒性評
価における従来の主な対象細胞は神経細胞であるが、神経障害時にはＢＢＢ障害も観察されて
おり、ＢＢＢ機能障害に起因する中枢毒性にも注目しなくてはならない。そこで、ｈｉＭＣＳ－
ＢＢＢモデルが、ＢＢＢ障害を再現することができるか、まず代表的な炎症性刺激を用いて解析
した（図５）。その結果、炎症性サイトカインであるＴＮＦ－αの曝露下において、ｈｉＭＣＳ
－ＢＢＢモデルでは種々の炎症性因子の発現誘導が認められた（図５Ａ）。さらに、同条件下に
おいてヒト単球由来ＴＨＰ－１細胞を共存させると、ＴＨＰ－１のｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデル
へのリクルートが観察された（図５Ｂ）。したがって、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルはＢＢＢ炎症
を再現しうることが明らかとなった。 
 以上、本研究では、生体ＢＢＢを高度に模倣する階層型スフェロイドＢＢＢモデル（ｈｉＭＣ
Ｓ－ＢＢＢ）を構築した。本モデルは、細胞間結合能、取込みトランスポーター能、薬物排出ト
ランスポーター能といった基本的なＢＢＢ機能を有していることが明らかとなった。さらにｈ



ｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルにおけるＢＢＢ関連タンパク質の発現は従来ＢＢＢモデルよりも高か
ったことから、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルは、より高度なＢＢＢ研究に応用することが可能とな
ると期待される。 
 その一環として、本研究ではｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルの高分子ＢＢＢ透過性評価能の検証
を行い、ｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルにおいてＴｆＲ介在性ＲＭＴが機能し、ＴｆＲを標的とした
抗体のＢＢＢ透過性を的確に評価できることを明らかとした。一方、本研究では、ｈｉＭＣＳ－
ＢＢＢモデルが炎症性サイトカインに応答すること、さらに免疫細胞存在下ではそれら細胞の
ＢＢＢへの遊走まで再現できることを明らかとした。 
 したがって、本研究で構築したｈｉＭＣＳ－ＢＢＢモデルは、ＢＢＢ突破技術開発に必要な高
分子のＢＢＢ透過性評価、および炎症性反応に伴うＢＢＢ障害の評価に有用であると考えられ
る。本モデルは、創薬非臨床試験におけるこれら評価での活用を通じて、中枢薬開発の効果的・
効率的な推進に資すると期待される。 
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