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研究成果の概要（和文）：ヒトの血液脳関門(BBB)の機能を解明することは、新規中枢医薬品の開発およびヒト
の脳機能を明らかにする上で重要な課題である。この課題を解く一つの方法として、ヒトiPS細胞由来脳毛細血
管内皮細胞(hiPS-BMECs)を使用することがある。本研究の目的はhiPS-BMECsを用いたin vitro BBBモデル実験装
置を構築し、ヒトBBB輸送機能を明らかにすることであった。その結果、hiPS-BMECsに発現するトランスポータ
ーおよび輸送性レセプターの発現を明らかにすることができた。また、BBBを介した血液-脳間の透過に関わる分
子を検出できる実験系を構築することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate function of the human blood-brain barrier (BBB) is an important
 issue in the development of new central acting drugs and in clarifying human brain function. One 
way to solve this problem is to use human iPS cell-derived brain capillary endothelial cells 
(hiPS-BMECs). The purpose of this study was to construct an in vitro experimental system using 
hiPS-BMECs and to elucidate their transport function between blood and brain. The results of this 
study revealed the expression of transporters and transportable receptors expressed in hiPS-BMECs. 
In addition, we succeeded in constructing an in vitro experimental system that could investigate the
 transport function across the BBB.

研究分野：薬物動態学

キーワード： 血液脳関門　ヒトiPS細胞　トランスポーター　輸送性レセプター　不死化脳毛細血管内皮細胞　脳移行
性　高分子輸送　ドラッグデリバリーシステム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトにおける中枢疾患の原因究明ならびに優れた治療薬を開発する上で、血液脳関門(BBB)の機能を解明するこ
とは意義深い。ヒトiPS細胞由来脳毛細血管内皮細胞を用いた今回の研究において、脳と血液間の非対称性輸送
や脳からの排出輸送を検出できるin vitro BBB実験装置を構築するとともに、ヒト血液脳関門の機能を解明する
ことができた。この研究成果は世界初であり、ヒト血液脳関門の実体解明のみならず、新規医薬品開発、中枢疾
患の原因究明、ひいてはテーラーメイド医療への貢献など、その応用は無限に広がる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会を迎えた我が国において、アルツハイマー病やパーキンソン病などの中枢疾患に

罹る患者が増加している。これら中枢疾患の病因究明と治療薬の開発は、医療費の削減と健康長

寿社会を実現する上で喫緊の課題である。 

薬物の脳移行性は BBB の物質輸送機能に支配される。BBB の解剖学的実体は細胞同士が密着結

合した脳毛細血管内皮細胞である。BBB の研究は、これまでマウスやラット、ウシなどの動物を

用いて進展してきたが、ヒトの BBB についてはほとんどわかっていない。 

ヒトの BBB の機能を解明するにはヒトの脳毛細血管内皮細胞を用いることが必要不可欠であ

る。現在のところ、フランスコシャン研究所の Couraud 博士らが開発したヒト由来不死化脳毛細

血管内皮細胞株(hCMEC/D3)がヒト BBB のモデルとして汎用されている。申請者らも Couraud 博

士と共に、hCMEC/D3 細胞を用いて様々な薬物の BBB 輸送機能を多角的に検討してきた。一方で、

hCMEC/D3 細胞は細胞同士の密着結合性が弱いことから、血液-脳間の非対称性輸送、排出輸送、

トランスサイトーシス輸送を検出するには限界があった。最近、Lippmann らはヒト iPS 細胞か

ら高い細胞間密着結合能を有する脳血管内皮細胞の作製に成功した(Nature Biotechnol., 30, 

783(2012))。この報告を契機に、世界中の研究者が独自の方法論でヒト iPS 由来脳毛細血管内皮

細胞(hiPS-BMECs)の開発に取り組んでいる。申請者らも、我が国で初めて hiPS-BMECs を作製し

た川端健二教授（医薬基盤研究所）との協力体制を組織し、2015 年から hiPS-BMECs の分化誘導

法の改良と物質輸送機能解析に取り組んでいる。 

hiPS-BMECs 関連の研究においては、上述したように iPS 細胞からの分化誘導法の開発が主流

であり、肝心の物質輸送機能を網羅的かつ詳細に検討した報告はほとんどない。申請者は細胞間

密着結合性の高い hiPS-BMECs を in vitro BBB モデルとして用い、トランスポーターとレセプ

ターの機能を詳細に解析することで、ヒト BBB における輸送機能が解明できると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ヒト BBB のモデル細胞として hiPS-BMECs を用い、世界中の誰もが解決できなか

ったヒト BBB の輸送機能の解明を目的とした。そのために、以下の項目を検討した。 

 

(1)内因性物質および薬物輸送に関連するトランスポーター群、輸送性レセプター群の遺伝子発

現と機能性タンパク質の発現。 

(2)血液―脳間の方向性輸送の検出。 

(3)hiPS-BMECs を用いた薬物の輸送機構の解明。 

(4)hiPS-BMECs におけるトランスサイトーシス機構の存在。 

 

３．研究の方法 
(1) hiPS-BMECs に発現する ABC トランスポーター群、SLC トランスポーター群、および輸送 

  性レセプターの発現を明らかにするため、定量的 PCR 法にて遺伝子発現量を定量する。 

(2) 方向性輸送の解析にとって、血液側膜と脳側膜のトランスポーター、輸送性のレセプターの

局在解析は免疫染色法にて行い、検出は共焦点レーザー顕微鏡を用いた。 

(3) Lippmann および我々の分化誘導法にて培養した hiPS-BMECs をトランスウェル上に播種し、

方向性輸送の実験に用いた。単純拡散輸送、栄養物質 SLC トランスポーターおよび ABC トラン

スポーター介在輸送の典型的基質を用いて方向性輸送を薬物動態学的に検討した。 

(4) 薬物のモデルとして、6-メルカプトプリン(6MP)の BBB 輸送に関わる輸送分子を hiPS-BMECs

を用いた機能解析から明らかにした。 

(5)トランスフェリンレセプター、レプチンレセプターなどの輸送性レセプターの輸送機能を本
研究で構築したhiPS-BMECs搭載 in vitro BBBモデルシステムにて検討した。 

(6) この細胞の最大の欠点であったP-糖タンパク質(P-gp)の機能欠損を解決するために、研究
協力者である川端博士と共にP-gp発現hiPS-BMECsの作製と機能解析を実施した。 

 
４．研究成果 

(1) hiPS-BMECsにおいて、多くのABCおよびSLCトランスポーター、輸送性トランスポーターの

遺伝子発現を確認した。ABCトランスポーター群については、ABCC1(MRP1)、ABCC5 (MRP5)、



ABCG2(BCRP)が、対象として用いたヒト不死化細胞hCMEC/D3細胞における発現に比べ相対的に

高値を示した。SLCトランスポーター群に関しては、SLC2A1(GLUT1)、SLC2A3(GLUT3)、SLC1A3 

(GLAST)、SLC7A5/SLC3A2(LAT1/4F2hc)、SLC16A1(MCT1)に加え、SLCO2A1(OATP2A1)、

SLC35F2、SLC44A2(CTL2)の発現が高いことが特徴的であった。また、輸送性レセプターに関

しては、LRP1の発現が高かった。 

 

(2) 遺伝子発現量の高かったBCRPに関して、免疫学的染色を行い共焦点レーザー顕微鏡で局在

を調べた結果、主に血液側細胞膜に発現することがわかった。今回の結果は、単離ヒト脳毛

細血管内皮細胞での報告値に対応していることから、ヒトの脳に必要な栄養物質の供給、あ

るいは脳内の老廃物や毒物の除去に必要なトランスポーターがhiPS-BMECsに保持されている

ことが明らかになった。 

 

(3) 単純拡散機構で膜を透過するアンチピリンの血液側から脳側（A-to-B）方向の輸送速度

は、その逆方向の脳側から血液側（B-to-A）方向と同等であった。一方で、カチオン性アミ

ノ酸トランスポーターCAT1の基質アルギニン、SLC35F2の基質YM155の輸送速度は、脳への取

り込み方向(A-to-B方向)が優位であった。また、MCT1基質である乳酸の透過において、プロ

トン勾配依存的経細胞輸送が観察された。さらに、BCRP基質のプラゾシンとダントロレンに

おいて、脳からの排出方向(B-to-A方向)優位な輸送が検出された。以上の方向性輸送はいず

れも阻害剤存在下で阻害された。以上から、hiPS-BMECsを搭載した実験装置はトランスポー

ター介在性の方向性輸送を検出できる優れたヒトBBBモデルになる可能性が示唆された。 
 

(4)本実験装置が薬物の輸送機構解明に適しているかを検証するために、6-メルカプトプリン
(6-MP)をモデル薬物として検討を加えた。申請者は6-MPが脳から積極的に排出される薬物
であることを動物実験で明らかにしている。6-MPのB-to-A方向の輸送速度はA-to-B方向に
比べて約２倍以上大きいことが観察された。また、一連の阻害実験、分子生物学的実験か
ら、細胞内への取り込み輸送に核酸トランスポーターの１つENBT1が、細胞内からの排出輸
送にMRP5が関与することが明らかとなった。 

 
(5) 本研究で用いたhiPS-BMECsの最大の欠点であったP-糖タンパク質(P-gp)の機能欠損を解
決するために、研究協力者である川端博士と共にP-gp発現hiPS-BMECsの作製と機能解析を
実施した。その結果、P-gp発現hiPS-BMECs はMOCK細胞に比べてABCB1遺伝子が約500
倍以上に上昇していること、かつ P-gp基質のキニジンを用いた機能解析から細胞内からの
排出輸送を再現よく検出できることがわかった。以上の結果に基づき、本細胞を名称【多能
性幹細胞由来脳血管内皮細胞及びその製造方法】として特許を出願した（特願20211 
78573)。 

 
(6) 脳への高分子デリバリーの実現に向けて、トランスフェリンレセプター、レプチンレセプ
ターなどの高分子たんぱく質をトランスサイトーシスする輸送性レセプターの遺伝子発現と
機能解析を試みたが、期待した成果は得られなかった。おそらく、これらのレセプターの発
現量がin vivoに比べて少ないか、実験装置への吸着現象を抑えることができなかったことが
原因であると考えられた。この問題については今後も継続的に研究を進める予定である。 
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