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研究成果の概要（和文）： 

ヒト血液脳関門(BBB)の輸送機能に基いて薬物の脳移行性を予測することは、新規中枢治療薬の
開発および薬物治療にとって重要な課題である。本研究の目的はヒト BBB の不死化細胞株（D3
細胞）を用いて、ヒト BBB の特性および薬物輸送機能を解明し、中枢治療薬のヒト脳移行性を
予測することである。本研究の成果として、D3 細胞におけるカチオントランスポーター分子
(OCTN2, OCTN1, PMAT)およびプロトン/有機カチオン交換輸送系の高発現が明らかになった。さ
らに、D3 細胞で得られる in vitro の結果からヒト脳移行性を予測する１つの方法論が確立で
きた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Prediction of the brain distribution of drugs, based on the transport function of the human 

blood-brain barrier (BBB), is important for not only development of new central nervous 

system (CNS)-acting drugs, but also pharmacotherapy for CNS diseases.  The purpose of 

this study is to clarify the functional expression of cation transporters using human brain 

capillary endothelial cell line hCMEC/D3 (D3), an in vitro model.  The study was also 

investigated whether or not the results of in vitro uptake study using D3 cells can be 

extrapolated to human BBB.  In this study, it was found that cationic transporters 

(OCTN2, OCTN1, PMAT and H+/organic cation antiporter) are functionally expressed in 

D3 cells. Further, a method can be established for extrapolating brain distribution of the 

CNS-acting drugs in human from the in vitro data using D3 cells. 
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１．研究開始当初の背景 

高齢化社会の到来と社会構造の複雑化に伴い、
アルツハイマー病を代表とする中枢疾患患者
が増加している。中枢治療薬が脳内で薬効を
発揮するための第一関門は血液脳関門(BBB)
透過過程である。薬物の脳－血液間の移行は
このBBB透過過程によって制御されている。マ
ウスやラットなどの動物のBBB研究は進展し
つつあるが、ヒトBBBについてはほとんど明ら
かでない。多くの実験的エビデンスに基づい
て、ヒトにおける薬物脳移行性を予測するこ
とは優れた中枢治療薬の開発と治療法の確立
にとって重要である。 
ヒトBBBの研究が遅れた最大の原因はヒト

脳組織の入手が困難なためである。最近、フ
ランス・コシャン研究所のCouraud博士（研究
協力者）らによって、ヒトの脳毛細血管内皮
細胞の性質を再現する優れた不死化細胞株
(D3細胞)が樹立された(FASEB J., 19, 
1872(2005))。動物由来の脳毛細血管不死化内
皮細胞に比べ、この細胞はタイトジャンクシ
ョンの形成能に優れている(J. Cereb. Blood 
Flow Metab. 28, 312-328(2008))。また、内
皮細胞特有のタンパク質の発現に加え、栄養
物質を脳に供給するトランスポータータンパ
ク質(GLUT1, MCT1, LAT1)、タイトジャンクシ
ョンタンパク質(Claudine 5, Occludin, ZO1)、
トランスポーター(MDR1/ABCB1, BCRP/ABCG2, 
MRP4/ABCC4)の遺伝子発現が確認されている。
従って、D3細胞をヒト血液脳関門のin vitro
モデルとして用いることにより、ヒトにおけ
る中枢治療薬の脳移行性が予測できる可能性
が高い。 
 中枢治療薬の多くはカチオン性薬物であ
る。これまでに本研究代表者らのグループは、
いくつかのカチオン性薬物の BBB 透過が単純
拡散機構のみでは説明できず、トランスポー
ターを想定しなければ説明できないことを
報告してきた。この輸送は、プロトンとの交
換輸送によって血液から脳への取り込みを
積極的に促進し、かつ広範なカチオン性薬物
を認識する。分子的実体を特定するに至って
いないが、同様の輸送特性を持つトランスポ
ーターがヒトの BBB でも機能し、カチオン性
中枢治療薬の脳移行に重要な役割を担って
いると考えられる。本研究によって、その存
在が明らかとなれば、中枢治療薬の開発と治
療法確立のボトルネックを解消する。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は、「新規ヒト BBB の不死化
細胞株（D3 細胞）を用いて、カチオン性中枢
治療薬の BBB 透過機構を解明し、ヒトにおけ
る脳移行性を予測する方法論を確立するこ
と」であった。そのために、1）D3 細胞にお
けるカチオン性薬物の輸送を特徴づけるこ
とに加え、2）有機カチオントランスポータ

ーの発現を定量的 PCR および RNAi ライブラ
リー法を用いて明らかにする。3）D3 細胞に
おける有機カチオントランスポーターの発
現プロファイル、輸送特性、および in vitro
と in vivo の相関関係、動物からヒトへのス
ケーリングファクター、薬物の物性を含めた
in silico 数理モデルを構築し、広範なカチ
オン性薬物に適用可能な脳移行性予測法の
確立を目指す。 
 

３．研究の方法 

1)BBB 細胞における遺伝子発現解析 
ラット脳毛細血管内皮細胞不死化細胞株

(TR-BBB13 細胞)並びにヒト脳毛細血管内皮
細胞不死化細胞株（D3 細胞）を用い、既に分
子が特定されている有機カチオントランス
ポーター(OCTs, OCTNs, MATEs, ENTs, PMAT, 
CTLs, CHT, NET, DAT, SERT, VThTrs, VMATs, 
VACht, NHEs)の遺伝子発現を SYBR green を
用いた定量的 PCR 法で行った。 
2) In vitro BBB 輸送機能解析 

TR-BBB13 および D3 細胞を用い、上記トラ
ンスポーターのうち遺伝子発現量の高いも
のについて、その選択的基質を用いて輸送機
能を解析した。輸送実験は、ディッシュ法に
よる取り込み実験を行った。輸送機能は濃度
依存性、時間依存性、相互阻害、駆動力、エ
ネルギー依存性について検討し、輸送特性を
明らかにする。選択的基質および薬物の定量
は、アイソトープ化合物を用いた。 
3)RNAi ライブラリー法を用いた輸送機能の
評価 

319 種類の SLC トランスポーターのうち、
有機カチオン輸送に関与すると考えられる
35 種のトランスポーターの RNAi ライブラリ
ーを構築した(Endocrinology, 150, 1991- 
1999 (2009))。このうち、D3 細胞に高発現す
るトランスポーターについて、siRNA 導入に
よる遺伝子発現抑制条件下で輸送機能解析
を行った。 
4) D3 細胞における薬物輸送機能評価  
カチオン性中枢治療薬のモデル薬物とし

てオキシコドン、[3H]ピリラミンン、ジフェ
ンヒドラミンを用い、D3 細胞における輸送特
性を明らかにした。 
5) In vitro － in vivo 相関  

BBB 透過性についての in vivo – in vitro
相関を明らかにするため、まず、モデルカチ
オン性薬物の BBB透過性をラットにおいて評
価した。実験は in situ 脳還流法、脳マイク
ロダイアリシス法を用いた。一方で、
TR-BBB13 細胞を用いてモデルカチオン性薬
物の in vitro BBB 取り込みクリアランスを
求めた。以上の結果に基いて in vitro－in 
vivo 相関を定量的に解析した。 
6) ヒトにおける薬物の脳移行性の予測 
 5)で明らかにした in vitro－in vivo 相関



をヒトにスケールアップし、D3 細胞の結果か
らヒト脳移行性を予測する方法論について
検討し、実測報告値と照合した。 
 
４．研究成果 

1) BBB細胞におけるトランスポーター発現解

析 

 D3細胞および比較対象としてTR-BBB13細胞

における有機カチオントランスポーターの遺

伝子発現を定量的PCRにて解析した。その結果

、D3細胞においてはOCTN1およびOCTN2, PMAT

の発現が他の有機カチオントランスポーター

に比べ高い値を示した。D3細胞での発現量は

TR-BBB13細胞に比べて低いものの、発現パタ

ーンは両細胞で同様であった。 

2) In vitro BBB輸送解析 

 1)で発現量の高かったOCTN2およびPMATに

ついて、それぞれの特異的基質であるL-カル

ニチンおよび1-methyl-4-phenylpyridinium 

(MPP+)を用いて輸送活性を検討した。結果、

D3細胞における特異的基質の輸送特性はラッ

トの細胞と同様であり、高い輸送活性を持つ

ことがわかった。 

以上の結果から、ヒトBBBのモデル細胞であ

るD3細胞には有機カチオントランスポーター

が発現しており、輸送機能を併せ持つことを

明らかにすることができた。これは世界で初

めての結果である。 

3) RNAiライブラリー法を用いた輸送機能の

評価 

蛍光標識siRNAを用いた検討からlipofect- 

amine RNAiMAXを用いることによりRNAiをD3

細胞へ充分に導入できることがわかった。D3

細胞において発現量が高かったOCTN1,OCTN2, 

PMAT, CTL1, CTL2についてsiRNA導入による遺

伝子発現抑制効率を検討した。その結果、こ

れらトランスポーター遺伝子の発現は約85- 

90％まで抑制されることがわかった、以上の

結果から、D3にはOCTN1, OCTN2, PMAT, CTL1, 

CTL2が多く発現しており、カチオン性薬物の

輸送に関連している可能性が示唆された。 

4) D3細胞における薬物輸送機能評価 

カチオン性薬物のうち生理的pHでカチオン

化しているオキシコドン、ピリラミン、ジフ

ェンヒドラミンおよびオランザピンについて

in vivoにおける血液脳関門透過クリアラン

ス並びに脳への移行機構を検討した結果、こ

れらの薬物は の脳細胞間液中遊離形濃度は

血漿中遊離形濃度より高く、比較的速やかに

脳内に移行していることがわかった。さらに

、D3細胞における詳細な輸送解析の結果、こ

られの薬物はD3細胞においても細胞内外のプ

ロトン勾配を駆動力とする交換輸送によって

エネルギー依存的に細胞内に取り込まれてい

ることがわかった。すなわり、D3細胞には分

子実体不明であるものの、カチオン性薬物の

脳移行にとって鍵となるH+/organic cation 

antiporterが発現していることがわかった。 

5) In vitro － in vivo相関 
  In vitro – in vivo 相関を明らかにするた
めに、脳毛細血管表面積、血流（還流）速度、
タンパク結合率、輸送体に対する親和性など
のパラメータを組み込んだ生理学的モデル
を構築した。この生理学的モデルで in vitro
から in vivo へのスケールアップを行った結
果、少なくともオキシコドン、ピリラミン、
ジフェンヒドラミンの３つのカチオン性薬
物について予測値と実測値が良く一致した。 
6) 薬物のヒト脳移行性の予測 
 5)の結果を踏まえ、D3 細胞で求めたピリラ
ミンの取り込みクリアランスを生理学的モ
デルを用いてヒトに予測した。その結果は
PET で求めた報告値とほぼ一致した。 
以上、研究成果として、新規ヒト BBB の不死
化細胞株（D3 細胞）にカチオントランスポー
ター分子(OCTN2, OCTN1, PMAT)およびプロト
ン/有機カチオン交換輸送系が機能的に発現
していることがわかった。さらに、ヒトにお
ける脳移行性を予測する１つの方法論を確
立することができた。 
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