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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は国際的に信頼性のあるヒト脳毛細血管内皮細胞hCMEC/D3細胞株を用い、ヒト
血液脳関門(BBB)の薬物輸送機能を予測する信頼性の高い実験的評価法を開発することである。本研究の成果として、1
) 複数の薬物のヒトBBB輸送機能を評価できるインビトロカクテルドーシング法を確立することができた。加えて、前
臨床試験段階で有用となるインビボカクテルドーシング/マイクロダイアリシス法を確立した。2) hCMEC/D3細胞を用い
た新規培養法について、細胞表面を循環してシェアストレスをかけた循環培養法について検討し、重要な情報を得るこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：The objectives of this study are to develop reliable experimental-method(s) for 
predicting functions of human blood-brain barrier (BBB), using hCMEC/D3 cells, an in vitro human BBB 
model. As for the research achievements, 1) the in vitro cocktail dosing method could be developed for 
evaluating the human BBB function. In addition, in vivo microdialysis method with cocktail-dosing could 
be developed. The latter method will be important for making the preclinical study more efficient. 2) We 
could gain the important information about a novel and flow-based cultivation method with shear stress.

研究分野：薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
我が国における高齢者人口の割合は 2010 年
で 23％、2030 年には 30％を超えると予想さ
れている。高齢者人口の増加に伴い認知症な
どの中枢疾患に罹患する患者が増加してい
る。優れた中枢治療薬の開発は患者の QOL の
向上のみならず我が国の医療費削減にとっ
て重要な課題である。新規中枢治療薬の開発
におけるヒト臨床試験の成功率は 5％と低い。
その主な原因は、候補化合物の BBB 透過性が
実験動物で得られた結果と大きく乖離して
いることによる。そのため、臨床試験の段階
で予期せぬ中枢毒性が現れるか、期待した効
果が得られないことがある。候補化合物のス
クリーニングの段階において、ヒトにおける
脳移行性が予測できない限り、この成功率を
高めることは困難である。 
薬物の脳移行性は BBBの物質輸送能に強く

依存する。BBB の実体である脳毛細血管内皮
細胞は、末梢血管と異なり細胞同士が密着結
合で連結しており、脳と血液の間の物質交換
は経細胞膜輸送過程により制御されている。
脳毛細血管内皮細胞の脂質膜構造や機能性
タンパク質の発現プロファイルおよび発現
量に種差がある。このことは、実験動物で得
られたデータを単純にヒトにスケールアッ
プすることが困難であることを示している。
ヒトの BBBを介した薬物透過速度を直接測定
する方法としてポジトロン断層法 PETなどの
イメージング技術が開発されているが、汎用
されるに至っていない。また、ヒト脳毛細血
管内皮細胞の脂質構成を模倣した人工脂質
膜、あるいは特定の遺伝子を動物由来のホス
ト細胞に導入した発現細胞を用いる透過実
験法が代替的に使われているものの、これら
はヒト BBBの全ての機能を再現したものでな
い。ヒトの BBBを介した薬物の輸送機能を効
率的かつ信頼性の高い実験法で評価し、ヒト
個体の脳移行性を予測する方法論の開発が
望まれている。 
近年、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
細胞の不死化細胞株(hCMEC/D3 細胞)が樹立
された(FASEB J. 19, 1872(2005))。この細
胞は、ヒト BBBモデルとして国際的に評価さ
れている細胞株の 1つであり、動物由来の脳
毛細血管細胞株に比べ、BBB の特徴であるタ
イトジャンクションタンパク質の発現が多
く、かつ血液側と脳側細胞膜の極性が保持さ
れている(J. Cereb. Blood Flow Metab, 28, 
312- 328(2008))。また、栄養物質を脳に供
給する 4種のトランスポーターおよび 2種の
レセプター、さらに BBBの動的バリアー機能
の実体である 7種の排出トランスポータータ
ンパク質の発現が確認されている (Mol. 
Pharm, 2012, 10, 289(2013))。さらに、ア
ニオン性薬物を輸送する OATP2A 遺伝子の発
現に加え(Mol. Pharm., 7, 1057(2010))、申
請者らのグループはカチオン性薬物を輸送
する OCTN1、OCTN2および PMATのトランスポ

ーター遺伝子が比較的多く発現することを
明らかにした。このように、hCMEC/D3 細胞に
おける薬物輸送体の遺伝子およびタンパク
質の発現が明らかにされつつあるが、薬物の
輸送機能との関連はほとんど明らかにされ
ていない。この理由は、多くの薬物の輸送機
能をハイスループットで評価する汎用性の
高い実験法がなかったこと、および BBB を介
した血液から脳側または脳から血液側への
方向性のある経細胞輸送（ベクトリアル輸
送）が検出可能な透過実験モデルがないため
である。 

 
２．研究の目的 
本研究は、国際的信頼性のあるヒト脳毛細血
管内皮細胞 hCMEC/D3 細胞株を用い、薬物の
ヒト BBB輸送機能並びに脳移行性を解明する
汎用性の高い実験的評価法の確立を目的と
する。そのため、1) LC-MS/MS を用い、複数
の薬物の BBB輸送機能を評価するカクテルド
ーシング法を確立する。さらに、2)脳内を走
行する毛細血管の解剖学的かつ生理学的環
境を再現する３次元フロー培養モデルによ
る実験法を開発する。3) 分子実体既知およ
び未知の輸送体に対する基質探索に本評価
法を応用する。 
 
３．研究の方法 
1) 薬物の BBB 輸送機能を網羅的に評価する
インビトロカクテルドーシング法の確立：デ
ィッシュ上に培養した hCMEC/D3 細胞に多種
類の薬物を同時に添加し、細胞内への取り込
み量を LC-MS/MS を用いて一斉分析すること
により、薬物の BBB輸送機構を網羅的評価す
るカクテルドーシング法を確立する。標的輸
送系としてプロトン/カチオン交換輸送系を
選択した。数年間にわたる詳細な検討から、
申請者は本輸送系が hCMEC/D3 細胞で機能し
ていることを明らかにしている。プロトン/
カチオン交換輸送系の 7種の基質を検証セッ
トとして、時間依存性、濃度依存性、阻害実
験、駆動力、エネルギー依存性などの検討を
行った。カクテルドーシング法を行う上で問
題となるカクテル中の薬物数、分析検出感度、
標的輸送分子に対する薬物間の阻害、初期取
り込み速度に対する線形領域の確保、吸着ア
ーティファクトの回避などについて詳細に
検討し、普遍性のある実験条件を提案する。
なお、LC-MS/MS による対象薬物の一斉分析に
ついては予備検討が終了しており、各薬物で
10 fmol/injection 以上の十分な定量感度が
得られている。 
 
2) hCMEC/D3 細胞を用いた新規フロー培養シ
ステムの構築：培養液を還流し、シェアスト
レスを加えることで hCMEC/D3 細胞のタイト
ジャンクション形成能が高まることが報告
されている（J. Cereb. Blood Flow Metab. 28, 
312 (2008)）。本研究課題において、まず、
トランスウェル型フロー培養システムを用



いて、薬物透過実験のための実験法構築を試
みた。透析ファイバー型フロー培養システム
については Couraud博士らの方法（J. Cereb. 
Blood Flow Metab., 28, 312 (2008)）を改
良したシステムの構築を検討した。 
 
3) 基質探索への応用：上記で検討したイン
ビトロカクテルドーシング法並びに新規培
養法を用い、プロトン/カチオン交換輸送系
の基質探索を行った。 
 
４．研究成果 
1) インビトロカクテルドーシング法 
プロトン/カチオン交換輸送系に認識される
薬物の混合液７種をカクテル溶液とし、様々
な条件下で細胞内取込み実験を行った。まず、
カクテル溶液中の適正濃度と薬物数につい
て検討した結果、薬物の総濃度が 20μMを超
えると、全ての薬物で取込み速度が減少した。
プロトン/カチオン交換輸送系の Km 値が 50
μM 近傍であることから、カクテル薬物の総
濃度が標的輸送系を飽和しない 20μM以下の
濃度であれば、LC/MS/MSの感度を考慮してカ
クテルの薬物数を増やすことが可能である
ことがわかった。 
 次にカクテルドーシング法で阻害実験が
可能かを検討した。阻害剤として、プロトン
/カチオン交換輸送系の基質および阻害剤で
あるピリラミンおよびジフェンヒドラミン
を用いた結果、0.1 mM以上の阻害剤濃度でカ
クテル溶液中の全ての薬物の取込みが有意
に低下した。一方で、阻害剤として 1mMのト
ラマドールを用いたところ、メマンチンの取
込みは他の薬物に比べ取込み量は変化しな
かった。また、細胞内 pH をアルカリ化させ
た系において駆動力の検討を行った結果、カ
クテル薬物の全てにおいて、外向きプロトン
勾配消滅に伴い取込み量の有意な減少がみ
られた。 
以上から、hCMEC/D3 細胞のプロトン/カチ

オン交換輸送系を標的としたインビトロカ
クテルドーシング法において、試験薬物の濃
度と数を適正化することにより、複数の薬物
の輸送を同時に測定できることのみならず、
阻害プロファイルおよび駆動力の検討から、
試験薬物の輸送の共通性や差異を明らかに
できることが示唆された。 
 
2) インビボカクテルドーシング/マイクロ
ダイアリシス法 
医薬品開発段階において、動物で得られた脳
移行性のデータをヒトにスケールアップす
ることは重要な課題である。通常、脳移行性
は脳/血漿間濃度比(Kp 値)で評価されるが、
血液脳関門透過性を直接評価できるパラメ
ータは脳/血漿間非結合形濃度比(Kpuu 値)で
ある。Kpuu値はブレインマイクロダイアリシ
ス法を用いて直接測定することができるが、
実験手技が難しいこと、実験時間が長いこと
からスループットの改善が望まれていた。申

請者らのグループは、この問題を解決するた
め、本助成金の一部を使い、インビボカクテ
ルドーシング/マイクロダイアリシス法につ
いて検討した。5 種の薬物（ジフェンヒドラ
ミン、メマンチン、オキシコドン、ピリラミ
ン、トラマドール）をカクテルとし、インビ
ボカクテルドーシング/マイクロダイアリシ
ス法でラット BBBを介した輸送機構を同時測
定した。その結果、BBB での相互作用がない
領域にカクテル溶液の濃度を設定すること
により、これら薬物の Kpuu 値を同時に測定
することが可能であった。5 種の薬物の Kpuu
値は全て 1.8～5.2 の範囲にあり、これらの
薬物がプロトン/カチオン交換輸送系に認識
され脳内にアクティブに取り込まれる過去
の報告に良く一致した。 
 
3) hCMEC/D3 細胞を用いた新規フロー培養シ
ステムの構築 
本研究課題の目的に、hCMEC/D3を用いた新規
フロー培養システムの構築がある。その一環
としてトランスウェル型培養法における共
培養系および循環システムを用いたシェア
ストレスの影響について検討した。hCMEC/D3
細胞の単独培養と比較し、ヒトアストロサイ
トとの共培養、Wntシグナル経路賦活剤(リチ
ウム)添加により、電気抵抗値は上昇し、細
胞間隙マーカーの透過性は低下する傾向に
あった。しかし、今のところ著しい変化は観
察されなかった。最終年度において、透析フ
ァイバー型フローシステム装置 (Flocel 
System, Flocel Inc.)を本助成金とは別の共
同研究者から貸借し培養法について検討し
た。これについても現在のところタイトジャ
ンクション形成の著しい改善はみられてい
ない。 
 
4) 基質探索への応用 
本助成金で確立したインビトロカクテルド
ーシング法を応用し、市販中枢薬の中からプ
ロトン/カチオン交換輸送系に認識性の高い
薬物を探索した。その結果、単純拡散の寄与
が少なく、標的トランスポーターに認識性の
高い薬物としてバレニクリンをピックアッ
プすることができた。 
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