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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト血液脳関門が有する「エクソソーム輸送システム」を解明し、血液脳
関門透過機能と脳細胞への輸送標的化機能を備えたドラッグキャリア創製のための基盤を構築することを目的と
した。具体的には、網羅的プロテオミクスによるエクソソーム構成タンパク質のプロファイリング、ヒト脳微小
血管内皮細胞におけるエクソソームの輸送特性の解明を進めるとともに、エクソソーム輸送評価系として三次元
血管網モデルの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：This research project aims to unveil the exosomes transport systems at the 
human blood-brain barrier and to establish the basis of the blood-brain barrier-permeable and 
central nervus systems-targeting drug carriers development. We have done the protein profiling of 
exosomes by comprehensive proteomics, the clarification of exosomes transport mechanisms in human 
brain microvessel endothelial cells as well as the construction of three-dimensional model of brain 
microvasculature as an evaluation tool of the blood-brain barrier exosomes transport.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 血液脳関門　エクソソーム　輸送系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高分子性中枢疾患治療薬の脳への効率的な薬物送達を実現するためには、血液脳関門突破の方法論の確立に加え
脳実質細胞への輸送標的化の技術開発が不可欠である。本研究は、がん細胞などから放出されるエクソソームと
ウイルスの細胞膜透機構における類似性に基づいて、エクソソームがもつ血液脳関門透過能と脳細胞への輸送標
的化能の仕組みに迫るという学術的意義がある。さらに脳への送達に不可欠なドラッグキャリアの開発基盤が創
造されるという社会的意義がある。

※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 
(1) 核酸・ペプチド・タンパク質性高分子中枢薬の脳への薬物送達キャリアとしてのエクソソーム 

高分子(核酸・ペプチド・タンパク質)をモダリティーとする中枢疾患治療薬の開発において、脳毛細血
管内皮細胞を実体とするヒト血液脳関門(Blood-Brain Barrier, BBB)をどう突破させるかが鍵となる。さら
に、高分子性中枢疾患治療薬の標的となる脳実質細胞への薬物送達を実現するためには、血液脳関
門の透過技術に加え、神経細胞やグリア細胞への「輸送標的化」の基盤技術開発が重要である。  

エクソソームは、細胞から放出される直径 100nm 前後のナノ粒子であり、内包する核酸やタンパク質
を、異なる細胞種間で選択的に輸送する機能を持つことから、薬物送達の脳標的化を実現するキャリア
として注目されている。これまでの報告では、原発がん細胞から放出されるエクソソームが、将来の転移
先組織に輸送され、転移先の組織微小環境を変える前転移ニッチを形成すること(Nature 527:329-335, 
2015)、及び脳転移性乳がん細胞が放出するエクソソームが血液脳関門へ高活性に輸送されること(Nat 
Commun 6:6716, 2015)が示されている。従って、脳転移性末梢がん細胞が放出するエクソソームが有
する血液脳関門透過能と脳細胞標的化機能を利用して、高分子薬物の中枢薬物送達が実現する可能
性がある。 

(2) 血液脳関門におけるエクソソーム輸送システム 
研究代表者の立川らは、Aebersold らが開発した網羅的定量プロテオミクス(SWATH 法, Mol Cell 

Proteomics 11:O111.016717, 2012)とクロスリンク法を用いて、ヒト脳微小血管内皮細胞(hCMEC/D3 細
胞)において、ヒトメラノーマ細胞由来エクソソームと相互作用し得る膜タンパク質候補を同定し、その中
にはウイルス受容体として機能することが知られている膜タンパク質が含まれていることを見
出した（Mol Pharm 16:292-304, 2019）。細胞へのウイルス感染には、ウイルス表面タンパク質と、
宿主細胞膜上の受容体との結合による内在化、それに続く宿主細胞内でのウイルス粒子の再構
成が重要な役割を果たす。ウイルス感染細胞から放出されるウイルス粒子は、宿主のエンドソー
ム 膜 タ ン パ ク 質 を 含 む (J Gen Virol 
95:2166-2175, 2014)こと、ウイルス脳感染
には脳細胞指向性があることから、本研究
では、ウイルスとエクソソームの細胞内動
態の類似性に着目し、仮説「がん細胞など
から放出されるエクソソームは、ウイルス
受容体を介した脳毛細血管内皮細胞への
高い内在化活性及び脳細胞への輸送標的
化の特性を有する」を着想した。一般に、
ウイルスの脳内感染には、ヒトとげっ歯類
で種差が存在することを考慮すると、研究
代表者らがヒト脳微小血管内皮細胞で同
定したウイルス受容体は、ヒト特異的な
BBB エクソソーム輸送の分子機構を説明
すると推察される。従って、血液脳関門に
おけるエクソソーム輸送システム（図 1）を、
ヒトに特化して解明する本研究は、げっ歯類
を中心に解析が進んできたエクソソーム体内動態制御機構の解明研究に一石を投じる可能性がある。 
 
２．研究の目的 

本研究は、ウイルス受容体を中心としたエクソソーム輸送受容体を介する「血液脳関門エクソソーム輸
送システム」を、ヒトに特化して解明し、血液脳関門透過・脳細胞への輸送標的化機能を備えたドラッグ
キャリア創製のための基盤を構築することを目的とした。具体的には、仮説(図 1) 「脳転移性がん細胞
などから放出されるエクソソームは、ウイルス受容体を介した脳毛細血管内皮細胞への内在化
及び脳細胞への輸送標的化の特性を有する」に基づいて、エクソソームの血液脳関門輸送システムと、
脳細胞への輸送指向性が生み出される仕組みを解明し、エクソソームをキャリアとして用いた、脳細胞
への高分子薬送達の学術的基盤を構築することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞外小胞（エクソソーム）（以下、EVs）画分の単離及びヒト脳血管内皮細胞における EVs
輸送機能解析 
 ヒトメラノーマ SK-Mel-28 細胞、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞、ヒト胎盤絨毛がん由来細胞
BeWo 細胞の培養上清を回収し、超遠心分離法を用いて沈殿物から EVs 画分を回収した。回収し
た EV 画分の物理化学的特性を解析するため、ゼータサイザーを用いて EVs 画分の粒子径分布及
び表面電荷を計測した。ヒト脳血管内皮細胞への EV 内在化活性は、in vitro BBB モデルである
ヒト脳微小血管内皮細胞(hCMEC/D3)への PKH67 で蛍光標識した EVs の取り込み量で評価した。
ヒト脳血管内皮細胞への EVs 内在化における EVs 受容体候補分子の寄与の解析には、RNA 干渉に
よるノックダウン法を用いた。脳血管内皮細胞における EVs の経細胞輸送を評価するために、
hCMEC/D3 細胞をトランスウエル上で単層培養し、PKH67 で蛍光標識した EVs を apical 側に加え

図 1 想定されるヒト血液脳関門(Blood-Brain Barrier, 

BBB)におけるエクソソーム輸送システム 
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て、hCMEC/D3 細胞に取込ませた後に、basal 側に放出される EVs 由来の蛍光を計測した。 

(2)網羅的プロテオミクスによる EVs 構成タンパク質の発現アトラスの作成 
血液脳関門における EVs 受容体を同定するためには、EVs 上のリガンドをタンパク質レベルで

同定し、受容体との相互作用を明らかにすることが重要である。EVs 上のリガンド候補を解析す
るため、EVs 画分のトリプシン消化を行い、高分解能質量分析装置(LC-MS/MS)を用いてタンパク
質発現プロファイルを解析した。 

(3)マイクロ流体デバイスを用いた 3 次元血管網の構築とエクソソームの検出 
コインサイズのチップ内に、細胞外マトリックスゲルを挟んで培養液を流すメディア流路を

配置したマイクロ流体デバイスを用いた。具体的には、ゲル内に、血管内皮細胞モデルとして汎
用されているヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC 細胞）と線維芽細胞を混合したフィブリンゲル、又
はヒト脳血管内皮細胞とペリサイト、アストロサイトを混合したフィブリンゲルを注入し、間質
流を発生させた状態で共培養することで 3 次元血管網を形成させた。 
 
４．研究成果 

(1)ヒト脳血管内皮細胞における EVs 輸送機能解析 
 ヒトメラノーマ SK-Mel-28 細胞、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞、及びヒト胎盤絨毛がん由来
細胞 BeWo 細胞から回収した EVs 画分の平均粒子径は約 130～140nm、ゼータ電位は約-30～-35mV
であり、エクソソームの物理化学的特性を有していることが示され
た。SK-Mel-28 細胞及び SH-SY5Y 細胞由来の PKH67 標識 EVs 画分を
用いて、hCMEC/D3 細胞への取り込み活性及び温度依存性を解析し
た結果、EVs の細胞内取り込みは、37℃と比較して 4℃において有
意に低下した。なお SH-SY5Y 細胞由来 EVs の hCMEC/D3 細胞への取
り込みは、マクロピノサイトーシス阻害剤の共存下では有意な低下
を示さなかった。hCMEC/D3 細胞をトランスウエル上で培養するこ
とで細胞層を形成させ、SH-SY5Y 細胞由来の PKH67 標識 EVs 画分を
apical 側に添加して一定時間経過後には、細胞内及び basal 側
に蛍光が検出された。従って、SH-SY5Y 細胞由来 EVsは脳血管内
皮細胞を経細胞的に輸送されることが示された。このとき細胞
内及び basal 側の蛍光強度は、37℃と比較して 4℃において有意
に低下した。PKH67 標識した BeWo 細胞由来 EVs の hCMEC/D3 細胞への内在化活性は、BeWo 細胞
自身への内在化活性と比較して hCMEC/D3 細胞において有意に高く、ヒト脳血管内皮細胞におい
て高い内在化活性を有するヒト胎盤由来 EVs を同定した。以上の結果から、SK-Mel-28 細胞、SH-
SY5Y 細胞及び BeWo 細胞由来の EVs はヒト脳血管内皮細胞への高い内在化活性を示し、EVs の
BBB 輸送システムには脳毛細血管内皮細胞内へのエネルギー依存的な輸送機構が関与すること
が示唆された。 

(2)網羅的プロテオミクスによる EVs 構成タンパク質の発現アトラスの構築 
網羅的プロテオミクスの手法を用いて、SK-Mel-28 細胞及び BeWo 細胞から回収した EVs に発

現するタンパク質（約 3000 分子）を網羅的に同定した。パスウェイ解析や文献情報をもとに、
EVs 画分から同定した分子と相互作用する報告のある受容体を抽出し、ヒト脳微小血管内皮細胞
上の EVs 受容体候補について、絞り込みを行った。さらに候補受容体に対する阻害剤の存在下、
または RNA 干渉によるノックダウン法によって、hCMEC/D3 細胞への取込みにおける各受容体の
寄与を解析した。解析結果をもとに、BeWo 細胞由来 EVs の hCMEC/D3 細胞への内在化に膜輸送体
MFSD2A が関与するとの仮説を立て、siRNA ノックダウンを行った。その結果 hCMEC/D3 細胞への
BeWo 細胞由来 EVs の取込みにおいて有意な低下は示されず、MFSD2A の寄与は低いことが示唆さ
れた。 

(3)マイクロ流体デバイスを用いた 3 次元血管網の構築と EVs の検出 

マイクロ流体デバイス内に、HUVEC 細胞と線維芽細胞を混合したフィブリンゲル又は、ヒト脳

血管内皮細胞、アストロサイト及びペリサイトを混合したフィブリンゲルを注入して培養する

ことで血管内皮細胞同士が自己組織化し、蛍光標識デキストランの血管内灌流が繰り返し可能

な 3 次元血管網が構築された。さらに、3 次元血管の内径とゲル内に播種する総細胞数との間と

の相関性、及びゲル内の総細胞数に対する血管内皮細胞数の割合との間における相関性を明ら

かにし、in vivo 脳微小血管に近い培養条件を決定した。以上から、マイクロ流体デバイスを用

いたヒト 3 次元微小脳血管網のプロトタイプ作成に成功した。HUVEC 細胞及び線維芽細胞から構

築した 3 次元血管網に対し、PKH67 標識した BeWo 細胞由来 EVs をマイクロ流体デバイス内のメ

ディア流路に灌流させた結果、血管壁に沿って EVs 由来の蛍光シグナルが検出され、EVs の血管

内分布の可視化に成功した。本研究から、マイクロ流体デバイスを用いた 3 次元脳血管網の構築

によって、EVs の BBB 透過及び脳細胞輸送標的化の ex vivo 評価系の基盤が構築された。Ex vivo
評価系では、EVs の脳血管内皮細胞及び脳実質細胞の内在化評価の高感度化及びハイスループッ

ト化が不可欠であり、今後マイクロ流体デバイス内の流路系を改良することで、より精度の高い

評価系構築を目指す。 

図 2 ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y
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