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研究成果の概要（和文）：生命科学研究の重要なゴールはその成果を実際の治療の現場に還元することにある。
薬剤開発の現場においては、その技術が格段に飛躍したにも関わらず、中枢神経系薬剤の開発は遅々として進ん
でいない現状がある。我々はこの問題を解決すべく、灌流型3次元血液脳関門モデルの開発を行った。その過程
で、脳血管内皮細胞は継代せずに使用すべきこと、および脳ペリサイトが癌の脳転移に拮抗的に働いていること
を見出し、英文学術誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：An important goal of biomedical research is to translate basic research 
findings into practical clinical implementation. Despite the advances in the technology used in drug
 discovery, the development of drugs for central nervous system diseases remains challenging. We 
have tried to establish microfluidic three-dimensional in vitro blood-brain barrier model. In the 
process, we found and reported ‘Pericytes protect brain from cancer’ and ‘Primary culture brain 
endothelial cells are suitable for blood-brain barrier models’. 

研究分野： 脳神経外科

キーワード： 血液脳関門　脳卒中　ペリサイト　転移性脳腫瘍　血液脳関門モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は大きく二つの意義を提示できる。一つは脳ペリサイト機能を強化する治療戦略で脳転移を予防でき
ることを示し、癌患者のQOL向上に大きく貢献できる可能性を提示した。もう一つは、現在世界で広く使用され
ている血液脳関門モデルの一部は不適切であることを示すデータを示しており、適切な脳血管内皮細胞を使用
し、実験することが中枢神経系疾患治療薬開発に重要であることを提示した。これは薬剤開発の現場での注意を
喚起するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
本邦は高齢化社会を迎え、脳卒中はますます増えており、なかでも脳梗塞患者が急増している。

2005 年にわが国でも脳梗塞急性期治療薬として tPA (tissue-type plasminogen activator)に

よる血栓溶解療法が認可された。しかしその恩恵を受けることのできる患者は脳梗塞全体の

5％以下に限られているため、脳梗塞に有効な治療薬の開発が期待されている。これまで、神経

細胞をターゲットとした治療薬は基礎実験で有効であっても臨床試験では有効性は示されなか

った。そこで我々は脳梗塞治療薬の検討を血液脳関門（Blood-Brain Barrier; BBB）保護の観

点から行ってきた（Honda M: Cel Mol Neurobiol 2006, Hiu T: Cel Mol Neurobiol, 2008）。

特に HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチン）が BBB に与える影響に着目し、研究を行い、その一

部はすでに論文報告している（Morofuji Y: Cel Mol Neurobiol 2010）。 

BBB は単に末梢（血液）と中枢（脳）を境界し、物質の移動を制限する関門として機能して

いるだけでなく、機能的な neurovascular unit を形成し、今まで考えられている以上に、ニュ

ーロン機能と一体化していることが理解され始めている。BBB の機能構築には基本構成単位で

ある脳毛細血管内皮細胞、ペリサイト、及びアストロサイト間のクロストークが不可欠である。

このクロストーク不全は中枢神経系疾患の発症と進展に関与する。事実、BBB の機能破綻が脳

卒中やアルツハイマー病などの中枢神経疾患の発症と病状進展に関与していることが明らかに

されている(Zlokovic BV: Neuron, 2008)。このため BBB 制御は中枢神経疾患治療の重要なター

ゲットの一つである。脳梗塞急性期治療のゴールは、閉塞血管を再開通させ神経細胞を保護す

ることにある。しかし、脳虚血だけでなく治療後の再灌流によって、過剰なフリーラジカル産

生、蛋白合成の抑制、炎症が生じ神経細胞障害を引き起こす。神経細胞だけでなく脳梗塞進展

に密接に関連しているミクログリア、アストロサイト、脳血管内皮細胞でも虚血侵襲により炎

症反応が誘導される。炎症制御を標的とした治療薬の開発は有望と考えられるが、脳梗塞治療

として取り入れる場合には、炎症反応は組織障害性に働くだけでなく、虚血耐性の獲得、組織

修復・再生過程など内因性の脳保護機転にも関与しているため、炎症を制御する部位、時間、

標的細胞などを十分に考慮する必要があると考えられる。 

我々が使用してきた in vitro BBB モデルは全ての BBB 構成細胞をラット脳（もしくはマウス

脳）から分離培養した初代培養細胞を使用しており、より生体に近い環境を再現している。細

胞間相互作用の解析は、虚血負荷時や炎症下などの病態における BBB 機能低下のメカニズム解

明の重要な手掛かりを提供できる。そのメカニズムを解明することにより全く新しい創薬概念

である「BBB 保護薬」の開発につながると考えている。これは脳梗塞治療薬としての側面だけ

でなく、脳血管認知症予防、アルツハイマー型認知症の予防といった中枢神経系疾患全体にイ

ンパクトをもつ薬剤の開発につながると期待される。 

 
２．研究の目的 

 現在我々が開発・使用している多細胞を共培養している 2腔培養系モデルは、BBB 領域にお

いてスタンダードとなっている。しかし、2 次元モデルであること、また血管内皮細胞にとっ

てストレス要因のひとつである血液循環に伴うシェアストレスが再現されていないという弱点

がある。そこで、我々は生体内で起こっている現象を忠実に再現するには、灌流型の 3次元モ

デルの開発が必要であると考えている。灌流型 3次元 BBB モデルにおいても、初代培養細胞を

用いてより生体に近いモデルを作製したいと考えている。また最終的には全てヒト由来の細胞

でのモデルを目指している。本研究課題である「脳虚血時における血液脳関門の破綻及び修

復機序の解明」において、2 次元モデルと 3次元モデルの比較だけでなく、in vivo での実験

も行い、これら 3種のモデルでの比較検討を行うことでより効果的に薬剤の効果判定、作用機



序解明を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）血液脳関門モデル作製 

① 初代培養脳毛細血管内皮細胞：我々が開発した方法で、2～3週齢ラットより単離培養する。 

② 初代培養ペリサイト：同様に 2～3 週齢ラット（もしくはマウス）より単離培養する。ペ

リサイトは、内皮細胞を単離する操作の過程で単離できる。 

③ 初代培養アストロサイト：1～2 日齢ラット（マウス）より shaking method で単離培養す

る。 

④ 初代培養ミクログリア：1～2 日齢ラット（マウス）より glial cell culture として培養

した後、単離培養する。 

⑤ 2 次元 BBB モデル：多孔質（0.4μm、3.0μm pore size）の半透膜をもつ立体培養皿

（Transwell®）を用い共培養モデルを作製する。作製するモデルは、液性因子のみの影響

を受けるモデルと、内皮細胞とペリサイトまたはアストロサイトが接触できるモデルを作

製し、更に 3種類の細胞を同時に共培養したモデルも含め 7種類のモデルを作製した。 

⑥ 灌流型 3 次元 BBB モデル：直径 30μm のコラーゲンチューブに内皮細胞を培養し、

灌流下に内皮細胞をおき、さらにコラーゲンマトリックス内にペリサイト、アストロ

サイトを培養することで灌流型血液脳関門モデルとする。内皮細胞はコラーゲンチュ

ーブ内に 24 時間静置することで円柱状に培養できる。ペリサイト及びアストロサイ

トはデバイス作製時、コラーゲンジェル内に混入することで培養される。 

（２）薬剤及びがん細胞が BBB 機能に与える影響の検討、病態モデルの作製 

作製した複数の BBB モデル及び以下の病態モデルから細胞を回収し、RAGE、LRP-1 発現を

immunoblot 法や immunostaining にて解析する。また培養液を血管腔側と脳側よりそれぞれ別に

回収しサイトカインアッセイを行った。 

① 虚血再灌流負荷モデル：94N2, 5%CO2, 1% O2 インキュベータと、インキュベータ中でガス

交換をした培養液 10% FBS-DMEM(glucose-free)と PBS を用いて作製した虚血環境を作り

(低酸素キット Anaeropack)、95% air-5% CO2 に変換して再灌流条件を作製。 

② 炎症モデル：LPS（lipopolysaccharide）1 ng-1μgを血管腔側もしくは脳側に負荷するこ

とで炎症モデルを作製。 

③ がん脳転移モデル：大腸がん細胞株 SW480(低転移能)、SW620（高転移能）を血管腔側に投

与し、脳側への転移能を検討した。 

（３）従来の 2次元モデルと 3次元モデルの比較検討、分子生物学的機序の解明 

病態モデルにおける BBB 機能を以下の方法を用いて検討した。また BBB 保護薬として考えられ

る薬剤を添加し BBB 機能に与える影響を評価するとともに、そのメカニズムの解明にも着手し

た。 

① EVOM 抵 抗 計 (Volt-Ohm resistance meter) を 用 い た 経 内 皮 電 気 抵 抗 

（transendothelial electrical resistance, TEER） 

② sodium fluorescein 法（小分子 (376Da) の paracellular transport ）、 Evans' 

blue-albumin 法（大分子（67kDa）の transendothelial transport）を用いた透過性

試験 

③ P-糖タンパクの機能検定（rhodamine123 法による） 

④ Immunoblot 法にてタイトジャンクションタンパク（claudin-5, occludin, ZO-1）と

トランスポーター（P-gp, MRP, BCRP, GLUT1）の発現を確認する。 



 

４．研究成果 

本研究過程で、灌流型 3 次元血液脳関門モデルにおいて脳血管内皮細胞、ペリサイト及

びアストロサイトを培養した上で灌流することに成功した。不死化ヒト細胞、ラット初代

培養細胞、ヒト初代培養全てにおいて、モデル内に細胞を生着、培養できることを確認し

た。また、炎症性サイトカイン負荷、薬剤負荷時に 3 次元モデル血管腔側のみならず、脳

側からの灌流液からもサイトカインを検出することに成功した。 

「脳虚血時における血液脳関門の破綻及び修復機序の解明」においては、ラット 2 次元モ

デルにおいて、脳梗塞治療薬として有望な薬剤を見出し、3 次元モデルでの検証を開始し

た。ワシントン大学、ハンガリー科学アカデミーそれぞれにおいて実験を行い、データを

解析中である（論文作成中であり、詳細は割愛）。 

二次元血液脳関門モデルにおいて、ペリサイトが肺癌の脳転移に拮抗的に働いているこ

とを見出し、英文学術誌に報告した（Fujimoto T. et al, Cellular and Molecular 

Neurobiology, 2020）。ペリサイトが血液脳関門機能を強化することは広く知られているが、

我々はペリサイトが癌細胞の脳転移に拮抗的に働いていることを世界で初めて示した。この結

果は今後、癌の脳転移を考える上でペリサイトをターゲットとした治療戦略を考える必要があ

ることを示唆している。免疫チェックポイント阻害薬を含め、癌の原発巣治療が飛躍的に進ん

でいるなか、ペリサイト機能を強化することで脳転移を予防することができれば、癌患者の QOL

向上に大きく貢献できると思われる。 

また、本研究過程において、脳血管内皮細胞においては、ヒト、マウス、ラットいずれ

の細胞腫であっても、低い継代数（P2-4）でその脳血管内皮細胞としての特徴（tight 

junction 機能発現）が失われることを証明し、英文学術誌に発表した（Fujimoto T, 

Morofuji Y, et al. Journal of Neural Transmission, in press）。この結果は現在世界

で広く使用されている血液脳関門モデルの一部が不適切であることを示しており、薬剤開

発の現場での注意を喚起するものである。 

 さらに、血液脳関門 in vitro モデルに関する review 「Drug Development for Central Nervous 

System Diseases Using In Vitro Blood-brain Barrier Models and Drug Repositioning」を

作成し、Current Pharmaceutical Design 誌に発表した。 
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