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研究成果の概要（和文）：生理活性化合物ライブラリーから血液脳関門(Blood-brain barrier: BBB)に作用する
化合物を選定し、該当する脂質メディエーター受容体リガンド20種類をBBBマルチ培養モデルに投与した結果、2
種類の化合物EP4 agonistとS1P5 agonistで、BBBの調節因子である神経栄養因子BDNFの産生能が亢進した。これ
らの化合物は、AST単培養群でも有意に神経栄養因子BDNFの産生能を亢進させることから、候補化合物がEC/PCT
を通過しASTに直接作用することでBDNFの産生分泌を亢進する可能性が高いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Twenty selective lipid mediator receptor agonists, screened to be permeable 
through blood-brain barrier (BBB), were analyzed.  After adding in the culture media for BBB 
multi-culture model composed of human endothelial cell, pericyte and astrocyte, upregulation of BDNF
 in aliquot was observed in two compounds, EP4 agonist and S1P5 agonist.  Since these two compounds 
also increase the production of BDNF in astrocyte monoculture, we concluded that they may go through
 endothelial cell/pericyte layer, and affect astrocyte directly to enhance the production of BDNF.  

研究分野： 神経内科学

キーワード： 血液脳関門　ペリサイト　内皮細胞　低分子化合物　アストロサイト　脂質メディエーター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回同定した2種類の脂溶性化合物は、中枢神経内での神経栄養因子の産生を促すことによって中枢神経実質の
内部環境を神経再生の方向に改変する神経変性疾患治療薬のリード化合物としての可能性があるだけでなく、
BBB調節のための栄養因子の分泌を人為的に制御できる可能性があり、高分子治療薬を中枢神経内に流入させる
際の補助治療薬となりうると考えられた。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 血液脳関門(Blood-brain barrier: BBB)は、脳血管内皮細胞(EC)、ペリサイト(PCT)、アストロ
サイト(AST)、基底膜で形成され、これらの密接なクロストークにより強固なバリアを形成する
(図 1)1)。しかしその強力なバリア機構のため、これまで神経栄養因子や他臓器で使用される治
療薬が中枢神経系に作用させることができなかった。近年、我々は BBB 構成成分であるヒト由
来の温度条件不死化 PCT 株と AST 株の樹立に成功し 2-3)、PCT,AST が様々な神経栄養因子を
分泌し、BBB の強力な調節因子であることを明らかにしてきた 4)。しかしながら、これまで複
数の技術的な問題点からヒト in vitro 系 BBB モデルが
確立困難な状況であり、中枢神経系に対する創薬研究
は全く進んでこなかった。そこで我々は、EC,PCT,AST
によるマルチ培養下での生理条件に近い in vitro BBB
モデルを作成し、PCT,AST からの BBB 調節のための
栄養因子の分泌を制御する化合物の同定法を確立でき
れば、治療薬を中枢神経内に流入させる補助治療薬の
候補化合物の効率的なスクリーニングが可能となり、
中枢神経疾患の新規治療薬の開発につながるのではな
いかと考えた。近年我々はこれらの技術的な問題を解
決した理想的な BBB モデルの作成に成功し、ようやく
PCT,AST を用いた BBB 調節因子のスクリーニングが可能な段階となった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生理活性化合物ライブラリーから血液脳関門(Blood-brain barrier: BBB)に作用す
る化合物を選定する。さらに、それらの化合物を当科で開発した in vitro BBB マルチ培養モデル
に作用させ、BBB の調節因子である複数の神経栄養因子を測定し、栄養因子を増加させる候補
化合物を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PCT、AST での神経栄養因子の測定系の確立  
 代表的な神経栄養因子である BDNF,GDNF,VEGF の産生能を PCT,AST を保持しているかを
確認するために代表的な神経栄養因子を誘導する hydrocortisone を PCT,AST に作用させ、そ
れらの産生能を検証した。 
①  PCT での検証 
 ・ヒト脳由来不死化 PCT 培養細胞を細胞培養プレートに培養した。 

・ 測定の確立のため、PCT に Hydrocortisone(276 × 103nM)を投与し、投与後 12 時間、24
時間後の BDNF, GDNF, VEGF の m-RNA の発現を real-time PCR 法で評価した。 

・ PCT に各濃度の Hydrocortisone(276×102nM, 276×103nM, 276×104nM)を投与し、24
時間、48 時間後の BDNF, GFNF, VEGF の発現量を ELISA 法で測定した。   

② AST での検証 
・ ヒト脳由来不死化 AST 培養細胞を細胞培養プレートに培養した。 
・ 測定の確立のため、AST に各濃度の hydrocortisone(276×102nM, 276×103nM, 276×

104nM)を投与し、24 時間、48 時間後の BDNF, VEGF の発現量を ELISA 法で測定した。 
(2) PCT, AST からの BDNF の分泌を促進させる化合物を探索 



製薬会社 A から提供された 20 種類の脂溶性化合物(A-T)を Dimethyl sulfoxide (DMSO)で溶
解し、FBS 未添加の AM に 1%DMSO となるように希釈した。ヒト脳由来不死化 PCT また
は AST 培養細胞を細胞培養プレートに培養した。Hydrocortisone 276×104nM +反応時間 48
時間 positive control とし、培養液に*薬物(IC50 から算出した濃度＋1/10 量+10 倍量)を添加
し，37℃48 時間で反応させた。培養上清中に分泌された BDNF を ELISA 法で測定した。 

(3) EC,PCT, AST の共培養、マルチ培養下での BDNF の分泌を促進させる化合物を探索 
次に EC を 24-well plate 用 cell 
culture insert の表側に培養した
一層のサンプル(EC)と、insert の
表側に EC、裏側に PCT または
AST を共培養した二層のサンプ
ル(EC/PCT、または EC/AST)、
insert に EC,PCT,AST のマルチ
培 養 し た サ ン プ ル
(EC/PCT/AST)の 計 4 種 類の
insert を作製した。評価対象化合
物を含有する、FBS 未添加の AM
で培地を置換した(各対象化合物
の濃度は実験 2 で最も PCT,AST
で産生能を認めた濃度を使用し
た)。Control 群には 0.1%DMSO
を含む、FBS 未添加の AM を用
いた。各サンプルを 48 時間、37℃
培養後、評価対象化合物を 24 時
間作用させ、lower well の培養液を回収し、ELISA 法で BDNF を合計 3 回測定し、Control
群と比較し 1.5 倍以上の産生亢進がみられた化合物を選定した。 

 
４．研究成果 
(1) PCT、AST での神経栄養因子の測定系の確立 
① PCT での検証 
Hydrocortisone (276x103nM)が、PCT による BDNF, GDNF, VEGF mRNA 発現を促進するこ
とを確認した。また、hydrocortisone (276x103nM, 104nM)投与 48 時間後で、PCT からの BDNF, 
GDNF 分泌が亢進した。Hydrocortisone (276x104nM)、反応時間 48 時間を positive control と
した PCT 培養上清中の BDNF, GDNF の ELISA での定量が可能となった。 
② AST での検証 
Hydrocortisone (276 x 103nM, 104nM)投与 48 時間後で、AST からの BDNF 分泌が亢進した。
PCT と同様に、AST 培養上清中の BDNF の ELISA での定量が可能と判断した。 

(2) PCT, AST からの BDNF の分泌を促進させる化合物を探索 
19 化合物のうち 16 化合物で、陽性対照以上に PCT 培養上清中の BDNF 増加がみられた。 
19 化合物のうち 10 化合物で、陽性対照以上に AST 培養上清中の BDNF 増加がみられた。 

(3) EC,PCT, AST の共培養、マルチ培養下での BDNF の分泌を促進させる化合物を探索 
EC 単独の培養条件下では、BDNF の産生を亢進させる化合物はみられなかった。 



 
EC/PCT の共培養条件下では、BDNF の産生を亢進させる化合物はみられなかった。 
EC/AST の共培養条件下、EC/PCT/AST のマルチ培養条件下では、2 つの化合物に BDNF 産生
亢進効果があることを確認した。 

今回、脂質メディエーター受容体リガンド 20 種類を BBB マルチ培養モデルに投与した結果、
2 種類の化合物 EP4 agonist と S1P5 agonist で、BBB の調節因子である神経栄養因子 BDNF の
産生能が亢進した。これらの化合物は、AST 単培養群でも有意に神経栄養因子 BDNF の産生能
を亢進させることから、候補化合物が EC/PCT を通過し AST に直接作用することで BDNF の
産生分泌を亢進する可能性が高いと考えられた。今回同定した 2 種類の脂溶性化合物は、中枢神
経内での神経栄養因子の産生を促すことによって中枢神経実質の内部環境を神経再生の方向に
改変する神経変性疾患治療薬のリード化合物としての可能性があるだけでなく、BBB 調節のた
めの栄養因子の分泌を人為的に制御できる可能性があり、高分子治療薬を中枢神経内に流入さ
せる際の補助治療薬となりうると結論付けた。 
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教育講演：神経系を侵す自己免疫疾患
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Identification of targeted membrane antigens of human brain microvascular endothelial cells in relapsing-remitting multiple
sclerosis．

Blood-nerve barrier disruption induced by immunoglobulin G from Guillain-Barre syndrome patients.

The effect of Neuromyelitis Optica (NMO)-IgG and anti-IL-6 receptor monoclonal antibody (SA237;satralizumab) for barrier
function at the Blood-Brain Barrier in vitro

 １．発表者名
Yukio Takeshita, Kenichi Serizawa, Susumu Fujikawa, Fumitaka Shimizu, Toshihiko Maeda, Yasuteru Sano, Michiaki Koga, Takashi
Kanda

 ３．学会等名



2019年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

研
究
協
力
者

清水　文崇

(SHIMIZU Fumitaka)

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

研
究
協
力
者

竹下　幸男

(TAKESHITA Yukio)

 ２．発表標題

第31回日本神経免疫学会学術集会
 ３．学会等名

竹下幸男, 芹澤賢一, 藤川 晋, 清水文崇, 藤澤美和子, 古賀道明, 神田　隆
 １．発表者名

 ４．発表年

BBB構成細胞による継時的バリア評価モデルの開発とIL-6受容体阻害が視神経脊髄炎のBBB破綻に与える効果検証


