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研究成果の概要（和文）：本研究過程において、①霊長類（サル）の初代培養細胞のみで構成された共培養モデ
ルの特徴、②造影剤による血液脳関門破壊について脳血管内皮細胞内のMAP Kinase pathwaysの関与、③脂質異
常症治療薬である pitavastatinが炎症刺激による血液脳関門破壊に拮抗的に働くこと、④Rho kinase阻害薬が
血液脳関門保護に働くことについて見出し、報告した。ドラッグリポジショニングにおいては、Rho kinase阻害
薬のもつ血液脳関門保護機能が脳虚血においても有効に機能することも突き止めた。今後の脳梗塞治療の現場に
導入できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In the course of this research, we discovered and reported: 1) the 
characteristics of a co-culture model consisting of primary cultured cells of primates (monkeys), 2)
 the involvement of MAP kinase pathways in cerebral microvascular endothelial cells in the 
disruption of the blood-brain barrier by contrast agents, 3) the antagonistic effect of 
pitavastatin, a drug for treating dyslipidemia, on the disruption of the blood-brain barrier by 
inflammatory stimuli, and 4) the effect of Rho kinase inhibitors in protecting the blood-brain 
barrier. In drug repositioning, we also found that the blood-brain barrier protective function of 
Rho kinase inhibitors is effective in cerebral ischemia. This indicates the possibility of 
introducing this method in the field of cerebral infarction treatment in the future.

研究分野：血液脳関門、脳卒中、脳神経外科

キーワード： 血液脳関門　脳卒中　Rho kinase阻害薬　中枢神経疾患治療薬　ドラッグリポジショニング　in vitro
モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞治療は近年、血栓溶解療法に加え、カテーテルを用いた血栓回収療法が登場し、その治療成績は飛躍的に
向上した。しかし、その時間的制約から、血栓回収療法を施行された患者の約半数は満足な回復が得られていな
い。我々が本研究で見出したRho kinase阻害薬のもつ血液脳関門保護機能および脳虚血に拮抗する作用を考慮す
ると、今後、血栓回収療法にRho kinase阻害薬動注療法を追加することで、脳梗塞患者の満足がいく回復につな
がる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
血液脳関門（blood-brain barrier: BBB）は脳の恒常性保持に重要な役割を果たしている一 方、薬剤
開発の観点からは、BBB が治療薬剤の通過を阻むこととなり、中枢神経疾患治療薬開発の大きな障壁
となっている。BBB の機能的構築には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。我々は既に開発している灌流型共培養 in vitro 血液脳関門（BBB）モデルを利
用し、各種中神経系病態モデルを作製、細胞間相互作用を検討する。更にドラッグリポジショニングの
観点から現在臨床の現場で使用されている薬剤が BBB に与える影響及びその作用機序の解明を行う。 
 
 
２．研究の目的 
このメカニズムを解明することにより中枢神経疾患治療薬 の開発、ひいては全く新しい創薬概念であ
る「BBB 保護薬」の開発につなげたいと考えている。 
 
 
 
３．研究の方法 

（１）チューブタイプ灌流モデルの作製及び最適化    

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う。 

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 を用いて作成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る。 

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

ルを作製する。 

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）を指標とした上で、臨床

検体から培養した細胞を血管腔側に投与し、脳側への転移能を検討する。 

これら複数のモデルから得られたデータを元に、病態ごとのターゲット薬剤をプロテオミクス技術、ハ

イスループットスクリーニング技術を用いて抽出する。 

（3）異なる 3 次元モデルの比較検討、分子生物学的機序の解明、薬剤の脳内移行検定、ドラッグデリ

バリーシステムの構築 

 病態モデルにおける BBB 機能を以下の方法を用いて検討する。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する。 

①EVOM 抵抗計(Volt-Ohm resistance meter)を用いた経内皮電気抵抗 （transendothelial electrical 

resistance, TEER） 

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

（67kDa）の transendothelial transport） 

③P-糖タンパクの機能検定（rhodamine123 法による） 

④Immunoblot 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）の発現確認。 



⑤スロバキアの Comor 博士により開発された in vitro immunization 法を用いて tau 特異的ナノボディを

作製する。細胞透過性ペプチドは p-aminocarbamate linker と酵素切断 linker を用いて神経保護作用

をもつキヌレン酸と共有結合させる。両者を分子クローンニング及び chemical conjugation によって結合

させ、ペプチド結合体を作製する。スロバキアにて開発されたペプチド結合体の輸送能（脳への取り込

み）を検討する。 

 
 
 
 
４．研究成果 

 灌流型 3 次元血液脳関門モデルの開発においては、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、本研究過程において、（1）霊長類（サル）の初

代培養細胞 のみで構成された共培養モデルの特徴、（2）造影剤による血液脳関門破壊について脳血

管内皮細胞内の MAP Kinase pathways の関与、（3）脂質異常症治療薬である pitavastatin が炎症刺

激による血液脳関門破壊に拮抗的に働くこと、（4）Rho kinase 阻害薬が血液脳関門保護に働くことにつ

いて見出し、それぞれの知見を英文学術誌において報告した。さらに、本研究過程で得た知見を踏ま

え、総説’Beyond Lipid-Lowering: Effects of Statins on Cardiovascular and Cerebrovascular Diseases 

and Cancer’を執筆し、スタチンの多面的作用及び心血管、脳血管及び癌に与える影響をまとめ、発表

した。本研究及び付随する成果を国内外の学会、研究会で発表するだけでなく、Mini-symposium on 

the Blood-Brain Barrier: from Basic to Clinical Research を毎年主催し、世界各国の研究者との意見交

換し、今後の研究の方向性も討議した。本研究課題の根幹であるドラッグリポジショニングに関しては、

複数の候補薬剤の選定を終え、実験を開始している。 

そのうちの一つである上述した Rho kinase 阻害薬の臨床応用の可能性について紹介する。脳梗塞

治療は近年、血栓溶解療法に加え、カテーテルを用いた血栓回収療法が登場し、その治療成績は飛

躍的に向上した。しかし、その時間的制約から、血栓回収療法を施行された患者の約半数は満足な回

復が得られていない。我々が本研究で見出した Rho kinase 阻害薬のもつ血液脳関門保護機能および

脳虚血に拮抗する作用を考慮すると、今後、血栓回収療法に Rho kinase 阻害薬動注療法を追加する

ことで、脳梗塞患者の満足がいく回復につながる可能性がある。 
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