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研究成果の概要（和文）：カフェインは、血液脳関門（Blood-Brain Barrier: BBB）を容易に通過することが知
られている。しかし、血液脳脊髄液関門（Blood-Cerebrospinal fluid Barrier: BCSFB）におけるカフェインの
動態については詳細な研究はない。本研究の結果、4APの濃度依存的に、CSF中のカフェイン濃度は低くなること
が分かった。形態学的検討においても、脈絡叢上皮細胞がカフェインのCSFへの移行を阻害している可能性があ
ると示唆する所見が観察された。これらの結果から、神経刺激薬とカフェインが同時に存在する場合、カフェイ
ンはBCSFBの通過を阻害されることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Caffeine, a main ingredient in energy drinks, is known to pass easily 
through the blood-brain barrier. However, the dynamics of caffeine in the blood-cerebrospinal fluid 
barrier (BCSFB) have not been studied in detail. Alternatively, could this be either "This study 
found that the concentration of caffeine in the cerebrospinal fluid (CSF) decreased depending on the
 concentration of 4-AP. In a morphological investigation, it was also observed that choroid plexus 
epithelial cells appear to impede the movement of caffeine into the CSF. From these results, it is 
understood that when stimulant drugs and caffeine are both present at the same time, the passage of 
caffeine into the BCSFB is obstructed.

研究分野：法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
剖検例における検討では，脳脊髄液に比較して血中のカフェイン濃度が高値を示した．BCSFBモデルを用いた培
養実験では，4-APの濃度と投与後経過時間に依存して，カフェイン濃度が低値を示した．形態学的検討では，脈
絡叢上皮細胞内に液胞の形成が観察された．BCSFBモデルにおいて血管内皮細胞と脈絡叢上皮細胞内のカフェイ
ン濃度は，脈絡叢上皮細胞で高く検出される傾向にあることが認めらえた．それらの結果から，中枢神経刺激薬
とともにカフェインが脈絡叢を通過する場合，カフェインの吸収が抑制されることが明らかとなり，抑制された
カフェインは脈絡叢上皮細胞内に貯留される可能性が示唆された．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年，特に若年者におけるエナジードリンクの多量服用が問題視されている。そのことに伴い、

エナジードリンクの消費と薬物使用に関連があるとの報告がある．しかし、それらの間に関連性

が生じるメカニズムについては明らかになっていない．エナジードリンクの主成分である

Caffeine は、分子量が小さく，比較的脂溶性が高いため、中枢神経系における脳と血管の間に

ある blood-brain barrier (BBB)を容易に通過するといわれている．しかし、中枢神経系におけ

るもうひとつのバリア構造である脳脊髄液(脳室)と血管の間にあるblood-cerebrospinal fluid 

barrier (BCSFB)における Caffeine の動態について、詳細な報告は認められない．そこで剖検症

例における検討に加え，培養細胞を用いて BCSFB モデルを作製し，BCSFB における Caffeine の

動態と薬物の影響について検討した． 

 

２．研究の目的 

近年、思春期の子供や若年成人におけるエナジードリンクの消費量増加が問題視されており、

エナジードリンクの主成分であるカフェインの多量服用による中毒死例の報告も確認される。

エナジードリンクには、Caffeine が多く含まれており、若年者におけるエナジードリンクの消

費量増加が問題視されると同時に、エナジードリンクと中枢神経に作用する薬物使用の関連性

については以前から注目されている。エナジードリンクの使用頻度は、アンフェタミンを含む薬

物の使用頻度と正の相関があることが明らかにされており、近年の研究において、エナジードリ

ンク使用者は、覚醒剤などの中枢神経刺激薬を使用する割合が高いと報告されている。また、薬

物使用歴がある者を対象とした研究では、対象者の 78.6%が過去に Caffeine を故意に摂取して

いるとの報告がある。摂取手段として 69.2%がエナジードリンク、24.5%が Caffeine を主成分と

した錠剤、4.9%が鼻腔内スプレーであった。この報告では、16歳以上の全ての年齢で、Caffeine

の意図的な摂取手段として、エナジードリンクが非常に高い結果が示されている。しかしながら、

エナジードリンクと薬物使用に一定の関連性はあるものの、中枢神経系に Caffeine と同時に中

枢神経刺激薬を使用した場合、それぞれが摂取濃度に応じて中枢神経に作用しているのかは不

明である。 

その理由のひとつとして、薬物が中枢神経に到達するためには、BBB や BCSFB を通過する必要

がある。Caffeine の場合、分子量が非常に小さいこと、疎水性・脂溶性が高いことから BBB の

通過は容易であると報告されているものの、BCSFB における Caffeine の動態について詳細に検

討した報告はない。 

 そこで、我々は、BCSFB における Caffeine の動態や Caffeine と他の神経を刺激する薬物との

関係性を明らかにするために、剖検例における形態学的および薬理学的検討に加えて、培養細胞

を用いた BCSFB モデルを作製し実験を行った。 

 

３．研究の方法 

（1） 剖検サンプル 

症例を Table 1 に示す。剖検例 127 例（男性 85 名、女性 42 名）、年齢 0 歳～96 歳（中央値 64

歳）であった。死因群は、解剖時の肉眼所見、組織学的所見、中毒検査の結果により分類した。

死因は、鈍器損傷、鋭器損傷、窒息、溺死、中毒、火災関連死、熱中症、凍死、急性心臓死、そ



の他の内因死の 10 種類に分類した。死因ごとに研究結果に影響を与える合併症がなく、明確に

死因について検証を行うことができる症例を選定した。血液は、Right Heart Blood (Rs）をシ

リンジを用いて無菌的に採取した。Cerebrospinal Fluid (CSF）は、脳底部の大槽からシリンジ

で無菌的に採取した。採取した血液と脳脊髄液は、検査するまで、-80℃で保存した。 

（2）Blood-cerebrospinal fluid barrier (BCSFB) Model 

血液脳脊髄液関門モデルとして、ヒト血管内皮細胞 (Cell-System-BME cells (ACBR 1376))と

ヒト悪性脈絡叢乳頭細胞株(HIBCPP)由来の脈絡叢上皮細胞[12]を用いた。 

血管内皮細胞と脈絡叢上皮細胞の両方は、15％不活化 FBS、50 µg/mL ストレプトマイシン、50 

µMペニシリン、および 0.25 µg/mLファンギゾンを追加補充した DMEM-F12 で培養した。初めに、

血管内皮細胞と脈絡叢上皮細胞の両方の細胞を 37℃で、別々に培養し、血管内皮細胞と脈絡叢

上皮細胞をそれぞれフィルターの上面と下面に培養した。初めに、脈絡叢上皮細胞をフィルター

の下面で培養した。細胞の単層を維持するために、フィルター上の過剰な増殖は、トリプシン処

理によって制御した。フィルター上の脈絡叢上皮細胞の数は、2×106/cm2で制御した。脈絡叢上

皮細胞のタイトジャンクションが形成されたあと、2日ごとに培地交換を行った。脈絡叢上皮細

胞の培養完了後、フィルターの上下を逆にし、血管内皮細胞をフィルターの上面（脈絡叢上皮細

胞の反対側）に、脈絡叢上皮細胞と同様に培養した。次に、血管内皮細胞側を上に、脈絡叢上皮

細胞側を下に向け培地に浸した。培地の容器は、6ウェルプレート用インサート(Greiner Bio-

One, Frickenhausen, Germany)で、直径 23.1 mm、孔径 3.0 µm、孔密度 2×106/cm2のものを使用

した。この共培養法は、Schroten. H(2016)によって、脈絡叢モデルで確立され、血液脳脊髄液

関門とプロラクチンの生理学的重要性に関する報告をはじめとする過去の研究で使用されてい

る 

（3）培養方法 

BCSFB モデルを使用して、下記の実験を行った。 

BCSFB モデルの上室（血管内皮細胞側の血液層）に、カフェイン 1000 µgと神経興奮誘発物質で

ある 4-aminopyridine (4-AP)を 0, 1, 10, 100, 1000 ng 添加し、それぞれの濃度ごとに添加後

1 時間、3 時間、6 時間の時点における下室（脈絡叢上皮細胞側の脳脊髄液層）に貯留した培養

液中のカフェイン（血管内皮細胞層と脈絡叢上皮細胞層を通過したカフェイン）濃度を Gas 

chromatography Mass Spectrometry (GC/MS)で測定した[Figure 2]。 

（4）培養細胞内における Caffeine 濃度 

BCSFB モデルに、カフェイン 1000 µg加えて、4-AP を 0 ng と 1000 ng を別々に添加し、それぞ

れの濃度ごとに添加後 1 時間と 6 時間の時点における血管内皮細胞中のカフェイン濃度と脈絡

叢上皮細胞中のカフェイン濃度を測定した。各細胞は、フィルターからそぎ落とし、1.3 ml の

ハンクス液に浸し、-80℃下で凍結後に、4℃下で融解する過程を 2回繰り返した。こうして細胞

構造を破壊した細胞中のカフェイン濃度を GC/MS で測定した 

（5）Caffeine、覚醒剤および向精神薬の測定方法 

2.3.1. 剖検例体液中および培養液中の各種薬物測定前の試薬調整方法 

2.3.1.1. Caffeine および覚醒剤 

剖検例体液中および培養液中の Caffeine および覚醒剤を抽出する際に使用したカラムは、Bond 

Elut Certify (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)を使用した。標準品として、

Caffeine は、SIGMA ALDRICH (Tokyo、Japan) の固体粉末(solid powder)、メタンフェタミンは、

Sumitomo Dainippon Phama Co.の Methamphetamine Hydrochloride を使用した。内部標準物質

（IS）として、Diazepam-d5 (SIGMA ALDRICH、Tokyo、Japan）を使用した。また、脱イオン純水



は、Milli Q Purification System (Millipore, Bedford, MA, USA) を使用して生成したもの

を蒸留水として使用した。溶媒として、0.1M リン酸緩衝液は、KH2PO4 (Wako: Osaka、Japan）6.8 

g を、蒸留水に溶解し、KOH 水溶液で pH6.0 に調製した。洗浄溶媒として使用する１M 酢酸は、

酢酸（Wako: Osaka、Japan）30 mL を蒸留水 470 mL に溶解して調製した。溶出溶媒のひとつと

して、ジクロロメタン（Wako: Osaka、Japan）50 mL、2-プロパノール（Wako: Osaka、Japan）

20 mL、アンモニア水溶液（Wako: Osaka、Japan）5 mL を混合し、ジクロロメタン：2-プロパノ

ール：アンモニア(10：4：1)を作製した。 

（6）向精神薬(psychiatric drugs) 向精神薬定性時の抽出過程におけるカラムは、ISOLUTE® 

SLE+ 400uL Sample Vol (Biotage、Uppsala、Sweden)を使用した。また、向精神薬定性検査時の

溶出培養として、ジクロロメタンとアセトニトリル（Wako: Osaka、Japan）を 4：1の割合で混

合した溶液を使用した。 

（７）各種薬物の抽出方法 

Caffeine および覚醒剤 

Caffeine と覚醒剤は、固相抽出で抽出した。まず、液体サンプル 500 µLを、リン酸緩衝液 6.0 

mL に溶解させた。その後、沈殿物除去のため、3000 rpm で 10 分間遠心した。遠心後、容器の底

に沈殿した、有形成分が一定量を超えた場合は、沈殿物以外の上澄み部分のみ取り出し、リン酸

緩衝液で 6.5 ｍL に調製した。調製後、ISを 50 μLずつ入れ、10分間振盪し、再度 3000 rpm

で 10 分間遠心し、有形成分が一定量を超えていないことを再度確認し、Gilson GX-274 ASPEC 

(Middleton, WI, USA）にセットし、抽出作業を行った。メタノール、0.１Mリン酸緩衝液でカ

ラム内を前処理した後、カラムにサンプルをロードした。その後、１M酢酸、ジクロロメタンで

順次洗浄、溶出を行った。この 1回目の固相抽出で得られた溶出液（溶出液１）は、緩やかな窒

素流下、室温で蒸発乾固させた。１回目の固相抽出後、再度メタノールと 0.１Mリン酸緩衝液で

カラム内を前処理した後、カラムにサンプルをロードし、その後、１M酢酸とジクロロメタン：

2-プロパノール：アンモニア(10：4：1)の混合液で順次洗浄、溶出（溶出液 2）を行った。この

溶出液２を、溶出液 1の蒸発乾固後の残留物がある試験管に移し入れ、再度緩やかな窒素流下、

室温で蒸発乾固させた。最終的に得られた溶出液 1と溶出液 2の残留物に酢酸エチル 50 μLを

加え、混和した。このようにして得た抽出物を 1 μL、GC/MS に注入し、測定を行った。Caffeine

濃度の測定において、症例から採取した血液、脳脊髄液と培養実験で採取した培養液および破壊

された細胞を含むハンクス液は、同様の方法で抽出処理、Caffeine の測定を行った。覚醒剤に

おいては、同様の方法で血液中の濃度を測定した。 

（8）BCSFB の主たる機能を形成する脈絡叢は、採取後にホルマリンに固定され、パラフィン包

埋され、4µmに薄切された切片でヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行い、光学顕微鏡(BX53, 

OLYMPUS, Tokyo, Japan)にて観察を行った。HE染色標本では、細胞内に空胞の形成が認められ

た。よって、薬物種類別に 400 倍率下で脈絡叢上皮細胞全体における空胞が形成された脈絡叢上

皮細胞の割合を計測した。 

 

４．研究成果 

（1）覚醒剤および向精神薬の検出症例数について 

127 例のうち、覚醒剤検出（Group A） 30 例、覚醒剤非検出(Group B)97 例であった。 

また、Group A 30 例のうち、覚醒剤のみ検出されたのは 17例（Group Ⅰ）、覚醒剤および向精

神薬の両方が検出されたのは 13 例（Group Ⅱ）であった。Group B 97 例のうち、向精神薬のみ

検出されたのは 26 例 (Group Ⅲ) であった。覚醒剤および向精神薬ともに検出されなかった



のは 71例（Group Ⅳ）であった。 

（2）右心臓血液（Rs）および脳脊髄液（CSF）における Caffeine 濃度 

3.2.1. Group A と Group B における Caffeine 濃度 

Group A と Group B ともに Rs（ｘ）と CSF（ｙ）の Caffeine 濃度に高い相関関係がみられた

（Group A： y = 0.4706x + 0.026, r=0.795, p<0.0001 Group B： y = 0.8239x - 0.0172, 

r=0.903, p<0.0001)。覚醒剤検出 Group A の方が、覚醒剤非検出 Group B と比較して、散布図に

おける Caffeine の分布が、CSF と比較して Rs側に偏っていた。 

（3）Group Ⅰ、Group Ⅱ、Group Ⅲおよび Group Ⅳにおける血液中と脳脊髄液中の Caffeine

濃度の関係 

GroupⅠからⅣの 4群すべてにおいて、Caffeine 濃度は血中(x)と脳脊髄液中(y)において、高い

相関関係がみられた(GroupⅠ： y = 0.3665x + 0.0938, r=0.651, p<0.01 Group Ⅱ： y = 

0.5326x + 0.0442, r=0.928, p<0.0001 Group Ⅲ： y = 0.668x + 0.2478, r=0.917, p<0.0001 

Group Ⅳ: y=0.6694x+0.0367, r=0.884, p<0.0001)。覚醒剤を含む GroupⅠとⅡは、覚醒剤を含

まない Group ⅢとⅣに比較して、Caffeine の分布が血液側に偏っていた。 

（4）BCSFB 培養細胞モデルにおける Caffeine および 4AP の透過性 

Caffeine と 4AP 投与後の経過時間に焦点をあてると、いずれの 4AP 濃度においても、投与後の

時間経過とともに Caffeine の脳脊髄側への移行がみられた。経過 1時間と経過 6時間の時点で

の Caffeine 濃度は、いずれの 4AP 濃度においても脳脊髄液側への有意な移行が認められた。た

だし、4AP を含まない実験の方が、4AP を高濃度に含有する実験に比較して、脳脊髄液側で高値

を示していた。つまり、Caffeine とともに添加する 4AP 濃度の増加とともに、脳脊髄液側に移

行する Caffeine 濃度は少なくなった。特に 4AP 濃度 0 ng 添加時を基準に、それぞれの経過時

間において、添加した 4AP 濃度の増加に伴い、脳脊髄液側の Caffeine 濃度は低下した。 

（5）薬物投与に伴う脈絡叢の形態学的変化 

各種薬物検出グループ（GroupⅠ～Ⅲ, Control group Ⅳ）の脈絡叢において HE染色を行い、形

態学的変化について観察を行った結果、脈絡叢上皮細胞に複数の空胞の形成認め、その数は

Group Ⅰで最も多かった。さらに、TEM による脈絡叢上皮細胞の微細形態の観察で 

は、GroupⅠおよびⅡでは、明らかな物質貯留の所見を示す液胞の観察が可能であったのに対し、

Group ⅢおよびⅣにおいては、TEM による観察において液胞の観察はほぼなかった。 

（6）BCSFB モデルにおける脈絡叢上皮細胞内と血管内皮細胞内の Caffeine 濃度の比較 

Caffeine の貯留部位を確認するために、培養細胞モデルである BCSFB モデルに Caffeine 1000 

µgを基盤として、4AP 0 ng および 1000 ng を添加し、それぞれ添加後 1時間と 6時間後の BCSFB

モデルの血管内皮細胞と脈絡叢上皮細胞内の Caffeine 濃度を測定した。その結果、すべての条

件において、血管内皮細胞と比較して脈絡叢上皮細胞で高値を示した。特に、4-AP 1000 ng 添

加後 6時間の時点において、血管内皮細胞中の Caffeine 濃度と脈絡叢上皮細胞中の Caffeine 濃

度に有意な差が確認された。また、Caffeine 1000 µgおよび 4-AP 1000 ng 添加後 1時間と 6時

間の時点における脈絡叢上皮細胞中の Caffeine 濃度に約 8倍の有意差がみられた。血管内皮細

胞中の Caffeine 濃度と脈絡叢上皮細胞中の Caffeine 濃度の差は、4-AP 1000 ng 添加後 1時間

の時点において最も差が小さかった。 
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