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研究成果の概要（和文）：血液脳関門（BBB）は、 “脳が活きる”環境の恒常性を厳密に保つ高

次に分化した脳特異的機構で、医薬品を含む異物の排出等を実現している。従って、病気に伴

う BBB 障害は、薬物の脳移行動態に密接に関連する。しかし、BBB 障害を検出しうる生体で

の評価法はない。本研究では、循環血液中の TNF-、RANTES 及び S100A4 が、BBB機能変化

を予測する BBBバイオマーカーとして有用である可能性を提示した。 

 

研究成果の概要（英文）：The Blood-brain barrier (BBB) strictly controls the exchanges between the 

blood and the brain compartments by limiting passive diffusion of solutes and facilitating selective 

efflux of solutes by transporters. Accumulating experimental and clinical evidence indicate that BBB 

dysfunctions are associated with a number of serious CNS diseases and BBB impermeable 

drugs-induced neurotoxicity. However, little is known about the biomarker to predict BBB function. 

In this study, we present evidence that some bioactive substances (TNF-, RANTE, and S100A4 etc) 

in the serum could serve as predictive biomarkers for pathological alterations of the BBB functions. 
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１．研究開始当初の背景 

血液脳関門（BBB）は、脳血管内皮細胞、ア

ストロサイト及びペリサイトから構成され、

“脳が活きる”環境の恒常性を厳密に保つ高次

に分化した脳特異的機構である。この機構は、

脳血管内皮細胞の強固な密着結合と物質の

特異的輸送系により機能し、血液中の栄養素

などの積極的な取り込みおよび医薬品を含

む異物の排出等を実現している。医薬品の脳

移行は BBB を構成する脳毛細血管内皮細胞

に発現する多くの薬物輸送担体（トランスポ

ーター）と密着結合（タイトジャンクション）

により規定される。なかでも医薬品を細胞内

から血液中に排出する役割をもつトランス
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ポーター（ P-glycoprotein(P-gp)、Multi-drug 

resistance-associated protein（MRPs）や Brest 

cancer resistance protein（BCRP））は、期待さ

れる薬効発現および予期しない脳移行に基

づく中枢性副作用発現の「鍵」となる。シク

ロスポリンやタクロリムスなどの免疫抑制

薬は排出トランスポーターである P-gp によ

り脳移行性が制限されているにもかかわら

ず中枢性副作用の発現率が高い。本申請者ら

は脳虚血既往歴が免疫抑制薬の脳移行性変

動の危険因子であることを明らかにした

（Cell. Mol. Neurobiol. 2005; 25:923-928, Cell. 

Mol. Neurobiol. 2007; 27:889-899）。また、オセ

ルタミビル（タミフル®）による自殺企図に

関してその BBB 透過性が議論されたことも

記憶に新しい。従って、病態下における BBB

障害は、密着結合性や排出系薬物輸送担体の

機能障害を包括したバリアーとしての機能

低下と捉えることができる。BBB 病態の評価

は、薬物脳移行性とくに中枢性副作用発現の

予測・回避モニタリングに必須である。しか

し、現在、生体における BBB 機能を評価す

ることは極めて困難である。 

 

２．研究の目的 

BBB の病変化は薬物の脳移行動態に密接に

関連している。しかし、病変化を検出しうる

生体での BBB 機能評価法はない。BBB は循

環血中の様々な生理活性物質（BBBバイオマ

ーカー）により正負の機能調節を受けている。

バイオマーカーによる修飾を統合した表現

型として BBB が機能しているので、そのプ

ロファイル法の開発が BBB 機能評価の有力

な手段となりうる。本研究では、BBB 機能を

修飾するバイオマーカーの網羅的解析を行

い、データマイニング技術によって BBB 病

態を検出可能なプロファイル法構築を目指

す。本手法の開発は、BBB病変化に基づく関

連疾患発症・病期予測、治療設計・評価およ

び薬物中枢性副作用予測を可能にし、それら

に対する早期介入および治療適正化の実現

を推進する。 

 

３．研究の方法 

In vitro BBB モデル；3週齢の wistar rat から

脳血管内皮細胞を採取し、培養インサート

（Costar Transwell®）を用いて培養し、in vitro 

BBBモデルを作製した。 

生理活性物質の BBB機能に対する作用；血

管側に各種候補因子（MCP-1, MIP-1IL-6, 

GRO/KC, RANTES, oncostatin M）を任意の濃

度で添加し、電気抵抗値（TEER； 密着結合

性）、フルオレセイン Na (Na-F)透過性（経細

胞間隙経路）、エバンスブルーアルブミン透

過性（経細胞経路）および各排出系トランス

ポータータンパク質（P-gp）の基質薬物

（rhodamine 123 など）透過性の評価を行った。

透過性の評価は、血管側に添加した上記プロ

ーブ試薬を一定時間後に脳側より回収し、そ

れぞれ蛍光、発色および放射活性を検出した。 

 肝障害モデルマウスの作製；ddy 雄性マウ

スの右横隔葉・左横隔葉および左臓側葉の 3

葉を切除して肝障害モデルマウスを作製し

た。肝部分摘出後、7日目まで AST・ALT の

上昇を認めた。 

肥満・糖尿病モデルマウスの作製；ICR マ

ウスに high fat diet (HFD)を 2, 4, 8週間負荷し、

肥満・糖尿病モデルマウスを作製した。モデ

ルマウスは、HFD 負荷期間依存的な体重増

加・血糖値上昇を示した。 

関節リウマチモデルマウスの作製；DBA/1J 

Sea 雄性マウスにウシⅡ型コラーゲンと完全

フロイントアジュバンドを混和したエマル

ジョンを尾根部に皮内注射し作製した。 

モデルマウスにおける BBB 機能評価；Na-F

あるいは cyclosporin Aを大動脈もしくは鎖骨



 

 

下静脈に投与し、一定時間後に脳を採取し、

Na-F 及び cyclosporin Aの各脳移行量からそ

れぞれの透過クリアランスを算出し BBB機

能変化を評価した。 

脳組織および血清中炎症性サイトカイン・

ケモカインの測定；モデル動物から脳を採取

し、extraction buffer を用いてホモジナイズし

脳内生理活性物質を抽出したものを用いた。

血液は血球を取り除いた血清を用いた。これ

らサンプル中のサイトカイン・ケモカイン量

は MILLIPLEX を用いて網羅的に解析を行っ

た。 

BBB構成細胞からの炎症性サイトカインの

産生；３週齢および生後１日目の wistar ラッ

トよりペリサイトおよびミクログリアを採

取し、各細胞の炎症性サイトカイン・ケモカ

イン産生量について MILLIPLEX を用いて網

羅的に解析した。 

４．研究成果 

各種モデルマウスにおける BBB機能評価；

肝障害モデルマウスの鎖骨下静脈より

3[H]cyclosporine A を投与し脳移行量を評価

したところ、sham群と比較して肝障害モデル

マウスで有意に増加していることがわかっ

た。関節リウマチモデルマウスの鎖骨下静脈

に Na-Fを投与し脳移行量を評価したところ、

sham 群と比較して関節リウマチモデルマウ

スで有意に増加していることがわかった。肥

満・糖尿病モデルマウスの大動脈から Na-F

を還流し Na-F の脳透過クリアランスを評価

した。その結果、HFD 負荷期間に依存して透

過クリアランスが増大することがわかった。

以上のことから肝障害・関節リウマチ・肥

満・糖尿病病態下では BBB 機能が低下する

ことが判った。そこで、これら BBB 機能障

害モデルマウスを用いて BBB バイオマーカ

ーを探索することを計画した。 

BBB 機能障害モデルマウスの血液中成分

による BBB 機能に対する作用；肝障害モデ

ルマウスより採取した血清をマウス脳血管

内皮細胞に負荷したところ、P-gp の基質であ

る rhodamine123 の細胞内取り込み量が増加

した。従って、肝障害モデルマウスの血液中

成分は脳血管内皮細胞の P-gp 機能を低下さ

せることが明らかになった。肝障害モデルマ

ウ ス に おけ る BBB 機 能 低 下に 伴う

cyclosporin Aの脳移行量の増加は、肝機能障

害により増大した血液中成分に起因する可

能性がある。また、関節リウマチモデルマウ

スでは血液中のS100A4濃度が sham群と比較

して有意に上昇しており、その濃度は Na-F

の脳内濃度と正の相関を示していた。S100A4

を in vitro BBB モデルに負荷したところ、

S100A4の濃度依存的に Na-Fの透過性が亢進

した。関節リウマチにおける BBB 機能低下

は、血液中に増加した S100A4 により惹き起

される可能性がある。肥満・糖尿病モデルマ

ウスは、血液中の炎症性サイトカイン・ケモ

カイン濃度について multiplex を用いて測定

した。HFD を負荷することにより血液中およ

び脳内で CRP の上昇が認められた。CRP の

BBB 機能に対する影響は今後の検討課題で

ある。 

脳ペリサイトおよびミクログリアの炎症

刺激に対する応答；脳ペリサイトは TGF-や

PAI-1などの液性因子を介して BBBを調節す

る BBB 構成細胞である。ミクログリアは脳

内の免疫担当細胞であり脳内炎症形成にお

いて重要な役割を果たし、LPS 等の刺激があ

ると活性化し BBB 機能を低下させる。これ

ら細胞は、細胞由来の液性因子を介して BBB

機能調節に関与することから病態下におけ

る BBB 障害にその液性因子が関与すると考

えられる。そこで BBB 機能障害を生じる炎

症病態下において、脳ペリサイトおよびミク

ログリアからの産生が予測される炎症性サ

イトカインもしくはケモカイン 22 種類につ

いて multiplexを用いて検討した。炎症誘発因



 

 

子として BBB 機能を低下させる TNF-を用

いた。TNF-刺激により脳ペリサイトおよび

ミクログリアとも MCP-1, MIP-1IL-6, 

GRO/KC, RANTES などのケモカインが産生

されることが明らかになった。これらケモカ

イン産生量は、ミクログリアと比較して脳ペ

リサイトにおいて約 3-10倍高かった。これら

の結果は、炎症性刺激に対しては免疫担当細

胞であるミクログリアよりも脳ペリサイト

の感受性が特段に高いことを示している。脳

ペリサイトは BBB の実体である脳血管内皮

細胞に密着し存在していることから、BBB病

変化を惹き起す起因細胞である可能性があ

る。従って、脳ペリサイト産生内因性物質が

BBB バイオマーカーの候補物質として挙げ

られるかもしれない。

脳ペリサイト由来炎症性サイトカイン及

びケモカインの BBB機能に対する作用；BBB

機能調節細胞である脳ペリサイトが炎症刺

激に応答して TNF-, MCP-1, MIP-1, IL-6, 

GRO/KC, RANTES などのサイトカイン・ケモ

カインを大量に産生することから、これらケ

モカインの BBB 機能に対する作用について

in vitro BBB モデルを用いて検討した。In vitro 

BBBモデルにおいてTNF-はNa-FのBBB透

過性を亢進させた。また RANTES は薬物の脳

移行を支配する P-gp の機能を亢進させた。し

かしMCP-1, MIP-1, GRO/KCはBBB機能に影

響しなかった。このことは炎症病態下におい

て脳ペリサイトから誘発される RANTES お

よび TNF-が BBB 機能を修飾することを示

唆する。LPS を投与したマウスでは BBB 機

能変化に伴い、循環血中の TNF-, MCP-1, 

MIP-1, IL-6, RANTES が上昇する。このこと

から、血液中 TNF-および RANTES の上昇

が BBB機能変動に関与するかもしれない。 

 

本研究により、血液中の液性因子が BBB 機

能変容に関与していることから、血液成分の

濃度変化が BBB 機能変化を予測する指標と

なりうることが明らかになった。循環血中の

TNF-、RANTES および S100A4 は直接 BBB

機能を変化させるため、BBB 機能変動を予測

する「真の」BBBバイオマーカーとして有用

である可能性がある。また MCP-1, MIP-1, 

IL-6 自身は直接的に BBB 機能には変化をも

たらさないが、BBB 機能変化を予測するサロ

ゲートマーカーとなりうるかもしれない。ま

た、BBB 機能障害を来す肝障害モデルマウ

ス・関節リウマチモデルマウス・肥満糖尿病

モデルマウスは BBB バイオマーカー探索に

有用なモデルといえる。 
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