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【研究成果】

＜背景および目的＞
喫煙は、虚血性心疾患、脳血管障害、慢性閉塞性肺疾

患（COPD）などの疾患（喫煙リスク疾患）を発症・増
悪させる危険因子である。これらの疾患において積極的
な禁煙治療が推奨されており、医療重点課題として取り
組まれている。これに伴い、経口禁煙補助薬バレニクリ
ンの使用が著しく増加している（国内使用者約85万人/
最近３年間）。バレニクリンは、α4β2 ニコチン性アセ
チルコリン受容体（nAChR）部分作動薬、α7 nAChR
完全作動薬である。禁煙成功率がニコチン代替療法より
も高く、喫煙しながらの服用が可能なため（服用開始１
週間）、禁煙に対するストレスも軽減される。このよう
にバレニクリンは画期的で有用性も高い薬である。

しかし、バレニクリンは、意識障害、自殺、自殺念
慮、振戦など重篤なものから悪夢、興奮、抑うつ、不安
などの中等度に至る多様な中枢性有害作用を発現する。
このため治療の中断を余儀なくされることも多い。実
際、本国では意識障害に伴う自動車事故が発生し「安全
性情報」により注意が喚起された。また、米国では自
殺・自殺念慮を示す患者数が他の禁煙補助薬より多いと
報告され（PLoS One 2011 ; e27016）、適応が制限されつ
つある。従って、これら中枢性有害作用は、バレニクリ
ンによる禁煙治療推進の障壁となっており、この中枢
性有害作用の発現機序を解明し、安全性対策構築へと
繋げることが急務である。バレニクリンは、ドパミン
（DA）神経終末のα4β2 nAChRを介してDA遊離を促
進し、喫煙ニコチンの阻害作用とも併せて禁煙治療に優
れた効果を発揮する。バレニクリンは脳神経に直接作用
し薬効を現すことから、中枢性有害作用も神経直接作用
に起因すると予測される。しかし、その矛盾を指摘す
る根拠となる報告や総説がある。すなわち、①バレニク

リンは、海馬・大脳皮質においてα4β2 nAChRを刺激
し、情動障害の改善に寄与するGABA神経を活性化す
る（Neuropsychopharmacology, 2011 ; 36 :  1366）。②大 
脳辺縁系におけるα4サブユニットを含むnAChR及び 
α4β2 nAChRの刺激は、それぞれ不安及び抑うつ行動を
軽減する（Journal of Medical Chemistry, 2005 ; 48 :  4705, 
Neuropsychopharmacology, 2000 ; 22 :  451）。このように、
バレニクリンによる情動障害改善効果を示唆する報告を
考えれば、その有害作用を神経直接作用だけに限局して
捉えることは困難である。それではバレニクリンの中枢
性有害作用はどのように惹起されるのか？本申請者は、
この中枢性有害作用には、バレニクリンの神経直接作用
以外に、神経と協働する血液脳関門（BBB）構成細胞
が関与すると考え、その作用標的として「脳神経血管機
構」に着目した。この機構（neurovascular unit）は、
脳神経細胞とBBB構成細胞（脳血管内皮細胞、ペリサイ
ト、アストロサイト）から構成される。後者は、循環血
液と脳実質を隔てる「関門」を構築し、神経細胞と協働 
して重要な脳機能を担っている（Neuron, 2008 ; 57 : 178）。 
BBB機能障害は、抑うつ・自殺念慮などの情動障害の
重篤度と相関し（PLoS One 2010 ; e11089）、また喫煙に
より疾患のリスクが増大する糖尿病・動脈硬化・COPD
などの「喫煙リスク疾患」においてもBBBの脆弱化が
認められる。本申請者は、BBB機構を支えるペリサイ
トがバレニクリンの標的受容体 nAChR α4サブユニッ
トを極めて大量に発現することを突き止めた。本研究で
は、BBB機構を構成するペリサイトを「バレニクリン副
作用感受性細胞」として捉え、喫煙リスク疾患のBBB
脆弱性を背景としたバレニクリンによる本機構の破綻が
中枢性有害作用発現へと誘導する可能性を追究する。

本研究では、ペリサイトを「バレニクリン副作用感受
性細胞」として捉え、バレニクリンにより微小なBBB障
害が生じ、これを契機に血液由来毒性因子の流入・脳神
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経血管機構障害が段階的に進展し、中枢性有害作用が発
現するとの仮説を提起した。そこで、①脳血管内皮細胞
を標的としたバレニクリンによるBBB機能変化、②バレ
ニクリンによるペリサイトのBBB機能修飾作用の変化、
について検討することを企てた。すなわち、本研究では
脳血管内皮細胞及びペリサイトにおいて、バレニクリン
の標的受容体であるα7 nAChRおよびα4β2 nAChRに
対する役割を明らかにし、バレニクリンによるBBB機
能障害を契機とした脳神経血管機構の破綻が中枢性有害
作用発現へと導く可能性とその責任受容体を明らかにす
る。

＜方法＞
⑴初代培養BBB細胞のnAChRサブユニット発現量変動：
脳血管内皮細胞（RBEC）、ペリサイト及びアストロサイ
トはそれぞれ３週齢及び生後１-２日のwistar ratから単
離培養した。これらを用いて各細胞におけるnAChRサブ
ユニット（α4, β2, α7） のタンパク発現量をwestern 
blot法で測定した。

⑵脳血管内皮細胞に対するnAChRアゴニストの作用：
初代培養により脳血管内皮細胞を単離培養後、24 
transwell plate（Corning）を用いてin vitro BBBモデル
を作製した。このモデルを用いて、①経内皮電気抵抗値
（TEER）及びNa-F（sodium fluorescein）、EBA（evans 
blue-albumin）の透過係数、②脳血管内皮細胞に発現す
る密着結合構成蛋白質（ZO-1、occludin、claudin-5）の
発現量を指標として脳血管内皮細胞の α7およびα4β2 
nAChRを介した刺激がBBB機能に及ぼす影響を検討し
た。

⑶ペリサイトに対するnAChRアゴニストの作用：ペリ
サイトにα7およびα4β2 nAChR選択的アゴニストを
それぞれ負荷し、24時間後に培養上清中に存在する血液
脳関門障害因子である基底膜分解酵素MMP-9量を指標
として各nAChRの役割を検討した。また、炎症性サイ
トカインであるTNF-αと各nAChRアゴニストを同時に
処理し、TNF-α誘発性MMP-9産生量の変化を指標とし
て炎症病態下におけるnAChRの役割を評価した。

⑷正常マウスにおけるバレニクリンのBBBに対する作
用：正常動物に［14C］イヌリン（血液脳関門非透過性マー
カー）および［3H］CsA（P-糖タンパク質基質）をバレニ
クリンと同時に静脈内投与し、30分後のイヌリン及びシ
クロスポリン（CsA）の脳/血清比を測定し、BBBにお
けるタイトジャンクション及びP-糖タンパク質の機能を
評価した。

＜結果および考察＞
⑴BBB構成細胞間のnAChR発現量の差異：

BBB機構を構成する脳血管内皮細胞（RBEC）、ペリ
サイト、アストロサイトにおいてバレニクリン標的受容
体であるα4, β2, α7の各 nAChRサブユニットの発現が
認められた。特にペリサイトは他のBBB構成細胞と比較
してα4およびβ2 nAChRが多く発現していた（Fig. 1）。
従って、脳血管構成細胞にはバレニクリン標的受容体で
あるα7 nAChR、α4β2 nAChRの両サブタイプが発現
しており、特にα4β2 nAChRの発現がペリサイトにお
いて最も多かった。以上より、BBB構成細胞の中では
ペリサイトが、バレニクリンに対して高感受性である可
能性が示唆された。

⑵nAChRアゴニストによる脳血管内皮細胞透過性の変化：
脳 血 管 内 皮 細 胞 に α7 nAChR選 択 的 ア ゴ ニ ス ト

PHA543613を24時間処理すると、TEER値の上昇及び
Na-F、EBA透過係数の低下が認められた（Fig. 2）。また、
脳血管内皮細胞のα7 nAChR及びclaudin-5のタンパク
発現量は増加した。従って、α7 nAChRを介した作用
によって、これらの発現量が増加し、バリア機能を亢進
させることが示唆された。一方、96時間後ではTEERの
低下及びNa-F、EBA透過係数の上昇が認められた。24
時間後と比較して密着結合タンパク質の発現量は変化し
ていなかったが、α7 nAChRは減少していた。従って、
α7 nAChRの短時間刺激はBBB機能を亢進するが、長
時間刺激はα7 nAChRのダウンレギュレーションを惹
き起こしBBB機能亢進作用の消失さらにはBBB機能低
下へと導くことが考えられる。

一方、α4β2 nAChR選択的アゴニスト5-iodo-A85380
は、TEER値及びNa-F、EBA透過係数、密着結合タン
タンパク質の発現量を変化させなかった（Fig. 2）。

Fig. 1　BBB構成細胞におけるnAChR発現
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これらの結果から、バレニクリン標的受容体のなかで
α7 nAChRを介することで脳血管内皮細胞のバリア機
能を亢進させるが、α4β2 nAChRはこの作用には関与
しないことが明らかとなった。よって、バレニクリンは
α7 nAChRサブタイプを介してBBB機能を修飾する可
能性が考えられる。

ストによるMMP-9産生の抑制にはTNF受容体の発現
抑制も関与していた。

⑷脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養BBBモデルに対する
α7 nAChRアゴニストの作用：
ペリサイト共存下でα7 nAChRアゴニストPHA543613

を脳血管内皮細胞に長時間処理すると、脳血管内皮細
胞単独培養時よりもNa-F透過性の上昇が認められた
（Fig. 3）。ペリサイトはMMP-9産生および脳血管内皮
細胞α7 nAChRのダウンレギュレーションを促進し、
α7 nAChR を介したバリア機能低下を増悪させる可能
性がある。

⑶ペリサイトに対する nAChRアゴニストの作用：
　① nAChRのBBB障害因子MMP-9産生への影響：　 
α7 nAChRアゴニストPHA543613に応答しペリサイ
トはMMP-9を産生したが、α4β2 nAChRアゴニス
ト5-iodo-A85380によるペリサイトのMMP-9産生は認
められなかった。従って、バレニクリンの標的受容
体であるα7 nAChRを介した刺激は、ペリサイトの
MMP-9の産生を亢進させ、血液脳関門障害を誘発す
る可能性が示唆される。
　②TNF-α誘発性MMP-9産生に対するnAChRの作
用：　我々は血液脳関門構成細胞においてペリサイト
が最も炎症性サイトカインTNF-αに高感受性であり、
TNF-αの刺激により他の細胞に比べて多くのMMP-9
を産生することをすでに明らかにしている。このペ
リサイトによるTNF-α誘発性MMP-9産生に対する
各nAChRサブタイプの関与を検討した。α7 nAChR
アゴニストはp38 MAPK活性化を増幅してTNF-α
誘発性MMP-9産生に対して促進的に働くが、α4β2 
nAChRアゴニストはAkt活性化を阻害し抑制的に働
くことが明らかになった。このα4β2 nAChRアゴニ

⑸正常マウスにおけるバレニクリンのBBB機能に対する
作用：
バレニクリンを正常マウスに単回投与すると、［14C］

イヌリンの脳/血清比に対して影響を与えず、［3H］CsA
の脳/血清比を増加させた。従って、バレニクリンは常
態下におけるBBBの密着結合能に対して影響を及ぼさ
ないが、P-糖タンパク質の排出機能を阻害することが
判った。P-gpの基質となる血液由来毒性因子がバレニ
クリン投与によって脳実質内へ移行し、中枢性有害作用
発現を誘発する可能性が示唆される。一方、バレニクリ
ンは密着結合能に影響を与えなかったが、炎症性メディ
エーターが増加するCOPDなどの喫煙リスク疾患におけ
るバレニクリンの影響は不明である。バレニクリン暴露
時間の問題も含めた病態依存的作用などの検討がさらに
必要である。

本研究成績は、BBB構成細胞である脳血管内皮細胞
及びペリサイトのα7 nAChR刺激がBBB機能障害に関
与することを明らかにし、バレニクリンがα7 nAChR
を介してBBB機能障害を惹き起こす可能性を示唆する
ものであった。バレニクリン誘発性BBB機能障害発現

Fig. 2　nAChRアゴニストによる脳血管細胞透過性の変化

Fig. 3　�脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養におけるα7 nAChR
アゴニストによる透過性の変化
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