
神戸薬科大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１２

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

エンドセリンETB受容体を標的とした新規脳機能改善薬の開発

Research and development of novel neuroprotective drugs targeting endothelin ETB
 receptor

００２１５４３５研究者番号：

小山　豊（Koyama, Yutaka）

研究期間：

１５Ｋ０７９８１

年 月 日現在  元   ６ ２４

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：脳病態時におけるエンドセリン(ET)の役割について、以下の知見および実績を得た。
１)ETB受容体拮抗薬BQ788が、マウス脳挫傷モデルでの脳浮腫の発生を抑制する事、その機構として、アストロ
サイト由来脳浮腫惹起因子の産生を抑制されることを明らかにした。２)BQ788の抗脳浮腫作用について検討し、
これが脳血管のバリア機能を高めるANG-1発現を増大させることを見出した。3)アストロサイトの神経突起伸長
抑制分子であるEphrin発現に対し、ET-1はそれらの発現を低下させた。このことは、脳損傷時のET受容体の刺激
が、神経系再生過程での神経突起伸展を促進する可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Pathophysiological roles of endothelin (ET) on brain edema and neurite 
extension was studied, and the following findings were obtained. 1) ETB receptor antagonist BQ 788 
reduced the development of brain edema in mouse traumatic brain injury model.  As for the mechanisms
 of anti-edema actions, BQ788 decreased the productions of astrocyte-derived brain edema factors 
including VEGF and MMP9. 2) The anti-brain edema action of BQ788 was examined, and it was found that
 it increases ANG-1 expression, which enhances the barrier function of cerebrovascular. 3) ET-1 
reduced Ephrin-B1 and Ephrin-B3 expression, which are neurite outgrowth inhibitory molecules of 
astrocytes. This suggests that stimulation of ET receptors during brain injury may promote neurite 
outgrowth during neural regeneration.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中や頭挫傷などの際に生じる脳浮腫の抑制は、患者の予後の向上に重要である。また、それら脳疾患による
後遺症も、患者QOL向上のための治療法の開発が急がれている。しかし現在「脳浮腫の抑制」および「後遺障害
の軽減」を意図する薬物治療は確立されていない。本研究の結果は、神経細胞を取り巻くアストログリアに多く
発現するETB受容体の遮断あるいは刺激で、脳浮腫の成因となる血液脳関門の破綻の抑制や、傷害後の神経突起
伸長を促し得ることを示すもので、この知見を基に新たな脳機能改善薬が開発されることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢者人口の増加に伴い、くも膜下出血や脳血栓などの脳疾患罹患者の増加が予測される。

これらの疾患の重篤性は単に致死的なだけでなく、存命した患者にも後遺症として、運動、言
語・学習能力に大きな障害を残すことにある。しかしその社会的要請に関わらず、未だ有効な
薬物治療が確立したとは言えない。脳卒中の急性期では、遅発性神経細胞傷害に先立ち生じる
「脳浮腫」が死因となる場合が多い。脳浮腫の発症は、脳血管内皮細胞の透過性亢進が主因で、
脳内への流入した膠質分子が頭蓋内圧を上昇させ、神経細胞を圧迫し傷害する。現在、この脳
浮腫治療は利尿薬投与など対処治療が行われ、その惹起原因を除くことを目指す「血管の透過
性亢進を抑制する脳浮腫治療薬」はない。一方、脳卒中による後遺症の改善についてもその重
要性に関わらず、改善法は理学療法のみで、有効な薬物は確立していない。後遺症の改善薬に
ついてはこれまで「神経系再生を促進させ、失った脳機能を回復させる」という考え方から、
内因性の神経栄養因子類を修飾したペプチド性薬物の開発研究が行われた。しかしこれらの薬
物は、理論的には有効性が期待されたものの、投与方法の困難さ、あるいは末梢組織での有害
作用の発生により、実用化に至ってはいない。そのため現在、新たな治療ストラテジーに基づ
く後遺症改善薬の開発が待たれている。このような背景のもと、我々は「脳卒中急性期の脳浮
腫を抑制する薬物」と「慢性期での神経再生を促す薬物」という２つのタイプの薬物の開発に
向けた研究を行ってきた。その中で本申請期間では、それらの原形となる化合物を用い、実験
動物レベルでの有効性を確認するまでを達成目標とする。 
 
２．研究の目的 
脳卒中や頭挫傷などの際に生じる脳浮腫の抑制は、患者の予後の向上に重要である。また、

それら脳疾患による後遺症も、患者 QOL 向上のための治療法の開発が急がれている。しかし
現在「脳浮腫の抑制」および「神経系の再生」を意図する薬物治療は確立されていない。本研
究の目的は、これら病態・症状を改善する薬物の開発であり、「脳において病態生理反応の惹起
因子を産生・放出する“活性化アストロサイト”をコントロールする」と言う新しい治療スト
ラテジーに立脚することを特徴とする。本研究の代表者らは、これまでにアストログリアに多
く発現するエンドセリン B(ETB)受容体がこの細胞の活性化に関与することを明らかにしてい
る。そこで、本研究は ETB 受容体の刺激あるいは遮断が、「脳浮腫の抑制」および「神経系の
再生」に有効であるかを検証した。 
 
３．研究の方法 
（1）ETB受容体拮抗薬による頭部外傷時の脳血管透過性の抑制： 
実験には脳挫傷モデルとして頻用される Fluid percussion 傷害(FPI)を用い、ETB拮抗薬の有効
性を検討した。マウス大脳に FPI を加え、血管透過性亢進因子(MMPs、VEGF、ANG-1）および脳
浮腫関連分子(NKCC1)の発現変化を Real-time PCR および ELISA により測定した。次いでこれら
の因子が、アストロサイトより産生されているのかを、抗体を用いた組織化学により検討した。
また同時に、同実験モデルで生じる血液脳関門の破綻が ETB 拮抗薬により抑制されるかを検討
する。透過性の評価は、既報の方法(PLoS One.,9:e102009(2014))に従い、マーカー分子(内因性
アルブミンおよび Evans blue)の脳内漏出量の測定により行った。 
（2）ETB受容体刺激薬による神経突起伸長抑制分子の発現低下： 
ラット大脳由来培養アストロサイトを用い、神経突起伸展抑制分子である Ephrin の発現が ET
刺激により変化するかを定量的 PCR およびイムノブロットで観察した。 
 
４．研究成果 
（1）ETB受容体拮抗薬による頭部外傷時の脳血管透過性の抑制： 
①マウス大脳への FPI 後 2 日目より ETB受容体拮抗薬 BQ788 を投与したところ、大脳での水分
含量および血管透過性の増加が抑制された。また脳血管透過性の亢進に伴う密着結合タンパク
(claudin-5,ZO-1,occluding)の減少は BQ788 により抑制された。一方、ETA 受容体拮抗薬
FR139317 の投与は、FPI による水分含量の増加に影響しなかった。以上の結果より、FPI によ
り増加した ET-1 が脳浮腫の発生に関与することを示唆した(Michinaga et al., J.Neurotrauma., 
2018)。 
②ETB受容体と脳浮腫の関連と明らかにするため、ETB 受容体発現に対する抗脳浮腫作用を有す
る既存薬の作用を検討した。抗浮腫作用を持つデキサメタゾン(DEX)は、ラット培養アストロサ
イトでの ETB受容体 mRNA およびタンパクの発現量を低下させた。このことより、DEX の抗脳浮
腫作用の一部に、ETB受容体の発現抑制が関わる可能性が示された(Koyama et al., Mol.Pharmacol., 
2017)。 
③BQ788 による脳浮腫抑制作用の分子機構を検討し、BQ788 が、FPI による活性化アストロサイ
トの発生を抑制することを明らかにした。またその際に活性化アストロサイトの産生する脳浮
腫惹起因子(VEGF-A,MMP9)発現が、BQ788 により減少する一方、脳微小血管のバリア機能を高め
る ANG-1 発現を増加させることを明らかにした。 
④Na/K/Cl 共輸送体(NKCC1)は、アストロサイトに多く発現し、脳傷害時の発現増加が脳浮腫発
生の一因となる。培養アストロサイトにおいて、ET-1 は NKCC1 の発現を増加させた。この作用
は BQ7878 で抑制された。この結果は、BQ788 の脳浮腫抑制作用に NKCC1 の発現抑制が関与する



ことを示唆する。 
 
（2）ETB受容体刺激薬による神経突起伸長抑制分子の発現低下： 
①Ephrin ファミリーは、脳損傷時にアストロサイトの細胞膜上に発現し、神経突起伸展を抑制
する。培養アストロサイトの Ephrin 発現に対する ETの作用を検討した。ET-1 は、培養アスト
ロサイトでの Ephrin-B1 および Ephrin-B3 の mRNA 発現を低下させた。このことは、脳損傷時の
ET 受容体の刺激が、Ephrin の発現を低下させ神経系再生過程での神経突起伸展を促進する可能
性を示唆する。 
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