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研究成果の概要（和文）：　胎盤を情報インターフェイスとした母胎間-白血病抑制因子(LIF)シグナルリレー
は，胎児大脳皮質の発達を促進するが，このリレーが発生期の血液脳関門（BBB)形成にどのように関与している
かを検証した。
　ウィルス感染モデルで，このリレーを抑制したところ，BBBに関与する細胞間接着が促進され，母体の炎症性
サイトカインであるインターロイキン-6の胎児脳脊髄液への移行が抑制された。よって，LIFシグナルリレーは
BBB形成に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： We previously reported that the materna-fetal signal relay pathway of 
maternal leukemia inhibitory factor (LIF)-adrenocorticotropic hormone (ACTH)-fetal LIF via the 
placenta (maternal-fetal LIF signal relay) leaded finally to neurogenesis in the cerebrum of the 
fetus. In this study, we investigated the role of the signal relay in the formation of blood-brain 
barrier (BBB) in fetal brain cortex.
 Injection of polyriboinosinicpolyribocytidylic acid into dams, which induced maternal immune 
activation and suppressed maternal-fetal LIF signal relay,　accelerated formation of tight junction 
in BBB and suppressed the transition of interleukin-6 from mother to fetal cerebrospinal fluid. 
These results indicated that maternal-fetal LIF signal relay regulates BBB formation in fetal brain 
cortex.
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１．研究開始当初の背景 
 これまで胎児期のBBBは「未成熟」であり，
形態的にも機能的にも不完全で"leaky"であ
ると理解されていたが，近年，ヒト胎児試料
や動物モデルから，発生のごく初期に既に脳
血管内皮に形態学的，機能的なバリア機構が
存在していることが報告され(Saunders ら，
2012)，また，内皮細胞と周皮細胞を用いた
BBB の in vitro 培養モデルが確立され，BBB
形成に関わる分子機構についても数多く報
告されている（Saunders ら，2012，Obermeier
ら，2013）。しかしながら，in vivo 研究では
促進因子とされているものが in vitro 研究
では抑制因子となるといった多くの齟齬が
存在し，いまだ発生期の BBB 形成機構はよく
わかっていない。  
 我々は胎盤を情報伝達インターフェイス
とした母胎間-白血病抑制因子(LIF)/副腎皮
質刺激ホルモン(ACTH)シグナルリレー（母体
LIF→胎盤 ACTH→胎児有核赤血球 LIF）が胎
児大脳皮質のニューロン形成を促進するこ
とを明らかにしてきた（Simamura ら，2010）。
今回，このリレーの発動時期が胎児の血液脳
関門(BBB)形成初期と重なること，このリレ
ーによって星状膠細胞分化も促進されるこ
と等より，LIF/ACTH リレーが BBB 形成を促進
するという作業仮説をたてた。また，母体の
ウィルス感染モデルで，重度の免疫活性化で
生じたインターロイキン-6(IL-6)が LIFシグ
ナルリレーを破綻させることを明らかにし
た。IL-6 と LIF の下流シグナルは同じ
JAK-STAT 系であり，IL-6 は炎症時に成獣の
BBB 機能を低下させることが報告されている
が，胎仔モデルを使った研究はこれまでなさ
れていない。以上の背景と仮説から，本研究
を進めることが，発生期の BBB 形成機構を明
らかにすると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は上記の作業仮説を証明し，
発生期の BBB 形成機構を明らかにすること，
および母体感染によるこのリレーの破綻が
BBB 形成に及ぼす影響を解明することである。 
 
３．研究の方法 
動物：C57BL/6J 雌マウスを使用した。全ての
動物実験は，金沢医科大学動物実験指針に従
い，金沢医科大学動物実験委員会の審査，承
認を得て行った。 
母体免疫活性化：母獣に polyriboinosinic 
-polyribocytidylic(poly(I:C)，20mg/kg）
を胎齢 12.5 日，13.5 日，14.5 日に 1日 1回
腹腔内投与し，免疫活性化を生じさせた。対
照群には生食を投与した。免疫活性化の確認
は，母獣より末梢血を採取し，STAT3 のリン
酸化を指標に Alphascreen 法で行った。 
ビオチン化 IL-6 投与と試料採取：poly(I:C)
投与 2.5 時間後にビオチン化 IL-6(bIL-6)を
腹腔投与し，30 分後に胎仔脳脊髄液(CSF)，
血清，羊水を試料として採取した。 

ビオチン化 IL-6 の定量：試料をアビジン化
プレート(Nunc)に添加し，試料中の bIL-6 を
吸着させた。bIL-6 を抗マウス IL-6 抗体で検
出した。 
胎仔臓器の透明化：C57BL/6J マウス胎仔より，
脳を摘出し，固定化液（5% HCHO, 5% Triton-X 
100, 1% KOH）に浸漬した後，透明化液（20% 
Ethylene glycol, 5% Triton-X 100, 1% KOH）
に浸漬する。 
免疫染色：上記固定化液浸漬後，PBS に浸漬
し，固定化液を除去した後，抗 Claudin5 抗
体（Invitrogen）にて免疫染色した。共焦点
レーザー顕微鏡(LSM710,Zeiss)で観察した。 
 
４．研究成果 
 BBB 形成を時系列で明らかにするには，組
織を透明化して免疫染色等で解析していく
ことが大変有効である。また，脳と他の臓器
との比較も重要である。そこで，我々がこれ
までに独自に開発してきた透明化技術に改
良を加え，着色臓器においてもマイルドで操
作も簡便な透明化試薬を開発した。また，既
製の共焦点レーザー観察装置に改良を加え，
より広範囲な撮影ができるようにした。これ
らを用いることにより，マウス胎仔の心臓を
500〜1000 μm の深さまで観察できた。この
方法により，胎仔脳を丸ごと観察し，他の臓
器と比較することが可能となった。上記方法
をもちいて，胎仔脳の BBB 形成を脳全体で時
系列に比較するため，BBB構成蛋白質のwhole 
mount 免疫染色を行ったところ，血管内の赤
血球のヘモグロビンの自家蛍光により詳細
な観察が困難であった。ヘムをさらに除去す
るため長時間処理を行ったところ，組織の破
壊がみられた。そこで，マイルドでありなが
ら，より色素を除去できる透明化法を検討し
た。その結果，本研究に適した透明化法を開
発した。また，それをさらに改良し，発生研
究で有用な素材であるゼブラフィッシュの
メラニン色素を組織破壊せず脱色・固定する
方法を開発した。 
 LIF/ACTHリレー発動の前にLIFを投与する
ことにより，リレー発動時期を人為的に移動
させてBBB形成過程を解析することを試みた
が，個体によるばらつきがみられた。これま
で発動の有無は胎仔摘出時に胎盤のリン酸
化 STAT3 (p-STAT3)の変化を Western blot 法
で確認することによって行っていた。しかし，
この方法では発動されたか否かが解析時ま
でわからず，時間と試料が無駄となる場合が
ある。特に動物試料をなるべく有効に使用し
なければならず，LIF 投与時に発動の有無を
モニタリングすることが必要となった。そこ
でより簡便にLIF投与時にモニタリングする
方法を検討した。その結果，LIF 投与 1 時間
後に採血を行い，AlphaScreen 法により
p-STAT3 を測定することでモニタリングでき
ることがわかった。 
 我々はこれまでに母体感染時の免疫亢進
状態が LIF/ACTH リレーを抑制することを明



らかにしている。このリレーの発動する胎齢
12～14日にpoly:ICを投与したマウス感染モ
デルを用いてBBB形成におよぼす感染の影響
を調べた。母マウスにビオチン化インターロ
イキン 6(B-IL-6)を腹腔投与し，胎仔脳室よ
り脳脊髄液(CSF)を回収して脳室への移行量
を測定した。同時に胎仔脳で BBB 構成蛋白質
Claudin 5 の免疫染色を行なった。CSF 中の
B-IL-6濃度は Poly(I:C)投与群の方が対照群
に比して低い傾向にあった。また，投与群の
方が血管内皮細胞間に Claudin 5 の強い染色
像がみられた。これらのことから免疫亢進が
持続すると IL-6 の移行に何らかの防御機構
が働く可能性が示唆された。 
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