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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性閉塞性肺疾患（COPD）の増悪期に増加するserum amyloid A（SAA）
が血液脳関門（blood-brain barrer; BBB）を障害する可能性を追求した。（１）apo-SAAは脳血管内皮細胞の
BBB透過性を亢進させた。（２）apo-SAAは、Toll様受容体4（TLR4）を介して脳ペリサイトの炎症性サイトカイ
ンのmRNA発現を誘導した。本実験結果は、SAAが脳血管内皮細胞の物質透過性および脳ペリサイトの炎症反応を
それぞれ亢進させ、これら直接的および間接的経路を介してBBB機能を障害する可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Serum levels of the serum amyloid A (SAA) were elevated in patients with 
acutely exacerbated COPD. The aim of this study is to determine the effect of SAA on brain 
microvascular endothelial cells and brain pericytes. We found that (1) brain endothelial barrier was
 impaired by apo-SAA, (2) apo-SAA increased mRNA expression levels of the pro-inflammatory cytokines
 (tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-1β and IL-6. Toll like receptor 4 (TLR4) is 
involved in the mechanisms by which apo-SAA induces mRNA expression of the IL-1β and IL-6 in brain 
pericytes. Based on these findings, SAA induces the hyperpermeability of brain endothelial cells and
 the increased inflammatory reactivity of brain pericytes; these direct and indirect actions of SAA 
contribute to COPD-induced BBB dysfunction.

研究分野：医療系薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、BBB構成細胞である脳血管内皮細胞および脳ペリサイトに対するSAAの作用を検討した。その結果、
SAAが直接的および間接的経路を介して血液脳関門のバリア機能を低下させることが判った。今後は、COPD病態
におけるSAA変動、BBB障害および脳ペリサイト病変化の関連性について追究し、脳ペリサイトの病変化を機軸に
した「COPD病態進行とBBB障害」の連関機構を明らかにする必要がある。以上、本研究はCOPD病態におけるBBB機
能障害発現の標的分子としてSAAを提示した点で意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患（chronic obstructive pulmonary disease : COPD）は、進行性の気流制限を主

徴とする疾患である。COPD 患者では、有害微粒子により活性化された肺マクロファージが炎

症性サイトカイン／ケモカインを放出し、咳や痰および呼吸困難などの肺症状を起こす。慢性

期では炎症症状は肺から全身に広がり、末梢臓器に留まらず、抑うつ・錯乱などの情動障害や

認知機能障害などの中枢合併症を高頻度に併存する。脳は、脳内環境の恒常性を厳密に保つた

めに脳の特異的バリアである血液脳関門（blood brain barrier; BBB）により保護されている。さ

らに、BBBは循環血液と脳実質を隔てる「関門」であると同時に、神経細胞と共に脳神経血管

機構を構築し中枢神経機能を制御する「機関」でもある。実際、BBB障害は、神経活動異常に

伴う認知機能低下などの中枢神経障害を誘発する。我々は COPD モデル動物において BBB 機

能が低下することを報告し、COPD病態に依存した BBB障害が、脳神経活動の変調をきたす可

能性を提起した。しかし、この COPD 病態に依存した BBB 障害機構の詳しい機序は不明であ

る。 

Serum amyloid A （SAA）は、急性炎症時に血液中で急増する急性期タンパク質の一つである。

BBB障害のある患者では、血清中 SAA濃度の上昇が認められており、COPD患者においても、

急性増悪期に血清中 SAA濃度が上昇する。急性増悪期の発現頻度は、COPD患者の中枢性合併

症の悪化と相関する。これらの報告は、COPD病態における BBB機能の低下や脳機能の異常化

に SAAが寄与する可能性を示唆する。しかし、SAAが脳保護機構である BBBに対してどのよ

うな作用を有するかは未だに明らかではない。本研究では BBBを構成する細胞（脳血管内皮細

胞および脳ペリサイト）に対する SAAの作用を検討し、COPD病態進行に連動した BBB障害

機構の解明に繋げる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、BBB 構成細胞である脳血管内皮細胞および脳ペリサイトの培養細胞を用いて、

serum amyloid Aとその受容体を介した BBB構成細胞の応答に着眼し、COPD病態進行に連動

した BBB障害機構を明らかにする。これを基盤として、COPDの中枢性合併症・薬剤中枢性副

作用の発現機序とその防御法を追究する。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳血管内皮細胞の血管透過性に対する apo-SAAの作用： 

 

 初代培養のラット脳血管内皮細胞（RBEC）を単離・培養した後、transwell insert に播種して

in vitro BBBモデルとした。作製した in vitro BBBモデル（RBEC monolayer）の insert sideおよ

び bottom sideに apo-SAAを処理し、①経内皮電気抵抗（TEER）値、②Na-F （sodium fluorescein）

透過係数および③Evans blue albumin （EBA）透過係数を指標として血管透過性（BBB機能）

を評価した。また、3.5cm2 dishに播種した RBECに(1)と同様の薬物処理を行った後、lysis buffer

を用いて、細胞を溶解しタンパク質を回収した。Western blot法を用いて、密着結合関連タンパ

ク質（ZO-1, cludin-5, occludin）の発現量を定量した。 

 

(2) SAA による脳ペリサイトの炎症性サイトカイン発現機構の解明：初代培養によりラット脳

ペリサイトを単離培養した。脳ペリサイトの炎症性サイトカイン(TNF-α、IL-1β、IL-6) mRNA

発現量に対する SAAの影響を検討するため、apo-SAAを 24時間処理して、セパゾールを用い

て RNAを抽出した。その後、RT-PCR法によって TNF-α、IL-1βおよび IL-6 mRNA量を測定し



た。さらに、脳ペリサイトの apo-SAA 刺激応答に関する TLR4 の関与を検討するため、TLR4

阻害剤である TAK-242を脳ペリサイトに前処置し、その後 apo-SAAを処理した。Apo-SAA処

理 24時間後における TNF-α、IL-1βおよび IL-6 mRNA量を RT-PCR法にて定量した。 

 
４．研究成果 
 

(1) RBEC monolayerにおける BBB透過性に対する SAAの作用 

 Apo-SAA を処理した際の RBEC monolayer における

TEER 値の経時的変化は Figure 1A に示した。Apo-SAA 

(0.1~5 μg/mL) は、RBEC monolayerの TEERを濃度依存

的かつ時間依存的に低下させた。Na-F および EBA は、

脳血管内皮細胞の透過機構においてそれぞれ細胞間隙経

路および経細胞路における物質透過の指標として用いら

れる。Apo-SAA は Na-F 透過係数を有意に増加させた

（Figure 1B）一方で、EBA透過係数は有意に増加させな

かった（data not shown）。Apo-SAAの熱変性は、同濃度

の apo-SAAによる Na-F透過係数の増加を有意に抑制した（Figure 1C）。また、Apo-SAAは、

RBEC の occludin タンパク質発現量を有意に減少させ

た。ZO-1 および claudin-5 タンパク発現量に対する

apo-SAAの影響は認められなかった（Figure 2A-D）。 

 

本研究結果は、apo-SAA が脳血管内皮細胞の血管透

過性亢進（TEER値の低下およびNa-F透過係数の増加）

と密着結合関連タンパク質である occludin のタンパク

質発現量を減少させることを提示し、SAA が BBB 障

害作用を有する可能性を示唆するものである。 

 

 (2) SAAによる脳ペリサイトの炎症性サイトカイン発現機構の解明 

Apo-SAA （5 μg/mL）を処理した脳ペリサイト

の TNF-α, IL-1β および IL-6 mRNA 発現量を

RT-PCR 法にて定量した。SAA 処理群における

TNF-α, IL-1β および IL-6 mRNA発現量は、vehicle

群と比較して有意に増加した（Figure 3）。さらに、

脳ペリサイトにおける SAA に対する炎症応答機

構の詳細を解明するため、apo-SAAと TLR4 阻害

剤である TAK-242を併用し、TNF-α, IL-1β および

IL-6 mRNA 発現量を qRT-PCR 法にて定量した。

TAK-242は、apo-SAA刺激脳ペリサイトの IL-1β、

IL-6mRNA発現量の増加を濃度依存的に抑制した（Figure 4）。 

SAAは生体防御の“危険信号”の 1つであり、脳内免疫においてミクログリアおよびアストロ

サイトが apo-SAA に応答して TNF-α や IL-1β を産生するとの報告がなされた。本研究におい

ても、脳ペリサイトがグリア細胞と同様に apo-SAAに対する免疫応答性を有し、脳内炎症の形



成過程に重要な役割を担う可能性を示した。 

さらに、脳ペリサイトの SAAに対する炎症応答機

構において TLR4が重要な調節分子であることが示

した。しかし、TAK-242 は apo-SAA 刺激による脳

ペリサイトの TNF-α mRNA発現誘導に関しては影

響を与えなかった。この結果は、脳ペリサイトの

SAAに対する炎症応答機構にTLR4以外の受容体が

関与する可能性を示唆する。これまでに SAA受容体

は、TLR4の他に TLR2、FPR2、P2X7Rおよび CD36が報告されており、これらの受容体を

含めた複数の受容体が脳ペリサイトの SAA に対する炎症応答機構を制御する可能性が十分に

推察される。 

 

本研究成績は、BBB 構成細胞である脳血管内皮細胞および脳ペリサイトに対する SAA の作

用を明らかした。SAAが、直接的および間接的に血液脳関門のバリア機能を低下させる可能性

を示唆した。今後は COPD病態における SAA変動、BBB障害および脳ペリサイト病変化の関

連性について追究し、脳ペリサイトの病変化を機軸にした COPD 病態進行と BBB 障害の連動

機構を明らかにする必要がある。以上、本研究は COPD 病態における BBB 機能障害発現の標

的分子として SAAを提示した点で意義深い。 
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