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研究成果の概要（和文）：　内皮細胞に発現するスフィンゴシン１リン酸受容体１（S1P1）がシアストレスを感
知し、その下流のシグナリングを誘導することが報告された。本研究ではS1P1選択的作動薬であSEW2871を中大
脳動脈永久閉塞モデルのマウスに投与するとマウスの脳軟膜動脈は有意に発達し、脳血流の改善、脳梗塞体積の
減少、神経所見の改善が認められ、Endothelial nitric oxide synthase (eNOS)リン酸化の亢進し、血管新生の
促進、脳血液関門（blood-brain barrier; BBB）の強化も認められ、こうした効果も相乗して脳梗塞の予後が改
善することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Collateral development after acute ischemic stroke is triggered by shear 
stress, and sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1P1) on endothelial cells was reported to sense 
shear stress and transduce its signalling pathways. We investigated the effect of an S1P1-selective 
agonist (SEW2871) on leptomeningeal collateral arteries in acute stroke model. 
 Nneurological functions, leptomeningeal arteries, and infarct volume were compared after treatment.
 S1P1 expression in endothelial cells was increased after pMCAO. The number of leptomeningeal 
collateral arteries was significantly increased and neurological outcome improved. Endothelial 
nitric oxide synthase (eNOS) phosphorylation and the expression of tight junction proteins was 
increased in the SEW2871 group. 
 S1P1-selective agonist enhanced leptomeningeal collateral circulation via eNOS phosphorylation and 
reinforced BBB integrity in acute ischemic stroke mice, leading to smaller infarct volume and better
 neurological outcome.

研究分野： 脳血管障害

キーワード： 脳動脈新生　側副血行　脳血管障害　　スフィンゴシン1-リン酸受容体　齧歯類モデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞治療として再開通療法と同時に、脳血流の低下を防ぎ、いかに梗塞に陥らせないかという治療戦略が非常
に重要であり、実現すれば非常に多くの脳梗塞症例に適応しうる。実際に成体脳であっても脳梗塞後に新たな血
管が形成される現象が認められ、特に血管内皮細胞だけでなく平滑筋、基底膜よりなる口径の大きな新たな機能
する動脈の発達を意味するArteriogenesis（動脈新生）は、脳の主幹動脈が閉塞した場合に側副血行路として機
能し、脳血流の保持が可能となる。今回脳梗塞齧歯類モデルにおいて、脳表の動脈新生の発達した症例では脳梗
塞の梗塞体積が減少し、機能予後が良好であること確認した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

脳梗塞による身体的・社会的損失は甚大であり、効果的な治療の開発が急務である。特に重

篤な後遺症を残す中大脳動脈近位部閉塞時には、脳軟膜動脈の既存の吻合を介した前およ

び後大脳動脈からの側副結構路の発達が知られている。側副血行路の良好な発達は梗塞体

積の減少や予後改善につながることがヒトにおいて報告されているが、発達させるための有効

な治療介入はまだ開発されていない。動脈の閉塞や高度狭窄が起こると、既存の細動脈が血

流を再分布させようとし、血流豊富な部位と血流が低下した部位をつなぐ細動脈にシアストレ

スが生じる。脳梗塞急性期においてはこのシアストレスがトリガーとなって側副血行路の発達

につながる。 

  

 

２．研究の目的 

スフィンゴ脂質の一種である S1P は S1P1〜S1P5 までの 5 つの受容体に結合することで様々

な生理作用を発揮する。S1P1 は細胞の増加や遊走、血管の拡張につながることが知られてい

る。S1P1 は神経細胞、グリア細胞、血管内皮細胞に存在するがその発現レベルは病態により

変化する。脳梗塞においては S1P1 制御薬である FTY720 が神経細胞に対し保護的であるこ

とが報告されたが、血管内皮細胞に対する効果については知られていない。一方近年、血管

内皮細胞に存在する S1P1 がシアストレスを感知しその下流のシグナリングを誘導することが報

告された。我々は、脳梗塞急性期における S1P1 の発現の変化、および S1P1 選択的作動薬

SEW2871 投与による脳軟膜動脈への作用について検証した。 

 
 
３．研究の方法 

8〜10 週齢の BALB/c マウス雄(20-24g)を使用した。脳梗塞モデルはイソフルランにて麻酔導

入後、左側頭骨に 2mm 大の穴を作成しその直下にある中大脳動脈の第一分岐部より近位を

焼灼する中大脳動脈永久閉塞モデル(pMCAO)とした。Sham 手術は頭蓋骨の穴作成後に動

脈を焼灼せずに閉創した。 

 薬剤として①SEW2871 5mg/kg/day、②SEW2871 1.5mg/kg/day、③SEW2871 5mg/kg/day

＋S1P1 拮抗薬 VPC23019 0.5mg/kg/day、あるいは溶媒である④dimethyl sulfoxide(DMSO)の

み、のいずれかを pMCAO 処置後に連日腹腔内投与した。 

 細胞はマウス脳神経細胞(Neuro-2a)およびマウス脳血管内皮細胞(b End.3)を用いて、in 

vitro における虚血モデルである oxygen-and-glucose-deprived (OGD)負荷を行った。 

  細胞または脳虚血組織から IsogenⅡにより RNA を抽出し taqman 法により RT-PCR を行っ

た。採血は下大静脈から行い、脳虚血組織から抽出した蛋白は 10％または 5-20%ポリアクリル

アミドゲルで電気泳動し、PVDF 膜へ転写して Western blot を行った。 

 脳軟膜動脈は PILOT 社の市販品であるインクを用いて pMCAO 後、薬剤投与後のマウスを

左室より灌流し、インクによりラベルされた脳軟膜動脈を評価した。組織学的検討では

pMCAO 後、または pMCAO および薬剤投与後のマウスを 4% paraformaldehyde で灌流、脳を

浸透固定し、包埋後に 20μm ごとに切片を作成した。神経学的所見は neurological deficit 

score および Adhesive removal test を実施して評価した。統計には多群間比較では one-way 

analysis of variance (ANOVA)、post-hoc Tukey-Kramer または Dunnet 検定を、2 群間では

Students’ t 検定を行った。 

 
 



 
 
４．研究成果 

１． pMCAO 後の S1P1 の発現推移 

組織学的検討において、pMCAO では

sham と比較し、S1P1 は脳軟膜動脈の血管

内皮細胞での発現が有意に増加し、６時

間後をピークに２４時間後まで有意な上昇

が認められた。一方、神経細胞において有

意な増加が認められたのは２４時間後以降

であった。グリア細胞では発症４８時間後ま

で有意な発現増加は認められなかった。 

 

 

２． In vitro 虚血モデルにおける S1P1 発現 

OGD 負荷後、b End.3 では S1P1 mRNA の

有意な発現増加は虚血早期である 4、6 時

間後に見られた一方、Neuro-2A では 12 時

間後でのみ見られた。 

 

 

３． S1P1 選択的アゴニスト SEW2871 投与による

pMCAO マウスの予後改善効果 

pMCAO 後、SEW2871 5mg/kg/day を連日

投与したマウスでは vehicle 群と比較し前お

よび中大脳動脈灌流境界域における脳血

流は有意に増加し、神経学的所見の改善、

7 日後の梗塞体積の縮小が認められた。 

 

 

４． SEW2871 投与の脳軟膜動脈を介した側副

血行路への影響 

pMCAO マウスを 7 日後インク灌流し、脳軟

膜動脈を評価すると、SEW2871 5mg/kg/day

投与群では前および中大脳動脈吻合の数、

径、前大脳動脈から虚血領域までの長さが

有意に上昇していた。SEW 1.5mg/kg/day で

は有意な増加は認められず、VPC 投与群で

は SEW5mg/kg の効果は完全に相殺されて

いた。以後の検討は SEW 5mg/kg/day で行

った。 

 

 



５． SEW2871 の eNOS リン酸化への作用 

pMCAO および薬剤投与 6 時間後の虚血脳か

ら 抽 出 した 蛋 白 で western blot を行 う と 、

phospho-eNOS / eNOS 比は SEW2871 投与に

より有意に増加した。 

 

 

６． SEW2871 の血管新生への作用 

pMCAO7 日後、梗塞周辺領域の毛細血管密度

を蛍光ラベルした毛細血管の定量により評価し

たところ、SEW2871 投与群で有意に血管密度が

増加していた。さらに虚血脳表面の動脈周囲へ

遊走するマクロファージ(Mac-2 陽性細胞)の数

を定量化したところ、SEW2871 群で有意に増加

していた。 

 

 

７． SEW2871 の BBB への作用 

BBB の破綻が最も顕著となる pMCAO 3 日

後の虚血脳から抽出した蛋白で western 

blot を行うと、BBB の tight junction を構成

する蛋白（ZO-1 および Occludin）の発現は

SEW2871 投与群で有意に高かった。 

 

 

８． SEW2871 の脳梗塞後の炎症反応への作用 

pMCAO3 および 7 日後の末梢血ではリンパ球数は DMSO 群と SEW2871 群で有意差

はなかった。組織学的検討では pMCAO7日後、梗塞周辺へ集簇するミクログリア(Iba-

1 陽性細胞)の数は両群で有意差はなかったものの、T 細胞(CD3 陽性細胞)の脳実質

への侵入は SEW2871 群で有意に低下していた。 

 
 

＜考察＞ 

 脳梗塞発症後、S1P1 の発現は早期 6 時間をピークとして脳軟膜動脈を含む脳血管内皮細

胞で増加し、神経細胞での増加は 24 時間後からであった。S1P1 制御による脳梗塞改善効果

については直接的な神経保護効果が唱えられてきたが、今回の我々の検討では S1P1 作動

薬 SEW2871 の投与により eNOS のリン酸化といった S1P1 の下流シグナルの亢進を介して血

管の拡張が得られ、脳軟膜動脈を介した側副血行血流が保たれ、梗塞縮小、神経所見改善

につながった可能性を示唆した。動脈の発達(arteriogenesis)に必要とされる、梗塞脳表面の

動脈周囲へのマクロファージの遊走は SEW2871 群で増加すると同時に、梗塞周囲の毛細血

管密度も増加(angiogenesis)し、この 2 つの血管新生メカニズムにより S1P1 の効果はさらに発

揮されたと考えられる。S1P1 は BBB を制御する tight junction 蛋白を維持していることが知ら



れており、今回 SEW2871 投与により tight junction 蛋白が保たれたことも予後改善につながっ

た可能性がある。 

 また、S1P1 はリンパ球、特に T 細胞の遊走抑制等の免疫抑制効果が知られるが、今回の検

討では重篤な末梢血リンパ球減少を引き起こすことなく、T 細胞の脳実質内への侵入を抑制し

ており、脳梗塞後の免疫反応抑制を介した予後改善効果も想定された。 

 側副血行路の発達した脳梗塞患者ではその後に閉塞血管の再開通が得られるか否かに関

わらず予後良好であることがヒトで報告されており、側副血行路は主動脈の血流再開までの血

流維持のみでなく神経保護因子や内因性の血栓溶解物質の送達にも寄与していると考えら

れており、S1P1 による側副血行路への介入は有効な治療戦略となり得る。 

 

＜結論＞ 

 我々は脳梗塞マウスへの S1P1 作動薬投与により、脳軟膜動脈を介した側副血行路が発達

し、脳梗塞の予後が改善することを報告した。 
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