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研究成果の概要：血液中の物質の脳への移行は限られており，血液脳関門という．血液脳関門

は毛細血管内皮細胞やペリサイト，アストロサイトによって調節されている．それぞれの細胞

をラットより分離培養し，実験モデルを作製し，高血圧や低酸素による変化を調べ，現在脳梗

塞の治療に用いられている薬剤（抗酸化剤，血栓溶解剤，スタチン）の作用を評価した．低酸

素・再酸素化によりバリア機能は低下し，抗酸化剤はそれを保護する作用がみられた．血栓溶

解剤ではさらにバリア機能は低下した．スタチンはバリア機能を高める作用がみられた． 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1.400.000 0 1.400.000 

2008年度 1.300.000 390.000 1.690.000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2.700.000 390.000 3.090.000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・脳神経外科学 
キーワード：血液脳関門，ラット，高血圧，低酸素，脳梗塞，tissue plasminogen activator,  
super oxide, スタチン 
 
１．研究開始当初の背景 
 
脳血管障害は高齢化社会を迎え，ますます増
えつつある．高血圧は脳血管障害の最も重要
な危険因子の一つであり，高血圧ラットが生
み出され，研究されてきた．高血圧ラットは
脳内出血を来し易いのに加えて脳虚血にお
いては脳梗塞をきたしやすい．これにはスー
パーオキサイドの過剰発生などの機序が考
えられている．脳の微小循環はその他の臓器
のものに比して，構造的及び機能的な特色が
ある．血管内を循環する物質が容易に脳に移

行できないようになっており，血液脳関門
（blood-brain barrier; BBB）という．BBB
は脳毛細血管内皮細胞，基底膜，ペリサイト
およびアストロサイト足突起より構成され
るため，その機能障害をそれぞれの細胞レベ
ルで分析する必要がでてきた．さらに脳梗塞
の治療に血栓溶解剤や抗酸化剤が用いられ
ており，BBBに対する作用を検証する必要が
でてきた． 
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高血圧ラットおよびそのコントロールであ
るWistar-Kyoto Rat (WKY)より内皮細胞，
ペリサイト，アストロサイトを分離培養する．
内皮細胞のバリア機能を評価し，Claudin-5, 
occludin, ZO-1などの tight junction protein
の発現を比較する．ペリサイトおよびアスト
ロサイトを共培養することにより，それぞれ
の細胞が内皮細胞へ及ぼす機能的相違を検
証する．  
脳虚血においては BBB が障害され，血中の
因子が脳組織に漏出し組織傷害性される．
BBBモデルに低酸素負荷を加え，障害の有無
を検討する．高血圧ラットではスーパーオキ
サイドによる影響が大きいこと考えられて
おり，抗酸化剤エダラボンの効果を評価する．
また，超急性期脳梗塞の治療薬として用いら
れ て い る tissue plasminogen activator 
(tPA)の作用について評価する．さらに脂質低
下作用の他に多彩な作用を有するスタチン
を投与し，バリア機能に与える影響について
評価する．  
 
３．研究の方法 
 
細胞分離培養：２週令ラットをエーテル麻酔
後に断頭，前脳を摘出し，細断後，酵素
（collagenase 2, collagenase-dispase）・遠心
処理し，脳毛細血管片を分離した．
fibronectin，collagen Ⅳのコーティング dish
に培養することにより，内皮細胞を培養し，
コーディングされていない dish に培養する
ことでペリサイトが overgrowth し，ペリサ
イトを分離した．アストロサイトは前脳を摘
出し，homogenize した後にコーティングな
しのフラスコにまき，増殖後に shakeするこ
とで分離できた． 
血液脳関門 in vitroモデル：分離された内皮
細胞を２腔培養系（Transwell）を用いて in 
vitro モデルを作成した．下の腔にペリサイ
トやアストロサイトを共培養することによ
りその影響を評価した． 
透 過 性 試 験 ： 経 内 皮 電 気 抵 抗
（ transendothelial electrical resistance: 
TEER）を EVOM resistance meter (World 
Precision Instruments)を用いて測定した．
また，内腔側に分子量 376 Daで低分子の指
標となる sodium fluoresceinと高分子の指標
となる Evans blue-albumin（67 kDa）を投
与し，それらの透過性を検討する．電気抵抗
はΩ・㎠とし，sodium fluoresceinには 525 
nm, Shimazu RF-500 fluorometer (440 nm)
を用い，Evans blueは 620 nm Labsystems 
multiplatereaderより測定した．透過性は細
孔膜のみでの透過度を 100％とした割合（％）
で表示した． 
免疫染色：chamber slide に培養された細胞
をエタノール固定し，比特異的反応の

blockingを行ない，１次抗体を作用させ，さ
らに蛍光ラベルした２次抗体を作用させ，蛍
光顕微鏡で観察する．occludin, claudin-5と
いった tight junction蛋白を染色し，発現レ
ベルを比較した．顕微鏡画像をコンピュータ
ーに取込み，NIH imageにて定量化し，統計
学解析した． 
Western blotting：細胞より蛋白を抽出し，
ゲル上に電気泳動させた．ニトロセルロース
膜に移し、細胞内情報伝達に関わる蛋白
（MAP-kinase）に対する抗体とそのリン酸
化したものに反応する抗体を反応させ、酵素
反応を用いてリン酸化を定量し、活性化を検
出した．機器は主に Biorad 社の製品を使用
した． 
低酸素負荷：低酸素負荷はキットを用いて 6
時間の低酸素化，３時間の再酸素化とした． 
薬剤投与：低酸素負荷と tissue plasminogen 
activator (tPA), エダラボン，スタチンの投
与を組み合わせ，それらの薬剤のバリア機能
に与える作用について評価した． 
 
４．研究成果 
 
内皮細胞をペリサイト，アストロサイトと共
培養し，その作用を TEER を用いて評価した．
ペリサイトおよびアストロサイトはどちら
もバリア機能を高める働きがあり，３種類を
培養することで最もバリア機能が高まった．
血液脳関門の形成には細胞間の作用が重要
であることが明らかとなった． 
低酸素・再酸素化により TEER は低下した．
エダラボンの投与により，TEER の低下が抑制
された．脳梗塞ではスーパーオキサイドが生
じ，２次的障害に関与している可能性があり，
それに対してエダラボンの効果があること
が示された．tPAは単独でもTEERを低下させ，
透過性を亢進した．tight junction protein
の免疫染色では claudin-5 が低下していた．
低酸素・再酸素化によりその低下はさらに著
明となった．tPA は急性期脳梗塞に対して閉
塞血管を再開通させる効果があるが，それ自
体はバリア機能を低下させ，出血性梗塞など
をきたす危険性が示された． 
ピタバスタチンの効果についてはピタバス
タチン投与後 48 時間で約 30％TEER は上昇し
た．tight junction protein の Western 
blottingを用いた評価ではclaudin-5の発現
が有意に上昇していた．ピタバスタチンはバ
リア機能を高める効果があり，脳障害の予防
効果があるものと考えられた． 
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