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研究成果の概要（和文）：加齢に伴う血液脳関門（BBB）の機能低下は脳血管疾患だけでなく神経変性疾患の要
因にもなりうるが、BBBの機能低下の詳細なメカニズムは十分に明らかにされていない。本研究課題では、BBBの
機能低下の原因として血管内皮細胞の細胞老化現象に着目し解析を進めた。脳血管内皮細胞の遺伝子発現等につ
いて若齢マウスと高齢マウスとを比較したが、細胞老化の観点では両者に大きな違いが見られなかった。一方で
高齢マウスの脳血管内皮細胞では炎症性が亢進しており、本研究では培養細胞レベルで炎症を抑制しうる血管内
皮細胞特異的な遺伝子の候補を同定することができた。今後はマウスの個体レベルでも炎症を制御しうるのか否
か調べていく。

研究成果の概要（英文）：Age-related blood-brain barrier (BBB) dysfunction can contribute to 
neurodegenerative diseases as well as cerebrovascular diseases, but the detailed mechanism of BBB 
dysfunction has not been fully elucidated. In this study, we focused on the cellular senescence of 
vascular endothelial cells as a cause of BBB functional decline. We compared the gene expression of 
cerebrovascular endothelial cells of young and old mice, but no significant difference was observed 
between them from the viewpoint of cellular senescence. However, we found that inflammatory 
properties are enhanced in cerebral vascular endothelial cells of aged mice and identified vascular 
endothelial cell-specific gene candidates that can suppress inflammation. We will investigate in 
more detail whether they can suppress inflammation of vascular endothelial cells at the mouse level.

研究分野：細胞老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血液脳関門（BBB）は神経細胞への栄養素の選別、毒素の遮断、変性タンパク質蓄積の防止などを担うが、これ
らの機能が加齢に伴い低下することが報告されている。BBBの機能低下の要因の一つがBBB構成細胞の細胞老化で
あることが明らかになれば、他の組織で理解が進んでいる細胞老化の研究をこの研究領域に生かせるだけでな
く、老化細胞選択的な除去薬の適応も選択肢となり、加齢に伴う脳機能低下や神経変性疾患防止の新たなアプロ
ーチを見出すことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

脳出血や脳梗塞などの脳血管疾患は日本人の主要な死因であるだけでなく、運動麻痺や認知
症の発症をもたらし、要介護者を生み出す大きな要因となっている。これらの疾患を防止するこ
とは、医療費や介護費用の削減に繋がるのみならず、高齢者が身体的・精神的に活力ある生活を
送るうえで肝要である。脳の血管のうち、毛細血管および周囲の細動静脈はまとめて脳微小血管
と呼ばれており、これらの領域では血液脳関門（BBB）の働きによって神経細胞への栄養素の選
別や毒素の遮断が厳密に行われている。近年では、脳実質における変性タンパク質の蓄積を防止
する役割も明らかとなり、BBB は脳の恒常性維持において多彩な機能を持つことが示唆されて
いる。これまでにヒトやマウスにおいて、加齢に伴い BBB の血管透過性が上昇すること
（Montagne et al. Neuron 2015、Elahy et al. Immun Ageing 2015）、BBB における血管透過
性の上昇や老廃物の除去能の低下によって、脳における炎症や神経変性疾患などが亢進するこ
とが報告されている（Sweeney et al. Nat Rev Neurol 2018）。以上より、脳血管疾患を防止す
るうえで BBB の正常な機能を維持することは非常に重要である。 

またこれまでの研究から、加齢に伴って BBB を構成する細胞群（血管内皮細胞、周皮細胞、
アストロサイト、ミクログリアなど）に量的・質的な変化が現れることが報告されている。しか
しながら、「脳血管疾患やそれに伴う認知症」と、「加齢に伴う BBB 構成細胞の変化」との関係
は未だ相関関係しか示されておらず、因果関係がはっきりしていない。また、加齢による BBB

構成細胞の機能低下の過程において、どの細胞種が重要な役割を果たすのか、どのような細胞間
のクロストークが存在するのかについてもほとんど解明されていない。 

これまでに当研究室では、細胞が修復不可能な DNA 損傷を受けた際に増殖を不可逆的に停止
する現象「細胞老化」に着目し、研究を進めてきた（Ohtani et al. Nature 2001, Takahashi et 

al. Nat Cell Biol 2006）。加齢に伴い老化細胞が蓄積すること（Yamakoshi et al. JCB 2009）、
老化細胞が分泌する IL-6や IL-1βなどの炎症性サイトカインが発がんを促すことを明らかにし
ている（Yoshimoto et al. Nature 2013）。これらのことから、加齢に伴う老化細胞の蓄積が、各
種臓器の機能低下の一因となっていることが示唆される。 

 

２．研究の目的 

上記のことから申請者は、脳においても何らかの細胞で細胞老化が生じており、それが BBB

の機能低下に影響を与えているのではないかと考えた。本研究課題では、BBB の機能低下のメ
カニズムを、特に脳血管内皮細胞の細胞老化現象の観点から明らかにすることを目指す。 

 

３．研究の方法 

(1-a) 若齢マウスと高齢マウスの脳の血管内皮細胞の初代培養 
若齢マウスの脳を摘出しコラゲナーゼ処理などを行った後、CD45-, CD31+の脳血管内皮細胞

をソーティングし、初代培養および継代培養を行った。継代は約 10 日おきに行った。また細胞
のライセートを回収し、細胞周期抑制遺伝子 p16の定量 PCRを行った。 
(1-b) 血管内皮細胞特異的に p16を過剰発現するマウスの作製およびその解析 
 Tamoxifen依存的に human p16 を過剰発現する LSL-FLAG-hp16-IRES-DTR-EGFPマウス（p16-Tg
マウス、当研究室で作製）と血管内皮細胞特異的に Cre-recombinase を発現する VECD-CreERT2
マウス（慶應義塾大学、久保田義顕教授より譲渡）をかけ合わせて繁殖し、血管内皮細胞の形状
や表現型を解析した。 
(1-c) 若齢マウスと高齢マウスの脳の血管内皮細胞の RNA-seq解析 
 若齢マウス（2ヶ月齢）および高齢マウス（30ヶ月齢）それぞれ 4 匹ずつより脳血管内皮細胞
をソーティングし、RNA-seq 解析を行った。 
(1-d) bEnd.3 細胞におけるノックダウン実験 

高齢マウスの脳血管内皮細胞において若齢マウスのものと比べて発現低下した遺伝子群に着
目し、マウス脳血管内皮細胞培養株である bEnd.3細胞を用いて siRNA によるノックダウンを行
い、炎症性サイトカイン等の発現を定量 PCRで解析した。 
 
４．研究成果 
(1-a) 若齢マウスと高齢マウスの脳の血管内皮細胞の初代培養 
 若齢マウスの脳を摘出しコラゲナーゼ処理などを行った後、CD45-, CD31+の脳血管内皮細胞

をソーティングし、初代培養および継代培養を行った。その結果、数回の継代によって、細胞老
化の指標の一つである細胞周期抑制遺伝子 p16の発現上昇が認められた【図 1】。 
 

(1-b) 血管内皮細胞特異的に p16を過剰発現するマウスの作製およびその解析 
 血管内皮細胞特異的に p16 を発現するマウスを作製し解析を行った。その結果、血管内皮細胞
においてｐ16や DTR-EGFPの発現は確認できたものの、血管内皮細胞の形状や表現型（寿命など）



 

 

には顕著な変化が認められなかった。 
 
(1-c) 若齢マウス（2ヶ月齢）および高齢マウス（30ヶ月齢）の脳血管内皮細胞をソーティング
し、RNA-seq解析を行った。その結果、高齢マウスの脳血管内皮細胞において p16 や p21のよう
な細胞周期抑制遺伝子の発現上昇は認められなかった【図 2】。1-b の結果と合わせて考えると、
脳の血管内皮細胞は in vitro においては継代時の酸化ストレス等によって細胞老化が生じるも
のの、in vivo においては細胞周期抑制遺伝子の発現上昇を指標とするような細胞老化は生じて
いないことが示唆された。次に、若齢マウスと比べて高齢マウスの脳血管内皮細胞で有意に発現
上昇した遺伝子群を解析したところ、KEGG pathwayにおいて TNF signaling pathway（p=0.0013）
【図 3】,Biological process において Type I interferon signaling pathway（p=0.0089）が
変化していることが明らかになった。具体的には炎症性のサイトカイン（Cxcl10, Ccl5, TNF）
や、免疫細胞との接着に関与する分子（SELE, ICAM1, VCAM1）の発現上昇が認められた。以上の
ことから、脳の血管内皮細胞では加齢に伴い炎症性が亢進することが示唆された。 
 
(1-d) bEnd.3 細胞におけるノックダウン実験 
 さらに高齢マウスの脳血管内皮細胞において若齢マウスのものと比べて発現低下した遺伝子
群【図 4】に着目し、特に血管内皮特異的な遺伝子のいくつかについてマウス脳血管内皮細胞培
養株である bEnd.3 細胞を用いて siRNA によるノックダウン実験を行った。その結果、遺伝子 X
のノックダウン時に、Cxcl10 などの炎症性サイトカインの発現上昇が認められた【図 5】。これ
らの炎症性サイトカイン等は、高齢マウスの血管内皮細胞でも発現上昇することが認められて
いる。今後はこの遺伝子 Xが炎症を抑制する分子メカニズムを明らかにするとともに、加齢に伴
いどのように発現低下するのかを調べる。さらに、遺伝子 Xを血管内皮細胞特異的に過剰発現す
るマウス、あるいは若齢時にノックアウトできるマウスを作製し、脳血管における炎症が抑制あ
るいは亢進されるか否か、血液脳関門の破綻が抑制あるいは促進されるか否かを解析していく。 
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