
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 5 月 20 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 申請者らは、血液脳関門を形成する脳毛細血管内皮細胞およびアストロサイトを安定して供
給するために、これら細胞の初代培養細胞に遺伝子導入し、長期培養可能な細胞株を得ること
を試みた。マウスの脳から脳毛細血管内皮細胞を初代培養し、SV40T 抗原 cDNA を含むベクター
を遺伝子導入し、3 個のクローンを得た。一方、ラット胎児（E18）の大脳皮質から初代培養し、
同じ手法にて 10 個のクローンを得た。これらの 13 個のクローンは、全てテトラサイクリンに
て遺伝子発現がコントロール出来る Tet-on システムのベクターを用いたが、テトラサイクリン
を除去した場合に SV40T 抗原の発現低下が観察されなかったため、これらのクローンに、再度、
Tet repressor を発現するベクターを遺伝子導入した。再び細胞株を選択し、ウエスタンブロ
ットで確認したところ、テトラサイクリンを除去した場合に SV40T 抗原の発現が消失するクロ
ーンを得ることが出来た。SV40T 抗原の ON/OFF により、細胞株の性質（脳毛細血管内皮細胞や
アストロサイト特異的タンパクの発現など）が、どのように変化するか、RT-PCR およびウエス
タンブロットにて確認を行なった。アストロサイトにおいて、GFAP の発現量を比較したところ、
T 抗原の消失に伴い、発現上昇傾向が観察された。現在、これらの細胞株を用い、共培養系を
用いた細胞の形質の変化の検討を行っており、血管内皮細胞株におけるタイトジャンクション
構成蛋白の発現の変化を観察している。 
  
研究成果の概要（英文）： 
 We have tried to establish immortalized mouse brain endothelial cell lines and rat 
astrocytes cell line for the co-culture system of both cells. Primary cultured mouse brain 
endothelial cells were transfected with SV40 T-antigen expressing vector and selected 
by zeocin and blasticidin. Primary cultured rat astrocytes were transfected with same 
vectors and selected by some procedures. Three colonies from endothelial cells and 10 
colonies from astrocytes were obtained, but in all of the immortalized cell lines, 
expression of SV40 T was not controlled by tetracycline. Thus Tet-repressor expressing 
vector was re-transfected to the cell lines and finally 3 astrocyte cell lines were 
obtained in which expression of SV40 T was controlled by tetracycline. Now we are 
investigating whether the expression of GFAP changes or not by on/off of SV40 T, and trying 
to establish co-culture system of endothelial cell lines and astrocyte cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザウイルスを始めとするウ
イルス感染症において急性脳症・脳炎を発
症する機序として、直接のウイルスの中枢
神経への侵入による発症のみならず、血中
サイトカインの異常増加、いわゆる「サイ
トカインストーム」による発症が考えられ
ている。これらサイトカインは血液脳関門
の破綻を惹起し、引き続き脳実質内及び髄
液中のサイトカイン濃度が上昇すると、ニ
ューロンの興奮性を高めるとともに、その
興奮性を制御するアストロサイトの機能に
も異常を来たし、異常行動、けいれん、重
症化すると脳症を引き起こすことが推測さ
れる。この病態を考えるとき、病態の初期
に起こる血液脳関門の破綻を食い止めるこ
とは脳症の発症予防に極めて重要と考える。
これまでに、血液脳関門の厳密な物質透過
性の制御は血管内皮細胞、ペリサイト、ア
ストロサイトとのクロストークによって形
成されていると考えられているが、研究は
主に血管内皮細胞のみの機能に注目したも
のが多く、血液脳関門を形成する細胞群を
１つのユニットとしてとらえ、これら細胞
間のクロストークという視点からの研究は
ほとんど行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 
 血液脳関門において、アストロサイトか
らは足突起を介した細胞間連絡や液性因子
による局所環境形成による刺激が血管内皮
細胞に伝わり、一方、血管内皮細胞からも
アストロサイトへ刺激が伝わって、血液脳
関門の機能が維持されていると考えられて
いる。そこで、申請者らは以前に確立した 
in vitro 血液脳関門モデルを用い、血管内
皮細胞とアストロサイトの共培養状態にサ
イトカインの刺激を加え、その状態での細
胞間クロストークの変化を捉えることで、
血液脳関門の破綻のメカニズムを解明し、
脳症発症の病態把握の解明につなげたいと
考えた。 
 
３．研究の方法 
 血液脳関門を形成する脳毛細血管内皮細
胞は、Tight junction の形成、p-glycoprotein
の発現、アルカリフォスファターゼの活性高値
など、他の臓器の血管内皮細胞と異なる性質
を有している。そのため、血液脳関門の研究
には、脳毛細血管内皮細胞が必要である。申
請者らは以前ウシより初代培養で得た脳毛細
血管内皮細胞に SV40T 抗原を遺伝子導入し、

不死化した細胞株を樹立した(Sobue, et al. 
Neurosci. Res. 35, 155-164, 1999)。しかし、こ
の細胞株はウシ由来であるためマイクロアレイ
を始めとする遺伝子解析に不都合が生じた。
そこで、本研究計画では、マウスの脳から脳
毛細血管内皮細胞を培養し、実験に用いるこ
ととした。原則、無修飾の初代培養が望ましい
が、安定した細胞供給の観点から SV40T を用
いて不死化細胞の樹立を試みた。同時に、ラ
ット胎児より培養したアストロサイトにも SV40T
を導入し、不死化細胞の樹立を試みた。 
 
４．研究成果 
 マウスの脳から脳毛細血管内皮細胞を初
代培養し、SV40T 抗原 cDNA を含むベクタ
ー を 遺 伝 子 導 入 し 、 抗 生 剤 （ Zeocin, 
Blasticidin）にてセレクションを行い、3 個
のクローンを得た。一方、ラット胎児（E18）
の大脳皮質からアストロサイトを初代培養
し、脳毛細血管内皮細胞と同様に、SV40T 抗
原 cDNA を含むベクターを遺伝子導入し、抗
生剤にてセレクションを行い、10 個のクロー
ンを得た。これらの 13 個のクローン作成に
おいて、テトラサイクリンにて遺伝子発現が
コントロール出来る Tet-on システムのベク
ターを用いたが、テトラサイクリンを除去し
た時に、SV40T 抗原の発現低下が観察されな
かったため、これらのクローンに、再度、Tet 
repressor を発現するベクターを遺伝子導入
した。再び細胞株をセレクションし、ウエス
タンブロットで確認したところ、テトラサイ
クリンを除去した場合に SV40T 抗原の発現
が消失するクローンを得ることが出来た。 
 SV40T 抗原の ON/OFF により、細胞株の性質
（脳毛細血管内皮細胞やアストロサイト特
異的タンパクの発現など）が、どのように変
化するか、RT-PCR およびウエスタンブロット
にて確認を行なった。アストロサイトにおい
ては、マーカータンパクである GFAP の発現
量を RT-PCR 及びウエスタンブロットで比較
したところ、T 抗原の消失に伴い、発現上昇
傾向を観察したが、初代培養アストロサイト
に比して GFAP の発現量は少なかった。 
現在、これらの細胞株を用い、共培養系を用
いた細胞の形質の変化の検討を行っており、
血管内皮細胞株におけるタイトジャンクシ
ョン構成蛋白の発現の変化を観察している。 
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