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研究成果の概要（和文）：培養脳血管ペリサイトにおいて、細胞外酸性化は形質膜の輸送体（NHE1）

を逆回転モードで活性化し、細胞内 Ca 振動（Ca oscillation）を起こした。Ca oscillation

は Ca 結合タンパク質（CaMKII）をリン酸化し、核内に移行したリン酸化 CaMKIIは転写因子 CREB

をリン酸化することで、遺伝子発現を制御した。ラット／マウス中大脳動脈閉塞モデルにおい

て、脳血管ペリサイトは虚血巣周囲に集族し、CREB を発現するとともに種々の神経栄養因子を

分泌し脳虚血時には神経保護作用を有すると考えられた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Extracellular acidification caused Ca oscillation via activation 
of NHE1 in reverse mode and subsequently phosphorylated CaMKII. Phosphorylated CaMKII 
translocated into nuclei and phosphorylated CREB, leading to initiation of gene 
transcription. In rat or mouse middle cerebral artery occlusion model, brain pericytes 
migrated into peri-infarct areas. They expressed CREB and secreted a variety of nerve 
growth factors, indicating that pericytes may play a neuroprotective role during brain 
ischemia. 
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１．研究開始当初の背景 
脳血管ペリサイトは、脳の毛細血管を取り囲
むように存在する細胞である。以前から多彩

な生理的機能を有していることが示唆され
てきたが、その詳細は明らかではなかった。
我々は、脳血管ペリサイトが脳虚血において
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重要な役割を果たしていると考え、in vitro
および in vivoで脳虚血におけるペリサイト
の動態を解析し、その機序について検討を行
った。 
 
２．研究の目的 
脳虚血における脳血管ペリサイトの応答、動
態を解析することで、脳虚血におけるペリサ
イトの役割について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
培養ヒト脳血管ペリサイトを用いて、細胞外
刺激を加え、発現するmRNA、タンパク質、細
胞内Ca濃度変化を検討した。RNA干渉法を用い
て、発現するタンパク質を抑制し、その作用
を確認した。マウスあるいはラット中大脳動
脈閉塞モデルにおいて、免疫染色を用いて脳
梗塞巣周囲に発現するタンパク質を検討した。 
 
(1) 細胞培養：ヒト脳微小血管ペリサイトを
継代培養した（3-10世代）。 
(2) 細胞内Ca測定法：fura-2（2μM）を細胞
に負荷し、励起波長340/380 nm・蛍光510nm
で細胞内Ca濃度の測定を行った。 
(3) 細胞内 pH 測定法：BCECF（1μM）を細胞
に負荷し、励起波長 450/490 nm・蛍光 510nm
で細胞内 pH の測定を行った。 
(4) RT-PCR法、real-time PCR法を用いて mRNA
の発現を検討した。 
(6) Western blottingを用いてタンパク質の
発現を検討した。 
(7) RNA干渉：siRNAを electroporation（電
気穿孔法）により培養細胞内に導入し、mRNA
発現抑制した。 
(8)細胞外酸性化に対する脳血管ペリサイト
における RNA発現をマイクロアレイ用いて網
羅的に検討した。 
(9)マウス中大脳動脈閉塞モデルにおいて脳
梗塞巣を作成した。 
(10)免疫染色によりタンパク質の発現を検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外酸性化は細胞形質膜に存在する
NHE1を逆回転モードで活性化し、細胞内Ca振
動を惹起した（Ca oscillation）。 
(2) 周期的に上昇する細胞内Caは、CaMKIIの
リン酸化をおこし、さらにリン酸化した
CAMKIIは各内に移行した。 
(3) 核内に移行したCAMKIIはCREBをリン酸化
し、CRE領域に結合することで、遺伝子発現を
制御した。 
(4) マイクロアレイで検討すると、細胞外の
酸性化刺激は、CREBにより制御されるIL-6な
どの様々な遺伝子の発現が増加した。 
(5) PDGFRβを発現する培養脳血管ペリサイ
トにおいて、PDGF-BはNGF、NT-3などの神経栄

養因子を分泌した。 
(6)培養脳血管ペリサイトにおいて、PDGF-B
はAktを介して細胞増殖、抗アポトーシス作用
を示した。 
(7)ラットの中大脳動脈閉塞モデルでは、脳血
管ペリサイトは傷害数日後に梗塞巣周囲に高
度に集族した。同部位ではPDGF-Bが内皮細胞
に高度に発現していた。 
(8) 細胞外酸性化により発現調節されるIL-6
等の遺伝子は、脳梗塞巣周囲で脳血管ペリサ
イトに発現していた。 
脳虚血時に起こるアシドーシスは脳血管ペリ
サイトにおいて、種々の遺伝子の発現を変化
させ神経保護作用を発揮する可能性が示唆さ
れた。 
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