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研究成果の概要（和文）：細胞培養技術を駆使し、生体に近い血液脳関門モデルを作製した。このモデルに炎症
刺激を加えると、炎症性サイトカインが上昇し、血液脳関門機能が低下することが確認された。更に脂質異常症
治療薬であるスタチンを投与することで、このサイトカイン上昇が抑制されることを確認した。脳内炎症を抑え
ることは、脳梗塞のみならず、多くの中枢神経系疾患において重要であるため、今後そのメカニズム解明に着手
する。

研究成果の概要（英文）：Statins have a neuroprotective effect in neurological diseases, a 
pleiotropic effect possibly related to blood-brain barrier (BBB) function. In this study, we 
investigated the effects of statin on lipopolysaccharide (LPS)-induced BBB dysfunction in in vitro 
BBB model comprising co-culture of primary mouse brain endothelial cells, pericytes, and astrocytes.
 LPS (1 ng/ml, 24 hr) induced the impairment of permeability and transendothelial electrical 
resistance (TEER). Co-administration of statin alleviated the deleterious effects of LPS on BBB 
permeability and TEER. LPS increased IL-6, G-CSF, KC, MCP-1, RANTES release from our BBB model. 
Statin inhibited all these LPS-induced cytokine production. These data suggest that pitavastatin 
could ameliorate LPS-induced BBB dysfunction, which might be mediated by inhibiting LPS-induced 
cytokine production. Our present finding sheds light on the pharmacological significance of statins 
in various kinds of CNS diseases.

研究分野： 脳神経外科学、血液脳関門学
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１．研究開始当初の背景 
本邦は高齢化社会を迎え、脳卒中はますます

増えつつあり、なかでも脳梗塞患者が急増し

ている。2005 年にわが国でも脳梗塞急性期治

療 治 療 薬 と し て tPA (tissue-type 

plasminogen activator)による血栓溶解療法

が認可された。しかしその恩恵を受けること

のできる患者は脳梗塞全体の 5％以下に限ら

れているため、脳梗塞に有効な治療薬の開発

が期待されている。これまで、神経細胞をタ

ーゲットとした治療薬は基礎実験で有効で

あっても臨床試験では有効性は示されなか

った。そこで我々は脳梗塞治療薬の検討を血

液脳関門（Blood-Brain Barrier; BBB）保護

の観点から行ってきた（Honda M: Cel Mol 

Neurobiol 2006, Hiu T: Cel Mol Neurobiol, 

2008）。申請者は特に HMG-CoA 還元酵素阻害

薬（スタチン）がBBBに与える影響に着目し、

研究を行い、その一部はすでに論文報告して

いる（Morofuji Y: Cel Mol Neurobiol 2010）。

スタチンには本来の脂質低下作用だけでな

く、血管内皮細胞機能改善作用、抗血栓作用、

抗炎症作用などの効果が注目されており、こ

の よ う な ス タ チ ン の 多 彩 な 効 果 は

pleiotropic effects と呼ばれている（Libby 

P: Nature, 2002）。しかしながら、スタチン

の中枢神経系（脳）をはじめ各臓器での作用

や至適投与量は判明しておらず、今後系統的

に解明していく必要がある。そこで本研究で

は、脳毛細血管内皮細胞、ペリサイト、アス

トロサイト、ミクログリアを組み合わせて共

培養した in vitro BBB モデルを用いて、ス

タチンがBBBに与える影響を多角的に評価す

る。更に虚血再灌流下及び炎症刺激下でのス

タチンの作用機序解明に焦点を置き研究を

行う。 

２．研究の目的 
血液脳関門（BBB）の機能的な構築には基本

構成単位である脳毛細血管内皮細胞、ペリサ

イト、及びアストロサイト間のクロストーク

が不可欠である。さらに脳虚血時や炎症下に

おいてはミクログリアの関与も注目されて

いる。本研究ではこれら全ての細胞を組み合

わせた複数の共培養 in vitro BBB モデルを

用いて、虚血再灌流、炎症刺激を加えた病態

モデルを作製し、neurovasular unit におけ

る細胞間相互作用を検討する。さらに多彩な

作用をもつスタチンがBBBに与える影響及び

その作用機序の解明を行う。これらのメカニ

ズムを解明することにより全く新しい創薬

概念である「BBB 保護薬」の開発につながる

と考えている。 

３．研究の方法 

簡潔に次の 3段階を計画した。 

in vitro BBB モデルの作製方法はすでに確立

しているため、虚血再灌流モデル、炎症モデ

ルの確立が第一のステップであった。次に病

態モデル及びスタチンがBBB機能に与える影

響の検討を行った。全ての研究はワシントン

大学との discussion をもとに進めた。 

（１）病態モデルの確立：虚血再灌流モデル、

炎症モデル 

（２）病態モデルおよびスタチンが BBB 機能

に与える影響の検討： 

TEER、透過性、P 糖蛋白の機能検定、tight 

junction proteins の発現、サイトカインア

ッセイ 

（３）メカニズムの解明 

RAGE、LRP-1 の発現調節シグナル及びスタチ

ンの分子生物学的機序の分析 

４．研究成果 

in vitro BBB モデルとして多孔質（0.4μm、

3.0μm pore size）の半透膜をもつ立体培養

皿（Transwell®）を用い共培養モデルを作製

した。モデルは、液性因子のみの影響を受け

るモデルと、内皮細胞とペリサイトまたはア

ストロサイトが接触できるモデルを作製し、

更に3種類の細胞を同時に共培養したモデル

も含め 7種類のモデルを作製した。作製した

複数の BBB モデル及び以下の病態モデルに 1 

ng/mLの LPS(lipopolysaccharide)を添加し、



24 時 間 後 に EVOM 抵 抗 計 (Volt-Ohm 

resistance meter)を用いた経内皮電気抵抗

値  （ transendothelial electrical 

resistance, TEER）及び sodium fluorescein 

（小分子(376Da)の paracellular transport）

の透過性試験を行った。また、培養液を血管

腔側と脳側よりそれぞれ別に回収しサイト

カインアッセイを行った。1 ng/mL の LPS 添

加により、有意に TEER の低下及び透過性亢

進が確認された。また IL-6、G-CSF、KC、MCP-1、

RANTES といった炎症性サイトカインの上昇

が確認された。これらのサイトカイン上昇は

ピタバスタチン 10nM を添加することで抑制

されることを確認した。脳内炎症を抑えるこ

とは、脳梗塞のみならず、多くの中枢神経系

疾患において重要であるため、今後そのメカ

ニズム解明に着手する予定である。 
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