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研究成果の概要： 

脳や胎盤では他臓器に比べ血液と臓器間での物質交換が厳密に制御されており、その物質交換の

場は「関門」と呼ばれる。この関門が破綻すると毒性物質の蓄積や組織液の滲出により重篤な場合に

は臓器不全となる。本研究ではこの関門の形成、維持、破綻の機序を解明することを目的とした。本研

究により関門構造の維持に重要な関門の分解を抑制する成分を見出した。また関門を構成する血管

部の形成機構を一部明らかにした。これらの成果により、関門が破綻した病態に対する薬物治療法の

開発等に応用が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

血液-組織関門の機能と構造の破綻をきたす疾

患は多く、薬物や毒性物質の蓄積、組織液の滲

出、浮腫、多臓器不全などの病態を引き起こす。

病的血管における周皮細胞の欠落や血管内皮

細胞の異常増殖が問題となっている。本研究の

全体構想は、「血液-組織関門の機能と構造を

維持する分子機構を解明し、病態時の個別薬

剤療法に応用する」ことである。そのため、組織

特異的に働く機能的な血液-組織関門の解明、

血液-組織の構造的関門となる基底膜の維持機

構の解明、病態時への薬物動態変動解析と治

療への応用研究、を推進している。 

 体循環と組織を隔てる無窓性連続毛細血管は、

血管周皮細胞（Pericyte: PCT）により裏打ちされ

ている。周皮細胞の数は組織によって異なり、関
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門構造の脆弱な腫瘍血管における周皮細胞の

割合に比べ、血液-脳関門を構成する脳毛細血

管では、周皮細胞の割合が高い。さらに血液-

脳関門において、周皮細胞は、内皮細胞

（Endothelial cell: EC）と共に基底膜に包まれ、こ

の周りを星状細胞（Astrocyte: AST）が囲んでい

る(Scheme 1)。 

 

 周皮細胞の機能解析はウシ脳の初代培養細

胞等を用いて行われていたが、優れた単離法が

無いため、結果の信頼性や再現性に問題があり、

ほとんど停滞していた。また、細胞系で得られた

実験結果を動物で確認するための小動物を用

いた実験系が切望されていた。我々は、近年樹

立された脳血管キャピラリの単離法に着目し、周

皮細胞の付着した十分量のキャピラリを単離し

てから脳血管周皮細胞株TR-PCTを樹立するこ

とに成功した。TR-PCTはマトリックス塊へのカル

シウムの沈着や Transforming Growth Factor-β

1 (TGF-β1) 応答性を有し、いくつかの高血圧

の原因候補遺伝子、動脈硬化関連遺伝子を発

現していた 。また 、血圧上昇活性をもつ

Angiotensin II（ANG II）刺激により、細胞遊走が

活性化された。更に、ANG II 受容体拮抗薬であ

るロサルタンによってその作用が抑制された。こ

のことは、脳血管の関門および基底膜維持にお

ける司令塔としての周皮細胞の重要性を示唆し

ている。 

 一方、血液-組織関門を構成する血管が、末

梢血中の血管内皮前駆細胞による血管分化と

成熟化により形成される可能性が報告されてい

る。しかし、血管内皮前駆細胞による血管形成

への分化を制御する因子は不明である。 

 以上により(1)「内皮細胞と周辺細胞である周

皮細胞、および、星状細胞の基底膜維持におけ

る各々の基底膜関連分子の発現活性を比較す

ることにより、臓器特異的な基底膜維持機構が

解明でき」、(2)「血管内皮前駆細胞による組織

特異的分化制御因子を同定して、血液-組織関

門の臓器特異的維持機構が解明できる」という

作業仮説に達した。 

本研究課題では、血液-組織関門の形成と維持

機構を担う臓器特異的な分子を同定し、さらに、

その制御機構を解明することを目的とする。血

管内皮細胞に加えて血管内皮前駆細胞の役割

を解明する。 

 

２．研究の目的 

上記の作業仮説(1),(2)と対応して記載する。 

(1)血液-組織関門を構造的に維持する実体とし

て基底膜に着目し、基底膜の機能と構造に影響

し得る因子の発現とその変動因子による影響は

不明な点が多い。血液-脳関門は内皮細胞に加

え、周皮細胞、星状細胞から構成されるが、本

研究ではそれらの各細胞の基底膜の形成およ

び維持における役割の解明を目的とした。条件

的不死化細胞株を用いて、血液-脳関門基底膜

の変性と修復に関与する基底膜構成成分、分

解因子、分解阻害成分の遺伝子発現について、

血管内皮細胞と血管内皮前駆細胞における発

現を比較検討した。また、これらの分子発現に

ついて、基底膜変性に関わることが示唆されて

いる内因性因子（TGF-β）や外因性因子(ステ

ロイド剤)に対する反応性を血管内皮細胞、周皮

細胞、星状細胞間で比較した。刺激物質の添加

後、基底膜関連物質の時期特異的発現解析を

行って、血管透過性の変動を導く遺伝子を明ら

かにするとともに、変動要因を解析した。 



 

 

(2)血管内皮細胞および収縮型、合成型血管壁

細胞は血管を構成する細胞群であり、血液-組

織関門の構築および維持に重要な因子である。

しかし、それらの細胞群へ成熟する過程には未

解明な点が多く、本研究では血管内皮前駆細

胞が血管壁細胞へ成熟する分化機構を解明す

ること目的としている。本研究期間においては条

件的不死化ラット骨髄由来血管内皮前駆細胞

株(TR-BME)を用いて壁細胞への分化を調節す

る因子につい検討を行った。 

  TR-BME の血管構築機構では、予備的検討

において、basic fibroblast growth factor (bFGF)

に応答して、血管内皮細胞や壁細胞へと多分

化する能力を持つことが示唆された。このことか

ら、bFGF による、血管内皮前駆細胞の Akt、

ERKのリン酸化や、細胞増殖誘導の過程を解析

することを目的とした。そのため、bFGF の血管

内皮前駆細胞におけるAkt、ERK活性化に対す

る効果を解析し、臓器での分化制御においてキ

ーとなる分子を検討した。 

 

３．研究の方法 

(1)TR-PCT、TR-BBB、TR-AST のそれぞれの

細胞株について次に示す基底膜関連物質の発

現を半定量的RT-PCR を行った。刺激因子であ

る TGF-ß1 存在下で、基底膜関連物質の発現

変動を半定量的 RT-PCR で解析した。 

基底膜関連物質として以下の因子を解析した。 

①基底膜の構成成分： IV 型コラーゲンとフィブ

ロネクチン 

② 基 底 膜 の 分解因子 ： MMP-2, MMP-9, 

tissue-type plasminogen activator (t-PA), 

urokinase-like PA(u-PA)  

③基底膜分解酵素の阻害因子： PAI-1、

TIMP-1、TIMP-2 

 

(2) TR-BMEに対する分化制御因子の解析: 

TR-BMEの血管壁細胞分化に関与する因子を

検討した。 

 未分化血管内皮前駆細胞マーカーCD133 の

発現比較とサイトカインによる未分化マーカー発

現抑制: bFGF、あるいは VEGF 添加時における

CD133 の発現変化を RT-PCR 法により解析し

た。 

•血管壁細胞マーカーであるα-smooth muscle 

actin、SM22 の発現変化を定量的 RT-PCR によ

り解析した。 

•血管構造形成能に対する bFGF の効果: 分化

誘導を行った TR-BME を用いて血管内皮前駆

細胞特異的現象である血管構造形成能をマトリ

ゲルを用いて解析した。 

 TR-BME の分化制御シグナルの解析 : 

TR-BME の分化制御のシグナル経路を検討し

た。 

•bFGF による ERK1/2、Akt 活性化、サイトカイン

によるシグナル分子のリン酸化の解析: 分化制

御にかかわるサイトカインによる Akt、ERK リン酸

化シグナル伝達を Western blotting 法により解

析した。 

•リン酸化阻害による分化制御メカニズムの解明:

分化制御に関与するシグナルの阻害剤を用い

て分化誘導を行い、SMA、SM22、CD133の発現

変動に対する効果を解析し、分化制御において

キーとなる分子を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)我々が樹立した脳毛細血管周皮細胞株

(TR-PCT)、内皮細胞株(TR-BBB)、星状細胞株

(TR-AST)を用い、基底膜の構成成分である IV

型コラーゲンおよびフィブロネクチン、また基底

膜を分解する因子である MMP-2、MMP-9、

t-PA、u-PA、さらに基底膜分解阻害成分である

PAI-1 、 TIMP-1 、 TIMP-2 の 発 現 変 動 を

RT-PCR にて解析した。これらの細胞のうち内皮



 

 

細胞はフィブロネクチンおよび MMP-9、t-PA、

PAI-1、TIMP-1 など多くの成分の発現量が高く、

基底膜の維持に深く関与していると考えられた。

星状細胞は主に IV 型コラーゲンは産生に深く

関与することが示された。また基底膜異常に関

与することが提唱されている TGF-ß によるそれ

ら基底膜維持関連因子の発現への影響を検証

した。上記因子の中でも PAI-1 の発現が顕著に

誘導されており、基底膜肥厚に関与している可

能性が考えられた。 

(2)TR-BME の血管壁細胞への分化を制御して

いる因子を同定するため成長因子である bFGF、 

VEGF、 EGFまたは IGFを添加した培養液で培

養した TR-BME の壁細胞マーカーSMA 発現量

を比較した。 bFGF は、 ES 細胞や神経幹細胞

の自己増殖を誘導することで多分化能を維持す

ることが報告されている。 VEGF、 EGF、 IGF

を添加して培養した TR-BME は、 SMA の発現

上昇が見られたが、 bFGF を添加して培養した

TR-BME は、 SMA発現上昇がなく、 血管壁細

胞様に分化しなかった。 また、 bFGF は、 

TR-BME の増殖を濃度依存的に増加させ、 20 

ng/mL の bFGF で培養した TR-BME は、 

CD133 の発現、 matrigel 上での管腔構造への

分化能を維持し、 SMA、 SM22 の発現増加を

示さなかった。 一方、 bFGF を添加していない

TR-BME と 25 ng/mL VEGF を 添加 した

TR-BME では、 CD133 の発現と管腔構造への

分化能が減少し、 SMA、 SM22 の発現が増加

した。 

したがって CD133、CD34、Flk-1 陽性骨髄由来

血管内皮前駆細胞が、bFGF の刺激により自己

増殖を誘導することで血管内皮前駆細胞の機

能を維持し、少なくとも VEGF の刺激により血管

構造を形成する可能性が示唆された。 

 

 血液-脳関門の機能は国内で多くのグループ

が研究しているが、周皮細胞による基底膜維持

機構に着目しているのは我々のグループのみで

ある。我々は周皮細胞が内皮細胞の Tight 

Junction 構造を増強する作用を持つばかりか、

基底膜成分の高い産生能を有することを明らか

にした。これらの成果から、病態時の変動要因と

して、周皮細胞の役割が大きいことが強く示唆さ

れた。また血管内皮前駆細胞の自己増殖能の

維持と血管形成への分化にそれぞれbFGFおよ

び VEGF が関与することが示唆された。 

  これらの成果をもとに、さらなる病態時の細胞

動態の変動解析を行って、血液-組織関門に由

来する病態や、個体間変動を予測し、薬物治療

に応用する。癌細胞の転移浸潤時においては

組織基底膜の破壊が起こっており、関門の機能

と構造を維持する機構を解明することは治療薬

の開発に有効である。また、本成果の発表以後、

世界中より共同研究の申し込みが集まっており、

本研究の注目度の高さが評価される。 
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