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研究成果の概要（和文）：本研究ではRho kinase阻害薬であるfasudilのBBB保護効果が実証された。fasudilは
タイトジャンクションタンパク質の発現を亢進することによりタイトジャンクション構造を維持、BBBの機能を
向上させた。またfasudilは虚血再灌流によって引き起こされる損傷からBBBを保護することが確認された。この
保護効果は内皮細胞のみの単培養モデルと、内皮細胞、ペリサイト、アストロサイトによる共培養モデルの両方
で確認されたことから、fasudilが内皮細胞への直接的な作用と、ペリサイト、アストロサイトを介して内皮細
胞へ間接的に作用する2つの経路でBBB保護作用を有していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated the protective effect of the Rho kinase inhibitor 
fasudil on the BBB. Fasudil maintained the tight junction structure and improved the function of the
 BBB by enhancing the expression of tight junction proteins. Fasudil was also found to protect the 
BBB from damage induced by oxygen-glucose deprivation and reoxygenation. This protective effect was 
confirmed in both monoculture model and co-culture model. It was suggested that it has a 
BBB-protective effect through two pathways that act indirectly on pericytes and astrocytes, and 
directly on endothelial cells.

研究分野： 血液脳関門

キーワード： 血液脳関門　Rho kinase阻害薬　脳卒中　ペリサイト　アストロサイト

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Rho kinase阻害薬であるfasudilは急性期脳梗塞治療で最も重要な虚血後8 時間以内をピークとしてBBB機能を改
善した。またこのBBB保護効果は既に実臨床で用いられている血中濃度レベルで濃度依存的に認められた。した
がって、fasudilは急性期脳梗塞に対するBBB保護剤として有用であり、かつ安全に使用することが可能であると
考えられる。

※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 

本邦は今後ますます高齢化が加速し、脳卒中、認知症、がんなど加齢に関連した疾患は激増する

ことが予想される。なかでも脳卒中は死亡原因の第４位を占めているだけではなく、寝たきりの

最大の原因となっており、莫大な医療費は国民に対する過大な負担となっている。急増している

脳卒中患者の治療薬開発は緊喫の課題である。脳梗塞治療薬として 2005 年にわが国でも 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。そこで我々の研究グループ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, Takeshita T: Mol Cell Neurosci 2014）。我々は本研究において、中枢

神経系（脳）保護の観点から、この課題に取り組みたいと考えている。 

BBB は単に末梢（血液）と中枢（脳）を境界し、物質の移動を制限する関門として機能している

だけでなく、機能的な neurovascular unit を形成し、今まで考えられている以上に、ニューロン機

能と一体化していることが理解され始めている。BBB の機能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。このクロ

ストーク不全は中枢神経系疾患の発症と進展に関与する。事実、BBB の機能破綻が脳卒中やア

ルツハイマー病などの中枢神経疾患の発症と病状進展に関与していることが明らかにされてい

る(Zlokovic BV: Neuron, 2008)。このため BBB 制御は中枢神経疾患治療の重要なターゲットの一

つである。脳梗塞急性期治療のゴールは、閉塞血管を再開通させ神経細胞を保護することにある。

しかし、脳虚血だけでなく治療後の再還流によって、過剰なフリーラジカル産生、蛋白合成の抑

制、炎症が生じ神経細胞障害を引き起こす。神経細胞だけでなく脳梗塞進展に密接に関連してい

るミクログリア、アストロサイト、脳血管内皮細胞でも虚血侵襲により炎症反応が誘導される。

脳虚血発症早期における血管内皮障害に Rho kinase pathway の活性化が関与していることが報告

されており、Rho kinase と脳虚血、BBB との関連は非常に興味深いものである。Rho kinase は細

胞運動・遊走・増殖・接着、遺伝子発現誘導など多面的に細胞の重要な生理機能を制御している。 

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、Rho kinase 阻害薬である fasudil 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 fasudil の作用機序解明に焦

点を置き研究を行う。 

 

２．研究の目的 

これまでの in vitro BBB モデルを用いた研究では、不死化した細胞を用いたものが多い。特に不

死化内皮細胞を使用したモデルでは、BBB integrity の指標となる TEER 値が低く十分な tight 

junction 機能を有しているとは言い難い。さらに BBB は内皮細胞だけではなく、ペリサイト及び

アストロサイトとのクロストークにより、その機能の成熟と維持が達成される。我々がすでに開

発しているモデルは、これら全ての BBB 構成細胞をラット脳（もしくはマウス脳）から分離培

養し使用しており、より生体に近い環境を再現している。本研究ではこれまでほとんど解析され

てこなかった neurovascular unit における細胞間相互作用の役割を複数の共培養モデルを組み合

わせることで解析が可能である。細胞間相互作用の解析は、虚血再灌流負荷時や炎症負荷などの



病態における BBB 機能低下のメカニズム解明の重要な手がかりを提供できる。さらに fasudil が

BBB 機能を強化し、神経保護的に働くことが明らかになれば、そのメカニズムを解析すること

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られる。これは脳梗

塞治療薬としての側面だけではなく、脳血管認知症予防、アルツハイマー型認知症予防といった

中枢神経系疾患全体にインパクトを持つ薬剤の開発につながると期待される。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞、in vitro BBB（血液脳関門）モデル 

・in vitro BBB モデル 

右図のように多孔質（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する。

作製するモデルは、液性因子のみの影響を受けるモデルと、

初代培養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する。 

(2) Rho kinase 阻害薬が BBB 機能へ与える影響、分子生物学的機序の解明 

ラット初代培養脳毛細血管内皮細胞(RBEC)、ペリサイト、アストロサイトを用いた in vitro BBB 

モデルを作成し、正常酸素下または 6 時間 OGD/24 時間後再酸素化条件で評価を行った。In vitro 

BBB モデルは RBEC のみによる単培養モデル、RBEC、ペリサイト、アストロサイトを用いた共

培養モデルの 2 種類を使用した。BBB 機能に対する fasudil の効果を検証するため、リアルタイ

ムインピーダンス、経内皮電気抵抗（TEER）、ナトリウムフルオレセイン(Na-F)透過性、および

ウエスタンブロッティングを使用したタイトジャンクション(TJ)タンパク質発現を評価した。ま

た、fasudil によって観察された BBB 機能の保護メカニズムを理解するために、BBB 形成細胞に

おけるシクロオキシゲナーゼ-2 とトロンボキサン A2 受容体アゴニスト U-46619 の役割を調査

した 

４．研究成果 

(1) fasudil の BBB 保護効果 

RBEC に fasudil0.3〜30 μM を添加すると、4 時間をピークとして 24 時間にわたりインピーダ

ンスが増加した。また濃度依存的に TEER の上昇、Na-F 透過性の低下が認められた。 

(2) fasudil による TJ タンパク発現の亢進 

fasudil は、RBEC における TJ タンパク質クローディン-5 の発現を増加させた。OGD/再酸素化

による BBB 機能障害と、fasudil による BBB 保護効果単培養モデル、共培養モデルのいずれにお

いても OGD/R 後に TEER の低下、Na-F 透過性の亢進が確認された。これらの変化は単培養モデ

ルよりも共培養モデルで顕著であった。両モデルにおいて、fasudil での処理によって TEER の低

下、Na-F 透過性が有意に抑制された。免疫染色では、OGD/R 群では TJ 構造が破綻しているの

が確認されたが、fasudil 処理群では TJ 構造の連続性が保たれていた。 

(3) U-46619 

トロンボキサン A2 アゴニストである U-46619 による処理では、単一培養モデルでは TEER に

有意な変化は見られなかったが、共培養モデルでは TEER に有意な減少が見られた。 fasudil は、

共培養モデルで U-46619 によって誘発される TEER の減少を大幅に改善した。また免疫染色に

おいて、U-46619 により TJ 構造の破綻が認められたが、fasudil 処理群では TJ 構造の連続性が維

持された。 

  



本研究では fasudil の BBB 保護効果が実証された。fasudil は TJ タンパク質の発現を亢進するこ

とにより TJ 構造を維持、BBB の機能を向上させた。また fasudil は虚血再灌流によって引き起

こされる損傷から BBB を保護することが確認された。この保護効果は内皮細胞のみの単培養モ

デルと、内皮細胞、ペリサイト、アストロサイトによる共培養モデルの両方で確認されたことか

ら、fasudil が内皮細胞への直接的な作用と、ペリサイト、アストロサイトを介して内皮細胞へ間

接的に作用する 2 つの経路で BBB 保護作用を有していることが示唆された。また OGD/R 条件

で単培養モデルと比較して共培養モデルの方が BBB 機能低下が顕著であり、これはペリサイト、

アストロサイトは BBB 保護的に機能することが従来報告されているが、虚血超急性期には内皮

細胞あるいは BBB 障害的に作用する可能性を示唆している。U-46619 による処理では単培養モ

デルは影響を受けなかったのに対して、共培養モデルでは顕著に BBB 機能低下が認められた。

また fasudil を同時に処理することにより BBB 機能低下が低減され、内皮細胞の構造も維持され

た。これはペリサイト、アストロサイトによる内皮細胞障害を来す経路が存在することと、fasudil

によりこの内皮細胞障害が保護されることを示唆している。fasudil は急性期脳梗塞治療で最も

重要な虚血後 8 時間以内をピークとして BBB 機能を改善した。またこの BBB 保護効果は既に

実臨床で用いられている血中濃度レベルで濃度依存的に認められた。したがって、fasudil は急性

期脳梗塞に対する BBB 保護剤として有用であり、かつ安全に使用することが可能であると考え

られる。 
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