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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病では血液脳関門（BBB）が障害されていると考え

られているが，そのメカニズムは未解明であった．まず我々は Aβ蛋白が血液脳関門にどのよ

うな影響を及ぼすかを検討した．その結果，Aβ42 蛋白がヒト脳微小血管内皮細胞の密着結合

構成蛋白である claudin-5の発現を低下させ，バリア機能を低下させていることが明らかにな

った．また，アルツハイマー病に関わるさらなる問題点として， Aβ蛋白の脳からの除去機構

が十分に解明されていないことが挙げられる．そこで我々は，Aβ蛋白が血液脳関門に発現する

トランスポーターによって輸送されるか否かを検討した．結果，Aβ40 蛋白は血液脳関門に発

現する ABCG2 というトランスポーターによって脳側から血液側へ輸送されている可能性が示唆

された． 

 

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia. Although 

several in vivo studies suggest that the blood-brain barrier is compromised in AD brain, the 

underlying mechanisms remain unclear. In this study, we demonstrated that Aβ42 decreased the 

expression of claudin-5 and disrupted the tight junction of human brain endothelial cell lines. In 

addition, we examined whether efflux transporters expressed in the BBB are involved in the 

transportation of Aβ across the BBB. Our in vitro study suggested that ABCG2 transcytosed Aβ40 

out of the brain across the blood-brain barrier. 
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病 （Alzheimer’s disease: 
AD）に特徴的な老人斑アミロイドは Aβ蛋白

からなり，Aβの蓄積が ADの発症や進展に関
与しているとするアミロイド仮説は現在 AD
の病因として広く受け入れられている．しか
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し AD脳で Aβがアミロイドとして蓄積する機
序についてはいまだ不明な点が多い．家族性
ADの一部では Aβの産生亢進が発症に関与し
ているとされている．しかしながら孤発性の
ADに関しては Aβの産生が亢進しているとい
う証拠は得られていないため，Aβの除去能
力の低下が Aβの脳内レベルを上昇させ，AD
発症の一因となっている可能性が注目され
ている．脳内の Aβは分解を受けずに血液脳
関門（blood-brain barrier: BBB）を介して
循環血液中へ排出されることが明らかにな
り，Aβ除去機構として注目されている．BBB
の首座は脳微小血管内皮細胞からなり，隣接
する内皮細胞間に形成された tight junction
によって細胞間隙を経由した物質透過は厳
密に制限されている．したがって脳から血液
中へ Aβが排出されるためには BBB に存在す
る受容体やトランスポーターを介して内皮
細胞をトランスサイトーシスにより通過す
る必要があるが，そのメカニズムの詳細は未
解明であった．また，アルツハイマー病では
血液脳関門（BBB）が障害されていることが
多くの研究であきらかになっているものの，
そのメカニズムは不明であった．とりわけ A
β蛋白自体が BBBにどのような影響をおよぼ
すのかという疑問に対する研究は十分にな
されていない状況であった． 
  
２．研究の目的 
 
(1)Aβ蛋白自体が BBBにどのような影響をお
よぼすのか， 
(2) Aβ蛋白は BBB を介してどのように排出
されるのか， 
の 2 点を我々の研究室で樹立したヒト in 
vitro BBB モデルを用いて解明することを目
的とした． 
 
３．研究の方法 
 
(1)Aβ蛋白自体が BBBにおよぼす影響の解析
直径 0.4μm のポアを有する cell culture 
insert の底面に type I コラーゲンを塗布し
た後，ヒト脳微小血管内皮細胞を播種し,ヒ
ト in vitro BBB モデルとした．内皮細胞層
の接着面が生体での内皮細胞の基底膜に相
当し，その上のコンパートメントが血液側に
該当し，insert 底面の下のコンパートメント
が脳側に相当する．このモデルの上側のコン
パートメントに Aβ40および Aβ42蛋白を添
加し，バリア機能を表す指標である電気抵抗
値がどのように変化するかを検討した．また，
同じ実験系で，Aβ蛋白添加 48 時間後に内皮
細胞から mRNA を抽出し，密着結合構成分子
である claudin-5, occludin, ZO-1の発現が
control 群（Aβ蛋白を添加していない群）の
それらの発現量と異なっているかどうかを

リアルタイム PCRにて検討した． 
(2) Aβ蛋白の BBB を介した排出メカニズム
の解析 
まず cell culture insert の底面の裏側に
type I コラーゲンを塗布した後，ヒト脳微小
血管内皮細胞を播種した．内皮細胞が
confluent になったのを確認したのち上下を
逆にし，細胞培養液を有した 24 well 培養
dish に入れた．その後，insert の上側（内
皮細胞の生えていない側にも培養液を加え
た．この場合，内皮細胞層の接着面が生体で
の内皮細胞の基底膜に相当し，その上のコン
パートメントが脳内に該当し，内皮細胞層の
下のコンパートメントが循環血液側に相当
することになる．上側のコンパートメントに
125I のラジオアイソトープにて標識された A
β40 を加えると，これらの Aβは内皮細胞に
発現している何らかの輸送担体の働きによ
り下側のコンパートメントへと輸送される．
これは生体で Aβが脳から BBB を介して血液
側へ排出されることに相当する．ガンマカウ
ンターにて上下のコンパートメントの放射
能を測定することにより Aβがこの細胞層を
通過する程度が把握できる．このシステムを
基本体系として efflux トランスポーターで
ある MRP-1と ABCG2の阻害剤を用いて，MRP-1
および ABCG2が Aβ40蛋白の BBBを介した輸
送に関わっているかどうかを検討した． 
 
４．研究成果 
 
1)Aβ蛋白自体が BBBにおよぼす影響の解析 
Aβ40 蛋白を添加した群では control 群に比
し電気抵抗値も密着結合構成分子の発現量
も有意な差は認めなかったものの，Aβ42 蛋
白を添加した群では control群に比し電気抵
抗値が有意に低下し，密着結合構成分子のう
ち claudin-5の発現量が有意に低下した．こ
れは Aβ蛋白，とくに Aβ42 蛋白自体が BBB
を破綻させている可能性を示唆する非常に
興味深い実験結果であり，AD にて BBBの機能
不全が生じる機序を解明する上で非常に有
用な知見となりうる． 
2) Aβ蛋白の BBBを介した排出メカニズムの
解析 
MRP-1 の阻害剤は in vitro BBB モデルに対す
る Aβ40の透過性に影響を及ぼさなかったが，
ABCG2 の阻害剤はこの BBB モデルにおいて脳
側から血液側への Aβ40の透過性を有意に低
下させた．すなわち ABCG2が Aβ40 蛋白の脳
から血液側への BBBを介した排出に関与して
いる可能性が示唆された．この知見は，ADの
病態解明への一助になるとともに，Aβの脳
内濃度を減少させるという新たな AD の治療
あるいは AD の予防法開発に進展しうるとい
う点で非常に意義深いものである．           
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