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研究成果の概要（和文）：脳梗塞後のBBB内皮細胞ではCRTC1依存性にmiR-132を介しCldn-1, TJAP-1の発現を制
御していた。occludinはアストロサイトにも発現し、occludin-KOマウスの検討より脳梗塞サイズが増大し、神
経機能が有意に悪化。脳梗塞後のsc-RNAseq解析により、Cldn-5は血管内皮に特異的、Cldn-10はアストロサイト
に特異性が高く、Cldn-11は希突起膠細胞に発現が多かった。アストロサイト特異的Cldnマウスは虚血性神経障
害に寄与しており、脳梗塞後ではアストロサイト、脳血管内皮でのCldn、occludinなどのTJ蛋白が協調しBBB機
能を制御することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Expression of Cldn-1 and TJAP-1 was regulated via miR-132 in CRTC1-dependent
 manner in BBB endothelial cells after cerebral infarction. Occludin is also expressed in 
astrocytes, and increased infarct size and significantly worse neurological function were observed 
in the occludin-KO mice. Post-infarction sc-RNAseq analysis revealed that Cldn-5 was specific for 
vascular endothelium, Cldn-10 was highly specific for astrocytes, and Cldn-11 was highly expressed 
in oligodendrocyte. Astrocyte-specific Cldn KO mice contributed to ischemic neuronal injury. This 
suggests that TJ proteins such as Cldn and occludin in astrocytes and cerebral vascular endothelium 
cooperate to regulate BBB function after stroke.

研究分野：神経内科、脳卒中

キーワード： タイトジャンクション　グリア細胞　血管内皮細胞　クローディン　オクルディン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞急性期の治療は血栓回収療法により大きく進歩した。しかしながら、更なる予後の改善には、新たな治療
法の開発が必要である。脳梗塞の病態においてはBBBの障害を制御することは非常に重要である。BBBの血管内皮
はCldn-5の発現が殆どであるが、Cldn-5に対する治療介入は影響が大きすぎ現状では難しく、BBBを構成するそ
の他のTJ蛋白を制御することが治療上重要と考えられる。本研究を通じて、血管内皮だけでなく、アストロサイ
トに発現するCldnがBBB機能に寄与することが分かった。本研究の成果は、今後、AAV-CldnやTJを標的とした薬
剤を用いBBB制御による脳梗塞の新規治療の開発に繋がりうる。

※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 
（１）BBB の重要な研究対象として、物理的バリアの中核である脳血管内皮細胞の細胞間接着
装置タイトジャンクション(Tight Junction; TJ)が知られる。特に Cldn5は脳血管内皮細胞の TJ
を構築することが知られ、統合失調症や鬱病などの精神・神経疾患の増悪因子としても近年注目
されている(Greene et al, Mol Psychiatry 2018; Menard et al, Nat Neurosci 2017)。こうした
状況のなか申請者らは、Cldn5 以外で脳に高発現する Cldn10b、occludin がアストロサイトに
発現することを見出した。 
（２）アストロサイトが形成する endfootと呼ばれる突起構造は、脳血管内皮細胞の周囲をくま
なく覆い、BBB を強化する(Kisler et al, Nat Rev Neurosci 2017)。他方、脳血管障害、神経変
性疾患の病態において、BBB の血管内皮細胞とアストロサイトにおいてどのような TJ 蛋白が
発現し、それらがお互いにどのように協調しながら BBB機能を制御しているか、又、アストロ
サイトにおける TJが BBB機能に影響があるかについて不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アストロサイト、血管内皮における TJの構築メカニズム、お互いの相互作用、生
理的意義、神経疾患における病態生理的意義を解明し、BBB の操作技術を開発することを目的
とした。本研究により、BBB の構築・制御原理や神経病態に対する治療戦略が新規に開発され
ると期待される 
 
３．研究の方法 
（１）アストロサイト初代培養系、血管内皮、in vivo マウスを用いて、脳梗塞後における各種
Cldn、Cldn の重合制御に必須な裏打ち蛋白質である ZO-1 や ZO-2、膜蛋白質であるオクルディン
やトリセルリンなどの発現を検討する。 
（２）occludin KO マウス、各種 Cldn KO、astrocyte 特異的 cKO マウスなどによる脳梗塞後の
細胞障害を検討。又、我々は cAＭP 経路が BBB 機能に寄与することを発見(Kanki H, Sasaki T 
et al, J Neurosci 2020)、cAMP の下流の CRTC などの影響を遺伝子改変マウスを用いて検討。 
 
４．研究成果 
（１）我々は cAMP の下流の CRTC が脳虚血にお
いて重要であることを示してきた（Sasaki T et 
al, Neuron, 2011, Kanki H, Sasaki T et al, 
J Neurosci, 2020)。このため、CRTC1KO マウス
に脳梗塞を作成すると、CRTC1KO マウスでは梗
塞サイズ、神経機能予後が増悪することに加え
て、BBB 障害が増悪していた。これは、CRTC1 依
存性に miRNA-132 が制御されているが、miRNA-
132がTJの裏打ち蛋白であるTJAP-1及びCldn-
1の 3′UTRの miRNA-132結合配列を介して制御
していることを qPCR, 3UTR-luciferase の
mutant 研究より証明した（図１）。 
 
（２）脳梗塞後の血管内皮における Cldn-
5 と Cldn-1 については、脳梗塞後におい
て Cldn-5 発現は低下し、Cldn-1 発現は上
昇するが、CRTC1KO マウスにおいて Cldn-
1 発現が顕著に上昇していた。脳梗塞後の
BBB において異なる Cldn、つまり、Cldn-
1/Cldn-5 の発現様式が BBB の機能に寄与
しうることが分かったことは新たな発見
であり（図２, Yan H, Sasaki T et.al. 
Cell death dis, 2022 より改変引用）、今
後の脳梗塞後の BBB 制御を考える上で重
要な視点を齎すと考えられた。 
 
（３）我々はアストロサイトに TJ の構築
と機能の分子基盤である接着分子クロー
ディン（Cldn）が発現することを見出した
(図３)。そこで、神経病態下における、特に、脳梗塞後における BBB におけるアストロサイト、
血管内皮における Cldn、オクルディン（occludin）などの TJ 蛋白の動態を検討した。Occludin

図１：TJAP-1及びCldn-1におけるmiRNA-
132標的配列。青はWT, 赤はmutant type 

 

図 2：正常及び脳梗塞後の Cldn-1, Cldn-5の発現
様式（野生型、CRTC1KOでの比較） 



も BBB では、脳血管内皮に加えて、アスト
ロサイトにも発現している。 
 
（４）脳梗塞後の BBB の主な TJ 関連蛋白
について検討した。オクルディン、Cldn-
5，ZO-1 の mRNA 発現は急性期から低下し、
オクルディンと同じ MARVEL ファミリーの
トリセルリンは脳梗塞後 6 時間まで維持
されていたが、その後徐々に減少（図４）。
免疫蛍光染色では，脳梗塞の 24 時間後、
オクルディンの発現が低下し、Cldn-5 と
ZO-1 の発現が低下した。このトリセルリ
ンの発現は未だに報告されておらず、BBB
を考える上で非常に重要であり、今後、脳
梗塞後の BBB 制御を介した治療戦略において重
要と考えられる。 
 
（５）次に、occludin ノックアウトマウスを作成
し意義を検討。オクルディンは生理的な状態にお
いてはノックアウトマウスを作製しても BBB の
構築は保たれ、他方、in vivo での検討も少なく、
病態での意義も不明のため検討した。オクルディ
ン KO マウスでは、脳梗塞による梗塞サイズが増
大し、神経機能が急性期から慢性期まで悪化し、
死亡率が上昇した(図５, Sugiyama S, Sasaki T 
et.al., Sci Rep, 2023 より改変引用)。 
 
（６）オクルディン KO では WT よりクローディン-5 と
ZO-1 の mRNA、蛋白発現量が低下していた（図６）。分
子量 10kDa の蛍光ラベルデキストランの血管外漏出
は，脳梗塞後 7日後でも KO が野生型よりも増大してい
た。これらの検討より、オクルディンは、特に脳梗塞
後において、Cldn-5 と ZO-1 の発現を制御することに
より BBB 機能を調節し、脳梗塞後の急性期から慢性期
に至るまで BBB 障害に関与し、神経学的な悪化をもた
らしていた。このように、脳梗塞後などの神経病態に
おいては、オクルディンと各種 Cldn 及び、裏打ち蛋白
である ZO-1 などが相互制御しながら BBB 機能を維持
していることが分かった。 
 
（７）オクルディン KO を検討する中で、オクルディン
が血管新生に関与していることもわかり、これはオクル
ディンの新たな機能を示唆するものである（図７）。 
 
（８）顕微鏡による解析を他の方法にて検証した。脳梗
塞後の各種 Cldn の発現を詳細に検討するために、シン
グルセル RNAseq(sc-RNAseq)を施行した。従来まで脳で
報告されてきた Cldn について検討すると、脳梗塞後に
おいても Cldn-3 の発現はなく、Cldn-5 は血管内皮に特
異的であり、Cldn-10 はアストロサイトに特異性が高い
ことが示唆された。また、既報通り、Cldn-11 はオリゴ
デンドロサイト、線維芽細胞様細胞に発現が多いことが
分かった。これら sc-RNAseq によるアストロサイトにお
ける Cldn-10 の発現様式は、我々の顕微鏡解析、qPCR と
も相関している。また、我々も、Cldn-3 の脳梗塞後の役
割を検討するために、Cldn-3 KO マウスを作製し脳梗塞
を作成したが、梗塞サイズなどでは野生型と顕著な差が
ないことがわかり、sc-RNAseqにおいてCldn-3が発現していないことと一致するとも思われた。 
 

 
図 3: astrocyte初代培養と Neurovascular unit
単離による Cldn-10の発現 

 
図４:脳梗塞後のオクルディン、Cldn-5，
ZO-1、トリセルリン 

 
図５:オクルディン KOマウスにお
ける梗塞サイズ増大、BBB透過性
亢進、神経機能増悪 

 
図６:オクルディンKOではWTよ
り Cldn-5、ZO-1の mRNA、蛋白
発現量が低下している。 



（９）次に、astrocyte 特異的 cKO マウスを作製し、脳
梗塞モデルを作製した。アストロサイト特異的 Cldn KO
マウスにおいて、梗塞サイズや神経機能は野生型と比し
て差があり、アストロサイトにおける Cldn が脳梗塞後
の BBB 機能に寄与することが示唆された（現在、論文投
稿準備中）。脳梗塞後では脳血管内皮細胞での
occludin,Cldn-5 と ZO-1 と、アストロサイトにおける
occludin、及び、Cldn が協調して機能し
ていることが示唆された。 
 
（10）ヒトの脳梗塞患者の死後脳におい
て梗塞部位の Cldn-5、Cldn-10、ZO-1 の
発現を免疫染色にて検討した。Cldn-5 に
ついては、図８に示すように、脳梗塞部
位内部、梗塞の外にある血管に強陽性を
示したが、梗塞内部の血管において、
Cldn-5 の脱落は均一に低下するのでは
なく、不均一に低下していた。 
他方、Claudin-10、ZO-1 はいずれも染色
像が得られず（図９）、抗体、染色条件な
ど更なる検討を進めている。今回の脳梗
塞患者における Cldn-5 の不均一な脱
落は、脳梗塞内部であれば均一に
Cldn-5 が脱落するであろうという従
来の予測を覆し、今後の脳梗塞後の
BBB への治療介入を検討する上で、重
要な示唆を示している。 
 
（11）AAV-Cldn5、AAV-Cldn-10 を作製
して、初代アストロサイト、in vivo へ
の遺伝子治療をこころみるも、安定し
た発現が得られなかった。今回の検討
は、カプシド血清型を９型を用いて作
成したため、更に、AAV-9 の変異型、そ
の他の血清型を用いた検討を施行する
予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図７:オクルディンKOではWTよ
り血管新生が低下している。 

 

図８:ヒト脳梗塞患者における Cldn-5の発現 

 
図 9:脳梗塞患者における Cldn-10と ZO-1染色 
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