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研究成果の概要（和文）：生理活性を持つ脂質であるリゾリン脂質は、免疫や血管系において重要な働きをして
いる。本研究では、血液脳関門（BBB）におけるリゾリン脂質である、スフィンゴシン1-リン酸（S1P）やリゾホ
スファチジン酸（LPA）の役割を検討した。In vitro BBB modelやIn vivo モデルを用いた検討により、S1Pや
LPAはBBB機能を調節する作用を持つことが判明した。更に、脳血管障害時においてS1Pはその産生量が亢進して
おり、S1Pの作用を阻害する薬物（SKI-IIやProbucol）により障害が改善することを発見した。

研究成果の概要（英文）：Lysophospholipids, which are physiologically active lipids, play important 
roles in immunity and the vascular system. In this study, we investigated the role of 
lysophospholipids, such as sphingosine 1-phosphate (S1P) and lysophosphatidic acid (LPA), at the 
blood-brain barrier (BBB). Examination using the in vitro BBB model and the in vivo model revealed 
that S1P and LPA have an effect on regulating BBB function. Furthermore, we have found that 
inhibition of S1P signaling by sphingosine kinase inhibitor (SKI-II) or ABCA1 transporter inhibitor 
(Probucol) prevents BBB dysfunction after ischemia both in vitro and in vivo. 

研究分野： 薬理学

キーワード： 血液脳関門　S1P　虚血再灌流

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生理活性脂質であるリゾリン脂質（スフィンゴシン1-リン酸（S1P）やリゾホスファチジン酸（LPA）など）は、
多くの病態との関連が指摘されていたが、脳血管障害においてどのような役割を担っているのかは、不明な点が
残されていた。本研究により、S1PやLPAによる脳血管機能調節機構が明らかとなり、新たな脳血管保護方法の開
発へとつながる基礎データを示すことに成功した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

 血液脳関門（Blood-Brain Barrier, BBB）は，単に脳内と血液の間で物質の移動を制限す
る関門ではなく，神経・グリア系と相互作用し脳機能を維持していることが指摘されている
（Neurovascular Unit）。そのため、脳血管障害だけでなく中枢性疾患における BBB の役割が
注目されおり、BBB 機能の制御機構を解明することは、中枢性疾患の更なる理解に繋がると
考えられている。BBB は脳毛細血管内皮細胞とペリサイト、アストロサイトにより構築され
ており、これらの細胞間相互作用や脳循環物質により維持されている。これまでに、BBB 機能
を調節する様々な相互作用因子が報告されてきたが、生体膜を構成するリン脂質から合成さ
れ，細胞間の情報伝達物質として機能する脂質メディエーター（スフィンゴシン 1-リン酸
（S1P）やリゾホスファチジン酸（LPA））についての BBB における役割は不明であった。 
  
 S1P や LPA は、多彩な生理作用を持ち、多くの病態との関連が指摘されている。S1P と LPA
は、発生段階の血管新生で重要な働きを担っていることが報告されているが、脳血管あるい
は BBB における役割については不明な点が多く残されていた。我々のこれまでの検討により、
S1P は BBB のバリアー機能を低下させることを見出しているが、その詳細な作用機序や病態
での役割に関しては不明な点が残されていた。また、LPA の BBB での役割は、報告が少なく
更なる検討が必要とされていた。 

 
 
２．研究の目的 
 

以上の事から、S1P および LPA の役割を in vitro および in vivo モデルを用いて検討し、リ
ゾリン脂質による新たな BBB 機能の制御機構を明らかにすることを試みた。具体的には以下
の項目を検討した。 
（１）In vitro BBB モデルを用いた S1P と LPA の BBB 機能への影響。 
（２）In vitro BBB 障害モデルを用いた S1P の役割解明。 
（３）In vivo 脳虚血モデルを用いた S1P の役割解明 

 
３．研究の方法 

（１）初代培養細胞、in vitro BBB モデル 
Wistar ラットより、脳毛細血管内皮細胞、脳ペリサイト、アストロサイトを単離培養し
た。Millicell®を用いて共培養し、in vitro BBB モデルとした。 

 
（２）In vitro BBB 機能評価 

①  EVOM 抵 抗 計 (Volt-Ohm resistance meter) を 用 い た 、 経 内 皮 電 気 抵 抗 
（transendothelial electrical resistance, TEER）測定 
② sodium fluorescein （小分子(376Da)の paracellular transport 
③ Immunoblot、immunostaining 法にてタイトジャンクションタンパク（claudin-5, 

occluding, ZO-1）の発現解析。 
④ PCR による受容体や産生酵素の発現解析 

 
（３）In vitro 脳虚血再還流 BBB モデルの作製 

Normoxia 群は、血清なしの DMEM/F12 (glucose 4.5g/L)に交換し、通常（95% air-5% CO2）
の培養環境で培養した。Hypoxia 群は、血清なしの DMEM /F12 (glucose free)に交換し、
酸素吸着剤（Anaero Pack®）により低酸素負荷を行った。CO2インキュベーターで３～６
時間インキュベートし、再還流は通常の培養液に交換する事で作製した。 

 
（４）In vivo BBB 障害モデルの作製 

In vivo 脳梗塞モデルとして、マウス中大脳動脈閉塞モデル（MCAO モデル）を用いて検討
した。 

 
４．研究成果 

 
（１）In vitro BBB モデルを用いた S1P と LPA の BBB 機能への影響 
 

① S1P の作用 
S1P の内皮細胞のバリアー機能への影響を調べるために、内皮細胞の単層培養系モデルを

in vitro で作成し、バリアー機能の指標である経内皮電気抵抗（TEER）を測定した。S1P は
TEER を減少させ、バリアー機能を低下させることが判明した。また、S1P のバリアー機能の
低下には、細胞接着タンパク質である ZO-1、VE-cadherin、occludin の発現低下が関与して
いた(図 1)。BBB の機能維持には内皮細胞だけでなくペリサイトやアストロサイトとの相互作
用が重要である。S1P の受容体は内皮細胞だけでなく、アストロサイトやペリサイトにも発



現しており、BBB の機能調節に影響すると考えられる。そこで、内皮細胞とペリサイトまたは
アストロサイトとの共培養モデルを作製し、S1P のバリアー機能への影響を検討した。S1P の
バリアー機能低下作用は内皮細胞単独よりもペリサイトとの共培養系で増強した。ペリサイ
トには S1PR2 と S1PR3 受容体が発現しており、S1P 刺激による炎症性物質（COX2、IL-6）の
発現亢進が、BBB 機能低下を増悪させることが判明した(図 2)。S1P の BBB での作用は、内皮
細胞への直接作用とペリサイトを介した間接作用があるものと推察される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
② LPA の作用 

内皮細胞に LPA を負荷するとバリアー機能の指標である経内皮電気抵抗が減少し、TJ タ
ンパクである claudin-5 の発現の乱れが観察された。また、バリアー機能の低下は ROCK 阻害
薬である Y27632 により阻害された。また、内皮細胞には LPA6 受容体が発現しており、LPA6
に対する siRNA を用いた検討により、LPA のバリアー機能には LPA6 受容体が関与しているこ
とが判明した。以上の事から LPA は BBB 機能を負に調節することが示唆された。 
 

（２）In vitro BBB 障害モデルを用いた S1P の役割解明。 
In vitro BBB モデルを用いた検討により、虚血再灌流障害は S1P の合成酵素（スフィン

ゴシンキナーゼ）や細胞外の輸送に関係するトランスポーター（ABCA1）の発現を上昇させ、
内皮細胞、ペリサイトおよびアストロサイトからの細胞外への S1P 放出量を増加させた。S1P
合成酵素阻害薬（SKI-II）や ABCA1 トランスポーターを阻害する薬物（Probucol）により、
BBB での虚血再灌流障害が軽減することを明らかにした(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）In vivo 脳虚血モデルを用いた S1P の役割解明 
次に、BBB 保護効果のあった Probucol の作用を、マウス中大脳動脈閉塞モデル（MCAO モ

デル）を用いて検討した。MCAO モデルでは BBB の透過性が上昇したが、Probucol の投与によ
り BBB の透過性亢進が改善し、脳梗塞巣領域の減少が観察された。更に、BBB の透過性を調
節する分子であるタイトトジャンクション（TJ）タンパク質の発現を検討したところ、
Probucol は障害により低下する TJタンパク質の発現を改善させた。Probucol は in vitro だ
けでなくin vivoでも虚血再灌流によるBBB機能障害を改善する働きがあることを確認した。
また、Probucol の作用の一部に、STAT3 シグナルが関与することを見出した(図 4)。 

 

図2. S1Pのペリサイトへの影響

A～D. S1PおよびS1P受容体選択的アゴニストのTEERへの影響。Monolayer:内
皮細胞単層モデル。Co-culture:内皮細胞とペリサイトの共培養モデル。E,
F. S1PアゴニストのIL-6とCox-2 mRNA発現への影響
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図3. 虚血再灌流障害におけるS1Pの役割

A.虚血再灌流刺激によるBBB構成細胞からのS1P産生。B. 虚血再灌流障害に
よる透過性亢進に対するS1Pシグナル抑制作用を持つProbucolとSKI-IIの作用
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以上の事から、虚血再灌流病態下において、BBB 構成細胞は S1P の産生を亢進させ BBB 機

能を低下させること、また、SKI-II や Probucol は脳血管障害における BBB の機能障害を改
善させる働きがあることが判明した。 
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