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研究成果の概要（和文）： 
脳内prostaglandin E2 (PGE2) は消失半減期12分で血液脳関門 (BBB) を介して脳から循環血液中

へ排出された。一方、PGE2は脳毛細血管内皮細胞増殖を促進させた。PGE2輸送を阻害する

NSAIDsであるindomethacinおよびdiclofenacは脳毛細血管細胞増殖を低下させ、PGE2はそれを見

かけ上抑制させた。以上の結果から、脳内PGE2クリアランスにBBBを介した排出輸送が関与す

ること、PGE2濃度の増加は脳毛細血管新生を促進させること並びにNSAIDsによるPGE2排出輸

送阻害は脳毛細血管障害を悪化させる可能性があることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Using Brain Efflux Index method, prostaglandin E2 (PGE2) was eliminated from 
mouse brain with a half-life of 12 minutes. By contrast, PGE2 increased brain capillary 
endothelial cell proliferation and slightly recovered from NASIDs mediated cytotoxicity. 
These results demonstrate that BBB efflux transport system is involved in the PGE2 
clearance in mouse brain and suggest that PGE2 stimulate vascularization and 
remodeling of brain capillary endothelial cells and NSAIDs itself exert significantly 
cytotoxicity against brain capillary endothelial cells. Therefore, NSAIDs mediated 
reduction of PGE2 clearance and cytotoxicity against brain capillary endothelial cells 
may cause severe angiopacy in brain inflammation.     
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４．研究成果 １．研究開始当初の背景 
(1) In vivo BBB を介した脳から血液中への
PGE2 排出輸送を Brain Efflux Index 法を用
いて解析したところ、マウス大脳に投与され
た[3H]PGE2 は少なくとも投与後 60 分まで経
時的に脳から消失し、その消失半減期は 12
分と算出された (図 1)。一方、反投与側大脳、
小脳および脳脊髄液からは投与した[3H]PGE2
の 0.5%以下しか検出されなかった。従って、
[3H]PGE2は BBBを介してマウス脳から消失す
ることが示唆された。 

インフルエンザ脳炎・脳症を発症した患者で
は、NSAIDs である diclofenac の投与によっ
て死亡率が上昇し、死亡例では脳血管の障害
が顕著に認められることが報告されている。
Prostaglandin E2 (PGE2) は炎症時に産生量
が増加し、炎症、発熱、血管透過性亢進など
の血管内皮細胞に対する障害を亢進させる
ことが知られる。脳内には PGE2 分解酵素が
存在しないことが報告されていることから、
血液脳関門 (BBB) を介した脳から血液方向
への排出輸送が脳内 PGE2 クリアランスに大
きく関与すると考えられた。BBB には PGE2 輸
送に関与する MRP4 などのトランスポータが
発現しており、さらに、NSAIDs はこれらトラ
ンスポータの基質または阻害剤になること
が報告されていた。以上の知見から、PGE2 は
BBB を介して脳から血液方向へ排出され、そ
の排出輸送に MRP4 が関与する」さらに
「NSAIDsが MRP4によるPGE2排出輸送を阻害
した結果、脳毛細血管内皮細胞及び脳内の
PGE2 レベルが上昇し、脳血管障害を誘発す
る」仮説を構築した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
２．研究の目的  
本研究は、「PGE2 の脳から血液方向への排出
輸送に関与する血液脳関門排出輸送分子機
構を解明し、NSAIDs による阻害効果を介した
薬剤誘導性脳血管障害の分子機構を解明す
ること」を明らかにすることを目的として、 

 
 
 
 
(2) TM-BBB 細胞における siRNA 導入効率の検
討 (1) PGE2 の脳内から血液方向への BBB排出輸

送特性 BBBにおける詳細なPGE2排出輸送分子を同定
するには BBBの実体である脳毛細血管内皮細
胞の in vivo 特性を反映したモデル細胞
(TM-BBB 細胞)を用いるのが有用である。そこ
で PGE2 排出輸送分子候補である MRP4 の細胞
膜におけるタンパク質発現を Western blot
法を用いて検討した。TM-BBB 細胞の細胞膜は
Surface biotinylation法を用いて回収した。
Surface biotinylation 処理によって回収さ
れた sample から抗 MRP4 抗体によってバンド
が検出された(図 2)。一方、本処理を行って
いない sample からはバンドは検出されなか
った。MRP4 と同様に、細胞膜に発現すること
が知られている Na+-K+ ATPase は Surface 
biotinylation 処理サンプルからのみ検出さ
れた(図 2)。以上の結果から、MRP4 は TM-BBB4
細胞の細胞膜に発現していることが示唆さ
れた。 

(2) NSAIDs による BBB を介した PGE2 排出輸
送阻害に基づく血管障害の分子機構 
を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Brain Efflux Index 法を用いた in vivo 
PGE2 排出輸送解析を行い、BBB を介した PGE2
排出輸送特性を解析する。 
(2) In vitro 脳毛細血管内皮細胞モデル細胞
(以下 TM-BBB細胞)と高効率でかつ細胞毒性
が小さい siRNA 導入法を用いて、BBB におけ
る主要な PGE2 輸送分子を同定する。 
(3) TM-BBB 細胞に PGE2 および NSAIDs を処理
し、細胞増殖の変化を測定することで、脳毛
細血管内皮細胞に対する PGE2 および NSAIDs
の影響を検討する。 
  
  
  



  

図2 TM-BBB4細胞の細胞膜におけるMRP4タンパ
ク質発現
(Surface biotinylation処理したsampleからの
みMRP4由来のバンドが検出されたことから、
MRP4がTM-BBB4細胞の細胞膜に発現しているこ
とが示唆された。)

  

図4 TM-BBB4細胞におけるEP発現解析
(TM-BBB4細胞にはEP-1およびEP-4 mRNAが発現して
いることが示唆された。)

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
(5) TM-BBB4 細胞の細胞増殖に対する PGE2 の
影響 

 
 

PGE2 が脳毛細血管内皮細胞に対して細胞毒
性を示すかを検討するために、PGE2 が
TM-BBB4 細胞の細胞増殖に与える影響を検討
した。その結果、PGE2 処理後 24 時間におい
て TM-BBB4 細胞の細胞増殖は PGE2 濃度増加
よって増加した (図 5)。処理後 48 時間およ
び 72 時間では、24 時間処理に比べて細胞増
殖速度は低下した (図 5)。従って、PGE2 は
脳毛細血管内皮細胞の細胞増殖を促進させ
ることが示唆された。 

 
 
(3)TM-BBB 細胞への siRNA 導入法の確立 
TM-BBB細胞への高効率siRNA導入法を確立す
るために、内因性タンパク質である GAPDH 活
性を指標に TM-BBB 細胞に対する siRNA 導入
法を検討した。その結果、5 nM の化学修飾
siRNA と 0.25 μL RNAiMAX (liposome)を用い
ることによって TM-BBB 細胞における GAPDH
活性を最大 60%抑制させることができ(図 3)、
本条件が最も高効率でかつ細胞毒性の小さ
い siRNA 導入条件であることが分かった。以
上の結果から、TM-BBB 細胞への siRNA 導入法
を確立した。 

 
 
 
 
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) TM-BBB4 細胞における PGE2 受容体発現解
析 
炎症時などに大量に産生された PGE2 が脳毛
細血管に傷害を与え、これが BBB 崩壊につな
がることが考えられた。PGE2 は PGE2 受容体 
(EP) を介して作用を示し、これまでに EP1
から EP4 まで報告されている。そこで RT-PCR
法を用いてそれらの発現を検討したところ、
TM-BBB4 細胞において EP-1 および EP-4 mRNA
発現が確認された (図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) TM-BBB4 細胞の細胞増殖に対する PGE2 お
よび NSAIDs の影響 
NSAIDs は MRP4 に対する阻害剤である
indomethacinとdiclofenacを検討した。PGE2
と indomethacin 同時処理時においては 72時
間後に細胞増殖抑制効果が観察され、PGE2 と
diclofenac 同時処理時においては 24 時間後
から時間依存的に細胞増殖抑制効果が観察
された (図 6)。一方、indomethacin および
diclofenac 単独処理時における細胞増殖抑
制効果は PGE2 存在下よりも大きい傾向にあ
った (図 6)。以上の結果から、NSAIDs が脳
毛細血管内皮細胞に対して細胞毒性を示し、
PGE2 は NSAIDs による細胞増殖抑制効果を減
少させることが示唆された (図 6)。 
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 〔産業財産権〕 
(7) 考察・結論・展望  
脳内 PGE2 は BBB を介して速やかに脳から循
環血液中へ排出されたことから、脳内 PGE2
クリアランスに BBBを介した排出輸送が関与
することが示唆された。脳内には PGE2 代謝
酵素が発現していないことが報告されてい
ることから、この排出輸送機構は脳内 PGE2
濃度の維持に重要な役割を果たしていると
考えられる。一方、PGE2 は脳毛細血管内皮細
胞の増殖を促進させたことから、PGE2 は脳毛
細血管内皮細胞の EP-1 および EP-4 を刺激し
て血管新生を促進させることが推察された。
血管新生によって血管の機能は低下するこ
とから、PGE2 濃度の増加が BBB の機能異常を
促進させることが考えられる。PGE2 輸送を阻
害する NSAIDs である indomethacin および
diclofenac は脳毛細血管細胞に対して細胞
毒性を示し、PGE2 はそれを抑制させた。これ
は PGE2 による脳毛細血管内皮細胞増殖効果
と NSAIDs による抑制効果が同時に起こった
ために、見かけ上、PGE2 が NSAIDs による細
胞毒性を減少させたように観察されたと考
えられる。従って、NSAIDs による BBB におけ
る PGE2 排出輸送阻害は NSAIDs による細胞毒
性と PGE2 による血管新生促進によってより
強い脳毛細血管障害が引き起こされる可能
性があることが推察された。以上の結果から、
脳内炎症においては MRP4 を阻害しない
NSAIDs を投与し、また、PGE2 を正常レベル
に維持することが脳毛細血管障害を抑制す
るためには必要だと考えられる。 
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