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研究成果の概要（和文）：我々は内皮細胞に発現するスフィンゴシン1リン酸受容体1(S1PR1)がシアストレスを
感知し、その下流のシグナリングを誘導すること、S1P1 選択的作動薬であるSEW2871を脳梗塞モデルマウスや慢
性低灌流モデルマウスに投与し、脳軟膜動脈へリモデリング効果がマウスの脳軟膜動脈を発達させるこ と、脳
血流の改善、脳梗塞体積の減少、神経所見の改善を認めること、eNOSリン酸化やBBBの再構築、炎症抑制などが
関与することを明らかにした。現在は血管内皮細胞を直接ターゲットとして S1P1R遺伝子発現を抑制する
microRNAを開発し、S1P1Rの発現と脳血流や梗塞体積の関係との解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Collateral glows after acute ischemic stroke are triggered by shear stress, 
and sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1PR1) on endothelial cells was reported to sense shear 
stress and transduce its signaling pathways. We investigated the effect of an S1P1-selective agonist
 (SEW2871) on leptomeningeal collateral arteries in acute stroke model.  Neurological functions, 
leptomeningeal arteries, and infarct volume were compared after treatment. S1P1 expression in 
endothelial cells was increased after CCAO and pMCAO. The number of leptomeningeal collateral 
arteries was significantly increased, and neurological outcome improved. Endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS) phosphorylation and the expression of tight junction proteins was increased in the 
SEW2871 group. S1PR1 selective agonist has a role in promoting collateral growth and preventing of 
ischemic damage and neurological dysfunction after subsequent stroke in patients with intracranial 
major artery stenosis or occlusion. 

研究分野：脳血管障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞治療として再開通療法と同時に、脳血流の低下を防ぎ、いかに梗塞に陥らせないかという治療戦略は重要
であり、多くの脳梗塞症例に適応しうる。実際に我々は脳表の動脈新生の発達したヒト脳梗塞でが梗塞体積が少
なく、機能予後が良好であること確認してきた。成体脳であっても脳梗塞後に新たな血管が形成される現象が認
められ、特に血管内皮細胞だけでなく平滑筋、基底膜よりなる大口径の機能動脈のリモデリングを意味する
Arteriogenesis (動脈新生)が制御できれば、脳主幹動脈閉塞の場合に側副血行路を介した脳血流の保持が可能
となるため動脈新生の発達を促す方法の開発が期待されているが、未だ開発されていない。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
脳梗塞は、世界中で主要な死因となる病気である。近年脳梗塞の治療においては、血栓溶解療法や血管

内治療が著しい進歩を遂げているものの、時間的制約を始めとした厳格な適応条件があるため、全ての症

例において適応になるわけではない。そのため、幅広い患者において適応となりうる新規脳梗塞治療薬の

開発が望まれている。特に重篤な後遺症を残す中大脳動脈近位部閉塞時には、脳軟膜動脈の既存の吻合を

介した前および後大脳動脈からの側副結構路の発達が知られている。動脈の閉塞や高度狭窄が起こると、

既存の細動脈が血流を再分布させようとし、血流豊富な部位と血流が低下した部位をつなぐ細動脈にシア

ストレスが生じ、側副血行路の発達につながる。側副血行路の良好な発達は梗塞体積の減少や予後改善に

つながることがヒトにおいて報告されているが、これらを発達させるための有効な治療介入はまだ開発さ

れていない。 

 
２．研究の目的 
スフィンゴ脂質の一種であるS1PはS1P1〜S1P5までの5つの受容体に結合することで様々な生理作用を

発揮する。S1P1 は細胞の増加や遊走、血管の拡張につながることが知られている。」S1P1 は神経細胞、グ

リア細胞、血管内皮細胞に存在するがその発現レベルは病態により変化する。脳梗塞においては S1P1 制

御薬である FTY720 が神経細胞に対し保護的であることが報告されたが、血管内皮細胞に対する効果につ

いては知られていない。一方近年、血管内皮細胞に存在する S1P1 がシアストレスを感知しその下流のシ

グナリングを誘導することが報告された。我々は、脳梗塞急性期における S1P1 の発現の変化、および S1P1

選択的作動薬 SEW2871 投与による脳軟膜動脈への作用について検証した。 

 
３．研究の方法 
使用動物及び虚血手術 

C57Bl/6マウス雄 10〜14週齢 (23~30g)を用いて脳軟膜動脈においてズリ応力を増加させるモデルとして

知られる慢性低灌流モデルを作成した。動物を 2%イソフルレンにより十分に麻酔した後に、頸部の皮膚

を膚切開し、左総頸動脈を結紮することで作成した。非虚血群は頸部の切開のみを行い、総頸動脈の結紮

は行わなかった。脳梗塞に対する治療効果を検討するために用いた中大脳動脈閉塞モデルは動物を 2%イ

ソフルレンにより十分に麻酔した後に、側頭部を開頭し、中大脳動脈水平部遠位部を直達的に電気焼灼す

ることで作成した。 

薬物投与 

S1PR1 を薬理学的に制御することでの脳血管拡張作用を検討する目的で、S1PR1 選択的作動薬（SEW2871）

及び S1PR1 拮抗薬（VPC23019）を用いてマウスをランダムに以下の群に割り付けた。 

①偽手術＋溶媒投与群 (偽手術群) 

②慢性低灌流手術＋溶媒投与群 (対照群) 

③慢性低灌流手術＋SEW2871 投与群 (SEW 群) 

④慢性低灌流手術＋SEW2871＋VPC23019 投与群 (SEW+VPC 群) 

溶媒及び薬物は手術一時間後より７日間投与を行った。脳血流、手術 14日後の脳軟膜動脈の実体顕微鏡

による観察、及び組織学的検討を行った。また局所脳虚血に対する保護効果を検討する目的で治療終了 7

日後に中大脳動脈永久閉塞モデルを作成し、梗塞体積評価、行動機能評価を行った。 

皮質血流(CBF)の測定 

Laser-Doppler 血流計のプローベを頭蓋骨に固定し、中大脳動脈と前大脳動脈の境界部の脳血

流量を虚血手術直前、直後、1日後、4日後、7日後、14 日後に測定した。脳血流は虚血直前の

血流量に対する比率で評価した。 

Latex-perfusion 法による脳表血管の評価 



ラテックスと墨汁と生理食塩水を混合し翼状針を用いて左室から150mmHgの圧で0.5ml注入し、

その後マウス脳を摘出しザンボニ固定液に入れ、脳表血管を顕微鏡で観察した。 

免疫組織学的検討及び梗塞体積評価 

定められた観察期間後に、動物はジエチルエーテルで深く麻酔し、4％パラフォルムアルデヒド

にて還流固定を行った。大脳を、3mm 間隔の 3スライスの冠状断に分割した。20％スクロース

液にて浸透させた後に凍結し、それぞれの切片を 20µmに薄切した。20µm切片は以下の免疫染

色に使用した。分裂細胞を検出するために、凍結切片に対し Ki67 抗体、血管径の評価のために

α-SMA 抗体を使用し、DAB(diaminobenzidine)色素にて発色させた。また、蛍光免疫二重染色

を S1PR1 と血管内皮細胞(CD31)に対する抗体で行い、共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。中

大脳動脈永久閉塞手術後の梗塞体積評価は手術7日後の凍結切片を200μm間隔で8切片クレシ

ルバイオレット染色を行い、梗塞体積を対側半球との比で定量した。 

細胞はマウス脳神経細胞(Neuro-2a)およびマウス脳血管内皮細胞(b End.3)を用いて、in 

vitro における虚血モデルである oxygen-and-glucose-deprived (OGD)負荷を行った。 

  細胞または脳虚血組織から IsogenⅡにより RNA を抽出し taqman 法により RT-PCR を行った。

採血は下大静脈から行い、脳虚血組織から抽出した蛋白は 10％または 5-20%ポリアクリルアミ

ドゲルで電気泳動し、PVDF 膜へ転写して Western blot を行った。 

行動機能評価 

中大脳動脈閉塞後、全ての動物は観察期間に盲検法により行動評価解析を行った。 

EBST(elevated body swing test)：片側の運動麻痺の検査法で、病変と対側（右）へ体幹を屈

曲する割合を手術前、手術 1時間後、24時間後、4日後、7日後に経時的に計測した。 

また手術 24 時間後に神経学的スコア(0点：運動機能正常、1点：尾を持ち上げると脳虚血と反

対側の体幹と前足を屈曲する、2点：尾を持ち上げると脳虚血と反対側に回りながら歩く、3

点：通常でも脳虚血と反対側に傾いている、4点：自発運動消失)で運動機能を評価した。 

 
４．研究成果 

CCAO モデルによる側副血管発達、分裂細胞、S1PR1 発現の経時的検討 

左総頸動脈結紮モデルにお

いて同側大脳半球の皮質血

流(CBF)が閉塞前と比較して

61.7 ± 5.8% に低下した。

手術後の虚血側脳軟膜動脈

において、Ki67陽性細胞は偽

手術 (2.6 ± 1.4, per 

section)と比較し、4日後 

(9.0 ± 3.4, P < 0.001), 7

日後 (16.5 ± 2.3, P < 

0.001), and 14日後 (8.5 ± 

2.6, P < 0.01)で増加してい

た。S1PR1の血管内皮細胞に

おける発現は虚血側で偽手

術 (3.0% ± 1.6%, per vessel)と比較して4日後 (28.4% ± 6.3%), 7日後 (34.5% ± 9.2%), and 

14日後 (19.4% ± 4.3%) で有意に増加していた。非虚血側ではその増加は認めなかった。 



S1PR1 制御薬の投与による軟膜動脈発達に与える影響 

SEW 群では左総頸動脈結紮術 4、7、14 日後の皮質血流が対

照群、偽手術群と比べ有意に高かった(P < 0.001)。

Latex-perfusion 法による脳表血管の解析では対照群と比

べて SEW 群虚血側で有意な血管拡張 (42.9 ± 2.6µm vs. 

27.6 ± 5.7µm, P < 0.001)及び吻合数増加 (8.8 ± 0.8 vs. 

5.9 ± 1.2, P < 0.001)を認めた。健側では有意な血管拡

張、吻合数増加を認めなかった。SEW+VPC 群の血管径 (23.2 

± 2.3µm)と吻合数 (6.3 ± 1.0)は対照群と同等であった。 

 
 

中大脳動脈閉塞を作成することによる保護効果についての

検討、行動評価 

対照群では偽手術群と比べて中大脳動脈閉塞術後（pMCAO）

の梗塞体積は減少する傾向にあったため、SEW 群の治療効果

は対照群と比較した。SEW 群では対照群と比較して有意に梗

塞体積の減少を認めた(7.7% ± 4.0% vs. 17.5% ± 4.0%, P 

< 0.01)。SEW 群では手術後の皮質血流が有意に保たれてい

た。EBST、神経学的スコアで評価した片側の運動障害は SEW

群で対照群と比較し有意に行動機能の改善を認めた。 

 
 

In vitro 虚血モデルにおける S1P1 発現 

OGD 負荷後、b End.3 では S1P1 mRNA の有意な発現増加

は虚血早期である 4、6 時間後に見られた一方、

Neuro-2A では 12時間後でのみ見られた。 

 
 

SEW2871 の eNOS リン酸化への作用 

中大脳動脈閉塞および薬剤投与 6 時間後の虚血脳から抽

出した蛋白で western blot を行うと、phospho-eNOS / 

eNOS 比は SEW2871 投与により有意に増加した。 

 
 

SEW2871 の BBB への作用 

BBB の破綻が最も顕著となる pMCAO 3 日後の虚血

脳から抽出した蛋白でwestern blotを行うと、BBB

の tight junction を構成する蛋白（ZO-1 および

Occludin）の発現は SEW2871 投与群で有意に高か

った。 

 

SEW2871 の脳梗塞後の炎症反応への作用 

pMCAO3 および 7 日後の末梢血ではリンパ球数は DMSO 群と SEW2871 群で有意差はなかった。組



織学的検討では pMCAO7 日後、梗塞周辺へ集簇するミクログリア(Iba-1 陽性細胞)の数は両群で

有意差はなかったものの、T細胞(CD3 陽性細胞)の脳実質への侵入は SEW2871 群で有意に低下し

ていた。 

 

＜考察＞ 

今回の検討において、慢性低灌流マウスモデルにおいて虚血側脳軟膜動脈血管内皮細胞におい

て S1PR1 の発現が亢進していた。S1PR1 選択的アゴニストの投与により虚血側脳軟膜動脈の発

達が促進され、その後の脳梗塞縮小効果と神経機能改善効果を認めた。側副血管の発達はズリ

応力の増加にトリガーされて起きるが、S1PR1 はズリ応力の増加を感知し、血管拡張に関わる

Akt / eNOS シグナル伝達系と細胞分裂に関わる ERK シグナル伝達系を活性化されることが報告

されている。SEW 群と対照群を比較して細胞分裂に関わる Ki67 陽性細胞の増加を認めなかった

ことから、SEW2871 投与により生じた側副血管発達は特に Akt / eNOS 系を活性化し、eNOS のリ

ン酸化を関して NO の産生により血管拡張を来したと考えている。 

今回 SEW の投与終了 7日後に作成した中大脳動脈永久閉塞モデルにて梗塞体積の有意な縮小と

神経機能の改善を認めた。S1PR1 の選択的アゴニストである SEW2871 や、非選択的アゴニスト

である FTY720 は局所脳虚血の前後に投与することにより脳梗塞縮小効果があることは過去報

告されており、アポトーシスの抑制や梗塞巣への炎症細胞浸潤の抑制がその機序として考えら

れている。 

S1P1作動薬SEW2871の投与によりeNOSのリン酸化といったS1P1の下流シグナルの亢進を介し

て血管の拡張が得られ、脳軟膜動脈を介した側副血行血流が保たれ、梗塞縮小、神経所見改善

につながった可能性を示唆した。動脈の発達(arteriogenesis)に必要とされる、梗塞脳表面の

動脈周囲へのマクロファージの遊走は SEW2871 群で増加すると同時に、梗塞周囲の毛細血管密

度も増加(angiogenesis)し、この 2つの血管新生メカニズムにより S1P1 の効果はさらに発揮さ

れたと考えられる。S1P1 は BBB を制御する tight junction 蛋白を維持していることが知られ

ており、今回 SEW2871 投与により tight junction 蛋白が保たれたことも予後改善につながった

可能性がある。 

 また、S1P1 はリンパ球、特に T細胞の遊走抑制等の免疫抑制効果が知られるが、今回の検討

では重篤な末梢血リンパ球減少を引き起こすことなく、T 細胞の脳実質内への侵入を抑制して

おり、脳梗塞後の免疫反応抑制を介した予後改善効果も想定された。 

 側副血行路の発達した脳梗塞患者ではその後に閉塞血管の再開通が得られるか否かに関わら

ず予後良好であることがヒトで報告されており、側副血行路は主動脈の血流再開までの血流維

持のみでなく神経保護因子や内因性の血栓溶解物質の送達にも寄与していると考えられており、

S1P1 による側副血行路への介入は有効な治療戦略となり得る。 

 

＜結論と今後＞ 

ずり応力関連蛋白である S1PR1 を刺激することにより脳血流低下をトリガーとした脳軟膜動

脈の発達が賦活化され、中大脳動脈閉塞時の梗塞領域を縮小できる。側副血行路発達制御を介

した新規脳梗塞治療開発につながると考えられた。 

今後は我々が脳虚血部位周囲の血管内皮細胞に発現する mRNA 制御のための新たな第二世代核

酸医薬の開発を行なっていることを利用し、虚血周囲の脳軟膜動脈のリモデリングに関わるシ

グナルの制御に関する新たな治療ターゲットを検討していく方向である。 
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