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研究成果の概要（和文）：ラット脳より内皮細胞，ペリサイト，アストロサイトを分離し，共培養して血液脳関門（BB
B）in vitro modelを作成した．advanced glycation endoproducts (AGEs)は normoxiaの条件下ではBBB機能に影響を
与えなかったが，低酸素化再酸素化では有意ににBBB機能を減少させた．一方，cilostazolはAGEs投与下の低酸素化再
酸素化の条件でBBB機能を回復させた．AGEsは細胞外のTGF-β1の産生を上昇させ，cilostazolはその産生を抑制しtigh
t junctionの統合性を回復した． 

研究成果の概要（英文）：We used in vitro blood-brain barrier (BBB) models with primarily cultured BBB-rela
ted cells from rats. Treatment of AGEs did not affect the transendothelial electrical resistance (TEER) in
 the BBB model under normoxia, but there was a significant decrease in TEER under 3-h oxygen glucose depri
vation (OGD)/24-h reoxygenation conditions with AGEs. Cilostazol inhibited decreases in TEER induced by 3-
h OGD/24-h reoxygenation with AGEs. Furthermore, while AGEs increased the production of extracellular tran
sforming growth factor (TGF)-beta1, cilostazol inhibited the production of extracellular TGF- beta 1 and r
estored the integrity of tight junctions.
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病を合併した虚血性脳血管障害では梗
塞巣や脳浮腫が増悪することが知られてい
るが、脳浮腫発症の責任部位である血液脳関
門（Blood-Brain Barrier, BBB）の機能障害
に関する詳細なメカニズムは未だ不明であ
る。近年の研究により糖尿病性網膜症や大血
管障害では終末糖化産物（ Advanced 
glycation endproducts, AGEs）が血管内皮細
胞障害に関与することが指摘されている。 
 
２．研究の目的 
実験的虚血再灌流条件下でのAGEsの作用を
BBB in vitroモデルを用いて検討し、そのメ
カニズムの解明を行った。また、BBBの機能
障害を軽減する薬物（BBB 保護薬）の検討
も行った。シロスタゾール（cilostazol）はホ
スホジエステラーゼⅢの選択的阻害薬であ
り細胞内サイクリック AMP を上昇させ、血
管拡張作用や抗血小板作用を発揮する。また、
BBB に対する保護的な効果を有することが
報告されている。そこで、シロスタゾールを
BBB 保護薬候補として検討を行った。 
 
３．研究の方法 
ラット脳より分離した脳毛細血管内皮細胞、
ペリサイト及びアストロサイトを用いて BBB 
in vitro モデルを作成した。虚血再灌流の条
件で AGEs が BBB に与える影響を調べるため、
BBB モデルに BSA（bovine serum albumin）
の糖化産物である AGE-BSA（200 μg/ml）を
添 加 し 、 3 時 間 の oxygen-glucose 
deprivation（OGD）と、24 時間の再灌流を行
った。Normoxia の条件では BSA（200μg/ml）
を添加した。BBB の機能評価は経内皮細胞電
気抵抗（TEER）値を測定することで行った。
また、tight junction (TJ) 蛋白である
Zonula occludens-1, claudin-5 の発現を免
疫染色法、ウエスタンブロット法を用いて検
討した。また、作製した BBB 機能障害モデル
に対するシロスタゾールの作用も検討した。
虚血再灌流下での AGEs による BBB 機能障害
メカニズムを検討する目的で、細胞外
TGF-β1 濃度を immunoassay 法にて測定し、
TGF-β1（1ng/ml）添加による TEER 値の経時
的変化を測定した。 
 
４．研究成果 
BBB に対する AGEs の影響を TEER 値で確認す
ると AGEs は Normoxia の条件では TEER 値に
変化を与えなかったが、虚血再灌流の条件で
は有意な低下を示した。一方、cilostazol を
投与すると、虚血再灌流及び AGEs 投与によ
る TEER 値の低下を抑制した。この変化を免
疫組織染色法、ウエスタンブロット法による
tight junction 蛋白の発現で確認すると、虚
血再灌流で AGEs を作用させたものでは
claudin-5 の発現は低下したが、シロスタゾ
ールの投与にてその低下は抑制された。また、
AGEsはBBBモデルにおける細胞外TGF-β1の

産生を増加したが、シロスタゾールはその産
生を抑制した。最後に TGF-β1を直接 BBB モ
デルに投与すると経時的に TEER 値は低下し
たが、シロスタゾール投与によりその低下は
抑えられた。虚血再灌流及び AGEs 添加で低
下した TEER 値は TGF-β1 の受容体阻害剤で
ある A83-01 の投与にて回復した。 
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