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研究成果の概要（和文）：C型ナトリウム利尿ペプチド(CNP)は，脳に豊富に存在することが報告されているが，血液脳
関門(BBB)に対する機能は明らかではない．本研究では，CNPによるBBB透過性亢進作用とそのメカニズムを解明した．B
BBのバリア機能は，CNPの濃度依存的に減少した．CNPの作用は，cGMPのアナログである8-Br-cGMPで再現され，PKGの阻
害剤であるRp-8-CPT-cGMPで阻害された．さらに，マウスにCNPを静注すると，血中フルオロセインの脳実質移行性が増
加した．以上の結果より，CNPはBBBの透過性を亢進することが可能で，この結果は脳に対するドラッグデリバリーシス
テムの構築に寄与できる．

研究成果の概要（英文）：C-type natriuretic peptide (CNP) is abundant in brain, but its effect on blood-bra
in barrier (BBB) permeability has not been clarified yet. Here, we examined this effect. Transendothelial 
electrical resistance (TEER) of in vitro BBB model, was significantly dose dependently decreased by CNP. C
NP treatment reduced both the messenger RNA and protein expressions of zonula occludens-1 (ZO-1). The effe
cts on TEER, mRNA, and protein expressions of ZO-1 were mimicked by cyclic GMP (cGMP) analog 8-bromo-cGMP 
and reversed by protein kinase G (PKG) inhibitor Rp-8-CPT-cGMPS, thus implying the role of PKG and cGMP si
gnaling in BBB function. In vivo study of mouse brain by fluorimetric analysis with intravenous administra
tion of sodium fluorescein also showed a significant increase in BBB permeability by CNP. These findings s
uggest that CNP modulates the BBB permeability by altering ZO-1.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

脳卒中においては，神経細胞の障害だけでは

なく，出血などの血管障害も併発する複合的

な病態を呈する．さらには脳血管内皮細胞が

障害され，血液脳関門の破綻によって脳浮腫

が副次的に起こる事により脳へのダメージ

はさらに進行する(Park et al., 2004; 

Kolias et al., 2008)．すなわち，脳血管内

皮細胞は脳卒中治療における重要なターゲ

ットであるが，脳卒中時の脳血管内皮細胞の

細胞死メカニズム及び保護方法は確立され

ているとはいい難い． 

一方，C 型ナトリウム利尿ペプチド(CNP)は，

ナトリウム利尿ペプチドファミリーに属し，

他のメンバーである ANPおよび BNPが心臓に

局在するのとは異なり，ほとんどが脳に局在

するが，脳における詳細な機能は不明である．

心筋や血管内皮細胞において多くの場合 CNP

は保護効果を発揮することが報告されてい

るが，一方で，CNP とそのセカンドメッセン

ジャーである cGMP は血管内皮細胞のアポト

ーシスを直接誘導することが報告されてお

り(Suenobu et al., 1999)，状況に応じて CNP

は血管内皮細胞に細胞死を誘導する可能性

がある．さらに，CNP と同様にナトリウム利

尿ペプチドファミリーに属し，セカンドメッ

センジャーも共通している ANP に関しても，

心筋細胞において細胞障害性および保護の

二面性が存在することが報告されている

(Kato et al., 2005)．我々の未発表のデー

タとして，初代培養ラット脳血管内皮細胞及

びマウス脳血管内皮細胞のセルラインであ

る bEnd3 (ATCC 社)には CNP およびその特異

的受容体である GC-B が共に発現しており，

このような初代培養ラット脳血管内皮細胞

に対して 100 nM までの濃度で CNP を曝露す

ると，タイトジャンクションを形成するタン

パク質である zonula occludens-1 (ZO-1)，

Occludin-1およびCloudin-5の発現量と経上

皮電気抵抗(TEER)の減少がCNPの濃度依存的

に低下することを見出している．すなわち，

我々の実験系においてもCNPは脳血管内皮細

胞の細胞死のみならず機能面においても何

らかの障害性を有する可能性を示唆してい

る．一方，近年，脳の外傷的疾患や心臓疾患

時においては血中CNP濃度の上昇が惹起され

ることが知られており，さらに心疾患では血

管内皮細胞の機能障害と血中CNP濃度に正の

相関が見られることが報告されていること

から，CNP と血管内皮細胞の細胞死には関連

性がある可能性が推察される(Wright et al., 

2004; Bahrami et al., 2010; Del Ry et al., 

2010)．そこで，申請者は脳虚血における CNP

の病態生理学的な意義をCNPの障害性の面か

ら検討し明らかにすることにした． 

 

２．研究の目的 

極度の低血圧，心停止などにより生じる全脳

虚血における海馬CA1および大脳皮質神経細

胞、主幹動脈の閉塞により生じる局所脳虚血

における梗塞辺縁部(ペナンブラ領域)の神

経細胞など，これらの細胞は虚血後極めてゆ

るやかな経過を経て死に至ることが知られ

ている．近年，このような部位の神経細胞に

おいてはアポトーシスが関与していると考

えられている．申請者も現在までラット全脳

虚血モデル(4 血管閉塞モデル)および局所脳

虚血モデル(血管内栓子モデル)を用いて，脳

虚血による神経細胞死がアポトーシスであ

ることを裏付ける研究結果を多数報告して

きた(Nagayama et al., 1999, 2000a and 

2000b)．しかしながら，アポトーシスを誘導

する主要な毒性物質であると考えられてい

るグルタミン酸の受容体の阻害剤を投与す

ることでは神経細胞保護作用が顕著に認め

られないことが知られている．そこで，新し

い抗脳卒中薬の作用点として脳血管内皮細

胞に着目，その細胞死を抑制し脳血管の恒常

性を維持することで，浮腫や老廃物および有

害物質の脳への流出を阻害することが可能



となる．その結果，神経細胞のアポトーシス

を抑制し，脳卒中による後遺症を抑制できる

ことが示唆される． 

脳卒中は，日本における死因の第 3位ではあ

るが，入院の原因疾患の第 2位であるととも

に，寝たきり老人の約 40%，訪問看護の約 40%

を占めるなど，超高齢化社会を迎えた我が国

において大きな社会問題となっていること

から，脳卒中における脳障害メカニズムの解

明は急務であると考えられる． 

多くの先行研究においてCNPは保護的な物質

であることが報告されているが，障害的な一

面もある二面性を持った生体内物質という

ことは未だ議論されていない．本研究では，

CNP による細胞死誘導メカニズムを詳細に解

析することによって，脳卒中における CNP の

病態生理学的な意義を解明し，将来の脳卒中

治療における CNP の臨床応用に繋げる． 

 

３．研究の方法 

In vitro 血液脳関門モデルの作成 

血液脳関門は血管内皮細胞とペリサイト, 

アストロサイトの 3 種類の細胞で構成さ

れる脳実質への分子輸送を制限するバリ

アである. この血液脳関門に対する CNP

の効果を詳細に解明するために in vitro

血液脳関門モデルを作成する. 具体的に

は, グライナー製のセルカルチャーイン

サートの底面にアストロサイトを培養し, 

逆の面にウシ脳微小血管内皮細胞を培養

した. これにより, ウシ脳微小血管内皮

細胞だけを培養した時に比べて, バリア

機能の増加が観察されることが知られて

いる (Gaillard et al., 2001). 

一方で, ファルマコセル社から上記 3 種

類の細胞で構成される in vitro 血液脳関

門モデルである BBB キットが市販されて

いる. 

これらの in vitro における BBB モデルを

用いて, 以下の実験を行った. 

薬物の曝露 

1-100 nM の CNP と cGMP のアナログである

1 uM の 8Br-cGMP は 24 時間曝露した. 100 

uM の Rp-8-CPT-cGMPS は CNP の曝露 30 前

から適用した. 

経上皮電気抵抗(TEER)の測定 

TEER は血管内皮細胞の層によって形成さ

れる電気抵抗を測定することで, バリア

機能の指標とする試験である. 具体的に

はEVOM2とENDORM6で構成される電気抵抗

測定器に, 種々の処置をしたセルカルチ

ャーインサートを入れ, その電気抵抗を

測定した. 

ウェスタンブロッティング 

ウシ脳微小血管内皮細胞を培養し, 種々

の薬物を曝露した. 24 時間後にホスファ

ターゼ阻害剤を添加した RIPA バッファー

中で細胞を回収し, 超音波発生装置で破

砕した. 5 ug のタンパク質を用いて, ア

クリルアミドゲル電気泳動を行い, PVDF

膜に転写した後にウェスタンブロッティ

ングに供した. 一次抗体として, ZO-1, 

Claudin-5, Occludin-1(Zymed), JunD 

(Cell Signal), βActin (SantaCruz), 二

次抗体として, HRP と結合した mouse IgG 

(PIERCE), rabbit IgG (Cell Signal)を用

いた. 

RT-PCR 

ウシ脳微小血管内皮細胞を培養し, 種々

の薬物を曝露した. 24 時間後に TRIsol 

(Life technologies)を用いてトータル

RNA を回収した後, High capacity cDNA 

reverse transcription kit (Life 

technologies)を用いて逆転写を行った. 

その後, ZO-1, Claudin-5, Occludin-1, 

GAPDH を特異的に認識するプライマーを

用いた PCR によって, それぞれのターゲ

ットの mRNA 発現量を測定した. 

免疫細胞化学法 

ウシ脳微小血管内皮細胞を培養し, 種々



の薬物を曝露した. 24時間後に-30ºCのメ

タノール/アセトンを 5 分間処置すること

で, 細胞を固定しZO-1, Claudin-5を一次

抗体とした免疫細胞化学法によって, そ

れぞれのタンパク質の細胞内局在を観察

した. 

siRNA のトランスフェクション 

ウシのJunDを特異的に認識するsiRNAは, 

Block-iT RNAi Designer (Life 

technologies) を用いてデザインし, 

Life technologies に合成を依頼した. 

siRNA は Lipofectoamine RNAiMAX によっ

てウシ脳微小血管内皮細胞にトランスフ

ェクションし, 1 日後に TEER を測定し, 

続いて CNP を曝露した. さらに, CNP の曝

露から1日経過後に再度TEERを測定した. 

In vivo での解析 

マウスの使用は鹿児島大学の動物実験倫

理委員会の承認を受け実施した(MD12123). 

ICR 雄性マウスに 10 nmol/kg の CNP を静

脈内投与し, 投与後 2, 6, 12, 24 時間後

に 40 mg/kg のフルオロセインナトリウム

を静脈内投与した. フルオロセインナト

リウムの静脈内投与 30 分後に, ペントバ

ルビタール麻酔下, 心臓よりヘパリンを

含有した生理食塩水を還流し, 血液を洗

い流した. 次いで, 脳を摘出し, ホモジ

ナイズ後, 488 nn (ex)/ 535 nn (em)の蛍

光強度を測定することで, 脳実質へ移行

したフルオロセインナトリウム量を測定

し, 血液脳関門のバリア機能の指標とし

た. 

 

４．研究成果 

ウシ脳微小血管内皮細胞とBBBキットにおい

て，血液脳関門のバリア機能の指標である

TEERはCNPの濃度依存的, 時間依存的に減少

した (Fig.1.). 24 時間後の標品をホモジナ

イズし, ウェスタンブロッティングおよび

RT-PCR 解析に供すると, タイトジャンクシ

ョンの形成に重要であることが知られてい

る タ ン パ ク 質 群 , ZO-1, Claudin-5, 

Occuludin-1の中でもZO-1のタンパク質発現

と mRNA 発現が選択的に減少することが明ら

かとなった(Fig.2.).  

 

 

Fig.1. CNPの曝露による, 濃度, 時間依存的

な TEER の減少 

 

 

 

Fig.2. CNP の曝露による, ZO-1 選択的な発

現減少 

 

CNPは細胞膜受容体であるGC-Bにアゴニスト

として作用し, 細胞内セカンドメッセンジ

ャーとして cGMP を動員し, 次いで PKG を活

性化する事が知られている. そこで, CNP が

血液脳関門のバリア機能を抑制するメカニ

ズムを詳細に解析する目的で, cGMPのアナロ

グである 8Br-cGMP と PKG の阻害剤である

Rp-8-CPT-cGMP を用いて同様の解析を行うと, 

8Br-cGMP は CNP と同様に TEER, ZO-1 発現を

共に抑制する事が明らかとなり, CNP 曝露前



に Rp-8-CPT-cGMP を添加しておくことで, 

CNPによる TEER, ZO-1 発現の抑制がキャンセ

ルされた. このことから, CNPは cGMP/PKG シ

グナルを介して血液脳関門のバリア機能を

抑 制 してい る ことが 明 らかと な っ た

(Fig.3.).  

 

 

Fig.3. in vitro 血液脳関門モデルのバリア

機能に対する 8Br-cGMP と Rp-8-CPT-cGMP の

作用 

 

続いて, 研究代表者は ZO-1 発現が選択的に

抑制されることに注目した. これまでの報

告から, AP-1ファミリーに属する転写制御因

子である JunD は Claudin-5, Occuludin-1 の

発現には影響を与えず, 選択的に ZO-1 の発

現を抑制することが報告されている(Chen et 

al., 2008). そこで, CNP の下流メカニズム

における JunD の関与を検討した. まず, CNP

と 8Br-cGMP を曝露した細胞を用いてウェス

タンブロッティングを行い, JunDの発現を検

討すると, どちらの化合物の曝露において

も顕著な JunD 発現の増強が観察された. 続

いて, CNP の曝露前に Rp-8-CPT-cGMP を添加

しておくと, CNPによる JunDの発現増強がキ

ャンセルされた. すなわち, JunD の発現も

CNPの下流においてcGMP/PKGシグナルカスケ

ードで調節されることが明らかとなった. 

さらに, CNP の曝露前に JunD の siRNA をトラ

ンスフェクションし, ZO-1のタンパク質発現

を観察すると, CNPによる ZO-1タンパク質の

発現抑制は JunD の siRNA のトランスフェク

ションでキャンセルされた. このような条

件下において, in vitro 血液脳関門モデルに

おける TEER を観察すると, CNP による TEER

の抑制は JunD の siRNA のトランスフェクシ

ョンによってキャンセルされた. 以上の結

果から, CNP は血液脳関門のバリア機能を抑

制するが, これにはcGMP/PKG/JunDのシグナ

ルを介する ZO-1 の発現抑制が関与している

可能性が明らかとなった(Fig.4.). 

 

 

Fig.4. CNP による in vitro 血液脳関門モデ

ルのバリア機能抑制における JunD の関与 

 

さらに, CNP による血液脳関門のバリア機能

の抑制がマウス個体でも観察されるかどう

かを検討した. その結果, CNP を投与すると

6 時間目をピークにフルオロセインナトリウ

ムの脳実質移行量が有意に増強することが

明らかとなった. しかしながら, フルオロ

セインにデキストランを共有結合し分子量

を大きくした分子の透過性には著変を与え

なかった. このことから, CNP は低分子量の

化合物に選択的に血液脳関門透過性を増加

させることが明らかとなった(Fig.5.). 



 

Fig.5. マウス個体の血液脳関門機能に対す

る CNP の作用 

 

以上の結果より，CNP は BBB の透過性を亢進

することが可能で，この結果は脳に対するド

ラッグデリバリーシステムの構築に寄与で

きる可能性が示唆された． 
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