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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系幹細胞（MSC）の血液脳関門（BBB）通過機構を明らかにす

るために、脳微小血管内皮細胞（BMEC）よりなるインビトロ BBB モデルを用いて検討を行った。

その結果、MSC が BMEC 層の細胞間隙を通過する「現場」をリアルタイムイメージングにより捉

えることに成功した。また、MSC 通過中の BMEC でのタイトジャンクション構成タンパク

Claudin-5 の動態と細胞内カルシウム動態を同時にリアルタイム観察するための実験系の構築

に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：To study transmigration of mesenchymal stem cells (MSCs) across 
the blood-brain barrier (BBB), we developed an in vitro BBB system consisting of rat brain 
microvascular endothelial cells (BMECs). Time-lapse imaging using this system revealed 
that MSCs transmigrated across the BMEC monolayer through transiently formed 
intercellular gaps between the BMECs. In addition, we developed an in vitro imaging system 
for simultaneous analysis in real time between claudin-5, a tight junction protein, and 
intracellular calcium dynamics in BMECs during MSC transmigration. 
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１．研究開始当初の背景 

 多分化能を有する骨髄間葉系幹細胞（MSC）
は、その採取が容易であり、かつ培養技術が
確立している。また、自家移植が可能なこと
から拒絶反応を考慮する必要もないため臨
床への応用が期待されている。実験動物を用
いた研究から脳梗塞後の神経障害に対する
有用性が示されており、（J Clin Neurosci, 16, 
12-20 (2009)）、ヒトにおいてもその有用性
が報告されている（Ann Neurol, 57, 874-882 
(2005)）。静脈内に投与された MSC の脳保護
作用機構の全容を解明するためには、MSC の

１）血液脳関門（BBB）通過機構、２）脳傷
害部位集積機構、３）傷害部位における神経
細胞生存促進機構の３つの段階について、そ
の分子メカニズムが明らかにされることが
必要である。３）傷害部位における神経細胞
生存促進機構については、従来型の分散共培
養系を用いた研究手法でのアプローチが容
易であり、すでに、MSC による神経細胞生存
促進に関与する因子として神経成長因子な
どが報告されている（Stem Cell Res, 3, 
63-70 (2009)、J Neurochem, 114, 1569-1580 
(2010)）。一方、１）BBB 通過機構と２）脳傷
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害部位集積機構については、従来型の培養系
での解析は困難であり、その分子機構はほと
んど不明のままである。 
 研究代表者は、脳微小血管内皮細胞（BMEC）
よりなるインビトロ BBBモデルを活用し、MSC
の BBB 通過をリアルタイム観察で捉えるとと
もに、各種受容体拮抗薬、酵素阻害薬、中和
抗体、siRNA を用いた薬理学的・細胞生物学
的解析により BBB通過の分子機構を明らかに
できると考えた。また、申請者は遺伝子改変
によりミクログリアにおいて EGFP を発現す
るマウスから作製した脳スライス培養系を
用いた検討により、神経細胞傷害部位へのミ
クログリア遊走のリアルタイム観察とそれ
を用いた評価系の構築にも成功しており、本
手法を応用することで MSCの脳傷害部位遊走
の評価系構築とそれを用いたメカニズムの
解析が可能であると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、MSC の BBB 通過機構と脳傷害
部位集積機構の解明を目的として、研究期間
内に、（1）インビトロ BBB モデルを応用した
リアルタイムイメージング系の構築と、それ
を用いた MSC および BMEC の細胞動態解析、
（2）BMEC におけるタイトジャンクション構
成タンパク Claudin-5 の動態と細胞内カルシ
ウム動態の同時イメージング系の構築、（3）
MSC の脳障害部位遊走の評価系構築、を行う
ことを計画したが、初年度の研究において、
（1）の研究に比べ、（3）の研究に遅れが生
じた。（1）のリアルタイムイメージング系を
活用し、種々の蛍光標識タンパク質および蛍
光イメージングプローブタンパク質を用い
ることにより、MSC の BBB 通過機構に関して
先端的かつ独創的な研究成果が得られるこ
とが期待できたため、以後の研究では、（1）
および（2）の研究に注力した。そのため、
以下の方法、結果、考察では、（1）および（2）
の研究に関して述べる。 
 
３．研究の方法 
（1）インビトロ BBB モデルの作製 
 全細胞に緑色蛍光タンパク EGFP を発現す
る SD-Tg（CAG-EGFP）ラット（4-6 週齢）あ
るいは雄性 Wister/ST ラット（4-6 週齢）か
ら、BMEC を調製し、コラーゲンあるいはマト
リゲルでコーティングした多孔質細胞培養
インサート (Transwell;膜面積 0.33 cm2、ポ
アサイズ 0.4 µm)上面に、2.5×105 cells/cm2

の密度で播種することで作製した（図 1）。 
（2）MSC の調製および蛍光標識 
 4-6 週齢の雄性 Wistar/ST ラット大腿骨骨
髄より MSC を調製し、赤色蛍光色素 PKH26 に
より細胞膜の標識を行った。 
（3）MSC の経内皮細胞遊走試験 
 インビトロ BBB モデルの upper チャンバー

への PKH26 標識 MSC 播種前および MSC 播種後
6、12、24 時間において、倒立蛍光顕微鏡を
用いて、MSCおよびBMECを観察した。その後、
細胞を固定し、共焦点レーザー顕微鏡による
観察を行った。 
（4）経内皮電気抵抗値（TEER）測定 
 Millcell ERS および Endohm for 6 mm 
Culture Cup を用いて、電気抵抗値を測定し
た。測定した電気抵抗値からブランクを減じ
た値に、Transwell 多孔質膜の面積（0.33 cm2）
を乗じることにより、TEER（Ω・cm2）を算出
した。 
(5)リアルタイムイメージング 
 SD-Tg（CAG-EGFP）ラットより作成したイ
ンビトロ BBB モデルに PKH26 標識 MSC を播種
し、共焦点レーザー顕微鏡ステージ上に設置
した培養チャンバー内で、37℃、5%CO2条件下
で MSC 播種後 2時間から 22 時間まで 12 分間
隔で画像を取得した。 
（6）Venus-Claudin-5 および R-GECO の BMEC
への導入 
 4-6 週齢の雄性 Wister/ST ラットから単離
した BMEC に組換えレンチウイルスを感染さ
せることで、Claudin-5 と黄色蛍光タンパク
Venus との融合タンパク Venus-Claudin-5 を
発現させた。同様に、組換えレンチウイルス
を用いて、赤色蛍光カルシウムセンサータン
パク R-GECO を BMEC に発現させた。 
（7）カルシウムイメージング 
 R-GECO 導入 BMEC をガラスボトムディッシ
ュに播種し、37℃、5%CO2条件下で、5 秒間隔
で 15 分間画像を取得した。画像取得開始 5
分後にカルシウムイオノフォア A23187（10 
µM）を処置し、さらにその 5 分後に EGTA（10 
mM）を処置した。同様に、Venus-Claudin-5
および R-GECO 同時導入 BMEC を用いて、37℃、
5%CO2条件下で、1 秒ごとに 10 分間画像を取
得した。画像取得開始 5分後に ATP（300 µM）
を処置した。 
 
４．研究成果 
（1）インビトロ BBB モデルを応用したリア
ルタイムイメージングによる MSC-BMEC 細胞
動態解析 
 
①MSC播種密度がBMEC層の形態およびバリア
機能に与える影響 
 まず、MSC 播種密度の違いが BMEC 層に与え
る形態学的な影響を蛍光顕微鏡画像により

  図 1 インビトロ BBB モデルの模式図 



検 討 し た 。 MSC 播 種 密 度 が 1.5 × 105 
cells/cm2 の場合、6 時間以降の BMEC 層で
は内皮細胞間隙の著しい拡大が観察され、そ
の間隙は接着形態を示す MSC によって覆わ
れていた。3.0×104 1.5×104 cells/cm2 では、
BMEC 層の形態的変化は軽微であった（図 2A）。 
 続いて、MSC 播種密度の違いが BMEC 層の
バリア機能に与える影響をイオン透過性の
指標である TEER により検討した。その結果、
TEER は MSC 播種密度依存的な低下を示し
た。MSC 播種密度が 1.5×105 cells/cm2 の場
合、6 時間以降では測定を行ったいずれの時
間でも有意に TEER の有意な低下が見られ 

 
た（図 2B）。1.5×104 cells/cm2 では、少な
くとも、播種 12 時間後までは、TEER の有意
な低下は見られなかった。 
 図 2A の蛍光顕微鏡画像より、BMEC 層への

播種後の MSC の形態には丸い形をした浮遊形
態と細胞質を広げた接着形態があることが
観察された。そこで、経内皮細胞遊走試験開
始 24h 後の MSC の局在を共焦点レーザー顕
微鏡により検討した。浮遊形態を示した MSC 
(2.94±0.21 cells/mm2) は BMEC 層上面に
接着していることが観察された（図 3A）。一
方、接着形態を示した MSC のうち大部分 
(29.18±2.92 cells/mm2) は BMEC に近接し 
(図 3B)、サンプルの縦断面を観察したところ 
BMEC 層と Transwell インサート膜の間に
存在することが観察された (図 3D)。その他
の接着形態を示した  MSC (3.99 ± 1.47 
cells/mm2) は Transwell インサート膜下面

に存在し (図 3C)、BMEC 層に続いてインサー
ト孔を通過する MSC も存在することが示さ
れた。 
 
②BMEC層を通過するMSCのリアルタイムイメ
ージング 
 上述の検討から MSC 播種によって BMEC 
層が形態的、機能的に大きく影響を受けない
1.5×104 cells/cm2 を MSC 播種密度として
選択し、BMEC 層を通過する MSC のリアルタイ
ムイメージングを行った。その結果、BMEC 層
を通過する MSC は内皮細胞間隙を通過する
ことにより BMEC 層を通過し、その際に生じ
た間隙は元の状態に戻ることが観察された
（図 4）。 

図 2 MSC 播種密度が BMEC 層の（A）形態
および（B）バリア機能に与える影響 
A）矢頭は MSC 播種 6時間後において BMEC 細胞

間隙が拡大した部分を示す。Scale bar = 100 µm 

B）*p < 0.05, ***p < 0.001 vs. control  

(A) 

(B) 

図3 BMEC層への播種24時間後におけるMSC
の局在 
MSC播種24時間後における BMEC 層 (緑) および

MSC (赤) の共焦点蛍光顕微鏡画像。MSC は 1.5

×104 cells/cm2 となるように Trasnwell の 

upper チャンバーに播種した。(A-C) 三つの異な

る z 位置 (A; BMEC 層上, B; 内皮細胞直下, C; 

Transwell インサート膜裏面) における共焦点

画像。(D) Transwell インサート膜の縦断面。(E) 

BMEC 層への播種 24 時間後の MSC 局在の模式図。

図中の点線は(A)-(C) を撮影した z 位置を示し

ている。Scale bar = 50 µm (A-C), 10 µm (D) 



 以上のように、本研究において、インビト
ロ BBB モデルを応用したリアルタイムイメー
ジング系を構築し、本系を用いて MSC が内皮
細胞間隙を通過する傍細胞経路によって
BMEC 層を通過することを示した。 
 

 
（2）タイトジャンクション構成タンパク質
Claudin-5 の動態と細胞内カルシウム動態の
同時リアルタイムイメージング系の構築 
 
①BMEC への Venus-Claudin-5 導入 
 組換えレンチウイルスベクターを用いて、
BMEC にClaudin-5と黄色蛍光タンパクVenus
との融合タンパク Venus-Claudin-5を導入し、
その局在および発現量を蛍光顕微鏡観察お
よびウエスタンブロットにより解析した。導
入された Venus-Claudin-5 は細胞膜近傍へ
の局在が観察された(図 5)。また、免疫染色
により、Venus-Claudin-5 と ZO-1 との共局
在も観察された。発現量に関しては、内在性 
Claudin-5 に対して Venus-Claudin-5 は約
1.6 倍発現していた。一方で、内在性 
Claudin-5 発現量は Venus-Claudin-5 の発
現によって変化しなかった。 
 続いて、Venus-Claudin-5 導入が BMEC バ
リア機能に与える影響を TEER により検討し
た。その結果、多孔質膜インサートに播種後
48、72 時間において、Mock と比較してバリ
ア機能が有意に上昇することが確認された 
(図 6)。 
 
②BMEC への R-GECO 導入 
 組換えレンチウイルスベクターを用いて、
BMEC に赤色蛍光カルシウムセンサータンパ
ク R-GECO を導入し、カルシウムイオノフォ

ア A23187、および 2 価イオンキレート試薬 
EGTA による細胞内 Ca2+ 濃度変化をリアル
タイムに検出可能であるかを検討した。その 
結果、A23187 処置によって蛍光強度の増大
が観察された。また、EGTA を処置することで、
A23187 処置による蛍光強度増大の抑制が観
察された（図 7）。 
 
③Venus-Claudin-5およびBMEC内カルシウム
濃度変化の同時観察 
 Venus-Claudin-5 および R-GECO を導入し
た BMEC において、Venus-Claudin-5 動態お

図 4  BMEC 層を通過する MSC のリアルタイ
ムイメージング 
(A) MSC (赤) および BMEC (緑) の 24 分間隔の

リアルタイムイメージング画像。各画像はそれぞ

れ xy, xz, yz 画像により構成されている。Scale 

bar = 25 µm。(B) (A) 左上の画像に示した黄色

破線内の領域の単色蛍光画像。矢頭は内皮細胞間

隙が拡大している部分を指している。 

図 5  BMEC への Venus-Claudin-5 導入 
Venus-Claudin-5 を発現させた BMEC における 

Claudin-5 および ZO-1 の免疫染色画像。Scale 

bar = 20 μm 

 
 

図 6  Venus-Claudin-5 導入による BMEC バ
リア機能変化 
Mock および Venus-Claudin-5 を導入した BMEC 

層の TEER 測定。BMEC を多孔質膜インサートに

播種後、24、48、72、96 時間において TEER を測

定した。*P < 0.05, **P < 0.01 vs. Mock 

 
 



よび細胞内カルシウム濃度変化を同時観察
可能かどうか検討した。また、実際に生体内
に存在する分子による細胞内カルシウム濃
度変化が観察可能かどうかを検討するため、
刺激物質として ATP (300 µM) を使用した。
リアルタイムイメージングを行った結果、
ATP を処置することで、１細胞において
Venus-Claudin-5 動態および細胞内カルシ
ウム濃度変化を同時に観察することができ
た（図 8）。 
 
 以上のように、組換えレンチウイルスを用
いて Venus-Claudin-5 および R-GECO を BMEC 
に導入することにより、Claudin-5 の分子動
態と 細胞内 Ca2+ 濃度変化を同時イメージン
グできる実験系を構築した。 
 

 
（3）まとめ 
 本研究により、MSC の BBB 通過機構の一端
が明らかとなった。また、インビトロ BBB モ
デルを用いたリアルタイムイメージング系
を構築し、組換えレンチウイルスを用いた遺
伝子導入により、タイトジャンクション構成
タンパク Claudin-5 の動態と細胞内カルシウ
ム動態の同時イメージング系を構築した。本
研究で構築したイメージング系は、MSC やそ
の他血球系細胞の BBB通過機構の解析に有用
であると考えられる。 
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図 7  R-GECO 導入 BMEC におけるカルシウ
ムイメージング 
R-GECO 導入 BMEC に A23187 (10 µM, 測定開始 

5分後)およびEGTA (10mM, 測定開始 10分後) を

処置した際の蛍光画像を5 秒間隔で15分間取得

した。(A) 代表的なタイムポイント (t = 150, 

300, 750s) における微分干渉像 (DIC, 上段) 

と 蛍光画像 (下段) 。Scale bar = 20 µm。(B) 

R-GECO の蛍光強度変化。各タイムポイントにお

ける蛍光強度変化は、以下の式で算出した (⊿I 

= (It – I0) / I0; It は時間 t における蛍光強

度、I0 はベースラインの蛍光強度を表してい

る) 。 

図 8  Venus-Claudin-5 および R-GECO 導入
BMEC におけるカルシウムイメージング 
Venus-Claudin-5 と R-GECO を導入した BMEC に 

ATP (300 µM, 測定開始 5 分後) を処置した際の

蛍光画像を 1 秒間隔で 10 分間取得した。代表的

なタイムポイント (Pre, t = 300, 600s) におけ

るリアルタイムイメージング画像。Scale bar = 10 

µm。 
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