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研究成果の概要（和文）：血液脳関門（Blood-brain barrier, BBB）は、脳毛細血管内皮細胞、ペリサイトおよびアス
トロサイトの相互作用によって機能が維持されており、その機能不全は神経細胞障害の惹起と憎悪に関与していると考
えられる。病態時において、BBB の機能維持（BBB保護）は、脳保護（神経細胞保護）に繋がると考えられる。
本研究では、虚血と高血糖に起因するBBB障害モデルの作製に成功した。更に、高血糖時の虚血再還流障害にはBBB構成
細胞から産生されるTGF-βが関与することが判明した。また、シロスタゾールがBBB機能障害を軽減することを発見し
、BBB保護薬としての可能性を示した

研究成果の概要（英文）：The blood-brain barrier (BBB), a member of the neurovascular unit (NVU), functions
 in communication between brain capillary endothelium and other neighboring cells such as astrocytes and p
ericytes. BBB dysfunction plays a crucial role in brain edema formation and central nervous system disorde
rs. Therefore, the experimental BBB dysfunction models under the pathological condition are applicable to 
search the protective agents against BBB dysfunction. 
We have developed and characterized a new in vitro BBB model (BBB Kit) using primary cultures of the three
 main BBB-related cells obtained from rat brains. We attempted to make three types of BBB dysfunction mode
ls and succeeded in making following models: (i) hypoxia/reoxygenation model, (ii) hyperglycemia model, (i
ii) AGE-related ischemia model. We found that cilostazol protected the BBB against AGE-related ischemia, t
hrough an inhibitory mechanism on TGF-beta signaling.
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１．研究開始当初の背景 
（１）血液脳関門（Blood-Brain Barrier, BBB）
の機能的な構築には基本構成単位である脳
毛細血管内皮細胞、アストロサイト及びペリ
サイト間の相互作用が不可欠である。この細
胞間相互作用の変調は中枢神経疾患の発症
と進展に関与する。虚血障害や高血糖による
血管障害の発症基盤には、BBB構成細胞間の
相互作用が関与すると考えられるが、その詳
細は検討されていなかった。 
 
（２）中枢神経疾患の発症または進展には
BBB 機能障害が関与することが報告されて
おり、BBB の機能障害を改善させる薬物
（BBB保護薬）は、中枢神経疾患に対しても
改善効果が期待できるが、BBB保護薬の検討
はあまり進んでいない。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は、独自に開発した、3 種類の
BBB構成細胞を用いた in vitro BBB再構成モ
デル（３細胞系 BBB モデル）を用いて、脳
血管障害時における BBB 構成細胞間の相互
作用が BBB 機能制御にどのような役割を担
うのかを解明することを目的とする。具体的
な脳血管障害モデルとして、虚血再還流障害
と、高血糖または高血糖により生成する後期
糖化反応生成物（AGE）負荷を組み合わせた
障害モデルで検討し、その相互作用因子の検
討を行った。 
 
（２）BBB障害モデルを用いて、そのバリア
ー機能を指標として、障害を軽減できる薬物
の検討を行った。また、BBB障害を引起す相
互作用因子に対する影響も合わせて検討し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）初代培養細胞、in vitro BBBモデル 
Wistar ラットより、脳毛細血管内皮細胞、脳
ペリサイト、アストロサイトを単離培養し
Transwell®または Millicell®を用いて共培養し、
in vitro BBBモデルとした。 
 
（２）BBB機能評価 
① EVOM抵抗計(Volt-Ohm resistance meter)を
用いた、経内皮電気抵抗  （ transendothelial 
electrical resistance, TEER）測定 
②  sodium fluorescein （小分子 (376Da)の
paracellular transport 
③ Immunoblot、immunostaining 法にてタイト
ジャンクションタンパク（claudin-5, occluding, 
ZO-1）の発現解析。 
 
（２）BBB障害モデルの作製 
①脳虚血再還流 BBBモデルの作成 
（a）Normoxia群:血清なしの DMEM(glucose 

4.5g/L)に交換し、通常（95% air-5% CO2）
の培養環境で培養した。 
（b）Hypoxia 群:血清なしの DMEM (glucose 

free)に交換し、酸素吸着剤（Anaero Pack®）
により低酸素負荷を行う。CO2インキュベ
ーターで３～６時間インキュベートする。
再還流は通常の培養液に交換する事で作
製した。 

 
② 高血糖負荷 BBBモデルの作成 
グルコースを 0～55 mMで BBBモデルに
負荷することで作製した。 

 
③ 後期糖化反応生成物（advanced glycation 
endoproduct, AGE）と虚血を組合わせたモデ
ル 
①で示したの虚血モデルに BSA(bovine 
serum albumin)の後期糖化反応生成物で
ある AGE-BSAを負荷することで作製し
た 

 
４．研究成果 
（１）BBB 障害モデルにおける BBB バリア
ー機能の低下 
以下の①～③の BBB 障害モデルの作製
に成功した。 
① BBB モデルに虚血再還流負荷を加え
ることで BBB 機能の指標である
TEERの減少が観察された（図１a）。 

② 培養液に 55 mMのグルコースを加え
ることで TEER の減少が観察された
（図１b）。 

③ 虚血 3時間とAGE-BSAの共負荷によ
り虚血のみの場合に比べ TEER の低
下が増強された（図１c）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）虚血再還流と AGE-BSA の共負荷モデ
ルにおける TGF-βの関与 
虚血と AGE を組み合わせたモデルでは、Ｂ
ＢＢ機能の指標である TEERが減少したため、
培養液中の液性因子が関与するかを検討し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
adrenomedullin (AM), nitrogen oxides (NOx), 



reactive oxygen species (ROS) and transforming 
growth factor-β(TGF-β)の産生を見たところ、
TGF-βの産生が増大していることが判明し
た（図 2）。 
 
（３）TGF-βの BBB機能への影響 
TGF-βは用量依存的に TEER を減少させた
（図 3a）。また、TGF-β は、タイトジャンク
ションタンパク質の発現を減少させ（図 3b）
た。更に、蛍光免疫染色の観察から、TGF-
βにより細胞間隙でのタイトジャンクショ
ンの発現に乱れが生じ、細胞形態が紡錘形か
ら敷石状に変化した（図 3c）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（４）BBB障害モデルに対するシロスタゾー
ルの保護作用 
虚血と AGEの共負荷による、BBB機能障害
はシロスタゾールにより改善することが判
明した。シロスタゾールは、①TGF-βの産生
抑制（図 2）と、②TGF-βのシグナル阻害、
③TGF-βシグナル非依存性の作用で改善効
果を発揮していると考えられた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の結果より、高血糖時の虚血再還流障害
は、BBB 構成細胞間の TGF-βシグナルの亢
進により、BBBのバリアー機能が低下するも
のと考えられた。また、この障害は抗血小板
薬として臨床で用いられている、シロスタゾ
ールにより改善することが判明した。 
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