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緒言 

血液脳関門の概念 

血液脳関門（blood-brain barrier: BBB）は中枢神経（central nervous system: CNS）の恒常性

に重要な役割を担っている．BBBは脳微小血管内皮細胞（endothelial cell: EC）とアストロ

サイト（astrocyte: AST）, ペリサイト（pericyte: PCT）から構成される．ECはその外側を基

底膜, PCT, ASTに覆われている．ASTはエンドフットを伸ばし, グリアリミタンス層を形成

し物理的なバリアの一端を担っている．BBB のバリアの本体は特殊な構造と機能を持つ微

小血管内皮細胞そのものであり，タイトジャンクション（tight junction: TJ）により EC間は

強固な接着をしている．BBBでは, 不要な物質のCNSへの流入を制限し, 必要な物質のCNS

への移行を促進している（Engelhardt and Sorokin, 2009; Pardridge, 2007）．脳と循環血液間の

物質輸送は, 脂溶性物質の自由拡散と経細胞的輸送（transcellular transport）がある．分子量

が 400Da未満で, 水素基が 8未満の物質は自由拡散により CNSへの移行が比較的容易とさ

れている（Pardridge, 2007）．Transcellular transportは大きく 3つに分類され, carrier-mediated 

transport, active efflux transport, receptor-mediated transportがあり, 厳密な制御がなされている

（Pardridge, 2007）．ASTと PCTは TJをもたず, BBBの実体とはならないが, 成長因子, 神

経栄養因子, 血管新生因子といった物質を分泌し, BBB 機能維持に関わっている（Abbott, 

2002; Dohgu et al., 2005; Michinaga and Koyama, 2019; Shen et al., 2019; Shimizu et al., 2011b; 

Shimizu et al., 2012; Zhang et al., 2002; Zlokovic, 2008）．ECのみでは BBBは成立せず, ECが

PCTと ASTとの相互作用（クロストーク）をおこなうことが, BBB形成に必要である（Abbott 

et al., 2010; Zlokovic, 2008）． 

 

 

従来の in vitro BBBモデルの課題と新規モデルの確立 

BBBの機能を詳細に解析するためには, in vitro実験系の確立が必要である．BBBの根幹

を担う脳微小血管内皮細胞は, in vitro モデルにした後, 継代を重ねる度に BBB 機能を損な
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う．初代培養が最も BBBの機能を保持しており, ラット, マウス, ブタ, ウシから作成され

た初代培養細胞がよく使用されている（Wilhelm and Krizbai, 2014）．ヒト由来の脳微小血管

内皮細胞の初代培養細胞は, 健常ヒト検体を得にくいこと, ヒト組織であることによる取

り扱いの困難さ, 作成・維持にコストと技術を要することから汎用されていない．しかし, 

脳微小血管内皮細胞に発現する受容体には種差があることが判明しており（Pardridge, 2007）, 

ヒト由来の細胞株による in vitro モデルが望ましい．特に, 創薬を念頭にした検討にはヒト

由来であることが必要である．適切な EC細胞株を得ることが課題であったが, 当教室では, 

熱不安定性変異体シミアンウイルス 40（simian virus 40: SV40）の温度感受性 tsA58ラージ

T 抗原遺伝子を導入した温度条件不死化ヒト由来脳微小血管内皮細胞株を樹立に成功した

（Sano et al., 2010）．この細胞株では, 33℃下で SV40ラージ T抗原遺伝子（SV40-LT）の発

現が誘導され, 腫瘍抑制因子である p53や Rbに結合阻害することで細胞を不死化させる．

一方, 37℃下では SV40-LTは代謝分解されることで不活化し, 成熟血管内皮細胞に分化する．

樹立した血管内皮細胞株では, 内皮細胞は紡錘形をとり, von Willebrand因子や TJに関連す

る分子の発現が確認できた．また, 経内皮電気抵抗値（Transendothelial electrical resistance: 

TEER）は既存の内皮細胞株や, 脳微小血管内皮細胞の代替として使用されることがあるヒ

ト臍帯静脈内皮細胞と比較して高いことが示されている．当教室では EC 同様に, PCT

（Shimizu et al., 2011a）, AST（Haruki et al., 2013）の細胞株の樹立にも成功している． 

従来モデルでのもう一つの課題としては, BBB 構成細胞の 3 つの細胞間のクロストーク

を再現したモデルがなかったことがある（Wilhelm and Krizbai, 2014）．現在, コマーシャル

ベースで販売され使用されている 3 種細胞による BBB モデルでは, 小孔をもつインサート

膜を挟んで ECと PCTが培養され, lower chamberの底面にASTが培養されている（Nakagawa 

et al., 2009）．このモデルでは, ASTと EC, PCT間に距離があるために, エンドフットから成

るグリアリミタンス層による物理的バリアや各細胞間の接触によりもたらされる影響がバ

リア機能に反映されず, in vitroの BBBとはかけ離れたモデルとなるという懸念がある．そ



5 

 

こで当教室では, 温度によって親水性/疎水性の性質が変化するポリマー（UpCellTM）を利用

して ECをシート状に剥離し, PCT上に載せることで 3種の細胞が接触しうる 3層構造の構

築に成功した（Takeshita et al., 2021, Japanese Patent No.2016-081995）．UpCellTM表面には 20℃

で疎水性となり, 37℃で親水性となるポリマーが塗布されている．UpCellTM 表面に EC を

37℃で培養した後, 20℃にすることでシート状に ECを剥離できる．インサート膜の管腔側

に PCT, 反管腔側に ASTを培養させた後, PCT上に ECシートを載せることで 3層構造の構

築が可能となった． 

 

 

新規治療標的としての脳由来神経栄養因子への着目 

脳由来神経栄養因子（Brain-derived neurotrophic factor: BDNF）は神経細胞の維持, 増殖, 分

化に関わる（Allen et al., 2013; Zhao et al., 2017）．BDNFはアルツハイマー型認知症, パーキ

ンソン病, ハンチントン病, 筋萎縮性側索硬化症, Rett症候群, 統合失調症, うつ病といった

神経変性疾患（Allen et al., 2013）や多発性硬化症といった免疫疾患（Lee et al., 2012; Linker 

et al., 2010）, 外傷性脳損傷, 脳卒中（Zhao et al., 2017）で神経保護的に作用することが知ら

れている．そのため, BDNFは多様な中枢神経疾患の治療薬になることが見込まれているが, 

BDNF自体は約 14kDaと分子量が大きくBBBを通過してCNSに到達できず, 治療薬への汎

用が阻まれている．一方で, 脂溶性物質は BBB を比較的容易に通過可能である（Pardridge, 

2007）．そこで, BBBを容易に通過した後, ASTや PCTに作用して BDNFの分泌を促進する

ような脂溶性物質があれば治療薬開発につながると考えた．しかしながら, 今まではヒト由

来 ECと PCT, ASTそれぞれが接触して 3層構造をとる in vitro モデルが存在しなかったた

め, BBBの PCT, ASTに対して BDNF分泌を促進しうる化合物の検討は困難であった．しか

し, 当教室では前述のように, この課題を解きうる in vitro BBB モデルを有しており, 多様

な化合物の BBBに対する影響のスクリーニングが可能である（Takeshita et al., 2021）． 
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本研究の目的 

本研究では, 当教室で確立した in vitro ヒト BBBモデルを使用して, BBBの破綻によらず

に PCT や AST からの BDNF 分泌を促進する脂溶性化合物の同定を目的とした．当教室で

の in vitro ヒト BBBモデルで BDNFの分泌機能が測定可能であることを確認した後, 3種の

単層培養, 各 2種培養, 3層培養での BDNF分泌を促進する脂溶性化合物を同定した．また, 

TEERを測定し, 同定した脂溶性化合物によってバリア機能が変化するかを検討した．以下, 

得られた研究結果について詳述する． 

 
 
要旨 

脳由来神経栄養因子 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)は, 中枢神経内での恒常性や

神経発達に重要な役割を果たしており, 神経変性疾患や神経免疫疾患の治療薬への応用が

期待されている．しかし, BDNF自体は分子量が大きく, 末梢に投与した BDNFは血液脳関

門 Blood-brain barrier (BBB)を通過して中枢神経内に作用することができない．一方で脂溶性

化合物は BBBを通過しやすいとされている．そこで, BBBを超えてアストロサイトに作用

し, アストロサイトから BDNF 分泌を促進する脂溶性化合物の同定を試みた．温度条件不

死化ヒト脳血管内皮細胞 (EC), ペリサイト (PCT), アストロサイト (AST)の BBB in vitroモ

デルに 20 種類の脂溶性化合物を反応させ, 48 時間後に BDNF の分泌量を ELISA で測定し

た．脂溶性化合物を EC/AST co-cultureに 72時間反応させながら電気抵抗値を測定した．そ

の結果, prostaglandin E2 receptor 4 agonist (EP4)と sphingosine-1-phosphate receptor 5 

agonist (S1P5)が EC, PCTの有無にかかわらず ASTからの BDNFを有意に促進させ, 電

気抵抗値の低下は伴わなかった．このことから EP4と S1P5は BBBへ影響を与えずに AST

からの BDNF分泌を促進したと考えられた．S1P5は進行型多発性硬化症治療薬であるシポ

ニモドの標的の 1つである．シポニモドの神経保護作用は S1P5を介した ASTからの BDNF

が関与している可能性が考えられた．ASTでの EP4の機能は未だ不明な点が多いが, BDNF
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分泌を促進することで神経保護に関与する可能性がある．いずれの化合物も治療薬への発

展が期待される． 

 

目的  

温度感受性不死化ヒト EC, PCT, ASTから成る in vitroヒト BBBモデルを使用し, 併せて

TEERを測定し, BBBバリア破綻を伴わずに PCTや ASTからの BDNF分泌を促進する脂溶

性化合物を同定することを目的とした． 

 

材料・方法 

1. 試薬 

ECの培地は, Lonza社（Basel, Switzerland）の EGM-2 BulletKitに 20%の非働化ウシ胎児血

清（fetal bovine serum: FBS）を加え, 抗生物質としてペニシリン（100 U/ml）とストレプトマイシン（100 

μg/ml）（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を添加したものを使用した．ASTの培地は, アストロサイトメ

ディア（ScienCell Research Laboratories, Carlsbad, CA）に 10%FBS, ペニシリン（100 U/ml）とストレ

プトマイシン（100 μg/ml）（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を添加したものを使用した．アストロサイト

メディアは共培養時の培地としても使用した．PCT は , Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)に 10%FBS, ペニシリン（100 U/ml）とストレプトマイシン（100 μg/ml）

（ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO ）を添加したものを培地として使用した．脂溶性化合物

（ prostaglandin E2 receptor agonists [EP1-4 agonists], prostaglandin D2 agonist [DP agonist], 

prostaglandin F2α agonist [FP agonist], prostaglandin I2 agonist [IP agonist], thromboxane A2 agonist 

[TP agonist], sphingosine-1-phosphate receptor agonists [S1P1-5 agonists], S1P3 antagonist, S1P5 

inverse agonist, lysophosphatidic acid agonists [LPA1-3, 5 agonists], and LPA1 antagonist）は小野薬

品工業株式会社 (Osaka, Japan)より提供された．ヒドロコルチゾンは Sigma-Aldrich 社(St. Louis, 

MO, USA)のものを使用した． 
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2．細胞培養 

以前我々の研究室で樹立した, 温度感受性不死化細胞株の EC（Sano et al., 2010; Sano et 

al., 2013）, PCT（Shimizu et al., 2011a）, AST（Haruki et al., 2013）を使用した．細胞は 5%CO2, 

95%空気の 33℃の湿潤なインキュベーター内で保管した．すべての検討前には, 細胞を

37℃インキュベーターの環境下に 48時間置いた． 

 

3. EC/AST, EC/PCT, EC/PCT/AST共培養 

 ECと ASTもしくは PCTとの 2細胞での共培養の場合（EC/AST, EC/PCT）は, まず

ASTまたは PCTの細胞懸濁液を径 0.4μmの小孔が多数開いているポリカーボネイト膜

をもつインサート（Corning, Manassas, VA）の底面外側（反管腔側）に滴下し, 1時間静置

する．その後, インサート内の底面（管腔側）に EC細胞懸濁液を入れ, 33℃下で培養す

る．コンフルエントになったことを確認後, 37℃下で 48時間静置し検討に使用した．3

細胞での共培養の方法は既報告（Takeshita et al., 2021）に準じた． 

 

4．ELISA 

 Lower chamber内に移行した BDNFの濃度は ELISA（Abcam, Cambridge, MA）で測定し

た．1サンプルあたり 3回ずつ測定をおこなった． 

 

5．TEER測定 

EC/AST共培養したインサート内に, 0.1%になるように EP4 agonist（1μL）, もしくは

S1P5 agonist（1μL）をジメチルスルホキシド（Dimethyl sulfoxide: DMSO）（Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）で希釈したものと, コントロールとして DMSOの

み 1μLを添加し, CellZscope® （nanoAnalytics, UK）のモジュール内に設置し, 3日間の電気

抵抗値を測定した．1 サンプルあたり 4 つずつインサートを用意し, 3 回繰り返し同実験を
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おこない, 再現性を確認した． 

 

6． 統計解析 

 対応のない t検定, 2元配置分散分析を用い, P<0.05であった場合を有意差があると

判断した．統計解析は IBM SPSS Statistics (International Business Machines Corporation, 

Armonk, NY, USA) , JMP version 11.2.1 software (SAS Institute, Cary, NC, USA)を使用した． 

 
結果 

1．ヒドロコルチゾンによる PCT, ASTからの BDNF分泌の促進 

PCTや ASTからの BDNF分泌を促進する物質のポジティブコントロールがなかった．そ

こで我々は, ヒドロコルチゾンに着目した．ヒドロコルチゾンは BBB のタイトジャンクシ

ョンを構成する蛋白の発現を促進したり（Salvador et al., 2014）, BBBの安定性に関わる血管

内皮細胞増殖因子（Vascular endothelial growth factor: VEGF）や血管新生因子（Angiopoietin-

1: Ang-1）の ASTや PCTからの分泌を促進したりすることがわかっていたため（Kim et al., 

2008）, PCTや AST からの BDNF分泌にもヒドロコルチゾンが関与していると推測した．

濃度の異なるヒドロコルチゾン（276×102 nM, 276×103 nM, 276×104 nM）を PCTまたは AST

に 24時間と 48時間作用させた．その後, 培地を回収し ELISAで BDNF濃度を測定すると, 

276×104 nM のヒドロコルチゾンを 48 時間反応させた場合が最も BDNF 濃度が高値であっ

た（Fig. 1A, B）．ヒドロコルチゾンの BDNF分泌への作用は, 反応時間依存的, 濃度依存的

であった．これらのことから, 我々は以後の実験で 276×104 nMのヒドロコルチゾンを 48時

間反応させることをポジティブコントロールとして設定した． 
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Fig. 1. ヒドロコルチゾンの PCT（A）と AST（B）への BDNF分泌促進作用 

異なる濃度と反応時間でのヒドロコルチゾンの PCT（A）と AST（B）への BDNF分泌促

進作用を ELISAで BDNF濃度を測定することで検討した．PCT, ASTいずれも 276×104 nM

のヒドロコルチゾンを 48時間反応させた場合が最も BDNF分泌が高かった．ヒドロコルチ

ゾンの BDNF分泌への作用は濃度依存的, 反応時間依存的な変化を示した． 

AST, astrocyte cell line; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; ELISA, enzyme-linked 

immunosorbent assay; HC, hydrocortisone; PCT, pericyte cell line. 

 

 

2. PCTと ASTからの BDNF分泌を促進する脂溶性化合物の同定 

20種の脂溶性化合物を DMSOで希釈した．DP agonist, EP agonists, IP agonist, FP agonistは

50%阻害濃度（the half maximal inhibitory concentration: IC50）の 10 倍, 100 倍濃度とし, TP 

agonistは Ki（阻害定数）をもとに濃度を設定した．S1P agonistと LPA agonistは 1 μMとし

た．脂溶性化合物が 0.1%DMSOになるように FBSを含有していないアストロサイトメディ

アに添加し, コンフルエントになった PCT, AST に 48 時間反応させた．その後, 培地内の

BDNF濃度を ELISAで測定した．EP1-3 agonist, DP agonist, S1P2 agonist, S1P5 inverse agonist, 

A 

 

B 
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LPA1, 3, 5 agonist, LPA1, 2 antagonistはコントロールと比較し PCTからの BDNF分泌をより

促進した（Fig. 2A）．EP3 agonist, DP agonist, LPA2 antagonistを除き 17種の脂溶性化合物は

コントロールと比較し ASTからの BDNF分泌をより促進した（Fig. 2B）． 

 

 

 

Fig. 2. PCT, ASTからの BDNF分泌への脂溶性化合物の影響 

 PCT（A）, AST（B）からの BDNF分泌への 20種の脂溶性化合物の作用を示す． 

AST, astrocyte cell line; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; DP, prostaglandin D2 agonist; EP, 

prostaglandin E2 receptor; FP, prostaglandin F2α agonist; IP, prostaglandin I2 agonist; LPA, 

lysophosphatidic acid agonist; PCT, pericyte cell line; S1P, sphingosine-1-phosphate receptor; TP, 

thromboxane A2 agonist. 

 

3. EP4 agonistと S1P5 agonistの EC/AST共培養, EC/PCT/AST3層培養での BDNF分泌促

進作用 

 PCT, AST と同様に EC 単培養でも脂溶性化合物をそれぞれ反応させた．いずれの脂溶性

化合物もコントロールと比較し 1.5倍以上の BDNF分泌はみられなかった（Fig. 3B）．我々

 

A B 
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は BBBへの影響なく, PCTや ASTに作用して BDNF分泌を促す脂溶性化合物の同定を目的

としていたため, コントロールとの相対値 1.5をカットオフ値に設定した． 

続いて, EC/PCT, EC/AST, EC/PCT/AST共培養（Fig. 3A）でも同様に 17種の脂溶性化合物

を反応させた．EC/PCT共培養ではコントロールと比較して 1.5倍以上の BDNF分泌を示す

脂溶性化合物はなかった（Fig. 3C）．一方で, EC/AST共培養（Fig. 3D）と EC/PCT/AST3層

培養（Fig. 3E）では, EP4 agonistと S1P5 agonistがコントロールと比較し 1.5倍以上の BDNF

分泌を示し, 統計的にも有意に BDNF分泌を促進していた． 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B C
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Fig. 3. 脂溶性化合物の EC単培養, EC/PCT, EC/AST, EC/PCT/AST共培養での BDNF分

泌への作用 

EC単培養, EC/PCT, EC/AST, EC/PCT/AST共培養のシェーマを示す（A）． 

EC単培養（B）と EC/PCT共培養（C）では 17種の脂溶性化合物の中にコントロールの

1.5倍以上 BDNF分泌を促進するものはなかった．EC/AST（D）, EC/PCT/AST（E）共培

養では, EP4 agonist, S1P5 agonistがコントロールの 1.5倍以上の BDNFを分泌させた．

(Statistics: unpaired t test) *P<0.05, **P<0.01.  

AST, astrocyte cell line; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; DP, prostaglandin D2 agonist; 

EC, endothelial cell line; EP, prostaglandin E2 receptor; FP, prostaglandin F2α agonist; IP, 

prostaglandin I2 agonist; LPA, lysophosphatidic acid agonist; PCT, pericyte cell line; S1P, 

sphingosine-1-phosphate receptor; TP, thromboxane A2 agonist. 

 

 

4. EP4 agonistと S1P5 agonistの TEERへの影響 

EC/AST共培養に EP4 agonist, S1P5 agonistをそれぞれ反応させながら, 経時的 TEER変化

を cellZscope®で測定した．EP4 agonist, S1P5 agonistを反応させたインサートの TEERはコン

トロールと比較して有意な差はなかった（Fig. 4）． 

D E 
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Fig. 4. EP4 agonist, S1P5 agonistの TEERへの影響 

 EP4 agonist, S1P5 agonistを反応させたインサートの TEERはコントロールと比較して有

意な差はみられなかった．(Statistics: two-way ANOVA with repeated measures).  

EP4, prostaglandin E2 receptor 4; S1P5, sphingosine-1-phosphate receptor 5; TEER, 

transendothelial electrical resistance. 

 

 

 

考察と今後の展望 

 我々の研究室では, 温度条件不死化ヒト内皮細胞, ペリサイト, アストロサイトがそれぞ

れに接触を有し 3層構造をとる in vitro BBBモデルを作成した（Takeshita et al., 2021）．本研

究では, このモデルを使用し, 20種の脂溶性化合物のスクリーニングをおこない, EP4 agonist

と S1P5 agonistが ASTからの BDNF分泌を促進することが判明した．これら 2つの脂溶性

化合物は EC/AST 共培養と EC/PCT/AST3 層培養では BDNF 分泌を促進したが, EC/PCT 共

培養では BDNF 分泌は促進されなかった．さらに, これら 2 つの脂溶性化合物を反応させ

た EC/AST 共培養の TEER はコントロールと比較し有意に変化することはなかった．これ
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らの結果から, EP4 agonistと S1P5 agonistは BBB破綻を伴わずに ASTからの BDNFの分泌

を促すと考えられた． 

 S1P は, 細胞膜の主要成分であるスフィンゴミエリンから生成され, 生理活性を有するス

フィンゴ脂質である．S1P受容体は G蛋白共役リゾリン脂質受容体で, S1Pシグナルは, 細

胞の生存や増殖, 運動性, 分化といった全身の機能を制御している．S1P受容体は 5つのサ

ブタイプから成り（S1P1-5）, 全身に発現している．S1P受容体は多発性硬化症の治療薬で

あるフィンゴリモドやシポニモドの標的となっている．フィンゴリモドは主に S1P1受容体

に対するアゴニストであり（Brinkmann et al., 2002）, シポニモドは選択的な S1P1受容体と

S1P5受容体に対するアゴニストであることが知られている（Briard et al., 2015）．シポニモ

ドは進行性多発性硬化症で神経変性が進むことを阻害し, 二次進行性多発性硬化症の経口

内服治療薬として初めて承認された（Kappos et al., 2018）．一方で, フィンゴリモドの神経細

胞に対する直接的な作用について判明していることは限定的である（Miron et al., 2008）．

S1P5受容体に対する作用がシポニモドとフィンゴリモドとの大きな違いである．S1P5受容

体はオリゴデンドロサイトに多く発現しており（Jaillard et al., 2005; Miron et al., 2008）, S1P5

は成熟オリゴデンドロサイトがアポトーシスに陥ることを防ぎ（Jaillard et al., 2005; Miron et 

al., 2008）, 再髄鞘化を促進する役割を担っていると考えられている（Jackson et al., 2011）

（Fig. 5）．しかし, ASTや PCTでの S1P5シグナル経路がどのように機能しているのかは未

だ明らかとなっていない．本研究では, S1P5 agonistが ASTでの BDNF分泌を促すことが判

明した．ASTに S1P5受容体が発現していることは明らかとなっており（Rao et al., 2004; Yu 

et al., 2004）, そのため S1P5 agonistが ASTに直接的に作用しうるとは考えられる．既報告

では, BDNFは神経細胞の生存に関与していると示されており（Allen et al., 2013; Zhao et al., 

2017）, これらの結果から, AST での S1P5シグナルが BDNF を介して神経保護に作用する

ことが推測された．この作用がシポニモドの二次進行性多発性硬化症への効果をもたらし

ている可能性が考えられる．BDNFは神経変性疾患や脳血管障害など多様な疾患で神経保護
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に働くため, S1P5 agonistはこれらの疾患に対する治療薬になることも期待される． 

 EP4は, プロスタグランジン E2（PGE2）によって活性化される G蛋白共役 Eプロスタノ

イド受容体である（Narumiya et al., 1999）．EP受容体は EP1-4の 4種類のサブタイプから成

る．EP1受容体は Gαqを介して細胞内のカルシウムイオン濃度を上げ, EP3受容体は Gαiを

介して cAMP（cyclic adenosine monophosphate）の産生を抑制する．EP2受容体と EP4受容

体はいずれも Gαsを介し, cAMPの産生を促す（Tsuge et al., 2019）．中枢神経に対して PGE2-

EP4経路は有益にも有害にもなり, 発現される作用は細胞の種類や病態によって異なる．例

えば, ミクログリアでの EP4受容体はファゴサイトーシスを誘導し, アミロイド βのクリア

ランスを促す（Woodling et al., 2014）．さらに, 炎症に関わる COX-2, iNOS（Shi et al., 2010）, 

interleukin（IL）-1β, IL-6, tumor necrosis factor-α, chemokine（C-C motif）ligand 3, gp91phox（Bonfill-

Teixidor et al., 2017; Shi et al., 2010; Woodling et al., 2014）の発現を抑制する．これらの作用に

より, アルツハイマー型認知症やパーキンソン病といった神経変性疾患の進行を抑えると

考えられている（Shi et al., 2010; Woodling et al., 2014）．内皮細胞での EP4受容体シグナルは

BBBの透過性を低下させる働きを持つ occludinの発現を増加させたり（Demars et al., 2018）, 

血管平滑筋を弛緩させ中枢神経循環血液量を増加させる e-NOSの発現を促したりする（Xu 

et al., 2017）．そのため EP4 agonistは脳卒中の病変部位縮小効果が見込まれている．脳卒中

後, 神経細胞の EP4の発現は増加し（Liang et al., 2011）, 神経細胞死を妨げ（Xu et al., 2017）, 

神経血管連関を介して血管を拡張させることで（Czigler et al., 2020）脳卒中病変の拡大が抑

えられる．しかし, EP4シグナルは神経毒性も有する．ナイーブ T細胞の EP4は, Th1細胞

の分化や Th17細胞の増殖を促進し（Kawahara et al., 2015）, 樹状細胞の EP4は IL-23の分

泌を促し Th17の増殖を加速させる（Kawahara et al., 2015）．T細胞や単球での EP4はMMP9

（matrix metalloproteinase-9）の発現が亢進し, BBB を通過し CNS への移行が促進される

（Schiffmann et al., 2014）．これらの作用が多発性硬化症の病態に関与している．ASTに EP4

受容体は発現していることは判明しているが（Bonfill-Teixidor et al., 2017, Choi et al., 2006）, 
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機能についてはほとんどわかっていない．一般的に, EP4は二つの主要なリン酸化酵素を介

したシグナリングの活性化に関与していることが知られている． EP4は G蛋白のひとつで

ある Gs を活性化し, アデニル酸シクラーゼと環状アデノシン一リン酸（cyclic adenosine 

monophosphate: cAMP）の産生を促す．cAMPは protein kinase A （PKA）, phosphorylates cAMP-

response element-binding protein（CREB）を活性化する（Yokoyama et al., 2013）．加えて, EP4

は cAMP依存性シグナル伝達と, それに引き続く phosphatidylinositol-3 kinase（PI3K）の活性

化にも関与している．神経細胞, 特に海馬や皮質では, BDNFの分泌は CREBにより制御さ

れている．CREBは PI3Kや PKA, protein kinase Cといった多様なリン酸化経路によってリ

ン酸化・活性化される（Walton et al., 2000）．したがって, ASTでの EP4も CREBを介したシ

グナル伝達によって BDNF 分泌を促進している可能性が考えられる．この CREB-BDNFシ

グナル経路が障害されることは, アルツハイマー型認知症といった神経変性疾患の病態に

関わっている．βアミロイド（Aβ）は CREB-BDNF経路の活性化を抑制し（Rosa et al., 2015）, 

それによりシナプスが消失したり, 神経変性を起こしたりすると考えられている（Allen et 

al., 2011）．一方で, BDNFを反応させることで, Aβによる神経毒性を抑えることが示されて

いる（Arancibia et al., 2008）．このように EP4シグナルには有効性と有害性の二面性を有し

ており, その二面性の制御機構については未だ明らかとなっていないが, 本研究より AST

の EP4シグナルが BDNF分泌を促すことで神経保護に寄与することが推測されるため, EP4 

agonistも様々な神経疾患の治療薬につながる可能性はある． 

 本研究では, S1P5 agonist と EP4 agonist が BDNF の分泌を促進することを示しているが, 

この BDNF 分泌促進がどういったシグナル伝達経路を介したのかについては検討していな

い．加えて S1P5 agonistと EP4 agonistが BDNF以外に TNF-αといった他の因子の分泌に影

響を与えるか否かについては検討していない．したがって, これらについては今後検討して

いく予定である． 
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結語 

本研究では, S1P5 agonistと EP4 agonistが BBBの破綻を伴わず BBBを構成するアストロ

サイトに直接的に作用し, アストロサイトからの BDNF分泌を促進させることが判明した．

このことから S1P5 agonistと EP4 agonistが中枢神経疾患の治療薬となる可能性が考えられ

る．BDNF分泌促進に関わる経路には未だ明らかとなっていないことが多いが, S1P5 agonist

と EP4 agonistによる BDNF 分泌促進システムの詳細が今後解明されることで S1P5 agonist

と EP4 agonistを用いた新規治療薬の開発につながることが期待される． 

 

 

Fig. 5. 血中の BDNF は BBB を通過し CNS へ作用することは困難であるが, 脂溶性化合物

である EP4 agonistと S1P5 agonistは BBBを通過し, アストロサイトからの BDNF分泌を促

すことで神経保護に働くことが予想された． 

BDNF, brain-derived neurotrophic factor; EP4, prostaglandin E2 receptor 4; S1P5, sphingosine-1-

phosphate receptor 5. 
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