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血管 内皮細胞に ほ臓器
,
組織に よ り機能 ,

お よ び構造上 の 多様性が 存在する . 中でも特に
, 脳毛細 血管内皮細胞は 血液

脳関門(bl o o d Lb r ai n b a r ri e r
.
B B B ) で 知 られ る 特異形質を示 す . 従来 ,

B B B の 形成と維持に は , 中枢神経系 で 脳毛細血 管周囲

を取 り囲ん で 存在する ア ス ト ロ サ イ トが 関わ っ て い ると の 仮説が捷 唱され て きて い るが
, 未だ 立証 され る に 至 っ て い な い . そ

の 最大の 理 由ほ
,
血管 内皮細胞 へ の ア ス ト ロ サ イ ト の 作用 を検証す るた め の 適切な試験管内モ デ ル (in vitr o m o d el) が欠如 して

い た た め で ある ･ 本研究で筆者は
一

ラ ッ ト胎児脳よ り初代培養 した 巨型ア ス ト ロ サ イ トと非脳型血 管内皮細胞で ある ヒ ト 臍静

脈内皮細胞 を用 い た 共存培養系を 確立 した . すな わ ち
, 直径 が 3 伽 m の 孔を 有す る膜の 片面に ア ス ト ロ サ イ トを

,
さ らに 他面

に 内皮細胞 を播種後共存培養 し , 種 々 の 脳血管 内皮細胞特異形質 を 指標 と して ア ス ト ロ サ イ ト の 内皮細胞形質転換能を 試験管

内で直接解析 しようと する実験系で あ る . ア ス ト ロ サ イ トほ 実際
, 膜孔 内に 足 突起を 伸長 させ

,
こ の 足突起 を介 して

, 内皮細

胞と接触す る こ と が電子顕微鏡 で 確認 され た , 筆者は
, 臍静脈内皮細胞 を脳 ア ス ト ロ サ イ トと 共存培養する と

, 代表的な脳血

管内皮細胞特異形質の
一

つ で ある ガ ン マ グル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ (g a m m a～gl u t a m yltr a n s p e p tid a s e , T- G T P ) 惰性が
,

ア ス ト ロ サ イ トと の 接触時間な ら びに 足突起を通過 させ る孔の 密度 に 依存 して 上昇 して い る こ と を 見 い 出 した . ま た
I

こ の

T- G T P の 誘導は
, 内皮細胞層を ア ス ト ロ サ イ ト層か ら離 して 培養 した場合や フ

ィ
ー ダ ー 層 を C O S-7 細胞に 代替 した 場合に は

認め られ な か っ た ･ ア ス ト ロ サ イ トか ら調製 した細胞外基質 ( e x tr a c ell ul a r m a tri x , E C M ) ほ 内皮細胞 T-G T P を部分的に 誘導

した ･
ア ス ト ロ サ イ ト に よ る r

- G T P 活性の 増大は 当該酵素蛋白を コ ー ドす る m R N A レ ベ ル の 増大に よ る こ と が逆転写 - ポ リ

メ ラ ー ゼ 連鎖反応 (r e v e r s e tr a n s c rip ti o n- P C R
,
R T - P C R) 法 で 明 らか に され た . ま た

,
ア ス ト ロ サ イ ト と接触培養 した 内皮細胞

で は
,

ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ
ー

(tr a n sf e r ri n r e c e p t o r) ,
P 糖蛋 白 (P- gly c o p r o t ei n

,
P -

g p) ,
T 型 グ ル コ ー

ス ト ラ ン ス ポ
ー

タ ー (gl u c o s e tr a n s p o r t e r-1 ,
G L U T-1) とい っ た 血 液脳 関門関連遺伝子群の 発現も著 しく増大 して い た . さ らに

,
ア ス ト ロ サ イ

トと の 接触に よ り 内皮細胞間に 有意 に 結合装置 (j u n c ti o n al d e vi c e) が 形成 され
,
細胞内の ミ ト コ ン ド リ ア ( m it o c h o n d ria) の 数

が増加す る こ とも電子顕微鏡 で 観察 され た . さ ら に 拡散チ ャ ン バ ー

を 用 い た物質移送 ア ッ セ イ で
, 内皮細胞が ア ス ト ロ サ イ ト

と の 接触培養に よ りイ ヌ リ ン (i n uli n ) に 対す る障壁能 (b a r ri e r a c ti vi ty) を 獲得する こ と が見い 出され ,
こ の 障壁能 に ほ 生理 的

極性も保持 され て い た , した が っ て
,
本研究に よ り

,
ア ス ト ロ サ イ トほ 細胞間の 接触 を介 して 非脳型血 管 内皮細胞を 脳型 へ と

誘導す る ト ラ ン ス 分化能(tr a n s-d iff e r e n ti a ti o n) を有 し , 血液脳 関門を 含む脳 血 管内皮細胞特異形質の 誘導 , 維持に 関わ っ て い

る こ とが 明 らか に され た .

K e y w o r d s a st ro c y t e
,

e n d o t h elial c ell
,

C O -

C ult u r e
,
bl o o d- b r a in b a r rie r

,
t r a n S

- diff e r e n ti a ti o n

血管内皮細胞は機 能お よ び構造上 の 多様性を 有 し
, 臓器 ねよ

び組織に よ り様 々 な 特性を示 す . 特に 脳 毛細血 管内皮細胞ほ 血

液脳関門(blo o d -b r ai n b a r ri e r
,
B B B ) で知 られ る特 異形質 を 有

し, 特殊環境 で あ る脳の 恒常性 (h o m e o st a sis) 維持に 重要 な 役

割を はた して い る と考え られ る
l ト 7}

. 主 な脳 血 管 内皮細胞 特異

形質と して ほ以 下の もの が挙げ られ る . 1 ) 脳血 管内皮細胞ほ

完全に 連続 した 基底膜 (b a s e m e n t m e m b r a n e) を有 して お り
,

有窓形成 (f e n e s tr a ti o n) が見 られ な い
. また

,
内皮細胞 間隙に

ほ 閉鎖帯 (ti g h t j u n c ti o n) が 存在す る
6} ～ "

. 2 ) 物質輸送に 関係

する飲み 込み小泊 (pi n o c yt o ti c v e si cl e) は正 常状態で は きわ め

て少なく , 蛋白な どの 透過性 を制御 して い る
l)g)

. 3 ) ガ ン マ グ

平成 7 年1 2 月1 5 日受付, 平成 8 年 2 月 8 日受理

A b b r e via ti o n s : A L P
,

alk ali n e p h o s p h a t a s e ; B B B
,

ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プチ ダ ー ゼ ( g a m m a- gl u t a m yltr a n s p e p tid a-

S e , T- G T P )
3)4 )1 0 州 )

,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ( alk ali n e

p h o s p h a t a s e
, A L P )

岬 12)
な ど多種の 酵素を 多量に 含 ん で い る .

4 ) 脳血 管 内皮細胞 を通 過す る脳 へ の 物 質輸 送 ほ 単純 拡 散

(p a s si v e diff u si o n) よ りも能動輸送 ( a c ti v e tr a n s p or t) に よ るも

の が 大部分で
, 脳に おけ る必須の 栄養素 に は 各々 固有の 輸送坦

体(t r a n s p o r t e r) が存在 して い る
15)1 6)

. 5 ) 細胞当り の ミ ト コ ン ド

リ ア 数ほ 他臓器の 血管内皮細胞に 比 べ て 約 3 ～ 5 倍多い . こ れ

は脳血 管内皮細胞に おけ る A T P 要求性 と代謝活性の 高さ を示

して い る
IT)

. これ らの 脳血 管内皮細胞特異形質は 中枢神経 系の

発生 に 伴 っ て 獲得 され , 出生時 に は 十分に機能 して い ると い わ

bl o od - b r ain b a r ri e r ; b p ,
b a s e p air (s) ; B S A ,

.
b o vi n e s e ru m

alb u m in ; D M E M
,
D ulb e c c o

,

s m o difi e d E a g le m edi u m ; E C G S
,

e n d o t h eli al c ell g r o w t h s u p p le m e n t ; E C M
,

e X t r a c e11 u la r m a t ri x ; F B S
,
f e t al b o vin e s e r u m ; T

- G T P
, g a m m a

-

gl u t a m ylt r a n s p e p tid a s e ; G F A P
, glial fib rilla ry
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れ て い る
18 ト 加)

脱毛細血 管は
l 内皮細胞 (e n d ot h eli al c ell)

,
ア ス ト ロ サ イ ト

( a st r o c y t e) ,
周皮細胞(p e ri c y t e) ,

ニ
ュ

ー ロ ン ( n e u r o n ) , 基底膜

か ら構成 され る
21)

. なか で も ,
ア ス ト ロ サ イ ト は足 突起 (f o o t

p r o c e s s e s) を 内皮細胞に 向か っ て 伸ば し
,

こ の 足突起末端は 布

状 に 広が っ て 毛細血 管周囲を覆う と ともに 内皮細胞 の 基底膜と

強国に 付着す る .
こ の よう な解剖学的な 関係か ら ア ス ト ロ サ イ

ト よ り出され た シ グナ ル も しくは 液性因 子 に よ り脳血 管内皮細

胞特異形質 が誘導 され て い るの で ほ な い か と従来推測 され て き

た
3 ト T)t O )1 川 3) 1 8)

. しか しなが ら,
こ の 概念ほ想定 され る ア ス ト ロ サ

イ ト の 役割 を検証する た め の 適当 な試 験管 内モ デ ル (i n もitr o

m o d el) が な い こ とか ら , 未だ証明を み る に 至 っ て い な い .

本研究 で ほ
▲

ア ス ト ロ サ イ トの 血 管内皮細胞 へ の 作用 を 直接

試験管内で 解析す る こ と を 目的と して
,

ラ ッ ト胎児脳 よ り初代

培養 した Ⅰ型 ア ス ト ロ サ イ ト と非脳塑血 管内皮で ある ヒ ト臍静

脈内皮細胞の 共存培 養系を 確立 し
, 前者が後者 に 脳血 管 内皮細

胞特 異形質を 誘導 しう るか どうか を γ
- G T P

神 川 0 卜 14 )

,
ト ラ ン ス

フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー (t r a n sf e r ri n r e c e p t o r)
22)

,
P 糖 蛋 白

( P -

gly c o p r o t e主n ,
P- g p)

23)

,
Ⅰ 型 グル コ

N

ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー

(gl u c o s e tr a n s p o rt e r
-1

,
G L U T -1)

2 脚

とい っ た B B B 関連遺伝子

や 閉鎖帯形成を 含む 超徴構造
8 卜 8)

,
さ ら に ほ イ ヌ リ ソ に 対す る

障壁活性を指標
l 町に 検討 した . こ の 結果 ,

ア ス ト ロ サ イ ト は 内

皮細胞と の 接触を 介 して これ らすべ て の B B B 機能を 誘導 しう

る こ と が 見い 出され た .

材料 お よび方法

Ⅰ . 細 胞

1 . 血 管内皮細胞

血 管内皮細胞 は ヒ ト臍静脈よ り既述の 方法に よ り初代培養 し

た
28)

. 細胞ほ15 % 牛 胎児 血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m
,
F B S) (C ell

C ult u r e L a b o r a t o ri e s
,
C l e v e la n d

,
U S A ) ,

1 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ ン

A

( 和光純薬 , 大阪) ,
1 0 0 鵬/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (和 光純薬) ,

7 5Jl g/ m l 内 皮 細 胞 増 殖 用 添 加 物 ( e n d oth eli al c ell g r o w

S u p Ple m e n t
,
E C G S) ( C oll a b o r a ti v e R e s e a r c h

,
B e df o r d

, U S A ) ,

2 5J Lg/ m l ヘ パ リ ン (si g m a
,
S t .L o u is

,
U S A ) を含 む RP M I 1 640

培 地 ( G ib c o , G l a n d I sl a n d , U S A ) と1 9 9 培 地 ( m e di u m 1 99

C O n t ai ni n g H a n k
'

s s alt
,

m e d i u m 1 99) ( G ib c o) を 等量混合 した培

地に て維 持 し
, 実験 に は 8 ～ 1 4 継代目 の 細胞を 用 い た . 9 5 % 以

上 の 細胞 が ア セ チ ル 化低密度 リ ボ 蛋 白 (lo w d e n sit y lip o p r o te-

i n
,
L D L ) 取 り込み 能を 有 し

,
血 管 内皮細 胞 と 同定 さ れ た (図

1一丸 B) .

2 . ア ス ト ロ サ イ ト

胎生1 6 ～ 1 8 日 目 の S p r a g u e
- D a w le y 系ラ ッ ト胎児脳よ り既述

の 方法に て ア ス ト ロ サ イ トを 初代培養 した
27)

. 培養 化 した 細胞

は20 % F B S , 1 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ ン
,
1 0 0 p g/ m l ス ト レ プト マ イ

シ ソ を含 む ハ ム F-1 0 培地 ( H a m

'

s F-1 0 m e di u m ) ( 日水製薬.

東京) に て 2 日 間静置培養 した 後 ,
1 6 % F B S

,
1 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ

ン
,
1 0 恥g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン を含む ハ ム F-1 0 培地に 交換

して 約1 週 間維持 し
, 実験に 用 い た . 95 % 以上 の 細胞が

,
グリ

ア 線維酸性蛋 白 (gli al fib rill a ry a cidi c p r o t ei n , G F A P ) 陽性で
,

A 2 B 5 陰性 で あ る こ と か ら Ⅰ 型 ア ス ト ロ サ イ ト と同定され た

( 囲 トC) .

3 . C O S- 7 細胞

ア フ リ カ ミ ドリザ ル の 腎臓上 皮由来細胞株 で あ る C O S て 細

胞
28)

を 1 0 % F B S , 1 00 U/ m l ペ ニ シ リ ン
,
1 0 0 FLg/ m l ス ト レ プ ト マ

イ シ ン を 含 む ダ ル ベ
ッ

コ 改 変 イ
ー

グ ル 培 地 ( D ulb e c c o

'

s

m o difi e d E a g le m e di u m
,
D M E M ) ( 日 水製薬) に て維持 した . 当

細胞株 は 理化 学研究所細胞銀行か ら分与され た .

Ⅲ . 共 存培 養系 の作製

初代培養 ラ ッ ト胎児脳 ア ス ト ロ サ イ ト と ヒ ト臍静脈内皮細胞

を用い
, 図2 に 示 す 2 種類 の 共存培 養系 を 作製 した . す なわ

ち ｡

一

つ の 系 で は 図 2-A の 如く l 孔 径が 3 仇J m の セ ル カ ル

F i g ･ 1 T H u m a n u m bili c al v ei n e n d o th eli al c ell s a n d r a t f e t al c e r e b r al a s tr o c y t e s i n c ult u r e . ( A ) P h a s e c o n tr a s t mi c r o g r a p h of

h u m a n u m b ilic al v ei n e n d oth eli al c ells ･ ( B ) S t ai ni n g of e n d oth eli al c ell s in th e s a m e fi eld w ith a c e tyl a t e d L D L l a b e11 ed w ith l
,

1
'

- di o c t a d e c yl
-3 , 3 , 3

'

,
3

'
-t e t r a m e th yli n d o c a r b o c y a n i n e p e r c hl o r a t e . (C ) S t ai ni n g of r a t f et al c e r e b r al a s tr o c yt e s w ith a

m o n o cl o n al a n tib o d y a･g ai n st gli al fib rill a r y a cidi c p r o t ei n . B a r s
,
5 0 /上m ,

a c idic p r ot ei n ; G L U T -1
'

, g l u c o s e tr a n s p o rt e r -1 ;
.
H B S S

,
H a n k

'

s b al a n c e d s alt s ol u tio n ; L D L , l o w d e n sit y

lip o p r ot ei n ; P B S
, p h o s p h at e

- b uff e r e d s a li n e ; P -

g p , P -

g ly c o p r ot ei n ; R T - P C R
,

r e V e r S e t r a n S C rip ti o n - P C R ;

S S P E
,

S alin e s o di u m p h o s p h at e et h yl e n e d ia mi n e t et r a a c eti c a cid
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伽 祀 ぬ Cg 班 和 毘g ゐダg gg

C

チ ャ
ー イ ン サ ー ト ( c ell c ult u r e i n s e r t

,
F al c o n

,
3 0 9 1) (B e c t o n

Di c ki n s o n
,
L i n c ol n P a r k

,
U S A ) の ポ リ エ チ レ ン テ レ フ ト レ ー ト

膜の 片方の 面に ア ス ト ロ サ イ ト を 4 ×1 0
6

個播 い て 接 着 させ た

軋 ヒ ト臍静脈内皮細胞を 別面に 2 ×1 0
5

個 播い て 共存培養 を

行っ た . こ の 系で ほ
,

ア ス ト ロ サ イ ト の 足突起が 3 . 恥 m の 孔を

通過して 内皮細胞と 直接の 接触 を も つ こ と が 期待 され る . 実

阻 足突起 を介する 両細胞種の 接触 が電 子顕微鏡に よ る観察 で

確認され た (図 2-C) . も う
一

つ の 系 で は 2 ×1 0
5

個 の 内皮細胞を

孔径 が 0 .4 5 即m の セ ル カ ル チ ャ
ー イ ン サ

ー

ト (F al c 吼 3 09 0)

(B e c t o n D i c ki n s o n) の 膜上 に
,

ア ス ト ロ サ イ トほ 6 穴の マ ル チ

ウ ェ ル セ ル カ ル チ ャ
ー

プ レ
ー

ト ( m u lti w ell c e11 c ult u r e pl a t e
,

F alc o n , 3 5 0 2) ( B e c t o n D i c ki n s o n) 上 に ウ ニ ル 当り 8 ×1 0
6

個播

き
, 両者の 接触 を 阻 止 した 条 件 下 で 共 存 培 養 を 行 っ た ( 図

2 -

B ) . な お
,

ア ス ト ロ サ イ ト培養用 セ ル カ ル チ ャ
ー

プ レ
岬

ト お

Wf 班 ∂αよC b 柁ぬ Cg

H u m a n u m bi[i c aI

e n d o th e = a = 治l】s

2 5 9

B

F ig ･ 2 ･ S c h e m ati c di a gr a m s ill u s tr a ti n g th e
"

C o n t a c t

th r o u g h F e e t
"

( A ) a
.

n d th e
``

wi th o u t C o n t a c t
"

(B ) E C- a Str-
O C yt e C O

-

C u lt u r e s y s t e m s . (C) T r a n s mi s si o n el e c tr o n mi c r o-
g r a p h d e m o n st r a ti n g a n a str o c y t e e n df o o t m ak in g c o n t a ct

W ith E C th r o u g h a 3 .0- P m P O r e Of th e p oly et h yl e n e

te r e ph th al a t e m e m b r a n e . I n th e
"

C o n t a c t wi th F e e t
"

S y S t e m
,

Si mi 1 a r o b s e r v atio n s w e r e o b t ai n e d w ith m o st

S e C tio n s th a t tr a v e r s e d th e p o r e s , A
, a St r O C y t e ; E C

,

e n d o th eli al c eIl ; M
,

m e m b r a n e . B a r
,
3 /上m .

よび ポ リ エ チ レ ン テ レ フ ト レ
ー ト 膜 ほ あ ら か じめ ポ リーD- リ ジ

ン ( p oly
- D -1y si n e b r o mi d e

, 分 子 量 30
,
0 0 0 ～ 7 0

,
00 0) (Si g m a)

1 恥g/ m l に2 4 時間浸 した 後さ ら に24 時間乾燥 させ て
,

コ ー テ ィ

ン グ した もの を用 い た
g)

. C O S -7 細胞フ
ィ

ー

ダ
ー

層は ア ス ト ロ

サ イ トと 同様に 調製 した . い ずれ の 系で も, 共存培養系時に ほ

ヒ ト臍静脈内皮細胞用培地 を使 用 し
, 培地交 換は48 時間毎 に

行 っ た .

Ⅲ . γ
- G T P 酵素活性測定

共存培養後内皮細胞を0 . 2 5 % ト リ プ シ ン ( G I B C O ) で膜か ら

剥が した後 , あ らか じめ 水冷 し て お い た ハ ン ク ス 液 (H a n k
'

s

b al a n c e d s alt s ol u ti o n
,
H B S S) ( 日 水製薬) に て 3 回 洗浄し

, 分

析 まで - 80 ℃に 保存 した , T
,

- G T P 酵素活性 は C a s p e r らの 方法

に 従 っ て 測定 し だ
9)

. すな わ ち
,

グ ル タ ミ ル サ ニ ト ロ ア ニ リ ド

( gl u t a m yl サ nitr o a nilid e) を基質と して 波長 410 n m に お け る 吸

光度か ら生成 p- ニ ト ロ ア ニ リ ン ( p- nit r o a nili n e) 量を 求め
,
3 7 ℃

で 1 分間当り 1 n m ol の p- ニ ト ロ ア ニ リ ン を合成す る活性 を l

単位と した . 細 胞懸濁 液の 蛋白濃 度 は B r a df o r d の 方法に 従

い
38)

,
バ イ オ ラ ッ ドプ ロ テ イ ン ア ッ セ イ キ ッ ト(B i oL R ad p r o tei n

a s s a y) ( B i o- R a d
,
R i c h m o n d

,
U S A ) を 用 い て ,

5 9 5 n m の 波長に

お け る 吸 光度 か ら 算定 し た . こ の 際 , 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン

(b o v i n e s e r u m alb m i n , B S A) を標 準と した .

Ⅳ . 細胞外基質 ,
お よび 調節培地の 調製

S c h o r らの 方法に よ り
31)3 2 )

,
ア ス ト ロ サ イ ト由来の 細胞外基質

( e x t r a c ell ul a r m at ri x
,
E C M ) を調製 した . 初代培養ラ ッ ト 胎児

脳 ア ス ト ロ サ イ トをあ らか じめ ポ リ デ ィ
ー リ ジ ン に て コ ー ト し

た フ ラ ス コ (F al c o n , 3 11 0) (B e c t o n D ic k i n s o n) に て コ ン フ ル エ

ソ ト と な る ま で 培 養 後 ,
1 0†□ M リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

(p h o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e
,
P B S) (p H 7 .4) に て 洗浄 し,

0 .0 2 N 水

酸化 ア ン モ ニ ウ ム (和光純薬) を 加え て室温 で 約1 0 分 間の イ ン

キ ュ
ベ ー

シ ョ ン を 行 っ た ∴溶解 また ほ浮遊 した細胞を ピ ペ ッ テ

ン ダ に て 除去 した 後,
P B S に て 2 回洗浄 し

,
フ ラ ス コ 底に 残存

した物質を ア ス ト ロ サ イ ト由来 E C M と して用い た . また , 対

照 と して 用い た C O S- 7 の E C M も同様 に 調製 した . これ ら の

E C M 上 に 内皮細胞を播き ,
コ ン フ ル エ ソ ト とな るま で培養後,
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γ
- G T P 酵 素活 性 を 測定 した . ま た

, 内皮細 胞 を マ ト リ ゲ ル

400 /唱/ m l ( M a trig el , C oll a b o r a ti v e R e s e a r c h)
,

Ⅳ塾 コ ラ
ー ゲ ン

1 0 0JJ g/ m l( C oll a g e n ty p e Ⅳ , C oll a b o r a ti v e R e s e a r c h) ,
フ ァ イ ブ

ロ ネ ク テ ン 1 0 FLg/ m l (H u m a n P l a s m a F ib r o n e c ti n
,

U p s t a t e

B i o t e c h n ol o g y I n c o r p o r a t e d
,
L a k e P la cid

,
U S A ) ,

ポ リ ー D- リ ジ ン

10 p g/ m l (S ig m a) で そ れぞれ コ ー ト した フ ラ ス コ で 4 日 間培養

後 , r
- G T P 酵素活性を 測定 した .

調節培地 を 得る た め
,

サ ブ コ ソ フ ル エ ソ トの 状態に ある ア ス

ト ロ サ イ ト を P B S に て洗浄 した後 ,
1 5 % の F B S を 含む新鮮な

R P M I 1 6 4 0/ M 柑9 混合中 で4 8 時 間培養後 , 培地 を 回 収 し
,

1 ,6 0 0 rp m
1

5 分間の 遠心上 清を
-

20 ℃ に 冷凍保存 した . 使用 直

前に 解凍 し , 1 5 % の F B S を含 む新鮮な R P M I 1 6 4 0/ M 1 9 9 混合

培地 と 1 : 1 に な る よう に 混合 し
, 孔径 0 .2 2 J上m の フ ィ ル タ ー

( M I L L E X - G V ) (M illip o r e
,
B e df o r d

,
U S A ) を 用 い て ろ過 し

,
こ

れ を ア ス ト ロ サ イ ト 由 来 調 節 培 地 ( a s tr o c y t e c o n diti o n e d

m e di u m ) と した .

Ⅴ . ポ リ (A )
+
R N A の 分離

共存培養を 終え た 内皮細胞を0 . 2 5 % トリ プ シ ン に て 分散 し
,

氷冷 した P B S に て 3 回洗浄 した . P B S を完全に 取 り除い た後

の 内皮細胞か ら Q ui c k P r e p m R N A 精製 キ ッ ト (P h a r m a ci a
,

U p p s al a
,
S w e d e n ) を用い て ポ リ ( A)

+
R N A を分離 し だ

3)
.

Ⅵ . D N A の化学合成

代表的な B B B マ ー カ ー で ある γ
- G T P

,
ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ

セ プ タ
ー

,
P -

g p , G L U TTl を コ
ー

ドす る m R N A に 特異的な プ

ライ マ ー

. プ ロ ー

ブ と して 以下の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ

チ ドを 設計 し
,

フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ド法に よ り D N A 合成装置

モ デ ル 39 2 ( A p p li e d B i o s y s t e m s
,
C A

,
U S A ) を用 い て 化学合成

した . 合成 した オ リ ゴ マ
ー

の 精 製 に ほ O P C カ ラ ム ( A p pli e d

B i o s y s t e m s) を用 い た .
プ ラ イ マ ー の 配列は T- G T P m R N A 上

流 プ ラ イ マ ー ( 以下 ,
U) が (5

'
- A T C G C G T C C A C C T C A T C G-

3
'

) ( c D N A 塩基番号 493-51 1) , r- G T P m R N A 下流 プ ラ イ マ ー

(以下 ,
D) (5

'

- C C C A A A G T C C T C T T C C T C A -3
'

) (6 5 1-6 69)
3 珊

,

ト ラ ン ス フ ェ リ ン レセ プ タ ー

m R N A- U (5
'

- G T G A C C C T T A C-

A C A C C T G G A-3
'

) (1 1 8 0-1 1 9 9) , ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ
ー

m R N A - D (5
'

- T C C C T C T A G C C A T T C A G T G G- 3
'

) (1 65 ト1 6 7 0)
36)

,

P -

g P m R N A p U (5
'

- C C C A T C A T T G C A A T A G C A G G- 3
1

) (3 0 2 0-

3 03 9) , P -

g p m R N A- D (5
'

- G T T C A A A C T T C T G C T C C T G A-3
'

)

(31 5 7 -31 7 6)
3T)

, G L U T-1 m R N A- U (5
'

L T C T G G C A T C A A C G C T-

G T C T T- 3
'

) (1 0 3 2 -1 0 51) ,
G L U T-1 m R N A - D (5

'

- A G C A-

C A T G C C C A C A A T G A A A -3
'

) (1 4 2 4 -1 4 4 3)
a8)

, 内 部 プ ロ
ー ブ

(i n t e r n al p r o b e) の 配 列ほ T- G T P 内部 プ ロ ー ブ ( 以下 ,
Ⅰ) が

(5
'

- T A C T G A T T G C T C C A G G C A G A - 3
'

) (6 2 2 -6 4 1) ,
ト ラ ン ス

フ ェ リ ン レ セ プ タ ー ーⅠ(5
'

- T G T G A A G C T C A C T G T G A G C A - 3
1

)

(1 3 7 9 -1 3 9 8),
P g p-Ⅰ (5

'
- G G C G C T G G G A A G A T C G C T A C-3

'

)

(3 0 9 8 -31 1 7),
G L U T-1 Ⅰ(5

'
- T T C T T T G A A G T G G G T C C T G G - 3

'

)

(1 3 1 1 -1 3 3 0) と設定 した . ヒ ト β- ア ク チ ン (β-a C ti n) m R N A に 対

す るプ ラ イ マ ー

(a c ti n
- U , a C ti n

- D) ,
プ ロ ー ブ( a c t in -Ⅰ) の 配列ほ

文献 39) に 従 っ た .

Ⅶ . 定 量 的 逆 転 写 - ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連 鎖 反 応 (r e v e r s e

t r a n s c ri pti o n
- P C R

,
R T - P C R ) と増幅産物 の サ ザ ンプ

ロ ッ ト分析

G e n e A m p R N A P C R K it (P e r ki n
- El m e r C e t u s

,
N o r w a.1k ,

U S A ) を用 い
, まず ポ リ ( A)

+

R N A を鋳型と して逆転写酵素に

て cD N A を 合成 し
,

つ い で各 m R N A に 特異的な プ ラ イ マ ー

を

用 い て T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ に て c D N A 断片を増幅 した

40}
.

反応 に ほ D N A サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー

( P e r ki n- E l m e r C e t u s) を使

用 した ･ P C R 反応度 物を 2 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に て 電気泳動し
,

ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー ( ハ イ ポ ソ ド N
'

,
A m e r sh a m

,
B u c k in g h aL

m s hir e
,
U K ) に 転写後 ,

U V ス ト ラ タ リ ン カ ー 2 4 0 0 (S tr at a g e-

n e , L a J o11 a , U S A ) を 用 い て フ
ィ

ル タ ー に 波長 254 n m の 紫外線

を120 ミ リ ジ
ュ

ー ル 照 射 し D N A を固定 した .
つ い で

,
フ ィ ル

タ ー

を50 % ホ ル マ リ ン
, 5 ×食塩 -

リ ソ 酸 ソ ー ダ エ チ レ ン ジ ア

ミ ン 四 酢 酸 液 (s ali n e s o di u m p h o s p h a te e th yl e n e di a m i n e

t e tr a a c e ti c a cid
,
S S P E ) ,

5 × デ ソ ハ ル ト 液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ ー

ル ピ ロ リ ド ン
, 0 . 1 % ウ シ ア ル ブ ミ ン

,
0 . 1 % フ

ィ
コ ー

ル) ,

1 % S D S
,
5 0 0 p g/ m l 変性 サ ケ 精子 D N A (S ig m a) か らな る溶液中

で50 ℃ ,
4 時間プ レ ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た後 , 5 0 % ホ ル マ リ

ン
,
5 ×S S P E

,
5 × デ ン ハ ル ト液 ,

1 % S D S
,
5 0 0 FL g/ m l 変性サ ケ

精 子 D N A ,

32

P 標識オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 1 0 p m ol から

な る溶液中 で50 ℃
,
1 6 時間 ハ イ プ リ ダイ ズ させ た . プ ロ ー ブ標

識に は
よ
D N A 5

'

末端標識キ ッ ト(宝酒造 , 京都) と 【r-
32
P ] ア デ

ノ シ ン 三 リ ソ 酸 (N E N R e s e a
.
c h P r o d u c t

,
W il m i n g t o n

,
U S A ) を

使用 した .

ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ
ョ

ソ 後 ,
フ ィ ル タ ー

を 2 ×S S C ,

0 .1 % S D S に て 室温 で20 分 間 ,
1 回 ,

つ い で 0 .5 × S S C
,
0 .1 %

S D S に て 室温 で20 分間 , 1 回洗浄 し,

-

8 0 ℃ で オ
ー

ト ラ ジオ グ

ラ フ ィ
ー

を 行 っ た . さ らに バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

F U JI X

B A S l O O O ( 富士
, 浜松) に で

2
P 放射活性を 測定 した

相
.

Ⅷ . 経 内 皮 透 過 性 試 験 (t r a n s e

■

n d o t h eli a l p e r m e a bility

a s s a y)

G r a s s ら の 方法 に 従 い
42)

,
内皮細 胞 を 介 した 移送 ア ッ

セ イ

(p e r m e a bilit y a s a sy) を 行 っ た . これ に 先だ っ て ,
ア ス ト ロ サイ

ト ー 内皮細胞の 接触培 養系 で は
! 孔径 3 .0 /上m の ス ナ ッ プウ ェ ル

(S n a p w elI
,
9 3 5 0) ( C o s t a r

,
P l e a s a n to n

,
U S A ) 膜裏面に ア ス ト

サ イ ト を 培養 化 した 後 , 同 じ面 の 表 面 に 内 皮 細胞 を 播き ,

1 5 % F B S を含 む R P M I1 6 4 0/ M e d i u m 1 9 9 培地 に て 4 日 間共存培

養 した . 非 接 触 培 養 系 で は膜 表 面 に 内皮細胞を 播い たス ナ ッ

プウ ニ ル を
, あらか じめ ア ス ト ロ サ イ ト を 播い て お い た プ レ

ー

ト 内に 移 して 共存培養 した . 共存培養後, 膜に 内皮細胞が付着

して い る こ と を確認 し
,

ス ナ ッ プ ウ ェ ル を ク レ ブ ス
･ リ ン ガ

ー

緩衝液 ( K r e b s- R i n g e r
'

s bi o c a r b o n at e b uff e r , p H 7 .4) で リ ン ス

後 , 温水湾流 に よ り37 ℃に 予熱 して おい た 移 送 拡 散 研 究 用

チ ャ
ン バ ー シ ス テ ム (C o st a r) に 装着 した . 装 着 後 直 ちに

, あ

らか じめ37 ℃ に 暖め て お い た ク レ ブ ス ･ リ ン ガ ー 緩衝液を供給

側お よ び受容側の 両 側の チ ャ
ン バ ー に 8 m l ず つ 加え た後 ,

95 %

0 2 ,
5 % C O 2 で バ ブ リ ン グさ せ て 同液を 据拝 させ た , 2 0 〃C i/ m l

の 濃度 で [
3
H】イ ヌ リ ン (2 6 0 m Ci/ g , N E N R e s e a r c h P r o d u ct)

を
,
1 0 p C i/ m l の 濃度 で[

14
C】 ブ タ ノ ー ル (1 .0 1 m C i/ m m ol

,
N E N

R e s e a r c h P r o d u c t) を 供 給 側 の チ ャ ン バ ー に 加 え ,
3 0 分後に

受容側 よ り 1 m l
,
6 0 分後 に 両側チ ャ

ン バ ー よ り I m l ず つ 採取

し
, 各 々 全量を 10 m l 液体 シ ン チ レ

ー

シ
ョ

ン カ ク テ ル と 混和

後,

3
H/

14
C 放射活性を 測定 して , 次式 に よ り 透過 性を 算出し

た .

P =

V ･ d C

A ･ C o
･ d t

(d C/ d t
, 1 秒間に ス ナ ッ プ ウ エ ル を 通過 す る RI 値 (d p m /

m l/ s e c) ; Ⅴ
,受容側 の チ ャ ン バ ー

の 容量( m l) ; A
,

ス ナ ッ プウ エ

ル の 膜面横 ( c m
2

) ; C o
, 供給側の チ ャ ン バ ー の 最 初 の Ⅲ 濃度



ア ス ト ロ サ イ トに よ る脳血管 内皮細胞特異形質の 誘導

(d p m / m l) ･ )

バ リア
ー 活性ほ【

3
H】イ ヌ リ ソ に つ い て の P の 値 を【

1`
C】ブ タ

ノ
ー ル に つ い て の P の 値で 険 したも の を 内皮細 胞単独 の 場合

を100 と した相対値で表 現 した ･

Ⅸ . 電子顕祷鏡に よ る観察

共存培養後 ,
セ ル カ ル チ ャ イ ン サ ー トの ポリ エ チ レ ン テ レ

フク レ
ー

= 漠を P B S に て 洗浄 し
,

1 % の カ コ ジル 酸ダ ル ク ル

アル デ ヒ ドで 1 時 臥 後固定 し
,

シ ョ 糖溶液 に て 洗浄 した ･ さ

らに ,
2 % 四 酸化 オ ス ミ ウ ム を 1 時間反応 させ た 乳 ア ル コ

ー

ル 系列お よび プ ロ ビ レ ソ オキ サ イ ドに て 脱水 した ･ そ の 乱 エ

ボン 樹脂に 包埋 し
,
1 〟 m の 薄切切片を 作製 した ･ ト ル イ ジ ン ブ

ル
ー 染色に て光顕的 に 観察 して超帝都位を 選定 軋 薄切切片か

ら超薄切片を作製 した . 超薄切片は ウ ラ ニ ー ル と酢酸鉛 で 2 重

染色し
,
=

- 6 0 0 型電子 顕敏鏡 ( 日立 製作所 , 日 立) に て 観察 し

た .

成 績

Ⅰ . ア ス トロ サイ ト
ー 内皮細胞共存培養系 の確立

Gr ｡ b st ei n らの 提唱 した誘導観 織 (i n d u ci n g ti s s u e) と 応答魁

織( c o m p e t e n t r e s p o n di n g tis s u e) 間 の 近 接 組 織 間 相 互 作用

(
･･

p r o xi m a t e ti s; u e i n t e r a c ti o n s
"

) の 様式
43} ～ 4 5}

に 基 づ き, 筆者は

初代培養 ラ ッ ト胎児脳 ア ス ト ロ サ イ ト と ヒ ト臍静脈 内皮細胞を
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用 い た 2 種 の 共 存培養 系を 確立 した . そ れ ら の 模 式 図 を 囲

2- A お よ び-B に 示 した . 接触共存 培養 系 (
`
`

C o n t a c t th r o u g h

F e e t
"

m o d el) でほ
, 直径 3 .O FL m の 孔 を有す るセ ル カ ル チ ャ

ー

イ ン サ ー ト の メ ソ ブ ラ ン の 片方 の 面に 内皮細胞を , さらに もう

片方の 面に ア ス ト ロ サ イ ト を培 養 した (図 2 - A ) . こ の モ デル

ほ
t

G r o b st ei n らの 細胞 間接触 モ ー ド (
"

c eIl - tO -

C e11 c o n t a c t
"

m o d e) に 基づ い てお り,
ア ス ト ロ サ イ トの 足突起が 3 . 恥 m の 孔

を通過 して 内皮細胞 と直接の 接触を持 つ こ とが でき
,
両 者 の 細

胞 の 接触に よ る影響を 見る こ と に な る , も し こ の モ デ ル で 内皮

細胞 に なん らか の 変化が 誘導 されれ ば,
こ の 誘導 にほ ア ス ト ロ

サ イ トの 細胞表面も しくは細胞外基質に 結合 した こ と に よ る シ

グナ ル が関与 して い る可 能性 が 強 い , 電子原 敬鏡 に よ る観 察

で ∴接触共存培養系 で は実際ア ス ト ロ サ イ トが 足突起 を介 して

内皮細胞と接触 して い る こ と が確認 され た ( 図 2 - C ) . もう 一 方

の モ デル ほ非接触共存培養系(
"

w ith o u t C o n t a c t
"

m o d el) と し

て
,
0 .4 5〟 m の 孔を 有するセ ル カ ル チ ャ

ー イ ン サ ー ト の メ ソ ブ

ラ ン 上 に 内皮細胞を , さ らに セ ル カ ル チ ャ
ー プ レ ー ト 上 に ア ス

ト ロ サ イ ト を培養 した (図 2-B) . こ の モ デ ル は G r o b s tei n らの

液性 国子の 拡散モ
ー ド(

`
'

diff u si o n of s ol u bl e si g n al s
"

m o d e) に

基づ い てお り
, 両細胞種間 の 物理 的 接触 を 妨げ て い る こ と か

ら ,
ア ス ト ロ サ イ ト 由来の 液性 因子 の 影響の みを み る こ と に な

る . ま た
1

こ の ア ス ト ロ サ イ ト 由来 の シ グ ナ ル が 能動 的

(
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Fig . 3 . I n d u c ti o n of T
- G T P i n E C b y c o n t a c ti n g a st r o c y t e s . ( A ) T- G T P a c ti vity in E C c o

-

C u lt u r e d w ith a s tr o c y t e s ･ F o u r d a y s

aft e r c o
-

C ult u r e i n th e

"

w ith o u t C o n t a c t
''

o r th e
'L

C o n t a c t th r o u g h F e e t
''

s y s t e m s
,
E C w e r e a s s a y e d f o r T

-

G T P a c ti vi ty a s

d e s c rib e d u n d e r M a t e rial s a n d M e th o d s . T h e v al u e s a r e e x p r e s s e d a s 豆 士S D ( n
= 4 ～ 5) a n d r el a te d t o th e v alu e f o r E C

C ult u r e d al o n e . 脇 ,
C O

-

C u lt u r e w it h a str o c y t e s ; □,
C O

-

C ult u r e w ith C O S-7 c ells ; H ig h- p O r e d e n sity ,
C Or C ult u r e u si n g a c e11

C ult u r e i n s e rt w h i c h h a s 2 .5イold h i gh e r d e n sity of 3 .OTFL m p O r e S . * a n d N S , p < 0 .01 a n d n o t si g n ifi c a n t
.
r e s p e c ti v ely ,

a n aly z e d b y

S t u d e n t
'

s t t e st . T h r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s g a v e si m il a r r e s u lts . (B ) T i m e c o u r s e of a str o c y t e i n d u c ti o n of E C T
- G T P ･ E CL

W e r e h a r v e s t ed a t th e i n di c a t e d ti m e p oi n t a n d a s s a y e d f o r T q G T P a c ti vity . T h e a st r o c y t e f e e d e r l a y e r w a s r e m o v e d o n d a y 4

W ith a c ell s c r a p e r . T h e v aI u e s a r e e x p r e s s e d a s 意 土S D (n = 3) a n d r eI a t e d t o th e v al u e w ith o u t c o
-

C u lt u r e o n e a c h d a y ･ *
,

p < 0 ･0 1
,

a n al y z e d b y S t u d e n t
'

s t t e s t .

- ○ -

,
E C al o n e ;

一 鰯 -

,
C o n t a c t th r o u gh F e e t ;

一

軍
ー

,
C o n t a c t th r o u g h F e e t (r e m o v al

Of a s tr o c y t e s o n d a y 4) ;
- ◎ -

,
wi th o u t C o n t a c t ;

- ◎ r w ith o u t C o n t a c t (r e m o v al of a,St r O C yt e S O n d a y 4) ･ A G ,
a S tr O gli a =

a str o c yt e s .
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(i n s tr u c ti v e) か 受動的 ( p e r mi s si v e) か を判定す るた め に
,

コ ン

ト ロ ー ル 細胞 と して C O S - 7 細胞 を用 い た .

Ⅱ . ア ス ト ロ サイ トとの接触増養 による 内皮細胞 r
- G T P の

誘導

まず ,
こ れ ら の 2 つ の モ デ ル で

,
ア ス ト ロ サ イ ト と共存培養

した 内皮細胞 の r
-

G T P 活性を 測定 した ∴対照 と して ア ス ト ロ

サ イ トの 非存在 下に 純培養 した 内皮細胞と C O S - 7 細 胞 と 共存

培養 した 内皮細 胞を 用い た . T- G T P ほ代表的な B B B マ ー カ ー

の
一 つ で

, そ の 脳血 管内皮細胞に おけ る生理 的役割 と して は
,

1 ) ア ミ ノ 酸能 動 輸送 と 共役 して r- グ ル タ ミ ル 基 転 移反 応

(tr a n s p e ptid a ti o n) を触媒す る こ と
46)

, 2 ) 血管透過性 を上 昇 さ

せ る ロ イ コ ト ル エ ン C 4 (le u k o tri e n e C 4) を 不 活性型で あ る ロ イ

コ トル エ ン D 4 (l e u k o tri e n e D 4) に 変換 して 脳微小環境を 保護す

る こ と
4丁)

が知 られ て い る .

園 3 - A に 示 す よう に
, 内皮細胞 の T

- G T P 活性は 接触共存培

養系で有意に 上 昇 し
, 非接触共存培養系で は明 らか な 変化は 認

め られ なか っ た .
ア ス ト ロ サ イ t と 4 日間接触培養 した 内皮細

胞の γ-G T P 活性は 単独培養 した 内皮細胞 に 比 し約 3 倍高く ,

さ らに 3 . 恥 m の 孔 の 密度を2 . 5 倍 に 増加 させ る (高頻度孔接 触

共存培養系 ,

``

H ig h p o r e d e n sity
"

m o d el) と約 5 倍 に ま で 上 昇

した (図 3 - A ) . また
,
C O S - 7 細胞を ア ス ト ロ サ イ † の 対照 と し

て 用い た 群で は
t

い ずれの 共存培養系で も有意 な r-G T P 活性

の 上昇は 認め なか っ た (図 3 - A ) .

つ ぎに
,

ア ス ト ロ サ イ ト と 共存 培養 した 内皮 細胞 に お け る

T
- G T P 活性の 経時変化を調 べ た ( 図3-B) . 接触 共存 培養 系に お

い て は共存培養開始後1 日 目よ り酵素活性の 上 昇を 認め
, そ の

(
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値 ほ 5 ～ 6 日 目ま で 次第 に 上 昇を 続けた後 ,
ピ ー ク に達 した .

と こ ろ が
, 共存培養開始後 4 日 目に ア ス ト ロ サ イ ト を膜裏面か

ら除く と , 内皮細胞 r
-

G T P 活性ほ 次第に 下降す る こ とが 見い

出 され た ･

一

方 , 非接触共存培養系で は ,
ア ス ト ロ サ イ ト層除

去前後 で 内皮細胞 γ
- G T P 活性 に 有意な変化 は なく , 内皮細胸

を 単独で培養 した 場合 の 経時変化 と ほ と ん ど変 わ ら なか っ た ,

ア ス ト ロ サ イ ト と の 接触培養 で 観察 され た 内皮細胞 r-G T P

活性の 誘導 が
,

G r o b s t ei n の い う細胞外基質に よ る 誘導 モ ー

ド

(
"

i n d u c tio n b y e x tr a c e 11u l a r m a tri x
"

m o d e) に よ るか どうか を調

べ るた め
,

ア ス ト ロ サ イ ト か ら調製 した E C M 上 で 内皮細胞を

4 日間培養後 T-G T P 活性 を測定 した . そ の 結 果, 図 4- A に 示

す よう に , ア ス ト ロ サ イ ト由来 E C M は 内皮細胞 γ-G T P 活性

を 約80 % 増 大 さ せ た . ま た
,

ア ス ト ロ サ イ ト E C M 自体の

r
- G T P 活性 ほ測定限界 以下 で あ り

,
ア ス ト ロ サ イ ト の 調節培

地 は 内皮細胞 γ
- G T P 活性に は ほ と ん ど影響を 及 ぼ さな か っ た

.

C O S- 7 細胞 由来 E C M に は有意 な T
- G T P 誘導効果ほ 認め られ

ず
,

ア ス ト ロ サ イ ト E C M の 構成成分 と して 記載 され て い る
珊

ラ ミ ニ ソ (Ia m i ni n) , 4 塾 コ ラ
ー

ゲ ン (c o u a g e n ty p e Ⅳ) ,
さ らに

他の E C M 成 分で ある フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ソ (fib r o n e c ti n) や ポ

リrD- リ ジ ン も内皮細胞 T-G T P 活性 に 影響 を 及ぼ さ な か っ た

(図 4 - B ) .

Ⅲ . 血 液脳関 門関連遺伝子群の 誘導

筆者 ほ つ ぎに
,

ア ス ト ロ サ イ トに よる 内皮細胞 γ-G T P の 誘

導が こ の 酵素 を コ ー

ドす る m R N A の レ ベ ル の 上昇 よ るものか

どうか を R T-P C R 法 で 調 べ た . こ の た め , ま ず ,
セ ル カ ル

チ
ャ

ー イ ン サ ー ト内で 純培養 し た 内皮細 胞か ら分 離 した ポリ

(
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Fig . 4 . I n d u c ti o n of T

- G T P i n E C b y E C M . ( A ) E ff e c t o f a s t r o c yt e
-d e ri v e d E C M o n E C T- G T P . C o n fl u e n t c ult u r e of E C w a s

i n c u b a t e d o n a s t r o c y t e
- d e ri v e d E C M 王o r 4 d a y s

,
a n d th e n p r o c e s s e d f o r r

- G T P a s s a y . M
,

m e di u m . C o n d iti o n e d m ed i u m w a S

c oll e c t e d o n d a y 7 af t e r th e p ri m a r y c u lt u r e of f e t al r a t c e r e b r al a s tr o c y t e s
,

a n d u s e d a t 5 0 % . 咽,
C O n tr Ol m e di u m ; □,

c o n diti o n e d m e di u m . * a p d N S , p < 0 .01 a n d n o t si g nifi c a n t , r e S P e C ti v ely ,
a n aly z e d b y S t u d e n t

'

s t t e s t . N o t e th a t th e E C M
.
b u t

n o t th e c o n diti o n e d m e d i u m , C a u S e d a sig n ifi c a n t i n c r e a s e i n E C r- G T P . (B ) C o n fl u e n t c ult u r e of E C w e r e i n c u b a t e d o n

S e V e r al ki n d s o f E C M 王o r 4 d a y s b e f o r e T
- G T P w a s m e a s u r e d . A u p oi n t s r e p r e s e n t 支 ±S D . N o sig n ifi c a n t eff e c t s w e r e

r e c o g ni z e d in e a c h c a s e
,

W h e n c o m p a r e d wi th c o n tr ol b y S t u d e n t
'

s t t e s t .
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(A)
+

R N A を鋳型 と して
･
R T-P C R 反応条件の 検定 を行 っ た ･

囲 5 - A は . 横軸 に 鋳型 R N A 量 , 縦軸 に は 増幅産物 の シ グ ナ ル

強度を プ ロ ッ ト した 検 定曲線 で あ る ■ 1 7 7 塩 基対 (b a s e p air s
,

b p) の T- G T P c D N A 断片の 増幅は 鋳型 R N A 量が 50 n g まで

は鋳型量に 依存 し て 直線 的に 進行 し た が
, 鋳 型 R N A 量 が

50 n g を超え る と曲線ほ 平坦化 した ･ 次に サ イ ク ル 数依存 度を

見る と , 図 5-B に 示 す よう に
･
1 77 b p の γ

- G T P c D N A 断片の

増幅は30 サ イ ク ル ま で は直線的 に 進行 した もの の35 サ イ ク ル 以

降は平 射ヒした . した が っ て
,
以下の 実験 で ほ定量性を 持 つ と

考えられ る鋳型 R N A 量 30 n g ,
増幅 サ イ ク ル 回 数30 回 の 条件で

R T - P C R を行 っ た . 対照の βて ク チ ン に つ い て も同様 な増幅曲

線を作成 し
,
鋳型 R N A 量 30 n g , 増幅 サ イ ク ル 回 数20 回 の 条件

で コ ン ト ロ
ー ル 反応 の R T-P C R を行 っ た . ま た ,

こ の 反応 の 陽

性コ ソ ト ロ ー ル と して は ヒ ト肝細 胞癌 由来 の 細 胞株 で あ る

鮎p G 2 を用 い た
4g)

.

囲6- A は
,

ア ス ト ロ サ イ トと 共存培 養 した 内皮細胞か ら分離

した ポリ( A)
十
R N A を 上 記の 定量的 R T-P C R 法で分析 した結果

である . 接触共存培養系に お い て 最も強い シ グナ ル が 得 られ ,

T-G T P m R N A レ ベ ル は 内皮細胞 単独培養時 の 約2 ･ 7 ～ 3 ･ 2 倍 に

増大 して い る こ とが 見い 出され た .

一 九 非接触共存培養系で

は内皮細胞の T
- G T P m R N A レ ベ ル ほ

t 内皮細胞単独培養時と

ほぼ同程度で あ っ た . した が っ て
, 以上 の 結果か ら r

- G T P の

酵素活性の 増大 は対応す る m R N A レ ベ ル の 上 昇に よ るも の と

考え られた .

3 0 5 0 1 0 0

T e m plat e ( n g)
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筆 者 は
, r- G T P と 並ん で 代表 的な 脳 血 管 内皮 細胞 の マ ー

カ ー と さ れ て い る ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー

t
P -

g p ,

G L U T -1 を コ
ー

ドす る m R N A に 関 し て も 同 様 の 定 量 的

R T - P C R 分析を行 っ た . ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー は全身 の

ほ と ん どす べ て の 実質臓器乾 布在 して い るが
, 内皮細胞で の 発

現 ほ脳血 管内皮細胞 で 最も高く
22)

, 役割と してほ 脳に お ける 鉄

の 取 り込み や ある種 の 薬剤の B B B 通過 へ の 関与が 報告 され て

い る
50)

. P -

g p ほ脳毛細 血管の 内腔側に 存在 し▲
A T P 依存性に 脂

溶性薬剤 を排泄 し
51)

, 細胞の 容硬調節を 行うク ロ ラ イ ドチ ャ
ン

ネ ル と しても機能する と言わ れ て い る
52)

. G L U T -1 は脳 血 管 内

皮細胞に 選択的 に 発現 し
,

ニ ュ
ー

ロ ン や グ リ ア 細胞 へ の グ ル

コ ー ス の 輸送 を仲介する
24)2 5)

. R T -

P C R 反応の 陽性 コ ン ト ロ ー ル

と し て ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー

m R N A お よ び P-g p

m R N A の 検 出に ほ ヒ ト 腎 臓
22)5 1)

,
G L U T-1 m R N A 検 出 に は

H e p G 2
3B)

を 用い た . T- G T P m R N A の 場合 と同様に 検量曲線を

作成 して (図 5一九 -B) ,
ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ

ー

▲
P -

g p ,

G L U T-1 m R N A の 定量域を決定 し
,
前 2 者の 場合に ほ 30 n g ,

3 0 サ イ ク ル
,
G L U T-1 の 場合に は 30 n g , 2 5 サ イ ク ル の 条件を 採

用 した .

図6 - B に 示 すよ うに 内皮細胞 の ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ
ー

m R N A レ ベ ル は接触共存培養系 に お い て 内皮細 胞単 独培養時

の4 . 8 ～ 6 . 5 倍 に 上 昇 して い た . しか し , 非接触共存培養系で は

ト ラ ン ス フ
ェ リ ン レ セ プ タ

ー

m R N A レ ベ ル に 変化は認め られ

なか っ た . ま た
!
Pr g p を コ ー ドす る m d r

-1 遺 伝子 の m R N A

倉
写
芯
ひ
帽

0

苛
帽

∝

2 0 3 0 4 0

C y cl e s

Fig ･ 5 ･ Q u a n tit a ti v e R T - P C R a n a ly si s of r
- G T P

,
tr a n Sf e r ri n r e c e p t o r

,
m d r

-1
,

G L U T -1 m R N A ･ P oly ( A )
+

R N A
■
fr o m h u m a n

u m bili c al v ei n E C w a s u s e d a s t e m pl a te f o r th e d e t e r m i n a ti o n of th e e x p o n e n ti al r a n g e . S e ri al dil u ti o n f o r r
- G T P

,
tr a n Sf e r ri n

r e c e pt o r , m d r
-1 w e r e c a r ri e d o u t 3 0 c y cl e s

,
b u t G L U T -1 w a s 2 5 c y cl e s . A ll s e q u e n ti al c y cI e s w e r e i niti a t e d wi th 3 0 n g o f p ol y

( A)
+
R N A . S i g n al i n t e n siti e s o量 R T - P C R p r o d u c t s w e r e e x p r e s s e d a s th e a r bit r a r y l o g a rith m v al u e s of r a di o a c ti v iti e s

,
a n d

plo tt ed a g ai n s t t e m pl a t e a m o u n t ( A ) a n d c y cl e n u m b e r (B ) ,
r e S p e C ti v ely . R a di o a c ti vi ti e s of h yb rid i z a t o n b a n d s w e r e m e a s u r e d

wi th a F uji x B A S l OO O B i o I m a g e A n aly s e r . ◎ , r
q G T P ; 脚 ,

tr a n Sf e r ri n r e c e p t o r ; ○ ,
m d r

-1 ; □,
G L U T -1 .
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Fi g . 6 . Q u a n tit a ti v e R T - P C R a
.
n al y sis of p ol y (A )

+
R N A s f r o m E C c ult u r ed wi th o r wi th o u t a s tr o c y t e s . ( A ) T

- G T P m R N A . (B)
tr a n sf e r ri n r e c e p t o r m R N A . (C ) m d r-1 m R N A . (D) G L U T-1 m R N A . T h ir ty n g of p ol y ( A )

+

R N A w a s r e v e r s e
- tr a n S C rib e d a nd

a m plifi e d b y P C R . P r o d u c ts w e r e el e c tr o p h o r e s e d o n 2 % a g a r o s e g el
,
t r a n Sf e r r e d o n t o n yl o n m e m b r a n e s a n d h y b ridi z ed w ith

32
p -l a b el e d p r o b e s s p e cific t o r e s p e c ti v e m R N A s . B a r s o n th e rig h t in d ic a t e th e si z e of e a c h p r o d u c t i n b a s e p air s (b p) .

W ith o u t C o n t a c t ; E C c o
-

C ult u r e d wi th a s tr o c y t e s b u t w ith o u t c o n t a c t b e t w e e n th e t w o . C o n t a c t th r o u g h F e e t ; E C c o- C ult u r ed

wi th a s tr o c yt e s w ith p h y si c a ,l c o n t a c t . R T (
-

) i n di c a t e s th e r e a c tio n m i n u s r e v e r s e t r a n s c ri p t a s e .

F ig . 7 . A cl o s e m e m b r a n e a p p o siti o n r e s e m b li n g a z o n ul a

o c cl u d e n s ( a r r o w ) b et w e e n E C th a .t h a v e c o n t a c t w ith

a s tr o c yt e s . A
,

a S tr O C yt e ; E C . e n d o th eli al c ell . B a r , 1 p m .

の レ ベ ル も ,
ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー の 場合 と同様に 接触

共存培養系 に お い て 内皮細胞単独 培養 時の 3 . 3 ～ 4 . 3 倍 に 上昇

し
, 非接触共存培養糸 では m R N A レ ベ ル は影響 され な か っ た

(図 6 - C ) . G L U T-1 m R N A の 場合に ほ 内皮細胞 の m R N A レ
ベ

ル ほ接触共存培養系 に お い て 内皮細胞単独培養 時の 9 . 0 ～ 1 1 .6

倍に ま で上 昇 し
, 分析 した m R N A 中最も強い 誘導 を受けて い

る こ と が判 っ た . しか し
,
G L U T-1 m R N A の 場合に は非接触共

存培養系 で も 内皮細胞単独培養時 の3 . 2 ～ 3 . 4倍 に ま で 上 昇して

い る こ と が観察 された (図 6-D) .

Ⅳ . 電子顕 微鏡 的観察

電子轟徴鏡 に よ る観察 で
,

ア ス ト ロ サ イ トの 足突起 と直接の

接触を持 つ 内皮細胞 の 間隙 に 結合装置(j u n c ti o n al d e vi c e) が形

成 され て い る こ と が確 認され た (図7 ) . ア ス ト ロ サ イ トと接触

の ない 内皮細 胞に ほ結 合装置 の 形成 ほ稀で あ っ た . さらに
,

ア

ス ト ロ サ イ トと 接触を 持 つ 内皮細胞 で は細胞 内の ミ ト コ ン ドリ

ア の 数が 非接 触内皮紳 胞の 約 4 倍 に 増加 し て い た (図 8 - A ,一臥

表 1) .
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Fig . 8 . A s tr o c yt e s-i n d u c e d c h a n g e i n th e n u m b e r o f mi t o c h o n d ri o n i n E C . T h e n u m b e r of m it o c h o n d ri o n i n c r e a s e d i n E C

c o n t a c tin g w ith a str o c y t e s ( A ) a n d f e w m it o c h o n d ri o n w e r e e n c o u n t e r e d i n E C l a ck i n g c o n t a c t wi th a s tr o c yt e s (B) . A
,

a str o c yt e ; E C
,

e n d o th eli al c ell ; m t , mi to c h o n d ri o n . B a r s , 1 FL m .
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Fig . 9 . I n d u c ti o n of a b a r ri e r p r o p e r ty a g ai n s t i n u lin o n E C b y c o n t a c ti n g a s tr o c yt e s . ( A) T h e sid e- b y- Sid e d iff u si o n a p p a r a t u s

f o r tr a n s e n d o th eli al t r a n s p o r t a s s a y . B ef o r e b ei n g a s s a y ed w it h this a p p a r a t u s
,

E C- a S tr O C yt e/ C O S c e11 c o- C ult u r e s w e r e

m ain ta in e d f o r 4 d a y s . I n th e
`l

w ith o u t C o n t a c t
"

s y s t e m
,
3 × 1 0

4
E C w e r e s e e d e d o n th e m e m b r a n e of th e S n a p w ell a n d pl a c e d

in a w ell of a 6 -

W ell c ult u r e pl a t e
,

at th e b o tt o m of w hi c h 8 .0 × 1 0
8

a s tr o c yt e s o r l .0 × 1 0
6
C O S c ell s h a d b e e n s e e d e d . I n th e

"

C o n t a c t th r o u g h F e et
"

s y s t e m
,

th e s a m e n u m b e r of E C w e r e s e e d e d o n th e m e m b r a n e
,

O n th e o p p o sit e s u rf a c e of w hic h

l .5 × 1 0
6

a st r o c yt e s o r 3 .0 × 1 0
8

c o s c ells h a d b e e n s e e d e d . A f t e r th e c o
-

C ult u r e , S n a p w ell s h a r b o ri n g E C wi th o r w ith o u t

a str o c yt e/ C O S c ell li ni n g w e r e di sl o d g ed f r o m th eir a d a p t o r s ,
ri n s e d w ith K r e b s- R in g e r

'

s bi c a r b o n at e b uff e r a n d m o u n t e d

b et w e e n a c r ylic h alトc ells of t h e a p p a r a t u s . T r a n s p o rt b u ff e r w a s s ti rr e d b y g a s ( 0 2/ C O 2) 1if t a n d fl o w s i n t h e dir e c ti o n of th e

ar r o w s p ar all el t o th e s u rf a c e o f th e c ell l a y e r( s) . T e m p e r a t u r e w a s k e pt at 3 7 ℃ w ith h e a ti n g bl o c k s c o n n e c t e d t o a

Cir c ul a ti n g w a t e r b a th . (B) A b a r ri e r a c ti vi t y of E C- a S tr O C yt e C OL C ult u r e a g ai n s t in uli n . T h e a cti vi ty w a s a s s e s s ed b y th e r ati o

Of th e p e r m e a bility c o effi ci e n t f o r [
3
H ] i n uli n t o th a t f o r [

14
C ] b u t a n ol . V aI u e s a r e e x p r e s s e d a s 豆 ±S D ( n

= 6 ～ 1 2) a n d r eL a t e d

t o th e v al u e w it h 3 .0- P m i n s e r t al o n e . F o r c o- C ult u r e s i n eit h e r th e

"

w ith o u t C o n t a c t
"

o r

"

C o n t a c t th r o u g h F e e t
"

s y st e m s ,

3 ･0 -

P m p O r e- Siz e d i n s er t s w e r e u s e d .
* a n d N S , p < 0 ,01 a n d n ot sig nific a n t , r e S p e C ti v ely . a n aly z e d b y S t u d e n t

'

s t t e s t . T h r e e

S e p a r at e e x p e ri m e n ts g a v e si m ila r r e s ults . □ , O A 5 FL m C ell c ult u r e i n s e r t ; 冒,
3 .O J∠m C ell c u lt u r e i n s e r t ; 閻,

E C → C O S 7 ; 箇,

E C → A G ; 濁 , A G → E C .

T●a bl e l . C o m p a ri s o n of th e n u m b e r of m ito c h o n d rio n b e t w e e n E C wi th

O r wi th o u t c o n ta c t t o a st r o c yt e s

C o n t a c t N u m b e r of vi s u al N u m b e r o f m it o c h o n d ri o n i n E C
W ith A G fi eld s e x a mi n ed ( 豆 ±S D)

( 十) 20 8 . 4 0 士2 . 1 0
*

( - ) 20 2 . 1 0 士0 . 2 9

A G , a S ty r O gli a = a S tr O C y t e .

*

p < 0 .01
,

C O m p a r e d t o th e v al u e w ith o u t c o n t a c t .
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Ⅴ . 障壁能の 誘導

筆者 ほ さ らに
, 内皮細胞と ア ス ト ロ サ イ ト との 共存培養系が

B B B の 中心 的な 故能で あるバ リ ア
ー 鹿能を発揮 しう るか どう

か を 調 べ る た め 移送 研究用 拡散 チ ェ イ ン バ ー シ ス テ ム (図

9 - A ) を 用い た物質透過 ア ッ
セ イ を行 っ た . 基質 と して 【

3
Hl イ

ヌ リ ソ と[
l▲
cl ブ タ ノ

ー ル を 用い た . 前者は
, 経 内皮細胞 チ ャ

ン

ネ ル (t r a n s e n d o th eli al c h a n n el) を介 して 非脳型 内皮細胞を 通過

しう るが
,

B B B を通過 しに く い こ とが知 られて い る
53)

･ 後者は

勝 凱 非脳型 に か か わ らず内皮細胞 内を単純拡散 す る
54)

･ 本実

験 でほ
▲ 受容側 チ ャ

ン バ ー に 移行 した 【
3
H】イ ヌ リ ソ と【

1 4
C】 ブ

タ ノ ー ル の 放射能か ら B e c k らの 方法に従 っ て
岬 透過係数を 算

定 し
, 後者 の 透過係数に 対す る前者の 透過係数の 割合か らバ リ

ア
ー

活性 (b a r ri e r a c ti vi t y) を 求め た . そ の 結果 , 非接触共存培

養系で ほ
, 内皮細胞 の バ リア ー 活性は わ ずか に 増強 され た に と

どま っ た が
, 接触共存培養系で は 【

3
H] イ ヌ リ ン に 対 す る バ リ

ア
ー

能は著 しく増 強され , 内皮細胞 の 単独培養時 の 約 3 倍 に ま

で 透過性が 抑制さ れ た (図 9-B) .
ア ス ト ロ サ イ ト の 代わ り に

C O S -7 細胞 を用 い た 場合に は ,
い ずれの モ デ ル で も有意 な バ リ

ア ー 括性 の 増強ほ 認め られ な か っ た . 接触 共存培 養系 に お い

て
, 内皮細胞層 と ア ス ト ロ サ イ ト層 とを逆転 させ る と , 図 9-B

に 示す ように
, 逆方 向の 透過性に 対する抑制ほ 弱く 一

した が っ

て 1
ア ス ト ロ サ イ ト 内皮細胞 捌虫培養で構築 された 障壁能ほ

生理 的極性も保持 して い るもの と評価 された ･

考 察

脳毛細血 管の 内皮細胞ほ B B B で知 られ る特異形質を 示 し
,

他の 臓器の 内皮細胞 と は際立 っ た 特徴を 持 つ ■ B B B の 概念 ほ

188 5 年に E b rli c h が 脳実質 の 色素染色性の 観察か ら初め て 提唱

し
55)

,
そ の 乱 L e w a n d o w sk y

56}
,
G old m a n n ら

5丁)
に よ り脳組織 と

血 液の 間に特殊な 障壁が存在す る こ と が立証さ れ た ･ 1 9 6 9 年に

は B Ti gh t m a n ら が 髄 腔 内 に 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ

(h o r s e r a di s h p e r o xid a s e) を 注入 し
,

こ の ト レ ー サ
⊥ 酵素が脳血

管 内皮細胞 の 閉鎖帯 (tigh t j u n c ti o n) まで しか到達 し え な い こ

とか ら脳毛細血 管 内皮細胞そ の もの が B B B を 形成 して い る こ

と を示唆 した
58)

. そ の 後 , 現在に 至る多くの B B B の 研究か ら
,

B B B とい う脳 血 管内皮細胞の 特異形質は 脳の ホ メ オ ス タ シ ス

維持 に 不 可 欠と さ れ て い る . 脳血管 内皮の 特異形質 に 関 して 主

なも の を以下の 1 ) ～ 6 ) に 挙げる . 1 ) 脳 血管 内皮細胞を 画

する基底険は 有窓 を形成せ ずに 連続 し, また , そ の 細胞間隙に

閉鎖帯を有 して い る . 2 ) 飲み 込み小胞が 正常 状態 で ほ非常 に

少 なく , 蛋 白な どの 物質 の 通過 性が 制 限 さ れ て い る ･ 3 )

T
- G T P

,
A L P

,
モ ノ ア ミ ン オ キ シ デ

ー ス (r n o n o a mi n o xid a s e)
59 )

,

N a
- K- A T P 分解酵素

3) 珊
な どの 多種 の 酵素を多く含 ん で い る ･

4 ) 脳毛細血管細胞 を通過 する物質の 輸送 ほ受動輸送 よ りも能

動輸送に よ るもの が 主で あり
,

い わ ゆ る脳の 重要 な栄養素 で あ

るグ ル コ ー ス や 中性ア ミ ノ 酸, イ オ ン 嬢な どの 物質 に つ い て は

す べ て に特異的な 坦送体 が存在 して い ると い われ て い る ･ 5 )

脳毛細血 管 内皮細胞は 他の 臓器の 内皮細胞に 比べ て 約 3 ～ 5 倍

ミ ト コ ン ドリ ア に 富み
,

そ の 代謝活性 の 高 さ を 示 して い る .

6 ) 脳血管 内皮細胞に 特異 的に 発現す る 蛋白 も報 告 され て お

り
, 例えば薬剤排泄 ポ ン プ と して作用 して い る P -

g p や 機能 に

関 して は未 だ不 明な所が 多い が H T 7
61)

な どが ある ･

しか し,

一 体何 が脳血 管内皮細胞 の 特異形質を 誘導 して い る

の か とい う問題に 関 して は 答えほ未 だ出 され て い な い . 脳毛細

血 管ほ 内皮細胞 の 他 ア ス ト ロ サ イ ト
,

周 皮細胞 ,
ニ

ュ

ー

ロ ン と

基底膜か ら構成 され る . こ の う ち
,

ア ス ト ロ サ イ トは脳の みに

存在 して い る こ と
, 脳毛 細血 管周 囲は ア ス ト ロ サ イ トの 足突起

で 完全 に 取 り囲 まれ て しま っ て い る こ と
,

ア ス ト ロ サ イ トは 一

方で そ の 足突起を ニ
ュ

ー ロ ン に伸 ば し
, 神経か ら血 管 へ の シ グ

ナ ル 伝達を仲介す る ような 位置関係に ある こ とな どか ら,
ア ス

ト ロ サ イ トが脳血 管 内皮特異形質の 誘導 に関わ っ て い るの でほ

な い か と 推測 さ れ てきた . しか し , 現在に 至 る ま で こ の 誘導能

を ア ス ト ロ サ イ トが有す るか どうか を 解析す る た め の 適切な試

験管 内モ デル が な く, 未 だ証 明を待て い な い
.

ア ス ト ロ サ イ トが B B B の 形成に 関係 しうる と い う諸家 の 報

告と して ほ以下の もの が 挙げ られ る .
S t e w a r t らほ ウズ ラ の 胎

児脳片を ニ ワ ト リ体腔 内 へ
, 体節片を脳室 内に 移植 して 侵入血

管の 形成 を観察す る と い うキ メ ラ モ デ ル (c hi m e r a m o d el) を作

製 した . 脳片に 侵入 して きた ウズ ラ の 腸 間膜動脈由来の 毛細血

管 は観織学的に も機能的 に も B B B の 性質を 認め た が
, 脳室内

で体節片 に 侵入 してき た 毛細血 管 に は
,
B B B の 性質 は 認め な

か っ た .
こ の こ と より , 中枢神経系 とい う環境 が 毛細血 管の 障

壁形成 を誘導す る こ と が 証明され た
62)

. こ の キ メ ラ モ デ ル ほ 脳

環境が種 を超 えて そ の 誘導能 を及 ぼ しう る こ と , さ らに は胎児

期よ り脳環境ほ 脳血 管 内皮細 胞特 異形質誘導能を 有 して い る こ

とを 初め て示唆 した も の と して も非常 に意義深 い . しか し
,

こ

こ で は そ の 誘導 を有す る細胞に 関 して ほ特 に 同定 ま で ほ され て

い な か っ た . そ の 後 I J a n z e r らは ラ
■

ッ ト脳皮質 よ り単離 した ア

ス ト ロ サ イ トを 前限房 内に 注入 す るモ デル を作製 して
,

ア ス ト

ロ サ イ ト が そ の 侯補で ある こ と の 証 明を試 み た . そ こ で ア ス ト

ロ サ イ ト ほ凝集塊を つ くる が , 侵入 して きた 毛細血管 に 障壁の

形成 を認 め
,

ア ス ト ロ サ イ トが 障壁能 の 誘導に 関わ っ てい る こ

とを 示唆 した
63)

.

また , 臨床的 にも中枢神経作用薬剤 が脳 内に 移行する ために

は B B B を 通過す る こ と が 必須 で ある が
, 未だ 有効 と い える

B B B の 試扱管 内ア ッ セ イ 系 が確立 され て お らず ,
こ の 事が ア

ル ツ ハ̀ ィ マ ー 病 , 脳 エ イ ズ な ど に 対す る治 療薬 開発 の 妨げと

な っ て い る . した が っ て
,

ア ス ト ロ サ イ トの 役割 の 検証が 可能

な 試験管 内 B B B モ デル を確立 す る こ と は意義が ある こ とと思

わ れ る . こ れ ま で 様 々 な 研 究者 た ち に よ り 多 く の 試験 管内

B B B モ デ ル が試作 され て きた . A r th u r ら ほ継代す る こ とに よ

り閉鎖帯を失 っ た ラ ッ ト の 脳毛細血管 内皮細胞 に ア ス ト ロ サイ

ト調節培地を作 用 させ る こ と に よ り閉鎖帯 の 再合成を 認め
,

こ

れ を 試験管内 モ デ ル と した
6)

. T a o
- C h e n g らほ ア ス ト ロ サ イ ト

の フ ィ イ ダ ー 層上 に 培養 した ラ ッ ト脳微小血管 内皮細胞に 閉鎖

帯の 誘導 と細隙結合 (g a p-j u n c t o n) の 減少 を観察 し
,

こ れ ら の

誘導作用 に は ア ス ト ロ サ イ ト の 調節培地は 無効 で あ り, 細胞間

接触( c ell- t O- C e11 c o n t a c t) が 必要と報告 した
7)

. D eh o u c k らはウ

シ 脳微 小血管 内皮細胞を フ ィ ル タ
ー

上 層 に ,
ア ス ト ロ サ イ トを

フ ィ ル タ ー 下層 に 生者 させ た 共存培養 系( c o- C ult u r e m o d el) で

内皮細胞の r
- G T P の 誘導 と膜抵抗の 上昇 を報告 した

53)
･ T i o ら

も ヒ ト臍静脈内皮細胞 と ア ス ト ロ サ イ トを D e h o u c k ら と同様

の モ デ ル で 培養する と A L P と閉鎖帯の 誘導を 認め たと 報告し

た
61)

. A b b o tt らほ ラ ッ トの 脳毛細血 管を 単離培養化 に 成功 し,

B B B を 再構成 させ よ うと した
65)

. H u r wi tz ら は 3 .O p m の 孔径を

有す る膜上 の 片面 に ヒ ト胎児脳ア ス ト ロ サ イ トを もう片面に と

= 臍静脈 内皮細胞を 培養 して
, 両者の 細胞 に近接 した位置関係

(cl o s e d a p p o siti o n) を 再 現 す る 最初 の モ デ ル を 確 立 した
68)

･

林
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C e b aIl o s らは ナ イ ロ ン メ ッ シ
ュ の 上 に 内皮細胞を培養 し

,
ア ス

ト ロ サ イ ト を膜上 に 培養 した セ ル カ ル チ ャ
ー

イ ン サ ー

ト 内に そ

の ナイ ロ ソ メ ッ シ ュ を 被せ る こ とで 試験管 内 B B B モ デ ル と し

て
,

ヒ ポ キ サ ン チ ン (h y p o x a n thi n e) の 経 内皮 細 胞 的 輸 送

(tr a n s e n d o th eli al tr a n s p o rt) が増強 され る こ と を報告 した
67】

.

本研 究 で 筆 者 は ▲
G r o b s t ei n ら の 近 接 相 互 作 用 モ ー ド

(
"

p T O X i m a t e i n t e r a c tio n
"

m o d e) に 基づ い て
, 2 つ の タ イ プ の

BIほ の 試験管内共存培養系を作製 し
,

ア ス ト ロ サ イ ト の 内皮

細胞に 対す る影響 を検討 した ,
こ の う ち 非接触 共存 培養系 で

は, 前述 した様 に 内皮細胞と ア ス ト ロ サ イ トの 接触 を阻止 した

条件で共存培養 した もの で ある . こ の 糸 で は ▲ 内皮細胞に 対す

るア ス ト ロ サ イ ト 由来 の 液性因子 の 影響を 見 る こ と に な る . ま

た , 接触共存培養系 で は
,

ア ス ト ロ サ イ ト の 足突起 が セ ル カ ル

チ ャ
ー イ ン サ

ー

トの 膜 の 孔を 通過 して 内皮細胞と 直接の 接触を

持つ こ と がで き る .
こ れほ

,
脳毛細血 管 の 内皮細胞 と ア ス ト ロ

サ イ ト と の 解剖学的位 置関係を 再現 したも の で あ る . こ の 系で

は
,

ア ス ト ロ サ イ トと 接触す るか ま た ほ非常 に 近接 した 内皮細

胞が どの ような影響を 受けるか を 見る こ と に な る . これ ら 2 っ

の 共存培養系で
, 内皮細胞 と して は 非脳塾 の 内皮 細胞を 用い

た .
こ れ ほ l

ア ス ト ロ サ イ トが 脳塾内皮細胞特異形質を誘導 し

うるか どうか を よ り明確に 観察で き るよ うに した もの で ある .

こ の 実験系 で 筆者は 代表的な 脳血 管内皮細胞特異形質で ある

γ-G T P を マ ー カ ー と して ア ス ト ロ サ イ ト の 内皮細 胞 へ の 作用

を調べ た . そ の 結果 ,
ア ス ト ロ サ イ ト ほ物 理 的

, 時間的に 足突

起を介す る接触 に 依存 して
, 内皮細胞に γ- G T P を 誘導す る こ

とが確認 され た . ア ス ト ロ サ イ ト層を 除くと γ
- G T P は次 第に

減少する こ と か ら ,
こ の 誘導 に は い わ ゆ る持 続 性 シ グ ナ ル

(
'
L

c o n ti n lユO u S Si g n al ( s)
"

) が必要 で ある こ と が判 っ た . ま た
,

ア

ス ト ロ サ イ ト か ら調製 した 細胞外基質を 用 い た検討 で
,

こ の 細

胞外基質が 部分的に r
- G T P を誘導 しう る こ と が 見い 出され た .

しか し
, 他細胞由来 の 細胞外基質や 既知 の 細胞外基質成分で ほ

有意な 内皮細胞 r-G T P の 上 昇は得 られ ず ,
こ の 誘導 は ア ス ト

B r ai n v a s c ul a

e n d o t h eli al c e11 s

T ig h tj u n cti o n

ロ サ イ トに特異的な 未知の 細胞外基質成分が 関わ っ て い る可 能

性も考え られ た . ア ス ト ロ サ イ トの フ ィ
ー

ダ
ー

層が C O S 細 胞

で は代替 され な か っ た こ と か ら も ,
ア ス ト ロ サ イ トは 能動 的

(is tr u c ti v e) で 細胞種特異的な シ グ ナ ル を 産生 して い るも の と

考 え られ る .

本研究で ほ脳型内皮形質の 誘導に 関 して よ り多角的に 検討す

る た め
, 微量の サ ン プ ル で も遺伝子発 現を 分析 で き る定量 的

R T-P C R 法を採用 し
, T

- G T P に 加 えて トラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ

プ タ ー

,
P -

g p ,
G L U T -1 を コ

ー

ドする m R N A 量の 変化に 関 し

て も検討 した . こ の 実験 で 筆 者は 内皮細胞 に お け る † ラ ン ス

フ ェ リ ン レ セ プ タ ー

,
お よび P -

g p が ア ス ト ロ サ イ トに よ る誘

導を受け る こ と を初め て 明 らか に した . ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ

プ タ ー は細胞 内か ら細胞膜上 へ と移動 して 血 中の フ ェ ロ トラ ン

ス フ ェ リ ン (f e r r ot r a n sf e r ri n) と結合 し
,

フ ェ ロ ト ラ ン ス フ ェ リ

ソ/ ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ ー コ ン プ レ ッ ク ス を 形成 して ,

エ ン ドサ イ ト
ー

シ ス ( e n d o c y t o sis) に よ り鉄の 脳 内 へ の 取 り込

み に 関与 した り
,

ま た同様 の 機序に て ある種の 薬剤の 取 り込み

に も関与 してい る . P -

g P ほ A T P 依存性に ビ ン ク リ ス チ ン
,

ア

ドリ マ イ シ ソ な どの 抗癌剤を細胞外 に 排泄す る薬剤排泄ポ ン プ

と して 磯能 して い る の に 加え て
, 低 浸透圧 に 曝さ れた 際に ク ロ

ラ イ ドチ ャ ン ネ ル と して 機能 し
, 細胞容量の 調節に も関与す る

と言わ れ て い る
52)

. G L U T -

1 (5 5 k D a) ほ
,
現在 まで 7 種類 ク ロ

ー

ニ ン グ され て い る グ ル コ ー

ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 中で 最も最初

に ク ロ ー ニ ン グ され たもの で
,

主 に 脳毛細血 管内皮細胞 , 肝細

胞癌
, 赤血球 に 発現を認め る もの で ある

38】
が

, 最初は脳 に の み

発現を 認め た ため 脳塾の グル コ
ー

ス ト ラ ン ス ポ
ー タ ー

と され て

い る . ま た
, 脳 内で は グ ル コ ー

ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー ア イ ソ

フ
ォ

ー ム が ニ
ュ

ー ロ ン ( G L U T -1 (4 5 k D a) ,
3) や グ リ ア 細 胞

( G L U T -1 (45 k D a),
5) に も認め られ て い る

68)
. 前述 した よ う に 非

接触共存培養系で ほ G L U T -1 以外 は特に 明らか な 脳型形質 の

誘導は認め られ なか っ た が , 接触共存培養系で は い ずれ の マ ー

カ ー もア ス ト ロ サ イ ト に よ る誘導 が 認 め られ た . こ の 結果 よ

N o n - n e u r al e n d o th eli al
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り
,
誘導の 程度は ト ラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ

ー

,
G L U T -1 は で

著 しい . こ の 両者 ほ胎生期 よ り脳血 管 内皮細胞 に お い て 発現が

多い こ とが 知 られい る
l 岬

. ま た , 最近 の 知見で は マ ウ ス に お い

て P -

g p も胎生期 よ りの 発現が 知 られ て い る
叩

. 胎 児脳 ア ス ト

ロ サ イ トを用 い た 本研究で種 々 の B B B 関連遺伝子 の 誘導が 観

察 された こ と は ,
こ れ らの 報告 と概ね

一 致す る . B】∋B が 出生時

に は 故能 して い る こ とも報告 され て お り ,
ア ス ト ロ サ イ ト は胎

生期よ り脳血 管 内皮特異形質 の 誘導, 維持に 関わ っ て い るも の

と推定 され る . な お ,
G L U T - 1 の 誘導 に ほ 液性田子 の 関与も示

酸 さ れ る . 腫 瘍 壊 死 因 子 -

α (t u m o r n e c r o si s f a c t o r- al p h a
,

T N F -

α) ,
血 管 内 皮 増 殖 因 子 ( v a s c ul a r e n d o th eli aI

′
g r o w th

f a c t o r
,
V E G F ) が

,
G L U T -1 を 誘導 す る こ と が 報 告 さ れ て お

り
Tl)

,
ア ス ト ロ サ イ ト が こ れ らの サ イ ト カ イ ン を分 泌す る こ と

か ら ,
こ れ らの 分泌性因子が B B B の 場で ア ス ト ロ サ イ ト由来

の メ デイ ェ 一 夕 ー と して 作用 して い る可能性も否定で きな い .

しか し
, 筆者 の 実験系で は 主 要な誘導の モ ー ドと して 細胞間接

触で あ り, 少 なく とも両者の 近接 した 位置関係 は必須 と思わ れ

る .

本研究で は さ らに
,

B B I∋ と い われ る由縁 で あ る バ リ ア ー 括

性もア ス ト ロ サ イ トと の 接触に よ っ て
, 著 しく増強 され る こ と

が見い 出され た .
こ れも両者 の 接触に よ る形質の 誘導 を支持す

るも の と 思わ れ る . 筆者ほ さらに こ の ア ス ト ロ サ イ トと の 接触

を介 した バ リ ア ー 活性の 誘導 ほ同時に 生理 的極性を有 する事も

初め て明 らか に した . 加藤 らは最近,
ウ シ 大動脈内皮 細胞 と ア

ス ト ロ サ イ トを用 い た 同様の 物質透過実験か ら非脳型血 管内皮

細胞 で は脳塑形質 の 初期誘導に はや ほ り近接 した 位置関係が重

要で あるが , 脳血管 内皮細胞が継 代培養に よ っ て 失わ れた 形質

を 取 り戻す際 に は ア ス ト ロ サ イ ト と離れ た位置 に あ っ て も差 し

支え な い と し
,

こ れ は 非脳型血 管内皮細胞で は ア ス ト ロ サ イ ト

か らの シ グ ナ ル の 感受性が低 い た め と説 明 して い る
72)

.

本研究 で は , 異 な る生物種 に由来する 内皮細胞
-

ア ス ヤ ロ サ

イ ト の 組 み合わ せ で B B B 能の 誘導 が観察 され た.
こ の こ と ほ ,

ア ス ト ロ サ イ トが 塵生する 誘導物質と 内皮細胞側の 受容装置 が

進化上種 を超 え て 保存 され て きた 可 能性を示 唆 して い る .

筆者は ∴ 試験管 内共存培養系 で ア ス ト ロ サ イ ト が 非脳型内皮

細胞に 脳塑形質を 誘導する い わゆ る ト ラ ン ス 分化能を 有す る こ

とを 立証 した (図10) . こ れ は
一

方 で内皮細胞 の 分化形質に ほ 可

塑性が存在す る こ とを 物語 っ て い る . ま た本研究で 確立 され た

ア ス ト ロ サ イ ト
ー 内皮細胞共存培養モ デ ル は

, 今後 の 脳疾患診

断 ･ 治療薬 の 開発や 脳 内へ の 物質輸送の 研究
73}

に 有用 な試験管

内 B B B モ デ ル とな る 可能性も考え られ た .

結 論

血液脳関門は脳 毛細血 管 内皮細胞が 示 す特異形質 の 総称で あ

るが
,

こ れ が後 天的に ア ス ト ロ サ イ トに よ っ て い か に 誘導 され

て い る かを 独自の 試験管 内モ デ ル を作製 して検 討 し
,

以下 の 新

知見を得た .

1 . ア ス ト ロ サ イ トは非脳型血 管内皮細胞 に 脳型 特異形質 の

一 つ で ある γ
-

G T P を 誘導 し,
こ の 誘導 は ア ス ト ロ サ イ トの 足

突起を 介す る両細胞種間の 接触 に 依存 してい た . ア ス ト ロ サ イ

ト由来の 細胞外基質ほ 部分的 に r
- G T P 活性を 誘導 した .

2 . ア ス ト ロ サ イ ト との接触に よ り他 の 血 液脳関門 マ

.
- カ ー

で あ る トラ ン ス フ ェ リ ソ レ セ プ タ
ー

t
P - 糖蛋白 l

I 塑 グル コ ー

ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー

を コ ー ドす る遺伝子の 発現も誘導 され た .

3 . ア ス ト ロ サ イ ト は 内皮細胞に お ける結合装置形成と ミ ト

コ ン ドリ ア 数 の 増加を 誘導 した .

4 . ア ス ト ロ サ イ ト は内皮細胞と の 接触 に よ りイ ヌ リ ン の 透

過性を 低下さ せ た . また
,

こ の 障壁能ほ 生理 的極性を 保持して

い た .

以上 よ り ,
ア ス ト ロ サ イ ト ほ 脳 血 管 内皮細胞 特異 形質 の 誘

導 , 維持 に 関係 し
, 特殊 環境 で ある脳の 恒常性維持 に 寄与 して

い る と思わ れ た .
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gl u t a m yl t r a n s p e p tid a s e g e n e s o n C h r o m o s o m e

2 2 a n d o th e r h u m a n a u t o s o r n e s . G e n o mi c s , 17 , 2 99- 3 05

(1 9 9 3) .

3 5) P a w l a k , A り W u , S . J . , B u11 e
,

F .
,

S u 2 u k i
,

A .
,

C hi k h i
,
N

り
F e r r y ,

N .
,
B ai k

,
J .

- H .
,
S i e g ris t

,
S . & G u e ll a e n

,

G . : D iff e r e n t g a m m a
-

gl u t a m yl tr a n s p e p tid a s e m R N A s a r e

e x p r e s s e d i n h u m a n li v e r a n d kid n e y . B i o c h e m ･ B i o p h y s ･

R e s . C o m m u n
リ
1 6 4

,
9 1 2-9 1 8 (1 98 9) .

3 6) S c h n eid e r
,
C .

,
O w e n

,
M . J .

,
B a n v ill e

,
D . & W i11i a m s ,

J . G . : P ri m a r y s tr u c t u r e of h u m a n tr a n sf e r ri n r e c e p t or

d e d u c e d f r o m th e m R N A s e q u e n c e . N a t u r e
,
3 1l

, 67 5 - 6 78

(1 9 8 4) .

3 7) U e d a
,
K .

,
C l a r k

,
I) . P .

,
C h e n

,
C .

- J .
,

R o n i n s o n
,
Ⅰ.

B .
,
G o t t s e m a n

,
M . M . & P a st a n

,
Ⅰ. : T h e h u rn a n m ultid r u g

r e si st a n c e ( m d r l) g e n e : C D N A c Io n i n g a n d tr a n s c ri p tio n

i niti a ti o n . J . B i ol . C h e m . , 26 2 , 5 0 5 - 50 8 (1 9 8 7) .



2 7 0

38) M u e c k le r
,

M .
,

C a r u s o , C り B ald w i n
,
S . A .

,
P a n i c o

,

M .
,
B l e n c h

,
Ⅰ.

,
M o r ri s

,
H . R .

,
A ll a r d

,
W . J .

,
L i e n h a r d

,
G .

E . & L o di $ h
,
H . F . : S e q u e n c e a n d st r u c t u r e o f a h u m a n

g l u c o s e tr a n s p o rt e r . S ci e n c e
,
2 2 9

,
9 4 ト94 5 (1 9 8 5) .

3 9) N G
,

S . Y .
,

G u n n i n g ,
P .

,
E d d y ,

R . , P o n t e , P . ,

L e a vi t t
,

J .
,

S h o w s
,

T . & K e d e s , L .
: E v ol u ti o n of th e

f u n c ti o n al h u m a n β- a C ti n g e n e a n d it s m u lti -

p S e u d o g e n e

f a mi ly : C o n s e r v ati o n of n o n c o d i n g r e gi o n s a n d c h r o m o s o m a
.
1

di s p e r si o n of p s e u d o g e n e . M ol . C ell ■ B i ol .
,

5
,

2 7 2 0-2 7 3 2

(1 9 8 5) ,

4 0) W a n g ,
A . M .

,
D o yl e

,
M .

V
. & M a r k , D . F . :

Q u a n tit a ti o n of r n R N A b y th e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n .

P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A .
,
8 6

,
9 71 7 -9 7 21 (1 9 8 9) .

4 1) N o m u r a
,

M .
,

Y a m a gi s h i
,
S .

,
H a r a d a

,
S .

,
H a y a s h i

,

Y .
,

Y a m a s hi m a
,

T .
,

Y a m a s h i t a
,
J . & Y a m a m o t o

,
H . :

P o s sib l e p a rtici p a ti o n of a u t o c ri n e a n d p a r a c ri n e v a s c u l a r

e n d o th eli al g r o w t h f a ct o r s i n h y p o xi a i n d u c e d p r olif e r a ti o n of

e n d o th eli al c ell s a n d p e ri c y t e s . J . B io l . C h e m .
,
2 7 0

, 2 8 31 6-

2 83 2 4 (1 9 9 5) .

4 2) G r a s s , G . M . & S w e e t a n a
,
S . A . : I n vit r o m e a s u r e

-

r n e n t of g a s tr oi n t e s ti tial ti s s u e p e r m e a bilit y u sl n g a n e W

d iff lJ Si o n c e11 . P h a r m a c o . R e s .
,
5

,
3 7 2 -3 7 6 (1 9 8 8) .

4 3) G r o b st ei n
,
C . : I n d u c ti o n i n t e r a c tio n i n th e d e v el o p m e

-

n t of th e m o u s e m e ta.n e p h r o s . J . E x p . Z o ol , , 1 3 0
,
3 1 9T 3 4 0

(1 9 55) .

4 4) S a x e n , L .
, L e h t o n e n

,
E .

,
K a r ki rt e n

- J a a s k el ai n e n
,

M .
,
N o r dli n g ,

S . & W a r ti o v a a .r a
,
J . : A r e m o r p h o g e n e ti c

ti s s u e in t e r a c ti o n s m e d i a t e d b y tr a n s m is sibl e si g n al s u b s t a n
-

c e s o r th r o u g h c ell c o n t a c ts ? N a t u r e
,
2 5 9 , 6 6 2- 6 6 3 (1 9 7 6) ･

4 5) G il b e r t
,

S . F . : D e v e lo p m e n t al B i ol o g y , 2 n d e d り

p 5 5 4-5 8 7 , S i n a u e r A s s o ci a t e s I n c .
,
S u n d e rl a n d

,
M a s s a c h u s e t-

ts , 1 9 8 8 .

46) M ei st e r
,
A . : G l u t a thi o n e ; m e t ab olis m a n d f u n c ti o n v ia

th e T
-

gl u ta m yl c y cl e . L if e S ci e n c e
,
1 5

,
1 7 7 -1 g O (1 9 7 4) .

4 7) B l a c k
,

K . L .
,

B a b a
,

T . & P a r d ri d g e
,

W . M . :

E n z y m a ti c b a r ri e r p r o te c t s b r a i n c a pill a ri e s f r o m l e u k o trie n e
-

C 4 . J . N e u r o s u r g .
,
8l

,
7 4 5 - 7 51 (1 9 9 4) .

4 8) L a t e r r a
,
J .

,
G u e ri n

, C . & G ol d s t e in
,

G . : A s tr o c y t e

i n d u c e n e u r al m i c r o v a s c ul a r e n d o th eli al c ell s to f o r r n

c a p ill a r y-1ik e s tr u c t u r e i n vi tr o , J . C ell P h y si .
,
1 4 4

,
2 94 - 21 5

(1 9 90) .

4 9) G o o d s p e e d
,

D . C .
,

D u n n
,

T . J .
,

M ill e r , C . D . &

P i t o t
,

H . C . : H u m a n r
-

gl u t a m yl tr a n s p e p tid a s e c D N A :

C O m p a ris o n of h e p a t o m a a n d kid n e y m R N A i n th e h u m a n

a n d r at . G e n e
,
7 6

,
1 -

9 (1 9 8 9) .

5 0) M o r ri s
,
C . M .

,
K eit h

,
A . B .

,
E d w a r d s o n

,
J . A . &

P u ll e n
,

R . G . L . : U p t a k e a n d di s trib u ti o n of ir o n a n d

tr a n sf e r ri n i n th e a d ult r a t b r ai n . J . N e u r o c h e m .
,
5 9

,
3 0 0 -3 0 6

(1 9 9 2) .

51) F oj o , A . T .
,

U e d a .

,
K .

,
Sl a m o n , D .

J .
,
P o p l a c k

,
D .

G .
,

G o t t e s m a n
,

M . M . & P a s t a n
,

Ⅰ
.
: E x p r e s si o n of a

m ultid r u g
-

r e Sis t a ･n C e g e n e h h u m a n t u r n o r s a n d ti s s u F S
,

P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A .
,
8 4

,
2 6 5 -2 6 9 (1 9 8 7) .

5 2) G ill
,
D . R .

,
H y d e

,
S . C . & 1 1i g gi n s

,
C . F . : S e p a .r a ti o n

Of d r u g t r a n s p o r t a n d c hl o rid e c h a n n el f u n c ti o n s of th e

h u m a n m ultid r u g r e si st a n c e P- gly c o p r o t ei n . C ell , 7 1
,
2 3-32

(1 9 9 2) .

53) D e h o u c k
,
M ･ P ･

,
M e r e s s e

,
S ･

,
I) el o r m e

,
P ･

,
F r u c h a r t

,

J . C . & C e c c h elli , R . : A n e a sie r
,

r e p r O d u cibl e
, a nd

m a s s
-

P r O d u c ti o n m e t h o d t o s t u d y th e b l o o d-b r ai n b a
_
r ri e r in

vi tr o . J . N e u r o c h e m .
,
5 4

,
1 79 8

-

1 8 01 (1 99 0) .

5 4) R o b e rt
,
L .

,
U l t e r t

,
V .

,
S a g e

,
J . L .

,
L e v y , D . E . &

D u ff y ,
T . E . : C o m p a ri s o n of r a di o-1 a b e11 e d b u t a n ol a n d

i o d o a n tip y ri n e a s c e r e b r al bl o o d fl o w m a r k e r s . B r ai n R e s .
.

2 2 2
,
3 6 5-3 7 2 (1 9 8 1) .

5 5) E h rli c h , P . : D a s S a u e r st off B e d u rf n i s d e s O r g a n is m u s .

I n P ･ E h ri c h (e d ･), E i n e F a r B e n a n a-1y tis c h e S t u d i e
,
1 s t ed

リ

p 6 9-7 2 ,
H i r s c h w ald

,
B e rl in

,
1 8 8 5 .

5 6) I J e W a n d o w s k y ,
M . : Z u r L e h r e d e r C e r e b r o s pi n alfl u s si -

g k eit . Z . K li n . M e d
リ

40
,
4 8 0T 4 9 4 (1 9 0 9) .

57 ) G o ld m a n n
,
E . E .･ : D i e a u s s e r e u n d i n n e r e S e k r etio n

d e s g e s u n d e n u n d k r a n k e n O r g a n is m u s i m Li c h e d e r

"

vi tal e n

F a r b u n g
"

. B eitr . K li n . C hir .
,
6 4

,
1 9 2 - 2 6 5 (1 9 09) .

5 8) B ri g h t m a n
,

M . W . & R e e s e
,

T . S . : J u n c ti o n s

b e t w e e n i n ti m a t el y a p p o s e d c e11 m e m b r a n e s i n th e v e rt e br -

a t e b r ai n . J . C e11 B i ol .
,
4 0

,
6 4 8 - 6 77 (1 9 6 9) .

5 9) M e r e s s e
,
S .

,
D e h o u c k , M .

- P . , D el o r m e , P . , B e n s aid
,

M .
,

T a u b e r
,

J . P .
,

D elb a r t
,

C .
,

F r u c h a rt
,

J .
- C . &

C e c c h elli
,

R . : B o vi n e b r ai n e n d o th eli al c ell s e x pr e s s

ti g h t -j u n c ti o n s a n d m o n o a m i n e o x id a s e a c tiv ity l n l o n g
- te r m

C u lt u r e . J . N e u r o c h e m .
,
5 3

,
1 3 6 3-1 3 71 (1 9 8 9) .

60) B a u e r , H . C . , T o n t s c h , U . , A m b e r g e r , A . & B a 11 e r ,

H . : G a m m aT glu t a m y トt r a n s p e ptid a s e ( G G T P ) a n d N a
十

-K
十

-

A T P a s e a c ti vi ti e s i n d iff e r e n t s u b p o p ul a tio n of cl o n e d

C e r eb r al e n d o th eli al c ell s ; r e S p O n S e t O gli aI sti m ul ati o n l

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,
1 6 8

,
3 5 8 - 3 6 3 (1 9 9 0) .

6 1) S eJll b e r g e r
,

H .
,

L o t t s p ei c h
,

F . & R i s a u
,

W . : T h e

i n d u cib l e bl o o d -b r ai n b a r ri e r s p e cifi c m ol e c u l e H T 7 is a

n o v el i m m u n o gl o b uli n
-1ik e c ell s u rf a c e gl y c o p r o t ei n . E M B O

J リ
9

, 21 51 -2 1 5 8 (1 9 9 0) .

6 2) S t e w a r t
,
P . A . & W il e y ,

M . J . : D e v el o pi n g n e r v o u s

ti s s u e i n d u c e s f o r m a tio n of bl o o d - b r ai n b a r ri e r c h a r a c t e ristic s

i n i n v a d in g e n d o th e lial c e11s : A s t u d y u si n g q u aiトc hi ck

tr a n s pl a n t a ti o n c h i m e r a s . D e v . B i ol .

,
8 4

,
1 8 3-1 9 2 (1 9 8 1) ･

6 3 ) J a n z e r , R . C . & R a ff
,

M . C . : A str o c yt e s i n d u c e

bl o o dT b r ai n b a r ri e r p r o p e r ti e s in e n d o t h eli al c ell s . N at u r e ,

3 25
, 2 5 3

- 2 5 7 (1 9 8 7) ,

6 4) T i o
,
S .

,
D e e n e n

,
M . & M a r a n i

,
E . : As tr o c yt e- m e di a

･

t e d i n d u c ti o n of alk al in e ph o s p h at a s e a c ti vi ty i n h u m a n

u m b ilic al c o r d v ei n e n d o th eli u m : A n i n vi tr o m o d el . E u r . J ･

M o r p h ol .

,
28

,
2 8 9 - 3 0 0 (1 9 9 0) .

6 5) A b b o tt
,
N . J .

,
H u g h e s

,
C . C . W .

,
R e v e s t

,
P ･ A ･

&

G r e e n w o o d
,
J . : D e v el o p m e n t a n d c h a r a c t e ris a ti o n of a r at

c a pill a r y e n d o th eli al c u ltu r e : t O W a rd s a n i n v itr o b lo o d - b r ain

b a r ri e r . J . C eu S ci e n c e
,
1 0 3

,
2 3-3 7 (1 9 9 2) .

6 6) H u r wi t z
,
A ; A .

,
B e r m a n , J . W り R 8 S h b a u m

,
W ･ K ･

& L y m a n
,

W . D . : H u m a n f e t al a s tr o c y t e s in d u c e th e

e x p r e s si o n of bl o o d -b r ai n b a r ri e r s p e cifi c p r o t ei n s b y
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a u t ol o g o u s e n d o th eli al c ells ･ B r ai n R e s ･
,
6 2 5

,
2 3 8-2 43 (1 9 9 3) ･

6 7) C e b a ll o s
,
G ･ & R u bi o

･
R ･ : C o c u lt u r e of a s tr o gli al a n d

v a s c ul a r e n d o th elial c ell s a-S a p p O Si n g l a y e r s e n h a n c e s th e

tr a n s c ell u l a r tr a n s p o rt of h y p o x a n th i n e ･ J ･ N e u r o c h e m ･
,
6 4

,

991 -9 9 5 (1 99 5) ･

68) M a h e r ,
F ･

,
V a n n u c ci

,
S ･ J ･ & Si r n p s o n

,
Ⅰ･ A ･

:

G l u c o s e tr a n S p O r t e r p r O tei n s i n b r ai n ･ F A S E B J ･
, 8 , 1 0 0 3 -1 0 1 1

(19 9 4) ･

69) K a t 2 m a n , R ･ : B l o o d - B r ai n- C S F b a r ri e r ･ I n G ■ J ･ S i e g el
,

R . W . A lb e r s , B . W . A g r a n off & R ･ K a t z m a n ( e d s ･) ,
B a si c

N e u r o c h e mi s tr y ,
3 r d . e d .

, p 4 9 7
-5 1 0

,
L ittl e B r o w n a n d

C o 皿 p a n y ,
B o s t o n

,
1 9 81 ･

70) Q i n
,

Y . & S a t o
,
T ･ N ･ : M o u s e m u ltid r u g r e si s t a n c e

2 7 1

1 a/ 3 g e n e is th e e a rli e s t k n o w n e n d o th eli al c e11 diff e r e n ti a ti-

o n m a r k e r d u ri n g b lo o d - b r ai n b a rri e r d e v el o p m e n t . D e v el o p
-

m e n t al D y n a m ic s
,
2 0 2

,
1 7 2-1 8 0 (1 9 9 5) .

7 1) P e k a l a , P .
,
M a rlo w ∴M . , H e u v el m a n , D . & C o n n oll y ,

D . : R e g ul a ti o n of h e x o s e tr a n s p o r t i n a o rti c e n d o th e li al c ells

b y v a s c ul a r p e r m e a bility f a c t o r a n d t u m o r n e c r o sis f a c to r
-

α
.

b u t n o t b y i n s u lin . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 5

,
1 80 5 1 -1 8 0 5 4 (1 9 g O) .

7 2) 加藤泰治 , 磯部 一 郎 , 四 ツ柳智久: 血 液 ･ 脳関門と ア ス ト

ロ サ イ ト D r u g d eli v e r y s y s t e m
,
1 0

,
2 5 4 (1 9 9 5) .

7 3) P a r d ri d g e , W . M . , B o a d o , R . J . & K a n g , Y . S . :

V e c t o r- m e d i at e d d eli v e r y o f a p ol y a m id e (
"

p e ptid d e
"

) n u cl eic

a cid a n al o g u e th r o u g h th e bl o o d- b r ai n b a r ri e r i n vi v o . P r o c .

N a tl . A c a d . S ci . U S A
リ
9 2

,
5 5 92- 5 5 9 6 (1 9 9 5) .

A st r o cy t e I n d u cti o n o f B r ai n E n d o t h e li 11 m ･ S p e cifi c F um C ti o n s Y as u h i k o H a y a s hi
,
d e p art m e n t of N e u r o s u r

g e r
y ,

S ch 00 l o f M e di ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r sity ,

K a n a z a w a 92 0
～

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 5 ,

2 5 7
-

2 7 1 ( 19 9 6)

K e y w o r d s a s tr o c y te
,
e n d o th eli al c ell

,
C O - C ul tu r e

,
b l o o d - b r ai n b ar ri er

,
tr a n S - difft r e n ti ati o n

A b st r u ct

V a s c ul a r e n d o th eli al c ells ( E C ) e x h i bit org an -t O - Or g an h e te r og e n eity i n th ei r 免I n C ti o n s an d m o r p h ol o gi es ･ I n p arti c ula r
,

b rai n c a pill a ry E C h a v e u niq u e c h a r a c te ri sti c s e x e m plifi e d b y th e b l o o d - b r ai n b a rri er ( B B B) ･ T h e f o r m ati o n a n d th e

m a int e n a n c e of B B B h a v e b e e n a s cri b e d t o E C re s p o n s e s to i n d u cti v e si g n al( S) o r fh c t or(S) 打o m a str ∝ y te S th a t e n ci rcl e

mi c r o v e s s el s i n th e c e n tr al n e rv O u S S y Ste m . H o w e v er
,
th i s h y p o th e si s re m ai n s to b e t es te d

,
b e c a u s e s u i tabl e i n vi tr o m o del s t o

V e ri fy th e r ol e of a st r o cy te s ar e n Ot y et a V ail abl e . I n th is st u d y ,
I c o n s t ru Ct ed a h e ter ol og o u s c o - C ul tu r e sy st e m

,
i n w hi c h r at

ftt al b r ai n a str o c y te s w er e c ul ti v ate d o n o n e s u 血c e of a p o r o u s m e m b r a n e a n d h u m a n u m bili c al v ei n E C o n th e op p o si te

Su rf a c e .
E l e ctr o n mi c r o s c op l C e X a mi n a ti o n r e v e al ed th a t a str ∝ y t e S P a SS e d th ei r e n d f色et th r o u g h th e p or e s

,
m a ki n g c o n t a ct

W i th E C . I n th is s y st e m
, g a m m a - gl u ta m y l tr an S p ep tid as e ( γ

- G T P) a c ti v i ty i n E C w a s f o u n d t o b e sig n i n c an tl y i n cr e as e d b y

C O nt aC ti n g as tr o cy te s i n a d e n s lty
- a n d ti m e - d e pe n d e n t m a n n e r

,
b ut n ot w h e n th e a str o c y te ft e d e r l a y e r w as a p art fr o m E C o r

re pl a c e d b y C O S c e ll s; a S tr O C y t e - d e ri v e d e x tr a c ell ul ar m atri x p a rti a11 y a c ti v a t e d γ
- G T P ･ m R N As f o r s o m e o f th e

r ep r es e n t ati v e B B B m ar k e r s
,
i n cl u di n g t r an Sf e rri n r e c e p t or

,
P -

gl y c o p r otei n
,
b r ai n

-ty P e gl u c o s e tr a n s p o rter a n d γ
- G T P as

W ell w e r e d e m o n s tr ate d b y r e v e r s e t r a n s c rl p t1 0 n
-

p Ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n t o b e u p r e g u l at e d i n E C c o - C u l tu re d w ith

a str o c y te s . As tr o c y te -i n d u c ti o n o f cl o s e m e m b r a n e a p p o siti o n r e s e m b li n g a z o n ul a o c cl u d e n s a n d o f a n i n c r e as e i n th e

n u m b er of mi t o c h o n d ri o n in E C w e r e al s o n ot e d i n el e c tr o n m i c r o g r ap
h s . F u r th er

,
i n c r e a s ed b a mi er a c ti vity a g a l n St i n uli n

W a S C O nft rr e d o n E C w h e n li n e d w ith as tr ∝ y te S ; th is b a r ri e r fu n c ti o n e xh ib i te d a d u e p ol ari ty . T h e r e s u lts o b t ai n ed wi th th is

h e ter ol o g o u s c o - C ul t u r e s y s te m th u s i n di c at e th a t th r o u gh c o n ta c t w ith th ei r f t e t
,
a Str ∝ y t e S ar e C a p a bl e o f tr a n s di ff t r e n ti ati n g

n o n - ne u r al E C i n t o th e b r ai n ty pe ,
e n d o w l ng th e m w i th th e B B B p r o p e rti e s .


