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論 文 内 容 要 旨 
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Modeling virus-associated acute encephalopathy pathophysiology using an in vitro 
blood–brain barrier model and dynamic evaluation of endothelial cell injury 
（血液脳関門モデルを用いた in vitro ウイルス関連急性脳症病態の作製と血管内皮細胞

障害の動的評価） 
【背景】ウイルス関連急性脳症（VAE）は、ウイルス感染に伴う急性脳障害である。VAE の病態は、高

サイトカイン血症により血液脳関門（BBB）が障害される非炎症性の脳浮腫である。我々は以前に単離し

た臍帯静脈内皮細胞において TNF-αが濃度依存的に血管透過性を亢進させることを経内皮細胞電気抵抗

（TER）測定により電気生理学的に示し、またデキストランを用いて実際に透過性が亢進していることを

機能的に示した。しかし、臓器により血管内皮細胞のタイト結合を構成する蛋白の発現が異なるため、VAE
の病態を再現するには、脳血管内皮細胞による検討が必要となる。今回、我々はヒト脳血管内皮細胞と周

皮細胞を用いた in vitro BBB モデルにより in vitro VAE モデルを作製し、炎症性サイトカイン TNF-α
による脳血管内皮細胞障害の動的変化を評価した。 
【方法】①ヒト脳血管内皮細胞と周皮細胞をトランスウェル膜の上部と下部にそれぞれ培養し、

cellZscope®を用いて TER を経時的に測定した。TER がプラトーになったことを確認後、段階希釈した

TNF-αを添加して in vitro VAE モデルを作製し、TER を継続して測定した。②同様のトランスウェルシ

ステムを用いて分子量の異なるフルオレセインナトリウム（分子量 376 Da）または FITC 標識デキスト

ラン（分子量 3-5 kDa、70 kDa、250 kDa）を添加し物質の細胞透過を蛍光マイクロプレートリーダーに

より評価した。③TNF-α添加後の血管透過性変化に伴う claudin-5 と ZO-1 の局在変化を蛍光免疫染色に

より、また claudin-5 の蛋白発現変化をウェスタンブロット法によって観察した。 
【結果】①TER 値は、TNF-α添加後に減少し、最小値に達した後、徐々に回復したが、回復までの時間

は、TNF-α濃度に依存し遅延した。②溶質透過試験では、TNF-α添加後にすべての分子量の物質の透過

性が亢進したが、その程度は分子量と TNF-α濃度に依存し、経時的に回復の傾向を認めた。③claudin-5
の局在は、TNF-α添加後に変化し、局在の回復時間は TNF-α濃度に依存し遅延した。一方、ZO-1 の局

在には変化がみられなかった。claudin-5 の発現は、TNF-α添加 24 時間後に減少し、48 時間後に完全に

回復した。 
【結論】脳血管内皮細胞と周皮細胞を用いた血液脳関門モデルを用い、TNF-αを添加することにより in 
vitro の VAE モデルを作製した。TER 測定と溶質透過試験は TNF-αによる血管内皮細胞障害による透過

性亢進を評価するのに有用である。この評価方法は、VAE の病態解明だけではなく、血管透過性に焦点を

あてた特異的治療法開発に有用であろう。 








