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Cilostazol attenuates ischemia-reperfusion-induced blood-brain barrier 
dysfunction enhanced by advanced glycation endproducts via transforming 

growth factor-β1 signaling. 
 

トランスフォーミング増殖因子-β1を介した虚血再灌流条件下での終末糖化産

物による血液脳関門障害に対するシロスタゾールの保護効果. 
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緒   言 
糖尿病を合併した虚血性脳血管障害では梗塞巣や脳浮腫が増悪することが知ら

れているが、脳浮腫発症の責任部位である血液脳関門（Blood-Brain Barrier, 
BBB）の機能障害に関する詳細なメカニズムは未だ不明である。近年の研究に

より糖尿病性網膜症や大血管障害では終末糖化産物（Advanced glycation 
endproducts, AGEs）が血管内皮細胞障害に関与することが指摘されている。そ

こで我々は、実験的虚血再灌流条件下での AGEs の作用を BBB in vitro モデル

を用いて検討し、そのメカニズムの解明を行った。また、BBB の機能障害を軽

減する薬物（BBB 保護薬）の検討も行った。シロスタゾール（cilostazol）は

ホスホジエステラーゼⅢの選択的阻害薬であり細胞内サイクリック AMP を上

昇させ、血管拡張作用や抗血小板作用を発揮する。また、BBB に対する保護的

な効果を有することが報告されている。そこで、シロスタゾールを BBB 保護薬

候補として検討を行った。 
 
対象と方法 
ラット脳より分離した脳毛細血管内皮細胞、ペリサイト及びアストロサイトを

用いて BBB in vitro モデルを作成した。虚血再灌流の条件で AGEs が BBB に



与える影響を調べるため、BBB モデルに BSA（bovine serum albumin）の糖

化産物である AGE-BSA（200 μg/ml）を添加し、3 時間の oxygen-glucose 
deprivation（OGD）と、24 時間の再灌流を行った。Normoxia の条件では BSA
（200μg/ml）を添加した。BBB の機能評価は経内皮細胞電気抵抗（TEER）値

を測定することで行った。また、tight junction (TJ) 蛋白である Zonula 
occludens-1, claudin-5 の発現を免疫染色法、ウエスタンブロット法を用いて検

討した。また、作製した BBB 機能障害モデルに対するシロスタゾールの作用も

検討した。虚血再灌流下での AGEs による BBB 機能障害メカニズムを検討する

目的で、細胞外 TGF-β1 濃度を immunoassay 法にて測定し、TGF-β1（1ng/ml）
添加による TEER 値の経時的変化を測定した。 
 
結   果 
BBB に対する AGEs の影響を TEER 値で確認すると AGEs は Normoxia の条

件では TEER 値に変化を与えなかったが、虚血再灌流の条件では有意な低下を

示した。一方、cilostazol を投与すると、虚血再灌流及び AGEs 投与による TEER
値の低下を抑制した。この変化を免疫組織染色法、ウエスタンブロット法によ

る tight junction 蛋白の発現で確認すると、虚血再灌流で AGEs を作用させた

ものでは claudin-5 の発現は低下したが、シロスタゾールの投与にてその低下は

抑制された。また、AGEs は BBB モデルにおける細胞外 TGF-β1 の産生を増加

したが、シロスタゾールはその産生を抑制した。最後に TGF-β1 を直接 BBB モ

デルに投与すると経時的に TEER 値は低下したが、シロスタゾール投与により

その低下は抑えられた。虚血再灌流及び AGEs 添加で低下した TEER 値は

TGF-β1 の受容体阻害剤である A83-01 の投与にて回復した。 
 
考   察 
今回我々は triple co-culture model である BBB モデルを用いることで解剖学的、

生理学的にも生体内の脳微小血管により近い状態で実験を行った。 
今回の実験でAGEsは虚血再灌流障害を加えることでBBBの機能障害を増悪さ

せる事が示され、虚血再灌流状態では内皮細胞における RAGE の発現が増加し

ていた。つまり、RAGE の発現増加によって AGEs は RAGE を介する障害作用

を亢進したと考えられた。BBB のバリアー機能に関する分子の中でも TJ 蛋白

である claudin-5 が最も重要な分子であり、機能的実態と考えられているが、

AGEs によって障害を受けた内皮細胞では claudin-5 の発現が減少していた。一

方、cilostazol は claudin-5 の発現を回復する事で BBB 機能を維持していた。

AGEs によって誘導される炎症性因子の中でも TGF-β1 は全身の糖尿病性合併

症を引き起こす原因と考えられているが、糖尿病による BBB 障害に関しては未



だそのような報告はない。今回の実験では TGF-β1 を直接作用させることで

BBB の機能は経時的に障害された。また、細胞外 TGF-β1 濃度は AGEs 投与に

より増加したが、cilostazol はその産生を抑制し、さらに TGF-β1 による BBB
障害も抑制した。以上のことから、糖尿病を合併した虚血性脳血管障害には、

TGF-β1 の産生亢進による BBB 機能障害が関与しており、その保護薬としてシ

ロスタゾールが有用であることが示唆された。 

 


