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緒言 

脳梗塞は非常に高い死亡率および後遺症率で現在でも世界における重要対策疾

患である 1。近年、重症脳梗塞に対して血栓回収療法が開発され、脳梗塞治療は

新たな時代に入ったといえる 2-4。血栓回収は高い再開通率が見込め、最大で 24

時間後まで有効であることが証明されている。しかしこのように高い再開通率

が得られるようになった血栓回収療法であるが、依然として十分満足できる機

能回復を得られる患者の比率はそれまでよりは高いとは言え限られており、虚

血再灌流障害（Brain ischemia reperfusion injury; I/R injury）がその原因の一

つであると考えられている 5。虚血再灌流障害は再開通を果たした脳内で生じる

biochemical cascadeで、細胞毒性・アポトーシス・炎症・活性酸素およびラジ

カル生成、脳血液関門（BBB）の透過性亢進などから免疫系細胞の脳内浸潤・

細胞外マトリックスの破綻などを来たし、最終的に脳浮腫や出血性梗塞等を生

じると考えられている 6。血栓回収療法の効果を高めるためにも虚血再灌流の機

序および治療法の解明が必要と考えた。FTY720 は近年開発された免疫抑制作

用のある薬剤で有り、スフィンゴシン１リン酸（S1P）レセプターのアゴニスト

として多発性硬化症に対する治療薬として FDA に認可されている 7。FTY720

は取り込み後、細胞内において可及的にリン酸化され、リン酸化 FTY720

（Phosphorylated FTY720; FTY720-P）となり、既知の 5つ有る S1Pレセプタ

ーの 4 つに結合することで細胞へのシグナル伝達を行っていることが分かって

いる 8。その効果は多岐にわたるが血中リンパ球減少、炎症制御、血管内接着因

子の抑制などが知られている。近年、FTY720 が虚血再灌流に組織保護的に作

用することが、肝臓 9,10、腎臓 11,12、心臓 13-15、脳 16-20などで報告されてきてい

る。しかしながら FTY720 が虚血再灌流においてどのように BBB 保護に働くの

か、また炎症反応を制御している時間経過はどのようなものかについては明ら

かになっていない。そこで本研究では脳虚血再灌流における FTY720 の保護効

果を BBB保護および炎症反応制御を中心に研究することにした。 

  

【本研究の倫理面における配慮】 

 本研究の内容は、北海道大学北海道大学動物実験に関する規程に基づき、「ス

フィンゴリン脂質による中枢神経保護効果の研究」(承認番号 17-0066) として

承認されている。 
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略語表 

 

BBB=Blood brain barrier 

BBMVEC＝Bovine Brain Microvascular Endothelial Cell 

BSA＝Bovine Serum Albumin 

CBF=cerebral blood flow 

CCA=common carotid artery 

CNS =central nervous system 

DMEM＝Dulbecco's modified Eagle's medium 

FBS＝fetal bovine serum 

GFAP=glial fibrillary acidic protein  

GFP =green fluorescense protein 

HE =Hematoxilin-Eosin  

I/R=ischemic reperfusion 

MCA=middle cerebral artery 

MCAO=middle cerebral artery occlusion model 

MTT=3-(4，5-dimethyl-2-thizolyl)-2，5-dipheniyl-2H-tetrazolium bromide 

NeuN =neuronal nuclear antigen 

OGD = Oxygen-Glucose Deprivation 

PET =positron emission tomography 

PTX＝ pertussis toxin 

ROI =region of interest 

Rt-PA=recombinant tissue plasminogen activator 

S1P=sphingosine 1 phosphate 

SD＝Sprague-Dawley 

SUV= standardized uptake values 

TSPO= translocator protein 

TTC=2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 
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実験方法 

 

【実験動物】 

 123匹の 8週オス SDラット（260-300g、CLEA Japan, Inc）を使用した。

動物愛護に注意し、25℃・50%湿度・12時間明暗サイクルの部屋で飼育し、水・

食料は自由に摂取できる環境とした。実験動物は無作為に割り付け、①Vehicle

グループ(n=60)、②低用量(0.5mg/kg)FTY720 グループ（n=29）、③高用量

(1.5mg/kg)FTY720 グループ（n=28）を使用した。 

 

【脳梗塞（中大脳動脈閉塞）モデル】 

 過去に本研究室で報告した方法を用いて中大脳動脈の一過性脳虚血モデルを

作成した 21-23。ラットはマスクを使用し、窒素 70%酸素 30%のガスにイソフル

ラン 4.0%を混入し麻酔導入し、イソフルラン 2.0%で麻酔維持した状態で手術

を行った。直腸温をモニターし 36.5-37.5℃になるように自動ヒートパッドを用

いて調整した。脳梗塞モデルは 0.37mm の先端にゴムコーティングがされてい

るシリコンフィラメント（Doccol Corp.）を用いて作成した。方法は右総頸動脈・

外頸動脈を露出して、外頸動脈を切断した。切断断面からフィラメントを抵抗

が感じられるMCA分岐部まで内頸動脈側に進め血流を遮断した。MCA領域の

脳血流（Cerebral blood flow；CBF）を Bregmaから 5mm外側、2mm後方で

レーザードップラー（OMEGA FLOW, Omega wave, Inc）を用いて測定し、70%

以上の低下が見られない個体は実験より外した。また虚血後に一旦覚醒させ、

神経機能評価であるmodified Bederson scoreが 2点以下の個体も除外した。2

時間の血流遮断後にゆっくりフィラメントを抜き再灌流を行った。 

 

【FTY720 投与】 

 FYT720 の投与に関して 3 つのグループを設定し、生理食塩水に溶かした

0.5mg/kg（低容量）、もしくは 1.5mg/kg（高用量）を再灌流直前に腹腔内に投

与した。 

 

【神経学的評価】 

 18ポイントの神経学的評価スケール(modified Neurological Severity Score 
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(mNSS))と 4ポイントのmodified Bederson scaleを使用した 24,25。 

 

【脳梗塞サイズ測定】 

 脳梗塞 7日後に 2,3,5-tiphenyltetrazolium chloride (TTC)染色で脳梗塞を評

価した。深麻酔下のラットを頸髄亜脱臼および頸部切断を行い、脳をすぐに取

り出した。脳は 2mm の厚さの 6 つの冠状断スライスにして、2%の TTC で 15

分間染色した 26,27。サンプルの写真を撮影した後、評価者が blind の状態で

Image J software (Image J 1.37v)を用いて梗塞巣を脳浮腫の影響を小さくする

ため以下の方程式を用いて計算した 28。 

梗塞巣（％）＝（対側半球の面積－同側の非脳梗塞面積）／対側半球の面積 

 

【in-vivo BBB評価】 

 ラットにおける BBBの破綻を Evans blue dye 染色法で検討した 22。再灌流

直後に 4mL/kgで生理食塩水に希釈し 2% Evans blue (Wako)を尾静脈より投与

した。24 時間後にラットを安楽死させ、十分量の生理食塩水で灌流することで

血管内の Evans blueを除去した。その後、右大脳半球を 3mLの 50%トリクロ

ロアセチル酸で homogenize(均質化)し、遠心（12,000rpm, 10min）して上清を

取得した。620nmの吸光度を吸光度計（TECAN. Inc）で計測し、mg/gで表示

した。 

 

【免疫染色法およびアポトーシスアッセイ】 

 4%のパラホルムアルデヒドで固定した脳組織をパラフィン包埋した。4mの

切片を作成し、線条体の高さを評価に用いた。免疫染色に用いた抗体はanti-Iba1

抗体（1:1500 で室温 1時間、019-19741、Wako）、anti-CD68 抗体（1:1000で

室温 1時間、MCA341GA、BIO-RAD）で、Histofine® Simple StainTM Rat MAX 

PO (NICHIREI BIOSCIENCES INC)を用いてシグナルを強化した後、 DAB 

chromogen of the DAB Substitute Kit (NICHIREI BIOSCIENCES INC) を用

いて DAB 染色を行った。アポトーシスアッセイは TUNEL 染色を用いた

ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (S7110, Chemicon 

International)を使用した。評価は脳梗塞近傍のperi-infarct areaに10個のROI

（100 m x 100 m）をランダムに設定し、陽性細胞を測定した 29。 
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【PETによる神経炎症評価】 

 神経炎症マーカーである Translocator protein（TSPO）を脳梗塞後 2日目と

9 日目に TSPO ligand [18F]DPA-714 を使用し動物用 PET（Inveon small animal 

imaging system、Siemens Medical Solutions）で測定した 30,31。各グループ 4匹の

ラットを使用し、鎮静下に 13.2±0.8 MBq の[18F]DPA-714 を尾静脈より投与

し、30 分後にイメージを取得した 32。ROI は脳梗塞巣において、対側にも同様

のエリアを設定し対照とし、standardized uptake values (SUV)を計算した。また

Autoradiography（ARG）測定も行った。[18F]DPA-714 投与 90 分後に rat の脳

組織を取得し、2mmの coronal切片を作成した。先端から 2枚目と 4枚目のス

ライスにて測定を行った 32。 

 

【細胞培養】 

Bovine Brain Microvascular Endothelial Cell (BBMVEC、Cell Applications, Inc)を使

用し in-vitroの実験を行った。100mm の培養皿（Thermo Fisher Scientific）もしく

は、2 well チャンバースライド（Watson Biolab）に DMEMに 10%FBS と 100U/mL

のペニシリン G を入れた培養液を使用し細胞を培養下。細胞は 37℃、5%CO2

のインキュベーターで培養し、パッセージ 2-4を使用した 30。 

 

【In-vitro虚血再灌流モデル（OGD）】 

培養細胞を 4時間の酸素栄養飢餓状態（Oxygen-glucose deprivation; OGD）とし、

その後 4 時間通常の培養液に戻した状態で実験を進めた 21。詳細としては、細

胞培養液に含まれる FBS 内には S1P が含まれることが知られているため、

Charcoal fileterで濾過した FBS を用いて細胞を虚血前 12時間培養することで細

胞内の S1Pを飢餓状態とした。その後、低酸素ワークステーション（InvivoO2 300, 

Baker Ruskinn）を用いて 1% O2, 5% CO2, and 94% N2, 37℃の状態で細胞を 4時間

培養した。培養液はオーバーナイトで低酸素チャンバー内に留置し培養液中の

酸素を除去した。細胞を 5つのグループ（各グループ n=5）にランダムにわけて

後述の実験を行った。(1)コントロールグループ：OGD なし、(2)Vehicle グルー

プ：OGDのみ、(3)FTY720グループ：OGD 解除直前に 100 nM の FTY720を培

養液に投与、(4)FTY720-Pグループ：OGD解除直前に100 nMのFTY720-P(Cayman 

Chemical, Michigan, USA)を投与、(5)FTY720-P と百日咳毒素（PTX）投与グルー

プ：OGD解除直前に 100 nM の FTY720-P と PTX (100 ng/ml, Fujifilm Wako, Inc.)
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をメディウムに投与。BBMVEC は FTY720 を FTY720-P に変換する enzymeが少

ないことが知られていることから FTY 群のみならず FTY720-P を準備した。ま

た PTX は細胞表面に存在する S1P レセプターのアンタゴニストであり、

FTY720-Pの効果が S1Pレセプターを介しているかどうかについての検証に使用

した。 

 

【リアルタイム PCRとWestern blotting】 

リアルタイム PCRを用いて脳血液関門の tight junctionと adherens junctionの構成

要素である、ZO-1, Occludin, Claudin-5, VE-cadherinのmRNA発現量を評価した。

上記 In-vitro 虚血再灌流モデル 5 グループの細胞を用いた。RNA 抽出は AllPrep 

RNA Mini Kit (Qiagen)を使用し、cDNA作成には PrimeScript® II 1st strand cDNA 

Synthesis Kit (Takara)を使用した。GAPDH をインターナルコントロールとして

Cycle time（Ct）を比較した。使用したプライマーは 

GAPDH   F: AGGTCGGAGTGAACGGATTC    

   R: TGCCGTGGGTGGAATCATAC    

ZO-1   F: CAAGTTCCCGGCCTAGTAGA,    

   R: CCCGAGGTTCACTTTTTGCG     

Occludin   F: GAACGCCGAGTAGCCCTCGC    

   R: GCAGCCATGGCCAGCAGGAAT    

Claudin5   F: CGTGCCCATGTCTCAGAAGT    

   R: TCACCGGGAAGCTGAAATCC    

VE-cadherin F: AGCGATGGATGCAGATGACC    

   R: ATGAGTCCAGAACCACGGATG    

とした。 

またこれらの構成要素のタンパク質レベルでの発現を調べるため 

ZO-1: polyclonal antibody, :61-7300, 1:80, Thermo Fisher 

Occludin: Lifepan BioSciences, LS-B5737, 1:500 、 Aviva Systems Biology, 

ARP42889_P050, 1:1000 

Claudin5: GeneTex, GTX49371, 1:100 

でWestern blottingを行った。 

S1Pレセプターの下流に存在する ERK1/2のシグナリングをwestern blottingで検

討した。使用した抗体は anti-ERK1/2 monoclonal antibody (1 : 2000, ThermoFisher)
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で、上記培養細胞 5 グループを検討した。細胞を回収した後 RIPA lysis buffer 

(Santa Cruz Biotechonology)でHomogenizeし、10gのタンパク質をNuPage 4-12 % 

Bis-Tris Gel (Life Technologies)を用いて電気泳動した。 iBlot2 (ThermoFisher 

Scientific)を用いてセルロースメンブレンに転写し、0.05% tween 入りの PBS で

ECL Prime blocking agent (GE Healthcare Life Science)を作成しブロッキングした。

その後一晩 4℃で一時抗体を incubate し chemical luminescence (ECL Advanced 

Western Blotting Detection Kit; GE Healthcare Life Science)を用いた。ChemiDoc 

(Bio-Rad)を用いて発色を評価した。 

 

【細胞免疫染色】 

BBBの Junctional protein である ZO-1 および VE-cadherinの挙動を細胞免疫染色

法で評価した。上記 5 グループの細胞を 4%パラフォルムアルデヒドで 15 分間

固定したのち、0.1% triton X-100で透明化し、3%の BSAと Blockace (DS Pharma 

Biomedical Inc)でブロッキングした。1 次抗体として VE-cadherin (1:100, 

PA5-17401, ThermoFisher Scientific)、ZO-1 (1:100, 33-9100, Thermo Fisher Scientific)、

Occludin（1:100, LS-B5737, Lifepan BioSciences）、Claudin 5 (1:200, GTX49371, 

GeneTex)とを用いて、適宜最適な 2次抗体を投与し、DAPIで封入した。画像は

蛍光顕微鏡（BZ X-700, Keyence）を用いて、10 個の重ならない視野（700 m x 560 

m）を選択し撮影を行った。Junctional protein が細胞周囲に残っている細胞の全

ての細胞に占める比率を検討した 33-35。 

 

【統計学的解析】 

 データは，平均値±標準偏差で示した。JMP Pro 13 (Systat Software)を用い、

多群間比較には one-factor ANOVAと Dunnett post hoc testを用いた．p<0.05

を統計学的に有意とした． 
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結果 

【FTY720 は死亡率・脳梗塞サイズを低下・縮小し、運動機能回復を促進する】 

 FTY720 投与により、容量依存的に脳梗塞のサイズが認められ、特に高用量

グループは Vehicle グループに比較し有意な縮小が得られた（Fig.1）。Vehicle

グループに比較し高用量グループでは 55%もの脳梗塞巣縮小効果が得られた。 

 

Fig. 1 脳梗塞サイズ：FTY720 投与によって用量依存的に梗塞巣の縮小を認

めている。 

 

死亡率も Vehicleグループでは 20%、低用量グループでは 8%、高用量グルー
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プで 0%で、FTY720投与グループで Vehicleグループに比して良好な結果と

なった（Fig. 2）。 

Fig. 2 死亡率：FTY720 の用量依存的に死亡率の低減を認めている。 

 

運動機能回復もmNSSとmodified Bederson scoreの両方で Vehicleグルー

プに比して FTY投与グループで改善した。しかし高用量と低用量での違いは

認められなかった（Fig. 3）。 
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Fig.3 運動機能評価：FTY720 投与の両グループにおいて vehicle グループ

に比して有意な運動機能改善を認めている 
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【FTY720 は in-vitroの BBB の破綻を軽減する】 

Evans blue 染色による BBB の破綻の検出において FTY720 グループは

Vehicleグループに比較し有意に漏出を抑制した。（Fig. 4） 

Fig. 4 BBBの漏出：FTY720 投与の両グループにおいて vehicleグループに

比して有意に Evans blueの漏出抑制を認めている 

 

【FTY720 は脳内の炎症反応およびアポトーシスを抑制する】 

炎症反応を引き起こす活性化 microglia を Iba1 で、脳内に侵入してきた

macrophageをCD68で染色したところVehicleグループに比較し用量依存的

に有意に発現が抑制されていることが確認できた。また細胞アポトーシスに

関しては、FTY720 の両グループにおいて 90%以上抑制されていることが確

認できた。（Fig. 5） 
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Fig. 5 炎症反応の抑制：活性型マイクログリア（Iba1（A））および活性型脳

内マクロファージ（CD68（B））は FTY720 の投与によって用量依存的に活

性が抑制されているのが分かる。またアポトーシス細胞（Apoptag：C）は

FTY720の両グループにおいて vehicleグループに比して有意に減少している 

 

PET による経時的な炎症反応の経過を観察したところ、同一個体の rat にお

いて、FTY720 投与グループは用量依存性に炎症反応の亜急性での悪化を抑

制したことが分かった。脳梗塞後 2日目の炎症は Vehicleグループ、FTY720

グループで変わりなかったが、9 日後では有意に抑制され、特に FTY720 高

用量グループではほとんど炎症の進行が認められないという結果であった

（Fig. 6）。 
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Fig. 6 PETによる経時的炎症反応の推移。上：各グループにおける代表的症例

（左から Vehicle、低用量、高用量）左下: Max SUV値、右下: Mean SUV値 

炎症反応は脳梗塞 2日目ではほとんど変わらなかったが、9日目の増悪が用量依

存的に抑制されていた。 

 

【FTY720 は BBB の tight/adherens junction の発現は亢進しないが、

junctional proteinの細胞内移動を防ぐ】 

Real time PCR によって BBB の tight/adherens junction の構成要素である

ZO-1/Occludin/Claudin/VE-Cadherin の発現を検討したが、これらは control

に比較し、虚血負荷で発現が減少することが占められた（Vehicle）が、FTY720

および FTY720-Pの投与を行っても改善は認められなかった（Fig. 7）。 
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Fig. 7：虚血負荷による BBBの junctional proteinのmRNA発現量は FTY720

および FTY720-Pでは改善しない 

ただし、ZO-1、Occludin、Claudin5 のタンパク質レベルでの発現量に関して

Western blotting を行ったが、評価に耐えうる再現性の良いデータは得ること

が出来ず、断念した。 

 

一方、tight/adherens junctionの細胞間隙での分布は虚血負荷によって変化し、

ZO-1および VE-cadherinは細胞質内に移動したが、FTY720-Pを投与すること

でこの細胞内への移動を防ぐことが出来ることが確認された（Fig. 8）。またこ

の効果は S1Pレセプターアゴニストの PTXを投与することで、完全に消失させ

ることが可能で、FTY720-P が S1P レセプターを介して BBB の保護を行って

いることを示唆するものと思われた。Occludin の免疫染色は十分な画像化が得

られなかったため断念した。 
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Fig. 8：FTY720-Pのみで tight/adherens junctional protein の細胞内移動を防

ぐことが可能であった。また PTXによってその効果を完全に拮抗することが確

認された。（左上：ZO-1、左下：VE-cadherin の代表的画像、右上：ZO-1 の半

定量的計測結果、右下：VE-cadherinの半定量的計測結果） 

 

さらに FTY720-P の効果が S1P レセプターに働いているかどうかについて、

S1Pレセプターの下流に存在するERK1/2のタンパク質の発現量を調べた結果、

FTY720-P において有意に Vehicle に比較し発現が亢進すること、PTX によっ

て reverseされることが確認された。 



 

17 

 

 

Fig. 9：FTY720 及び FTY720-P による下流シグナリングの検討：FTY-P は

vehicle に比して有意に下流シグナリングである ERK1/2 蛋白を upregulation

していた。またこの効果は PTX投与により消失した。 
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考察 

過去の報告でFT720が脳虚血再灌流に対して保護作用を示すメカニズムとして

血中リンパ球減少、免疫抑制、アポトーシスの減少、BBBの保護などが指摘さ

れてきている 16-18。しかしながら FTY720 による炎症反応抑制の時間的経過お

よびどのように BBB を保護しているのかについては不明であった。本研究によ

って我々は 2 つの新しい機序についての知見を得ることが出来た。一つ目は

FTY 投与によって tight および adherens junction の構成要素の細胞内移動を

防ぐことが出来、それによって BBBの保護が得られている可能性が示唆された

こと、二つ目は FTY720 投与による炎症反応制御が急性期ではなく亜急性期以

降に生じていることである。 

 

・FTY720 は虚血による BBB構成成分の細胞内移動および破綻を防ぐ 

BBBは脳の血管内皮細胞を中心とする非常に特殊な機構で有り、脳内と血管内

の物質の通過を制御することによって中枢神経を外的因子から保護している。

しかしながら虚血によって BBBが破綻することによって、このバリアが傷害さ

れ、様々な細胞や液性因子が脳内に侵入し、以後炎症反応のカスケードが進行

することで、結果脳損傷の悪化をきたすことになると考えられている 5,22。過去

の報告では、FTY720は正常の生理的状況下においては tight/adherens junction

の構成要素である VE-cadherin と-catenin を S1P レセプターを介して強化す

ることが証明されており 35、感染、けいれん、多発性硬化症、アルツハイマー

病などの病的状況下では BBB の透過性亢進を抑え保護することによる脳保護

的効果が実験的に確認されている 36,37。また FTY720 ではないものの、同じレ

セプターを介して機能する S1Pが tight/adherens junctional protein の細胞内

移動を抑えて、細胞表面に留めることによるバリア機能の保持が報告されてい

る 33。これらの報告は今回我々が見つけた、虚血時においても FTY720-PがBBB

の junctional protein を細胞表面に残すという結果と同様の方向性を有してお

り、虚血時においても FTY720 が BBBに対して脳保護的に作用し、その機序は

構成要素の細胞内移動を防ぐことであると考えられる。我々はこれらの結果か

ら、BBBを構成する junctional proteinはエネルギー依存能動的に細胞表面に

存在しており、虚血等の細胞エネルギー枯渇となった際に細胞内に引き込まれ、

バリア機能が破綻するのではないかという機序を推定している。mRNA の発現
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が FTY720 投与によって増加しなかったという事は、虚血時に FTY720 が BBB

保護効果を示したのは新たな junctional protein 発現の亢進によるものではな

く、細胞内移動を抑えた結果によるものだと思われた。過去の報告の多くは単

純に Evans blueの漏出で BBBが破綻したと結論付けており、その詳細なメカ

ニズムに関しては不明であった事からも今回の発見が新規的であると思われる。

またその作用が S1P レセプターを介して行われていることも下流シグナルの

ERK1/2 蛋白の上昇とアンタゴニストである百日咳毒素による効果の消失によ

り証明することが出来た。しかしながら逆の報告として、rt-PA投与による脳血

管再開通療法時にFTY720を同時に投与してもBBBの保護効果が得られなかっ

たという報告や生理的状況においては FTY720 が BBB を一部開放し小さな

molecule のみの透過性を亢進しているとの報告も存在することから 38,39、

FTY720のBBBに対する保護効果に関しては更なる検討が必要なのは間違いな

いと思われる。 

 

・FTY720 は亜急性期の炎症増悪を抑制する 

本研究のもう一つの新規的発見として FYT720 は急性期の炎症ではなく、亜急

性期において炎症反応の増悪を抑制する働きがあることを動物PETで明らかと

したことである。TSPO はミトコンドリア細胞膜上に主に発現しており、免疫

応答やステロイド合成、アポトーシスに関与していて 40、中枢神経系では生理

的状況下では非常に低くしか発現していないが、活性型マイクログリアによっ

て強く発現されるため中枢神経炎症マーカーとして非常に有効であると考えら

れている 41,42。我々の検討では脳梗塞 2 日目の炎症はどのグループでも概ね同

様であった。しかし脳梗塞 9日目には Vehicleグループで非常に強く炎症が亢進

していたにも関わらず、FTY720 グループ、特に高用量グループにおいてはほ

とんど炎症の悪化を認めていなかった。この効果は FTY720 を用いた際の脳内

炎症評価がどの時点が最適化を知るための非常に良い指標になり得ると思われ

た。この効果については FTY720 の血中リンパ球減少が寄与する可能性が一番

高いと考えられるが、他の機序の可能性も今後検討する必要があると思われる。 

 

・それ以外の検討 

それ以外としても本研究では FTY720 による microglia/macrophage の集積低

下が認められている。興味深いことにmacrophageは S1P2レセプターを有して
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いると考えられており 43、これは FTY720が効果を示す S1P1,3,4,5からは外れて

おり、直接の作用ではない可能性がある。また FTY720 は神経細胞への直接の

アポトーシス保護効果がないという報告もなされていて 18、本報告による

FTY720 による頭蓋内アポトーシス抑制も直接の効果ではない可能性が考えら

れる。これらは BBB の保護および血中リンパ球減少による副次的効果である可

能性が示唆される。 

 

・本研究の限界 

新規的な知見が得られた反面、本研究にはいくつかの Limitationが存在してい

ると考える。一つ目として我々は FTY720-P が tight/adherens junctional 

protein を細胞膜上に留めることと、BBB の破綻が防げたことを示すことが出

来たが、細胞膜上に proteinを留めたことが直接 BBBを保護したかどうかにつ

いて証明していない点が上げられる。このことを証明するには電子顕微鏡によ

る BBB の形態的変化や細胞膜電位測定などを行う必要があると考える。また

FTY720 の最も大きな作用として血中リンパ球減少が上げられ、これが BBBの

破綻に寄与している可能性を除外していない点である。白血球上の S1P レセプ

ターの knockoutなどを用いることで検討が可能かもしれないと考えるが、現時

点で我々の施設において早急にこれらの課題を解決するのは難しく今後の課題

として残っている。 

 

・結語 

結論として FTY720 は脳梗塞後の虚血再灌流において BBB の tight/adherens 

junctional proteinの移動を抑え、かつ、亜急性期の炎症を抑えることが示され

た。血栓回収療法などの際に生じうる虚血再灌流障害を軽減させうる薬剤とし

て期待できると思われた。 
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総括および結論 

①本研究全体から得られた新知見 

⚫ FTY720 は脳血液関門（BBB）上に発現する蛋白の虚血時に生じる細

胞内移動を防ぎ、バリア機能を保持する働きがあることを示した。 

⚫ その機能は細胞膜上に存在する S1P レセプターに結合することで生じ

ていることを示した。 

⚫ FTY720 は脳内炎症を抑えるが、その効果は急性期ではなく、亜急性期

に生じていることが分かった。 

 

②新知見の意義 

⚫ 臨床で問題となっている虚血再灌流障害を軽減する薬剤として

FTY720 が Promisingであることが示唆された。 

 

③今後どのような研究が展開されうるか 

FTY720 の虚血再灌流障害の軽減作用に際し、今回 Limitation ともなった

BBBの保護効果に対して電子顕微鏡や細胞膜電位測定などを通じて直接保護効

果を示す研究への展開が考えられる。また FTY720 は既に物質特許が切れてい

る状況で有り、製薬会社も今後の新規適応に慎重な姿勢を示している。FTY720

以外でも S1P レセプターに結合可能な薬剤などによる虚血再灌流障害に対する

保護効果を調べることで、製品化出来る可能性が考えられる。 
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