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培養ラット脳内毛細血管内皮細胞のかGMP産生に及ぼす

心房性ナトリウム利尿ペプチドおよび

C剖タイプナトリウム利尿ペプチドの効果

神戸大学医学部脳神経外科(指導教官:玉木紀彦教授)

中村秀美

(平成10年l月20日)

<要約>

ラットの脳内毛細血管内皮細胞の分離培養系を確立

して， in vitroにおける心房性ナトリウム利尿ベプチ

ド(ANP)およびC回タイプナトリウム利尿ペプチド

(CNP)の脳内毛細血管内皮細胞内cyclicguanosine 

3'， 5' -monophosphate (c-GMP)康生に及ぼす効

果を検討した。

方法:Sprague-Da w leyラットの大脳皮質の毛細

血管内皮細胞を2段階醇業法により分離・培養した。

第四因子関連抗原の免疫組織染色により内皮細胞を同

定し，プロスタグランディン12(PGI2)産生能とガ

ンマグルタミルトランスベプチダーゼ (r-GTP)を

測定することによって細胞機能を確認した。第3から

第8継代の培養脳内毛細血管内皮細胞にANP(8悶33)

およびCNP・53を反応させ産生される細胞内 c聞

GMP濃度を測定しANP(8剛33)とCNP-53の培饗脳

内毛細血管内皮細胞に対する作用を検討した。

結果(1)胤管内皮細胞に特徴的な生盟機能であ

るPGlz産生能を有する脳内毛細血管内皮細胞の分離・

培養系が確立された。 (2) トGTP~生能は，培養早

期に消失した。 (3)ANP (8-33)を反応させるとか

GMP産生最は反応時間5分で最大値に達した。 (ω4)

ANP (ω8働-3お3)の濃度が10σ…7M以上で

度は有;意意に増加しfたこo (5) CNP-53を反応させても細

胞内c-GMP濃度の有意な変化は認められなかった。

結論:生理機能を保持した脳内毛細血管内皮細胞培

養系を作成した。 ANPによる細胞内c-GMP濃度の上

昇は培養条件によらず安定していた。 CNPは継代培

養した脳内毛細血管内皮細胞に対しては作用しなかっ

fこo

く緒嘗〉

脳内毛細血管内皮細胞は脳循環と代謝の境界に存

在して両者の制御に重要な役割を拙っており，脳神経

外科傾域においても慮血性疾患，脳浮腫などの病態理

解のためにその機能の解明は重要であるo 生理機能を

有する正常脳内毛細血管内皮細胞の分離，継代培養を

安定して行うことには技術的な困難を伴うが，近年，

その分離・培養が司能となりその生理機能の解明が進

みつつある。

心房性ナトリウム利尿ペプチド(Atrialnatriuretic 

peptide， ANP)は腎臓，血管，副腎などに存在する

特異的受容体を介して，ナトリウム利尿，降庄，血管

弦張作用などを示すペプチドであり，水分，電解質，

血庄の調節に関与している(!， 2)。中椛神経系において

もANPの受容体が視床下部や脳室周囲組織のほか，

脈絡叢や脳内毛細血管などにも砕在することが明らか

になり， ANPが血液ー髄液 脳~血液関門の機能に

関与していることが示唆されている (3)。従ってその研

究は脳浮臓の治療や水蹴症の治捕に関係して行われて

いるo

また中枢神経系に特異的なナトリウム利尿ペプチド

としてC網タイプナトリウム利尿ペプチド (CNP)の

存荘が明らかにされた(りが，現悲では腎臓，消化管，

肺などにも存在することが確認されているけ)0 CNP 

もANPと問機またはそれ以上に脳の容積調節への関

与が推測されているものの (4，6) 脳内毛細血管におけ

る生理作用については十分に知られていないのが現状

である。

ラットの脳内毛細血管内皮細胞を生理機能を保持し

て分離培養する実験系を確立し，ぞれらを用いて

ANP (8蜘33)とCNP-53の作用についてナトリウム

Key words :脳内毛細血管内皮細胞，心房性ナトリウム利尿ペプチド， c-タイプナトリウム利尿ペプチド，水頭
症，脳浮腫
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利尿ペプチドのセカンドメッセンジャーで、あるcyclic

3'， 5'聞monophosphate(cωGNP) (7)の細胞内濃度

を測定することにより検討した口

〈方法〉

(1)ラット脳内毛細血管内皮細胞の分離・培養・同定:

200--300gの雄Sprague心awleyラット10匹の大脳

皮質から毛細血管内皮細胞を2段階酵素法により分離

し，継代培養した (8)。大脳皮質の髄膜と血管を除去

し，円刃刀で約 1rrfの大きさに細切した o 20 mlの

Dalbecco's minimum essential medium (D-

MEM， Nissui， Tokyo， Japan)と0.5%ディスパ…

ゼ (BoehringerMannheim， Germany)中で針。C

で3時間処理した。次lこD-MEMを含む13% dextran 

(分子量70，000，Sigma Chemical， St. Louis， MO) 

80mlに浮遊させた。 5，800gで10分間瀧心分離し，毛細

血管を脳組織から分離した。そして300μmのナイロ

ンメッシュに適して1mg/mlコラゲナ…ゼ/ディスパー

ゼ(日oehringerMannheim， Germany) 5 ml中で

6時間処理した。その後， 50%パーコール (Pharma

cia， Uppsala， Sweden)を加えたD-MEMに入れ

26，000gで50分間遠心分離すると試験管の上3分の l

の部分に毛細血管内皮細胞が得られ，直径6伽mのコラー

ゲンコーティングしたシャーレ (Falcon，Lincoln 

Park， NJ)に播種した。 2週間後に内皮細胞は均一

な敷石状の様相を呈した。 0.25%トリプシン， 0.01% 

ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA)で

処理後1: 2の割合で継代培養した。培饗械は20%牛

胎児血清， 2mMグルタミン， 100U/mlペニシリンG，

100mg/ml硫酸ストレプトマイシン0.08%へパリン接

合むD-MEMを用い2日毎に入れ替えた。

初代から10代の継代細胞をコラ…ゲンコ…ティング

したカバーグラス上に培養し，第珊因子関連抗原の免

疫組織染色行うことにより内皮細胞を同定し (9) 第

四困子関連抗原腸性で内皮細胞と確認された細胞(10)

を実験に供した。

(2)プロスタグランディン 12(Prostaglandein 12 ; 

PG12)産生能測定による生理機能の検証

内皮細胞が産生し抗血栓作用や血管拡張作用を荷す

るPG12(日)の産生能を，培養細胞上清中に産生・放出

されるPGI2の安定した代謝産物である 6柵keto-

PGIlαをエンザイムイムノアッセイキット (Amersham，

Arlington Heights， IL)を用いて測定することに

より検証した。直径30mmのコラーゲンコーティングし

たプラスチックシャーレに内皮細胞を均一，敷1J状に

なるまで培養し，培養液をリン酸緩衝生理食塩水に変

吏して3時間C02インニキドユベ一夕一に民した後に上清

中に産生.放出された 6

ドン酸を加えた場合の 6-占嗣，ketω0-♂PGF札lαの康E住主最告H昭lぼg 

鑑白あたりに換算して測定しfたこo

(3) ガンマク、、ルタミルトランスベプチダ…ゼ(r -

glutamyl transpeptidase; r幽GTP)を指標と

した脳血液関門の検証

脳血液関門の騨素的な指棟と考えられている 7

GTP(ω を測定した。 Mischekらの方法(ω により，

1mg蛋白あたり 1分間に産生されるlnmolの3-carb 

oxyl脚 4nitroanilineを1unitの静業活性として測

定した。

(4) ANPとCNP刺激による内皮細胞内のひGMP産

生能の測定

コラーゲンコーティングした直径30mmのシャーレ上

で均…，敷石状になった，第3から第8代継代の培養

脳内毛細血管内皮細胞を37
0

Cで， cyclic nucleotide 

phosphodiesterase inhibitorである isobutyl-

methy1xanthineを加えて10分間処理した後， 10一川

から1Q-5MのANP(ι33) (Penninsula Laborato鴫

rise， Belmont， CA)， CNP-53 (ペプチド研究所，

大阪)を反応させた。トリクロロ酢酸で反応を停止さ

せ，産生された細胞内c-GMP濃度をエンザイムイム

ノアッセイ法 (Biotrak，Amersham International， 

Buckinghamshire， England)により測定し， 106 

細胞当たりの康生最で表示した。また，反応、時間と

かGMPの産生量との関係についても検討した。

かGMPの測定は各測定点で5検体ずっとした。検定

はt検定を用い， Pく0.01を荷態とした。

く結果>
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(1)脳内毛細血管内皮紐砲の分離・培養・同定

ノf・・m コールを用いて分離すると多数の毛細血管の塊

が得られた。これを直径30mmのコラーゲンコートした

シャーレ8個に播種すると毛細血管塊から島状に均一

な内皮細胞が分裂し， 2から 3週間で特徴的な敷石状

の様相を呈した (Fig.トA)。細胞は多角形であり，

大きな丸い核が認められた。継代回数が増えるに従っ

て細胞は多角形の敷石状を盟する構造から一部が細長

い紡錘状の形状に変化する事が観察された (Fig.ト日)。

初代から第10代継代のほとんど全ての細胞が第四因子

関連抗牒により染色され，血管内皮細胞であることが

確認された (Fig.2-A，2-B)。染色の特徴としては

細胞質，特に核の周辺が強く漁色されていた。細胞の

形態の変化にもかかわらず，第四悶子関連抗臓の陽性

は保持ざれた。
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Figure 1. Cultured rat brain capillary endothelial cells viewed by phase-contrast microscopy. 
(x 100) 

(Figure 1 -A) Primary culture of endothelial 
cells 5 days after seeding. They had the 
typical appθarance : polygonal cells with a 
large round nucleus and very little over-
lapping of adjacent cells. 

(Figure 1叩 B) Passage 6. There are some 
spindle聞shapedendothelial cells. 

Figure 2. Immunoperoxidase staining for Factor VIιrelated antigen in cultured rat brain capillary 
endothelial cells (Passage10) (Figure2四A)and control (Figure2-B) (x 400). 

(2) 6 -keto四PGFlaの測定によるPGlz産生能の検証

初代から少なくとも第10代継代までの細胞では 6-

keto-PGFlaの産生がほぼ変化なく認められた。初代7

第3代，第10代継代細胞でそれぞれ3.6土0.4， 3.8土

0.4， 3.5ニヒ0.3ng/106cells/2hrsの6泊keto-PGFla

が産生されていた。このことは今回培養した脳内毛細

血管内皮細胞がPGlz産生能を保持していることを示

した。またPGlzの前駆体であるアラキドン酸100μg

を添加することにより 6蜘keto-PGFlα の産全量が増

加し，初代，第3代，第10代継代細胞でそれぞれ12.5

土1.4，13.5土1.4，14.0士1.8ng/106cells/2hrsの

6 -keto嶋PGFlα の産生を認めた (Fig.3)。継代回数

(231) 

の増加に伴う細胞形態の変化にPGI2産生能は影轡さ

れなかった。

(3)トGTPを指標とした脳血液関門の検証

培養開始後14日目の初代細胞のトGTP含有量は4u

nits/mg蛋白であった。しかし第2代継代以陣の細胞

では検出感度以下であり，トGTPの産全能が培養の

極めて早い時期に消失することを示した。

(4) ANPとCNP刺激による内皮細胞内のひGMP産

生能の測定

培養脳内毛細血管内皮細胞に対して1O-7MのANP

(8-33)を反応させ反応時間と細胞内c-GMP濃度との

関係を検討した。反応時間がl分から 6分までは細胞
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Figure 5. Graph showing the relationship 
between ANP (8-33) concentration and c-
GMP production. 8igni日cantresponse was 
observed at the dose higher than 10-7 M 
(Pく0.00.Values are presented as the mean 
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production. There was no response observed 
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8.9， 10.8:1::7.9 fmol/106cell/ 5 minであったが，

ANP (8-33)の濃度が10吋 7M以上となると細胞内c-

GMPi濃度は著明に増加し1O-7M，1O-6M， 10→Mで

それぞれ82.5士22.6，83.3土23.2，80.7土25.4fmol/

106 cells/5minとなり， 1O-7Mから1O-5MのANP

(8-33)を反応させた時は1O-10Mから1O-8MのANP

(8-33)会反応させた時より有意に細胞内c-GMP濃度

は増加した。 (pく0.01) (Fig.5)o ANP (8-33) 

の濃度が1O-8Mから1O-7Mの聞に生理的作用濃度が存

(232) 

内c-GMPの濃度は次第に増加した。 1分， 2分， 3 

分， 4分で細胞内c-GMP濃度は58土18，61土21，78 

土18，80土19fmol/106 cellsとなり 5分で最大値

の92士15fmol/106 cellsに遠してそれ以後はプラトー

を示した (Fig.4)。この結果から以下の実験はナト

リウム利尿ペプチドの培養脳内毛細血管内皮細胞に対

する反応時間を5分としておこなった。

ANP (8-33)を培養脳内毛細血管内皮細胞に反応さ

せ細胞内c-GMP濃度を測定するとANP(8-33)の濃

度が1O-10M，10-9 M， 10-8 Mまでは9.5土8.2，9.8土



在するものと恩われた。

CNP-53を1O-10Mから1O-5Mの濃度で培養脳内毛細

血管内皮細胞に作用させても細胞内c-GMPi濃度は6.3

土5.6から9.2土6.9fmol/106cells/5minの変動にと

どまり， CNP幽53の濃度が変化しでもかGMPの康生

量には有意な差は認められなかった (Fig.6)。

く考察〉

(1)脳内毛細血管内皮細胞の分離培養系について:

脳血液関門奇有する特別な内皮細胞である脳内毛細

血管内皮細胞は脳代謝と循環系との境界に存証して水

分，簡解質，栄養の輸送を制御しており，その破錠は

脳浮腫をはじめとするさまざまな病鯨を惹起し，致命

的となることも稀ではない。循環と代謝を結ぶ鍵を握

る脳内毛細血管内皮細胞の制御機構の解明は脳血管障

頭部外傷，脳腫療の病態解明に欠くことが出来な

いことから注目されつつある。

脳内毛細血管内皮細胞を生瑠的機能を保持して分離

し:長期に培穫する事は技術的に困難であるが，近年，

分離培養技術の向上と共にウシ ブタ，ウザギ，ラッ

ト，砂ネズミ，ヒトの脳を用いて可能となつてき

た(⑩日削.14，1β凡川l悶眠川5貝叩，1川

内毛細血管lにこおける物質の透過性や代謝機構の解明の

ためlにこ震要な研究手段となりつつあるo入手の容易さ

と一回に大盤に分離培養できることからウシ，ブタ脳

を用いた実験系が一般的であるが，今回の実験系のよ

うにラット脳を用いることは l岡に入手出来る細胞震

が少ないという欠点はあるものの invivoの研究と

同一種の動物を用いて一貫した実験ができるという利

点がある。 Goldsteinらは20ヶ月のラット脳からメッ

シュとビーズを用いて内皮細胞を分離する方法を報告

しているが(14) 本研究での方法はBowmanらがウシ

脳に用いている 2段階酵素法仰にメッシュを組み合

わせて機能細胞の収率を向上させている点に特色があ

る。分離培養した細胞が正常機能を保持することは実

験を行う上で重要であるが分離培養とともに恩状神

経勝細胞との接触が絶たれ，血流による物理的な刺激

も失われるためにm VIVOにおける機能を失い変化す

ることが考えられる。内皮細胞により一般的に認めら

れる重要な産生物であるPGI2産生能は安定に保持さ

れるものの，今回の実験系では脳内毛細血管の大きな

機能である脳血液関門の指標と考えられる 7・GTPの

産生能が培養中期に失われた。この結果はMeyer

ら〔日)がブタ脳内毛細血管内皮細胞培養系において経

時的に観察したγ-GTP産生能の結果と合致しており，

分離培養により原状神経勝細胞などの毛細血管周囲細

(233) 
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胞の作用を失った内皮細胞が急速に脳血液関門の指標

であるトGTPの産生能を失うことを示していること

から，脳血管に特異的な機能を培養系で検討する場合

に注意を要する。

(2)脳内毛細血管内皮細胞に対するANPの作用につ

いて:

ANPは心躍の心筋頼粒内で合成され，血柴中へと

分泌される議自であり，腎臓に対するナトリウム利尿

作用，副腎に対するアルドステロン分泌抑制作用，血

管内皮細胞や血管平滑筋に対する血管拡強作用などを

有するとされている(1・2)0 ANPの生物学的作用は，

まず特異的受容体に結合し，ついでかGMPを産生す

るという過程を経て現れているo そのため，かGMP

がAMPのセカンドメッセンジャーであると考えられ

ているヘ Steardoウサギの脈絡叢上皮細胞にANP

の受容体を認め， ANPの脳叢内投与は髄液E慮義生を抑

制すると報告した (22ヘ2
者において'髄液中のANP濃度が高いことを指摘し

た(23)口 Ibaragiらは脈絡叢におけるANPの髄液産生

の抑制には脳内毛細血管におけるようなアミロライド

感受性ナトリウムの輸送が関与している可能性がある

としている制。またカオリンによる後天性水頭痕ラッ

トの脈絡叢ではANP受響体が増加しており，先天性

水頭症ラツトでは減少しているという報告もある(側25紛5ω)

これらの報告lはまANPが脳浮臆の発生，消退の機序や

髄械産生，吸収動態に関与していることを強く示唆し

ている。

脳滞腫や髄液産生動態におけるナトリウム利尿ペプ

チドの役割を調べる第一歩として，培養脳内毛細血管

内皮細胞に対するナトリウム利尿ペプチドの作用，す

なわちそのセカンドメッセンシャ…であるかGMPの

測定を行った。今回の実験で， ANPの作用によりか

GMPの濃度が増加することが明らかになり，培養脳

内毛細血管内皮細胞にANPの受容体が存在すること

が永された。 Kobayashiらは脳内毛細血管内皮細胞

の初代培養系においてANPによりかGMPが用寵依存

性に増加することを示したが側，その作用強度は今

回の実験結果の10倍以上であった。一方， Vigneらは

クロ叩開ニングした脳内毛細血管内皮細胞系においてA

NPの作用を解析したが (2ペその強度は今回の実験結

果と同様であった。実験条件によってその作用強度は

異なるものの， ANP受容体は培養条件や継代数に関

わらず比較的安定して発現することから， ANPの作

用である血管拡張作用，水分調節などが中枢神経系で

も脳内毛細血管を介して働いていると考えられる。ク

モ膜下出血，脳浮腫，水頭症時の血液中や髄液中のA

NP濃度の上昇は必ずしも認められていないが(23，矢
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脳滞臆時における脳内水分調整や水頑班における髄液

臆住吸収動態に対してANPが受容体の調整を介して

影響を及ぼしていることは十分に考えられる。

(3)脳内毛細血管内皮細胞に対するCNPの作用につ

いて:

CNPはナトリウム利牒ペプチドの中でANP，brain 

natriuretic peptide (BNP)に次いで，最も新し

く単離された第3のナトリウム利尿ペプチドであ

り(4)ヒトやラットの脳内では視床下部，視床，小脳

などに最寓に存視するとされている (5)0 CNPは利尿

活性，降圧活性を示すものの，その強度はANPのそ

れぞれの100分の 1， 30分の lと極めて弱い (29)。しか

し，ヒヨコ直腸弛緩活性においては， CNP はANPの

3から 4倍の活性を示す。このようにCNPはナトリ

ウム利尿ペプチドとしての薬理活性を手ぎするものの，

その活性スベクトルや強度はANPとは大きく異なっ

ているは，6)0 CNP はANPと似た構造を有するが， A

NPとは異なる受容体と結合して作用を発現する (30)。

そして様々な実験結果からCNPは脳神経系を中心に

作動する神経ペプチドの可能性もあると考えられてい

る(31)0 Stingoらは血管内皮細胞でCNPが生成されて

いるとし， CNPがオートクリン作用を有している可

能性を示している叫。またCNP-22は循環型であり，

CNP-53は細胞内貯蔵型であるとしている (3九 Ueda

らは新鮮組織内ではCNP-22よりCNPω53のほうがか

なり多く存砿し，ブ夕脳内でlは立CNP削5閃3を中j心じ心、として

機能している可能↑性生が高いと報告している(側aお紛3ω)

脳内毛細血管内皮細胞培養系におけるANP，CNP 

の相対的な作用強度については異なった報告がなされ

ている。 Vigneらはクローニングした脳内毛細血管内

皮細胞系ではCNPが強力な作用を有しており， ANP 

の100倍の作用強度をポすと報告している問。

Kobayashiらはラットの脳内毛細血管内皮細胞の初

代培養細胞にCNPそ作用させたところ c.網剛剛網.G

NPの濃度依存性に産E生主されたと報告しているが，そ

の作用強度はANPの10分の lにしかすぎないとして

おりVigneらの報告との聞に一致を見ていない制。

今回の実験で継代した脳内毛細血管内皮細胞ではCN

Pに対する反応性が得られなかったが，これらの結巣

はCNP受容体の発現は培養条件，継代数によって大

きく影響されることを示唆している。脳内毛細血管内

皮細胞のCNP受容体は 7削GTPと同じように駿状神

経勝細胞などの毛細血管周閥細胞の制御を受けている

可能性が示唆された。

(4)まとめ:

ラット脳内毛細血管内皮細胞の分離培養系を確立し，

第四因子関連抗原陽性でPGI2産生能を維持して10代
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継代培養し得た。 ANPの脳内毛細血管内皮細胞に対

する作用は比較的安定しており，内皮細胞に直接作用

することによって脳の容積調節に関わっていると考え

られた。一方CNPは継代とともにその作用が失われ

ることから，脳内毛細血管内皮細胞におけるCNP受

容体の発現は昼状神経勝細胞なと‘のinvivoの環境に

よる影響を受けている可能性がホ唆された白脳内毛細

血管内皮細胸培養系は ナトリウム利尿ペプチドをは

じめとする血管作働牲物質の解析に適用することによ

り，今後脳博臓や水頭癒などの病態解明，治療開発の

研究への応用が可能であると考えた。
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The brain capillary endothelial cells are responsible for the permeability properties of 

the blood-brain barrier. Natriuretic peptides are conside to play an important ro1e in the 

volume regu1ation of the brain by affecting the function of capillary endothelia1 cells. The 

rat brain capillary endothelial cells were isolated and cultured and the effects of natriuretic 

peptides on them were studied. 

The brain capillary endothelial cells were isolated from Spraque-Dawley rat brain cortex 

the method of two step enzymatic treatment and cultured in the collagen-coated dishes. 

The effects of atrial natriuretic peptide (ANP) and C-type natriuretic peptide (CNP) on 

cul tured brain capillary endothelia1 cells werθ studied by the cyclic guanosine 3' ， 町田

monophospate (c-GMP) production method. 

The cu1tured brain capillary endothelia1 cells showed cobble stone appearance and retained 

an endothelial specific marker， Factor VJs-related antigen. The cells constant1y produced PGI2 

after 10 passages. The cells rapidiy 10st r -GTP activity by passages. In the cultured 
endothelial cells， ANP stimulated c心MPproduction at the dose higher than 10…7M. On the 

other hand， CNP at the dose between lO-lOM and 10-5M showed no response. 

Brain capillary endothelial cells of rats were isolated and cultured with maintaining their 

physio10gical activities. Response to ANP which is considered to p1ay an important ro1e in 

the volume regulation of the brain was preserved after passages. Response to CNP of which 

ro1e in the vo1ume regulation of the brain is controversia1 was negative after passages. 
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