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研究成果の概要（和文）：　マウスに実験的くも膜下出血を導入することにより、大脳皮質に神経細胞のアポト
ーシスや炎症が生じ、その結果、神経症状が悪化することを明らかにした。さらに、同部にはマトリセルラー蛋
白と呼ばれる特殊な細胞外マトリックス蛋白の１つであるテネイシンCが高発現していることを確認した。テネ
イシンCの発現をノックアウトすると、くも膜下出血後に生じるカスパーゼ-3依存性の神経細胞アポトーシスが
抑制され、神経症状は改善した。また、テネイシンCのノックアウトによりToll様受容体4、nuclear factor-κB
を介する炎症性サイトカインの発現が低下することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Tenascin-C (TNC), a matricellular protein, is upregulated in brain 
parenchyma after experimental subarachnoid hemorrhage (SAH). The aim of this study was to 
investigate effects of TNC knockout (TNKO) on neuronal apoptosis and neuroinflammation, both of 
which are important constituents of early brain injury (EBI) after SAH. C57BL/6 wild-type mice or 
TNKO mice underwent sham or filament perforation SAH modeling. Deficiency of TNC significantly 
alleviated post-SAH neurobehavioral impairments and neuronal apoptosis. The protective effects of 
TNKO on neurons were associated with the inhibition of a caspase-dependent apoptotic pathway, which 
was at least partly mediated by Toll-like receptor 4 /nuclear factor-κB /interleukins-1β and -6 
signaling cascades. This study first provided the direct evidence that TNC causes post-SAH neuronal 
apoptosis and neuroinflammation, potentially leading to the development of a new molecular targeted 
therapy against EBI.

研究分野： 脳血管障害
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１．研究開始当初の背景 
 脳動脈瘤破裂によるくも膜下出血は、毎年
人口10万人あたり平均10.5人に発生し、近年
においても約51％が死亡し、かつ生存者の
30％以上に身体的障害を残す重篤な脳血管
障害である（Suarez et al. N Engl J Med 
354:387-396, 2006）。従来、くも膜下出血
後に発生する病態の中で脳血管攣縮が最も
予後に影響を与える因子と考えられており、
多くの臨床ならびに基礎的研究が行われて
きた。しかし、脳血管攣縮に対するランダム
化二重盲検臨床試験では、治験薬であるクラ
ゾセンタン（エンドセリン受容体拮抗薬）が
脳血管攣縮を有意に抑制したにもかかわら
ず、くも膜下出血患者の予後は改善しなかっ
た(Vajkoczy et al. J Neurosurg 103:9-17, 
2005; Macdonald et al. Stroke 39:3015-3021, 
2008)。これらの結果より、くも膜下出血患
者の予後を改善するには、脳血管攣縮だけで
はなく、脳動脈瘤破裂によって生じる血液脳
関門障害や脳浮腫、神経細胞のアポトーシス、
炎症反応などの早期脳損傷と呼ばれるくも
膜下出血特有の脳障害を抑制することが重
要と考えられるようになってきた
（Macdonald et al. Nat Clin Pract Neurol 
3: 256-263, 2007）。特に近年では、このく
も膜下出血後の早期脳損傷に対する研究が
注目されており、くも膜下出血研究の対象は
脳血管攣縮から早期脳損傷にシフトしてき
てきた。 
 テネイシンCはマトリセルラー蛋白と総称
される細胞外マトリックス蛋白の1つである
が、細胞支持組織としての役割はなく、正常
状態ではほとんど発現していない。しかし、
病的状態では機械的ストレスや酸化ストレ
ス、炎症などにより誘導され、受容体やサイ
トカイン、他の細胞外マトリックス蛋白など
と反応し、細胞間や、細胞と細胞外マトリッ
クス間の様々な機能を調整することから近
年、様々な疾患の病態生理との関係が注目さ
れつつあった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではテネイシンC遺伝子改変マウス
を用いて、くも膜下出血後の早期脳損傷の中
でも神経細胞のアポトーシスに焦点を絞り、
テネイシンCがくも膜下出血後の神経細胞の
アポトーシス発生に関与するか、テネイシン
Cが関与する場合、どのようなメカニズムで
神経細胞のアポトーシスを起こすか、につい
て明らかにする。 
 本研究は３年計画で、１年目にテネイシン
Cノックアウトマウスを用いて、テネイシンC
の発現抑制によりくも膜下出血後の神経細
胞のアポトーシス発現が抑制できるか検討
した。予備実験で既に、テネイシンC発現抑
制により神経保護効果が得られることを示
唆する所見を得ていたので、予想通り、神経
細胞のアポトーシス発生は抑制されるもの
と考えていた。２年目にテネイシンCが神経

細胞のアポトーシスを誘導する機序を解明
するため、各種受容体や細胞内情報伝達機構
に関わる蛋白発現変化を調べた。また、発現
が増加した蛋白が実際に機能的意義を有す
るか明らかにするため、各種阻害薬を用いて
検討した。３年目は更にテネイシンCが神経
細胞のアポトーシス誘導に寄与しているこ
とを確認するため、テネイシンCの発現を増
強した際に神経細胞のアポトーシスが増悪
することを確認した。即ち、合成テネイシン
Cを脳室内に注入することにより、くも膜下
出血後に生じる神経細胞のアポトーシスが
増悪するか検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)テネイシン Cの発現抑制がくも膜下出血
後の神経細胞のアポトーシスに及ぼす影響
に関する検討 
 テネイシンCノックアウトマウスと野生型
マウス（メス：20-25g）をそれぞれsham群と
くも膜下出血群の2群づつの計4群にランダ
ムに分け、Stroke Therapy Academic Industry 
Roundtable (STAIR)が提唱する動物実験指針
に準じ、評価項目は全て盲検的に検討した。
テネイシンCのノックアウトマウスはテネイ
シンC研究の権威で、テネイシンC遺伝子改変
マウス作成に既に成功している吉田利通・三
重大学大学院医学系研究科修復再生病理学
教授より提供を受けた(Nishioka, et al. Am 
J Physiol 298:H1072-1078, 2010)。くも膜
下出血モデルは、臨床例と同様に、くも膜下
出血後の頭蓋内圧亢進や脳循環障害、脳血管
攣縮に加え、神経細胞のアポトーシスを再現
できるくも膜下出血の急性期モデルとして
確立している血管内穿通法により作成した。
くも膜下出血後24時間、48時間、72時間後に
致死率、体重変化率、くも膜下出血の重症度、
神経症状、アポトーシスの程度を２重盲検的
に評価し、テネイシンC発現抑制によりどの
ような影響を受けるか検討した。動物モデル
作成(Shiba, et al. Neurobiol Dis 
46:172-179, 2012)、くも膜下出血の重症度
や神経症状の評価(Fujimoto, et al. 
Neurobiol Dis 55:104-109, 2013)およびア
ポトーシスの評価 (Hasegawa, et al. Stroke 
42:477-483, 2010)に関しては我々のグルー
プの方法に準じて行った。 
(2)テネイシン C がくも膜下出血後に神経細
胞のアポトーシスを引き起こす機序の解明 
 テネイシンCがくも膜下出血後の神経細胞
のアポトーシスを引き起こす分子病態や細
胞内情報伝達機構を明らかにするため、関与
することが予想された各分子、例えば、Toll
様受容体4、インテグリン、上皮成長因子受
容体、代表的なmitogen-activated protein 
kinaseであるextracellular 
signal-regulated kinase (ERK) 1/2、c-Jun 
N-terminal kinase (JNK)およびp38、cleaved 
caspase-3、サイトカインなどの発現変化を
Western blot法にて評価した。また、各分子



の発現細胞を同定するため、神経細胞のマー
カーであるNeuN、astrocyteのマーカーであ
るglial fibrillary acidic protein、内皮
細胞のマーカーであるCD34との多重免疫染
色を行った。テネイシンCの発現部位では、
テネイシンCの各構造部位であるassembly 
domain、epidermal growth factor-like 
repeats、fibronectin type Ⅲ repeats、
fibrinogen globeに特異的なモノクローナル
抗体を用いて、テネイシンCのどの分画が発
現しているか更に詳細な検討を行った。本研
究に必要な抗テネイシンC抗体の作成は、吉
田恭子・三重大学マトリックスバイオロジー
研究センター長の指導下に行った
(Kobayashi, et al. Anal Chem 83:9123-9130, 
2011)。 
 また、テネイシンCが神経細胞のアポトー
シスを誘導する分子機構を証明するため、野
生型マウスくも膜下出血モデルに例えば、発
現増加が予想されたToll様受容体4拮抗薬、
ERK1/2・JNK・p38阻害薬などを投与し、神経
細胞のアポトーシスが抑制できるか検討し
た。 
(3)テネイシン Cがくも膜下出血後に神経細
胞のアポトーシスを引き起こすことの再確
認 
 テネイシンCがくも膜下出血後に生じる神
経細胞のアポトーシスを誘導するか再確認す
るため、ヒトグリオーマ細胞からテネイシンC
を精製し、くも膜下出血マウスの脳室内に定
位的に注入することにより神経細胞のアポト
ーシスを誘発できるか検討した。ヒトグリオ
ーマ細胞からの全長テネイシンCの精製は吉
田利通教授が既に成功しているので(Yoshida, 
et al. Virchows Arch 435:496-500, 1999)、
吉田教授の指導下、くも膜下出血後の神経細
胞のアポトーシスへの関与が示唆されるリコ
ンビナントテネイシンCフラグメントを作
成・精製した。各フラグメントを産生する安
定発現細胞株は既に作成されていた(Tsunoda, 
et al. Am J Pathol 162: 1857-1867, 2003)。
マウスの脳室内注入などの定位的手技に関し
ては鈴木秀謙・三重大学大学院医学系研究科
脳神経外科学教授が精通しており(Bihua, et 
al. Neurocrit Care 14:109-117, 2011)、同
教授の指導下に実施した。 
 
４．研究成果 
(1)マウスに実験的くも膜下出血を導入する
ことにより、大脳皮質に神経細胞のアポトー
シスや炎症が生じることを明らかにした。ま
た、同部にはテネイシン Cの発現が誘導され
ており、これらに伴い、神経症状が悪化する
ことが明らかになった。 
(2)テネイシン C をノックアウトすると、カ
スパーゼ-3 依存性に生じる神経細胞のアポ
トーシスが抑制され、神経症状は改善した。
また、テネイシン C のノックアウトにより
Toll 様受容体 4、nuclear factor-κB を介す
る炎症性サイトカインの発現が低下するこ

とが明らかになった。 
(3)更にテネイシン C ノックアウトにより、
代表的な mitogen-activated protein kinase
である ERK1/2、JNK および p38 の脳毛細血管
内皮細胞におけるくも膜下出血後の活性化
が抑制された。その結果、マトリックス・メ
タロプロテアーゼ-9 が不活化され、くも膜下
出血後の血液脳関門障害が有意に抑制され
た。 
(4)これらの研究成果は、テネイシン C がく
も膜下出血後の早期脳損傷の発生機序にお
いて、極めて重要な役割を果たすことを明ら
かにした世界初の直接的なエビデンスであ
る。本研究成果は、くも膜下出血後の早期脳
損傷に対する新たな治療薬の開発を目指し
ていく上で、テネイシン Cが重要な分子標的
になりうることを示したものであり、今後の
更なる研究の発展へと期待を持たせるもの
と考える。 
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