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研究成果の概要（和文）：外傷性脳損傷後細胞老化すると仮説。損傷マウスの大脳皮質の損傷側に、老化関連酸
性β-galは損傷後発現が有意に増加した。また、細胞周期マーカーCyclin D1とPCNAの発現は、神経細胞に損傷
後4日目に有意に増加した。従って、外傷性脳損傷では脳細胞の細胞周期が一旦活性化されることが確認され
た。さらに、細胞周期を抑制して老化細胞で発現が増加するp16、p21とp53は脳損傷4日目以降に発現が有意に増
加した。従って、外傷性脳損傷では細胞周期が一旦活性化された脳細胞の細胞周期がp16経路とp53-p21経路によ
って抑制されることが確認された。外傷性脳損傷では脳細胞に細胞老化が生じていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify how the mRNA and protein expression of different 
markers of cell cycle and senescence are modulated and switched over time after TBI. We performed 
SA-β-gal staining and examined the time-dependent changes in expression levels of proteins and 
mRNA, related to cell cycle and cellular senescence markers, in the cerebrum during the initial 14 
days after TBI using a mouse  model of CCI. Within the area adjacent to the cerebral contusion after
 TBI, the protein and/or mRNA expression levels of cell cycle markers were increased significantly 
until 4 days after injury and senescence markers were significantly increased at 4, 7, and 14 days 
after injury. Our findings suggested that TBI initially activated the cell cycle in neurons, 
astrocytes, and microglia within the area adjacent to the hemicerebrum contusion in TBI, whereas 
after 4 days, such cells could undergo senescence in a cell-type-dependent manner.

研究分野： 法医病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
外傷性脳損傷はアポトーシスなどにより神経細胞死を生じる。一方、老化細胞が炎症性サイトカインや細胞外マ
トリックス分解酵素などの分泌性タンパク質を発現し、生体に傷害をもたらす。老化細胞は老化細胞マーカーの
発現と共に、一旦活性化された細胞周期の抑制を特徴としている。本研究では、外傷性脳損傷後に神経細胞死や
炎症をきたす機序に細胞老化が関係していると分かった。細胞老化の抑制は神経細胞を保護する可能性が示唆さ
れた。また、老化関連酸性ベータガラクトシダーゼ測定キットを用い、脳損傷を診断することができると示唆さ
れ、法医学的及び病理学的診断に寄与できた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

法医解剖では、脳損傷の剖検がしばしばあり、脳損傷診断では脳のマクロ、ミクロの所見に
加えて、脳損傷後β-APPタンパク発現が増加するため、抗β-APP抗体をバイオマーカーとして
用い、免疫染色による診断を行うことがある(Yang, 2014)。しかし、ステップが多く、操作が
煩雑で熟練を要する。脳損傷に関する簡便なマーカーがないかと考え、我々は老化細胞に注目
した。 
老化細胞は細胞周期の G1期に DNA がダメージを受け、細胞増殖が停止することが知られてい
る。これには細胞周期を阻害する cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16)あるいは、 
transformation-related protein 53 (p53)と下流の転写因子 cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1A (p21)の発現が上昇し、その下流の CyclinE・CDK2、あるいは CyclinD・CDK4/6、
さらに RB(retinoblastoma)、E2F、DP を阻害し、細胞増殖が G1期に停止することが知られてい
る。 
２．研究の目的 

脳外傷による脳機能障害のメカニズムの解明は、法医学、病理学の実務上、また、脳損傷の
治療上、非常に重要である。我々は予備実験で老化細胞のマーカー老化関連酸性ベータガラク
トシダーゼ(senescence-associated β-galactosidase: SA-β-gal)を基質 X-gal で染色し、
損傷群損傷側の脳皮質が特異的に染まることを実証した。よって SA-β-galが脳損傷の診断マ
ーカーとして有用と見込まれる。しかし、脳損傷がなぜ SA-β-gal を活性化するかは今までに
研究報告がなく、そのメカニズムはわかっていない。我々は細胞老化経路にある遺伝子の発現
を解析し、そのメカニズムを解明したい。得られたデータは法医学及び病理学診断や脳の機能
回復と再生治療に寄与したい。 
３．研究の方法 

全身麻酔したマウス（10～13 週齢）の左頭頂骨に直径 5mm の骨窓を開け、大脳皮質に損傷
を作製した。骨窓形成だけのマウスを shamとし、未処置のマウスを control とした。受傷後 1、
4、7、14 日（各 n=5）に安楽死させ、脳の固定凍結切片を作成した。さらに、未固定試料脳か
ら total RNA を抽出した。老化細胞のマーカーとして SA-β-galの組織化学染色を行った。ま
た、細胞マーカーの NeuN、GFAP及び Iba-1、細胞周期マーカーの p16、 p21、 PCNA 及び cyclin 
D1 の免疫組織化学染色にて、タンパク発現解析を行った。さらに、細胞周期マーカーの p16、
p21、p53、PCNA 及び cyclin D1の realtime PCR法による mRNA発現解析を行った。 
４．研究成果 

損傷マウスの大脳皮質の損傷側において、SA-β-gal は損傷後 4、7、14 日目に発現が有意
に増加した(Fig 1)。 

 
また、細胞周期の G1期から S期に発現する Cyclin D1 と PCNA は、神経細胞、アストロサイ

ト及びマイクログリアに発現し、損傷後 4日目に発現が有意に増加した。従って、外傷性脳損



傷では脳細胞の細胞周期が一旦活性化されることが確認された(Fig2,3)。 

  

さらに、細胞周期を抑制して老化細胞で発現が増加する p16 (Fig4)、細胞周期を抑制して
細胞老化の誘導に関与する p21 (Fig 5)と p53 (Fig6)は何れも脳損傷後 4、7、14日目に発現が
有意に増加した。従って、外傷性脳損傷では細胞周期が一旦活性化された脳細胞の細胞周期が
p16 経路と p53-p21 経路によって抑制されることが確認された。外傷性脳損傷では脳細胞に細
胞老化が生じていると考えられ、細胞老化の抑制は神経細胞を保護する可能性が示唆された。 

   



 

また、老化関連酸性ベータガラクトシダーゼ測定キットを用い、脳損傷を診断することがで

きると示唆され、法医学的及び病理学的診断に寄与できた。 
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