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研究成果の概要（和文）：くも膜下出血や脳梗塞などの脳卒中は、寝たきり原因の国内一位である。白血球はエ
ラスターゼやミエロペルオキシダーゼなどの殺菌性蛋白分解酵により細菌を死滅する。Peptidylarginine 
Deiminase（PAD4）により核内ヒストンがシトルリン化されたNeutrophil extracellular traps (NETs）は血栓
形成や動脈硬化に関与する。本研究では脳動脈瘤破裂モデルの脳血管におけるNETsの役割を示し、PAD4 抑制あ
るいはdeoxyribonucleaseによる形成後のNETｓ分解が脳動脈瘤破裂抑制に寄与することを明らかにし、治療標的
としてのNETsの有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated the relationships between the vascular inflammation and
 the ruptured intracranial aneurysms (IAs). Here, we examined the role of NETs in IAs rupture to 
test out hypothesis that the presence of neutrophil extracellular traps (NETs) may promote the 
rupture of IAs. Other study reported that granulocyte-specific knockout of peptidyl arginine 
deiminase 4 (PAD4) reduced the rate of aneurysm rupture. We found that pharmacological blockade of 
the NET formation by Cl-amidine (hydrochloride); an irreversible pan-PAD inhibitor reduced the rate 
of aneurysm rupture and decreased mRNA expression of pro-inflammatory cytokines These findings 
suggest that NETs promote the rupture of IAs and that the inhibition of PAD4 or resolution of 
already-formed NETs by deoxyribonuclease may represent a potential therapeutic strategy for 
preventing aneurysmal rupture. We also confirmed the presence of NETs in the other cerebral vascular
 diseases.

研究分野： 脳血管障害

キーワード： NETs　脳血管障害　PAD4　炎症性変化　脳動脈瘤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
くも膜下出血の原因となる脳動脈瘤破裂などの脳血管障害の成因には不明の点が多いが、重篤な予後を呈する場
合もあり、本人のみならず社会的な損失も大きい。今回、脳動脈瘤破裂など重篤な脳血管障害とNETs発現との関
連性を調べ、NETs形成を活性化するメカニズムやNETs制御による脳血管障害への影響を明らかにできれば、NETs
発現を指標として発症予防だけでなく、治療標的としての創薬の可能性もあるため、高齢化社会での社会的意義
は高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



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

脳卒中は国内死因の第 4位、寝たきり原因の第 1位である。近年の画像解析の進展によ

り、未破裂動脈瘤患者が増加している。未破裂脳動脈瘤は無症状だが、一旦破裂すると

約 2/3 が死亡または重篤な後遺症を来たす。近年、血管壁の炎症と関連して集積する白

血球から核外に放出された Neutrophil extracellular traps (NETs）が多機能を有す

ると注目されている(Mariana J et al, J Immunol, 2012, 図１)。研究代表者も留学先

のカリフォルニア大学サンフランシスコ校にて

脳動脈瘤と NETs の関連性を見出している。NETs

は好中球エラスターゼやミエロペルオキシダー

ゼなどの殺菌性蛋白分解酵素を含んでおり、網

状構造物でトラップした細菌をヒストンと殺菌

酵素により死滅させる。好中球死滅後もこの作

用が持続するため自然免疫においても重要な役

割を担うと考えられている。一方、細菌を認識

した血小板が好中球に結合すると数分以内に

NETs が放出され、血栓形成にも関与すると考えられている(Clark SR et al, Nat Med 

2007)。NETs に含まれる酵素などから、血管壁崩壊などの血管障害への影響も推察され

るが、脳血管障害との関連性やそのメカニズムについての報告はほとんどなく詳細は不

明である。 
２．研究の目的 

本研究では NETs に着目し、脳動脈瘤モデル動物を用いて脳動脈瘤破裂と NETs の関連性

を明らかにし、NETs 形成を活性化するメカニズムを解明し、治療の標的としての有用性

を評価することを目的として検討を行った。ペプチド中の塩基性アミノ酸であるアルギ

ニンは中性アミノ酸であるシトルリンに酵素的に修飾（シトルリン化/脱イミノ化）さ

れる。PAD4 は核内たんぱく質のシトルリン化酵素であり（図 2）、ヒストン(H3)をシト

ルリン化して転写を制御する。NETs はシトルリン化 H3（CitH3）として検出されること

から炎症性反応や脂質酸化の認められる動脈硬化と

も関連していることが報告されている。そこで CitH3

の発現に着目して検討を進めることとした。臨床応用

の可能性を調べるために、ヒト頸動脈剥離術（CEA）か

ら摘出したプラークや他の脳血管障害での組織での

検討も行い、NETs の発現とその制御の意義を明らかに

することを目指した。 
３．研究の方法 

脳動脈瘤などの脳血管障害では炎症性ｻｲﾄｶｲﾝの放出による血管障害が想定される。これ

までに破裂血管壁では炎症性ｻｲﾄｶｲﾝや細胞外マトリックスメタロプロテアーゼの高い

発現を報告している（宮本、JCBFM, 2017）。本研究ではこれらの血管壁における NETs 活

性化の指標となる peptidyl arginine deiminase 4（PAD４）の発現と炎症性ｻｲﾄｶｲﾝや細胞外

マトリックスメタロプロテアーゼの発現を調べる。PAD4 は好中球において高い発現を

認めるとされている。これまでの研究において確立された脳動脈瘤破裂モデルにおいて、

NETs 活性化に関係する PAD４の発現と炎症性ｻｲﾄｶｲﾝや細胞外マトリックスメタロプロ

テアーゼ発現との関係を遺伝子および蛋白レベルにより解析する。さらに、臨床応用を

目的としてヒト脳血管障害から摘出した組織標本での解析を行う。 
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４．研究成果 

脳血管障害において、脳動脈瘤の発生頻度は低いが一旦破裂すると生存率は半数が死に

至り、重篤な後遺症のため寝たきりが最も高い。しかし診断や破裂予防に対する治療の選択

肢が限られており、新たな診断法や治療法の開発に期待が寄せられていることから、研究代

表者は独自のモデルを開発し、破裂予防の選択肢として、薬物治療の開発に向けて継続的に

取り組んでおり、海外のトップレベルの研究施設とも共同研究を行い、本分野では常に世界

を牽引する体制で研究を進めている。本研究で着目した NETS に関して中枢神経系では PAD2

と PAD4 が発現しているが、特に PAD4 は核内に移行し、クロマチンの構成単位であるヒス

トンのシトルリン化に関与していることから、PAD４に着目して検討を進めた。  

(1) 研究代表者は国際共同研究としてマウス脳動脈破

裂モデルでの検討を行い、まず PAD4 の阻害剤が破

裂を有意に抑制する（図３）ことから PAD4 と脳動

脈瘤破裂との関係を見出し,米国脳卒中学会で発

表した。 

(2) また、PAD4 の遺伝子欠損マウスを用いた脳動脈瘤

破裂モデルにおいて、NETs の形成抑制が脳動脈瘤

破裂を抑制することを新たに明らかにした

（Hypertension 2021、in proof）。マウスモデル

はエラスターゼを用いて脳動脈瘤破裂を誘導して

いるモデルであるため、NETs 単独あるいはエラスターゼの影響か懸念されるが、エ

ラスターゼを用いない術式によって誘導したより生理的な条件下でのラット脳動脈

瘤モデルおよびヒト脳動脈瘤組織での解析を行った他の研究施設からの報告におい

ても NETs と脳動脈瘤破裂との関係が明らかにされた（Scientific report, 2021）。 

(3) さらに、NETs 形成後に deoxyribonuclease による NETｓの除去により破裂が抑制される

ことも明らかしており、NETs を標的とした治療の可能性が示唆された。これらの成果

は現在英文誌に受理され、proof が準備されている（Hypertension, 2021、in proof）。 

(4) 一方、脳動脈破裂後の遅発性脳損傷について、未破裂脳動脈瘤の段階での脳損傷ある

いは破裂後急性期における脳損傷が影響している可能性があるため（図４）、薬剤を

用いた検討を行っている。治療中、治療後の評価を行い、その治療への応用の可能性

と有効性のメカニズムの解析から有用性が期待で

きると考え、現在検討中である。さらに、NETs に関

しては血中での解析が可能になっており、画像解析

と合わせて、くも膜下出血発症予知や発症後の予後

の改善の指標としての有用性について解析を進め

ている。 
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