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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウス脳出血モデルを用いて、脂溶性ビタミンであるビタミンAあるいは
その類縁体を連日経口投与すると運動機能改善効果と神経細胞保護効果が得られることを示した。また、ラット
培養脳組織切片を用いてビタミンA類縁体の作用メカニズムの一端を明らかにした。同じく脂溶性ビタミンであ
るビタミンK同族体についても脳出血誘発後の運動機能障害を軽減する効果を見出した一方、ビタミンK同族体は
脳組織保護の観点においてビタミンA類縁体とは異なる作用特性を示すことも見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, daily oral administration of vitamin A or its derivative was 
found to produce beneficial effects with respect to motor function recovery and neuroprotection in a
 mouse model of intracerebral hemorrhage. Additionally, signaling mechanisms involved in these 
actions of vitamin A derivatives were analyzed in rat organotypic brain slice cultures. A vitamin K 
homolog was also found to alleviate motor dysfunction associated with intracerebral hemorrhage, with
 a pharmacological profile distinct from vitamin A derivatives in terms of brain tissue protection.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 脳神経疾患　脳卒中　脂溶性ビタミン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、十分な治療法の確立されていない脳出血（出血性脳卒中）に対して脂溶性ビタミン類の強化補
給が有効である可能性を提示しており、脳病理の制御に立脚した新たな栄養学的管理法の提案につながるもので
ある。脳出血を適応疾患とする医薬品の開発は世界的に見ても遅々として進んでいないが、本研究の成果を契機
として脳卒中後のケアにおける積極的な栄養管理・強化補給の概念が確立されれば、医薬品に依存しない新たな
医療介入法を提供できる。

※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 
脳血管疾患は本邦の死因の第４位に位置し、発症後に生存した場合も運動機能や認知機能など
に後遺症の残る率の高い疾患群である。なかでも脳血管の破綻を引き金とする脳出血は、高血圧
治療の進歩に伴って患者数が 1970 年代以降減少してきたが、人口の高齢化とともに患者数は再
び増加に転じており、国内推計患者数は 10 万人を超える。脳浮腫を抑止する浸透圧調節薬（脳
卒中ガイドライン 2019 における推奨度 C）を除き、脳出血に伴う脳組織傷害そのものを軽減で
きる内科的治療法は存在しないため、病理形成機序の解明およびそれを踏まえた有効な治療法
の開拓・医薬品の開発が急務である。しかし、医薬品開発は有効性の証明と安全性担保の観点か
ら高いハードルの設定された複数段階の非臨床・臨床試験を経るため、成功率が低い上に多くの
年月を要することから、薬物治療以外の選択肢についての検証も進めていく必要がある。有力な
非薬物療法の一つが栄養学的管理であるが、現状の手法は生命維持に直結する熱量補給や体液
平衡維持を主眼とするものであり、脳組織病理の積極的な改善を企図した栄養学的検討はほと
んど行われていない。 
 研究代表者はこれまで、ラット／マウス in vivo 病態モデルおよびラット培養脳組織切片を
用いて、脳出血の病理形成機序の解析と神経保護を基盤とする治療薬候補化合物の探索を進め
てきた。その過程で、末梢血から脳組織内への好中球や単球／マクロファージの動員と脳組織内
に常在するミクログリアの活性化による脳内の炎症応答が脳出血後の病理形成過程において中
心的役割を担うこと、またそのような脳内炎症応答が神経軸索路の損傷と神経細胞の脱落を拡
大することで脳出血の予後不良につながることを示してきた（①）。さらに、そのような病理形
成過程の鍵となる事象を抑制する
種々の薬物が脳出血後の運動機能
障害を軽減することなどを報告し
ている（②③）。これらの背景を踏ま
えて本研究では、栄養学的管理の範
疇で利用できる食事性成分の中で
も特に薬理学的効能の期待される
化合物群を活用することで、脳出血
の病理進行の抑止と予後の改善に
資する実践的な治療介入法の確立
が可能なのではないかとの仮説を
立て、その実証を目指すこととした
（図１）。 
 
２．研究の目的 
有効な治療法の確立されていない脳出血に対し、脂溶性ビタミン類の強化補給が有効である可
能性を検証するとともに、それらビタミン類の脳病理制御効果の機序を解明することを一義的
な目的とした。研究代表者は、ビタミン Aに由来・関連する全トランスレチノイン酸やレチノイ
ン酸受容体(RAR)作動薬を経口投与することでマウス脳出血モデルの病態が改善されること（④
⑤）や、活性型ビタミン D3がミクログリア系細胞株の炎症応答を抑制すること（⑥）などを既に
報告している。本研究は、これらの成果を手掛かりとして脂溶性ビタミン類（ビタミン A、Dお
よび K）関連化合物の作用を多角的に検証し、これまで断片的であった知見の補完・補強を進め、
脳病理制御に立脚した脳出血病態の栄養学的管理法の提案を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) In vivo 脳出血病態モデルを用いた解析：研究代表者らが確立したマウスの実験的内包出血
モデルを用いた(⑦)。ICR 系マウス脳内の内包領域（皮質脊髄路を含む軸索線維束）に近接する
線条体内にコラゲナーゼ溶液を微量投与して出血を誘発した。脂溶性ビタミン類および関連化
合物はいずれも、コラゲナーゼ脳内投与の３時間後に初回の経口投与を行い、その後 24 時間間
隔でさらに２回経口投与した。出血誘発後の運動機能障害は、研究代表者らが従前より用いてい
る改変型ビーム歩行試験および標準化された四肢の随意運動試験を用いて評価した(④)。脳組
織の病理解析では、特異的マーカーの免疫組織化学に基づく細胞種（ニューロン、好中球、ミク
ログリア／マクロファージ）毎の量的・質的変化の検討、および neurofilament-H やミエリン塩
基性タンパク質等の免疫組織化学に基づく軸索の構造・機能障害の程度の評価を行った。また、
脳内炎症応答の指標として炎症性サイトカイン・ケモカインの発現変化を定量的 PCR により評
価した。 
 
(2) 培養脳組織切片を用いた解析：研究代表者らの既報に基づき、生後 2〜3 日齢の Wistar 系
ラット脳半球の冠状切片より大脳皮質と線条体を含む組織片を作成し、多孔質膜上に静置して
10 日間程度培養維持したものを用いた(⑧)。脳出血病理を模倣する条件として血中プロテアー
ゼであるトロンビンを添加し、48〜72 時間後に誘導される遅延性神経細胞死を propidium 

図１. 本研究の概要 



iodide の蛍光強度を指標として定量した。また、組織内の炎症性サイトカインの発現変化を定
量的 PCR により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス脳出血病態モデルにおけるビタミン A および関連化合物の作用解析：まず、マウス
in vivo 脳出血モデルに対するビタミン A（パルミチン酸レチノール）の効果を検証した。ビタ
ミン A の経口投与量 (25 mg/kg) は、通常摂餌における摂取量の約 20 倍になるように設定し
た。脳出血を誘発したマウスでは、ビーム歩行試験における後肢の踏み外し率の増加、および四
肢の随意運動試験における障害スコアの増大に示される著明な運動機能障害を呈した。これに
対して、ビタミン A投与群のマウスでは対照群と比較して運動機能障害が有意に軽減された。出
血誘発３日後の脳組織を回収し、免疫組織化学による脳組織病理の検証を行ったところ、ビタミ
ン A は血腫中心部における残存神経細胞数を軽度ではあるものの有意に増加させることが明ら
かになった。一方で、血腫周縁部における活性化型ミクログリア・マクロファージおよび活性化
型アストロサイトについてはビタミン A投与による影響は認められなかった。 
 ビタミン Aに一定の治療効果が認められたものの、
その程度が比較的軽度であったため、次にビタミン A
関連化合物である非環式レチノイド（ペレチノイン）
に着目した。非環式レチノイドは化学的安定性に優れ
るビタミン A誘導体であり、肝癌治療薬候補として非
臨床および臨床での検討が行われている(⑨)が、中枢
神経系に対する作用についてはこれまで不明であっ
た。肝癌動物モデルで効果が認められている用量 (40 
mg/kg) を用いて、非環式レチノイドをマウス脳出血
病態モデルに経口投与したところ、脳出血に伴う運動
機能障害が有意に軽減された（図２）。また非環式レ
チノイド投与群では、出血誘発３日後の脳組織におい
て血腫中心部の残存神経細胞数の増加、および血腫周
縁部の活性化型ミクログリア・マクロファージの減少
が認められた。 
 
(2) マウス脳出血病態モデルにおけるビタミン D の
作用解析：ビタミン Aの作用の検討と並行して、脳出
血病態に対するビタミン D（コレカルシフェロール）の効果についても検証を行った。ビタミン
Dの経口投与量(0.1 mg/kg)は、通常摂餌における摂取量の約 10倍になるように設定したが、検
討した投与条件下において脳出血誘発後の運動機能障害や脳組織病理変化に対する著明な効果
は認められなかったため、それ以上の検討は実施しなかった。なお、本研究の遂行期間中に、ビ
タミン D がマウス脳出血病態モデルに対して治療効果を発揮するとの知見が他グループによっ
て報告されており(⑩)、投与条件の設定や解析指標の変更などによりビタミン D の有益な効果
を捉えられる余地はあるものと推察される。 
 
(3) 培養脳組織切片におけるビタミン A および
関連化合物の作用解析：In vivo での知見を踏ま
えて、培養脳組織切片を用いてビタミン A 関連
化合物の脳組織保護効果の機序解析を行った。
ラット大脳皮質-線条体の培養組織切片にトロ
ンビンを処置すると、大脳皮質領域における細
胞死と線条体領域の著明な萎縮が誘導された。
これらの病理変化は、ビタミン A（レチノール；
20 - 50μM）、非環式レチノイド（10 - 50μM）、
合成 RAR アゴニストの Am80 (0.3 - 1μM)によ
って濃度依存的に抑制された（図３）。また、こ
れらビタミンA関連化合物の脳組織保護効果は、
RAR 拮抗薬である LE540 によって遮断された。非
環式レチノイドおよびAm80の作用機序について
さらに解析を進めたところ、これらレチノイド
の脳組織保護効果はプロテインキナーゼ A の選
択的阻害薬であるKT5720の共処置によって抑制
された。また、トロンビンによる線条体組織萎縮
が NF-κBの活性化を介することから、炎症性サ
イトカインである TNFαの mRNA 発現量について
解析したところ、トロンビン処置によって誘導される TNFα mRNA の発現増大は非環式レチノイ
ドによって有意に抑制された。これらのことから、ビタミン A関連化合物は複数のシグナル伝達
系に影響を及ぼすことによって脳組織保護効果を発揮することが示唆された。 
 

 

図２. 脳出血に伴う運動機能障害に対す
る非環式レチノイドの効果。グラフはビ
ーム歩行試験における後肢の踏み外し率
を示す。* p < 0.05, ** p < 0.01 vs. Vehicle 
(two-way ANOVA followed by Bonferroni 
test). 

 

図３. トロンビンによるラット培養脳組織切
片の傷害に対する非環式レチノイドの効果の
典型例。大脳皮質(C)の傷害は propidium iodide
の蛍光、線条体(S)の傷害は組織の萎縮によっ
て示される。スケールバー= 1 mm. 



(4) マウス脳出血病態モデルにおけるビタミン K同族体の作用解析：ビタミン A群やビタミン D
群の強化補給を試みる場合、過剰症として知られる急性毒性の懸念が払拭し難いという問題が
ある。一方で、ビタミン K群化合物は、脂溶性ビタミンでありながらも過剰症を引き起こさない
（ヒトでの耐容上限量は設定されておらず、また動物に一日所要量の 500 倍を投与しても毒性
が認められない）という特徴があり、強化補給の用途に適している。加えて、ビタミン K同族体
の一種であるメナキノン-4 は、抗炎症作用や核内受容体 SXR を介した転写制御機能などの多様
な作用が見出されている（⑪）が、中枢神経系に対する作用については知見が乏しい。そこで、
マウス in vivo 脳出血モデルに対するメナキノン-4 の効果について検証した。メナキノン-4 
(200 mg/kg)を経口投与した群では、対照群と比較して有意な運動機能の改善が認められた。そ
こで、出血誘発３日後の脳組織について免疫組織化学に基づく病理変化の解析を行ったところ、
血腫中心部の残存神経細胞数、血腫周縁部の活性化型ミクログリア・マクロファージ数および活
性化型アストロサイト数に対してメナキノン-4 の有意な効果は認められなかった。一方、
neurofilament-H およびミエリン塩基性タンパク質に対する免疫組織化学に基づき、出血誘発 24
および 72 時間後における内包領域の神経軸索および髄鞘構造の損傷レベルを評価したところ、
メナキノン-4は神経軸索の損傷を有意に抑制し、髄鞘の損傷についても抑制する傾向を示した。
以上の結果から、メナキノン-4 は大脳皮質から脊髄に投射する軸索線維束の健常性を維持する
ことによって脳出血発症後の運動機能障害を軽減することが示唆された。 
 
(5) In vivo 脳出血病態モデルにおける Nurr1 リガンドの作用解析：脂溶性ビタミン類強化補給
の効果検証と並行して、核内受容体 Nurr1 に対するリガンドの作用の解析を進めた。RAR と同じ
く核内受容体スーパーファミリーに属す
る Nurr1 には、不飽和脂肪酸（ビタミン A
やビタミン K と同様に不飽和炭化水素鎖
を持つ必須栄養素）やその代謝により生
成するプロスタグランジン類の一部がリ
ガンドとして結合することが近年報告さ
れている（⑫）。また、研究代表者は Nurr1
リガンドとしての性質を有する抗マラリ
ア薬のアモジアキンがマウス脳出血病態
モデルに対して治療効果を発揮すること
を報告している(⑬)。本研究では、アモジ
アキンとは基本構造の異なる合成 Nurr1
リガンドである C-DIM12 の作用について
検討を行った。C-DIM12 (50 – 100 mg/kg)
は、脳出血誘発後のマウスの運動機能障
害を有意に抑制し、血腫中心部の残存神
経細胞数の増加、血腫周縁部の軸索輸送
障害の軽減、および内包領域の軸索線維
束構造の維持といった神経保護効果を示
した。また、血腫周縁部の活性化型ミクロ
グリア・マクロファージの増加を抑制す
るとともに、IL-6 や誘導型一酸化窒素合
成酵素(iNOS)などの炎症促進性因子の
mRNA 発現増大を著明に抑制した（図４）。 
 
(6) まとめ：本研究では、ビタミン Aおよ
びその誘導体が脳出血病態の改善に有効
であることを示すとともに、その脳組織
保護効果の機序の一端を明らかにした。
また、ビタミン K 同族体がビタミン A 関
連化合物とは異なる作用プロファイルを
もって脳出血病態に対する予後改善効果
をもたらすことを示した。さらにこれらと関連して、核内受容体 Nurr1 が脳出血病態の制御にお
いて重要な標的分子である可能性を支持する知見を得た。本研究の成果は、十分な治療法の確立
されていない脳出血に対して脂溶性ビタミン類の強化補給が有効である可能性を示しており、
脳病理制御に立脚した脳出血病態の新たな栄養学的管理法の提案につながるものと言える。 
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