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研究成果の概要（和文）：高齢者人口の増加に伴い、脳卒中患者が増加している。脳卒中の急性

期では、脳浮腫がその死因となる場合が多いが、未だ有効な薬物治療は確立していない。本研

究は、動物実験により脳卒中急性期の脳浮腫の発生メカニズムを明らかにし、脳浮腫治療薬の

開発に応用することを目的としている。ラット脳内への血管収縮物質であるエンドセリン(ET)

の投与は、グリア細胞での脳浮腫を誘発する種々の因子を増加させた。また、この ET の作用

は、培養グリア細胞でも観察された。以上の結果は、脳卒中時の ET の阻害が脳浮腫の抑制を

もたらす可能性を示す。 

 

研究成果の概要（英文）：On brain insults, such as stroke, subarachnoid hemorrhage and 

head trauma, brain edema occurs.  Although brain edema is a mortal pathology, effective 

drug treatments for it have not been established.  To generate a novel drug against brain 

edema, mechanisms underlying brain edema formation were examined bbyb using animal 

models.  We found that endothelins, (ETs), a vasoconstricting peptides, are potent 

inducers of various edema factors in rat brain and in cultured glial cells.  These findings 

suggest that inhibition of ET receptors in glial cells on brain insults have beneficial actions 

to prevent brain edema frormation. 
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１．研究開始当初の背景 

高齢者人口の増加に伴い、くも膜下出血や
脳血栓などの脳疾患罹患者の増加が予測さ
れる。これらの疾患の重篤性は単に致死的な
だけでなく、存命した患者にも後遺症として、
運動、言語・学習能力に大きな障害を残すこ

とにある。しかしその社会的要請に関わらず、
未だ有効な薬物治療が確立したとは言えな
い。脳卒中の急性期には、神経細胞傷害に先
立ち脳浮腫が生じる。脳浮腫は脳卒中急性期
で、大きな死因となる病態であるが、現在、
この脳浮腫治療は利尿薬投与など対処治療
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が行われ、その惹起原因を除くことを目指す
脳浮腫治療薬はない。脳浮腫の発症は、脳血
管内皮細胞の透過性亢進が主因で、脳内への
流入した膠質分子が頭蓋内圧を上昇させ、神
経細胞を圧迫し傷害することが知られてい
る。しかし、これら脳血管の透過性亢進因子
が、脳損傷時にどのようなメカニズムで産生
されるのかは明らかではない。このような背
景のもと、本研究は、脳浮腫発生メカニズム
を解明し、その成果を「脳浮腫を抑制する薬
物」の開発に応用すること目指し計画された。 
 

２．研究の目的 

本研究の特徴は「アストログリアの生理活
性因子産生能を薬物でコントロールする」と
いう独自の創薬ストラテジーに基づき立
案・遂行される点にある。アストログリアは
くグリア細胞の一種であり、脳傷害時には神
経系の病態生理反応惹起のため、多種の生理
活性物質を産生・放出する。それらの中には、
血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、マトリクス
メタロプロテイナーゼ(MMP)やアンギオポ
エチン(ANG)など脳浮腫の発生に関わる因
子が含まれる。即ち「アストログリアの生理
活性因子産生能を薬物でコントロールする」
とは、脳卒中急性期での脳浮腫惹起因子産生
を抑制する薬物を適応し、脳病態の改善を導
こうとする考え方である。既に研究代表者ら
は、血管収縮物質として見出されたエンドセ
リン(ET)のアストログリアでの役割につい
て研究し、この受容体の作用薬が本細胞の機
能のコントロールに有効であることを示し
ている。本研究は、これまでの研究を発展さ
せ、ET 受容体作用薬の脳疾患治療薬として
の有効性の検証を目的として行われた。  

 

３．研究の方法 

(1)ラット脳室内への ETBアゴニスト投与に
よる脳内血管透過性因子の産生変化：ラット
脳室内へのETBアゴニスト(Ala-ET-1)投与は、
ミニ浸透圧ポンプ（Alzet2002, Durect Co.）
を用い行った。Wistar 系雄性ラットをペント
バルビタール麻酔下、頭皮を切開し、bregma

から右 2.0mm、後 0.5mm の位置に脳室内投
与用カニュ―レを装着した。浸透圧ポンプは
皮下に埋め込み、3 日または 7 日間薬物を投
与した。薬物投与後にラット大脳を摘出し、
常法により total RNAおよび組織抽出物を作
成した。血管透過性亢進物質(VEGFs、MMPs、
ANGs)のｍRNA は RT-PCR で、タンパク発
現は ELISA およびイムノブロットで測定し
た。ETBアゴニスト投与による活性化 VEGF

受容体量の変化は、抗リン酸化 VEGF 抗体を
用い定量した。 

(2)ETBアゴニスト投与ラットでの免疫組織
化学：薬物投与されたラット脳を 3％パラホ
ルムアルデヒド液で固定した。凍結後、固定

された脳を 15m の凍結切片とし、血管透過
性因子に対する抗体を用いた免疫組織化学
的観察に用いた。それらを発現する細胞腫を
同定するため、神経細胞、アストログリア、
ミクログリア、脳血管内皮細胞のマーカータ
ンパクとの二重染色を行った。 

(3)培養アストログリアを用いた脳内血管透
過性因子の産生変化：培養アストログリアは、
1-2日令のWistar系ラット大脳より調製した。
10%ウシ胎児血清を含んだ培地中で培養し、
アストログリアの純度が 95％以上のものを
実験に用いた。培養アストログリアは、ET

により処置された後、total RNA を作成した。
細胞外へ遊離した血管透過性亢進物質は、薬
物処置後に培養上清を回収し、ELISA により
測定した。 

(4)ET によるアクアポリン(AQP)発現の変
化：ETBアゴニストの脳室内投与によるラッ
ト脳での AQP 発現変化は、RT-PCR および
イムノブロットにより測定した。AQP 発現量
変化に伴う培養アストロサイト細胞膜の水
透過性変化は calcein-AM を用いた self- 
quenching 法により測定した。 

 

 

４．研究成果 

(1)ETB アゴニストの脳室内投与による
VEGF-A 発現の増加：VEGF は脳卒中時に脳



 

 

微小血管内皮細胞に働き、その透過性を高め
ることで脳浮腫の発生を引き起こす因子で
ある。ETB アゴニストである Ala-ET-1(500 
pmole/day)のラット脳室内投与は、投与後 3

日および 7 日において大脳での VEGF-A の
mRNA およびタンパク量を増加させた。一方、
VEGF-B および PLGF の発現には影響しな
かった。免疫組織化学的観察は、ETBアゴニ
スト投与ラットの大脳では、VEGF-A の発現
は GFAP 陽性アストログリアで生じること

を示した(図１)。ETB アゴニストの脳室内投
与は VEGF-A の発現増加に伴い、ラット脳内
の活性化型 VEGF-R1 および VEGF-R2 受容
体の量を増加させた。これら活性化型 VEGF

受容体は、脳血管内皮細胞の存在することが
示され、ETB アゴニストにより増加した
VEGF-A が脳微小血管に対して血管透過性
の 亢 進 を も た ら す 事 が 示 唆 さ れ た
(Neuroscience、92、689-698 (2012))。 

(2) ETB アゴニストによるラット脳および培
養アストロサイトでの MMP の発現増加：
MMP は脳微小血管を取り巻く基底膜を分解
することで脳血管内皮細胞の integrity を低
下させ、脳浮腫を増悪するプロテアーゼであ
る。Ala-ET-1(500pmole/day)のラット脳室内
投与は、脳での MMP2 および MMP9 の発現
量を増加させた。この増加に伴い、脳内の
MMP 活性も増加した。免疫組織化学的観察
は、これら MMP の発現がアストログリアで
生じることを示した。培養アストログリアの
ET-1 および Ala-ET-1 での処置は、MMP2

と MMP9 の mRNA 量を増加させた。また、
細胞外に遊離するMMP2とMMP9タンパク
も ET により増加した。以上の結果は、アス
トログリアのETB受容体刺激がMMPの発現
を増加させ、脳卒中急性期の脳浮腫発生に関
与することを示唆する (J.Pharmacol.Sci., 
114, 433-443 (2010))。 

(3) ET よる培養アストロサイトでの VEGF

の発現増加と ANG-1 の減尐：ラット大脳培
養アストロサイトの ET-1 処置は、VEGF-A

の産生量を増加させた(図 2)。一方、VEGF-B

および PLGFの発現はETで変化しなかった。
ANG-1 は VEGF による脳血管透過性亢進を
抑制する因子で、脳浮腫を抑制する作用を持
つ。培養アストロサイトの ANG-1 産生は、
ET-1 処置で減尐した。これら結果は ET によ
るアストロサイトの刺激が、VEGF-A の増加
と ANG-1 の減尐の両者を介して、脳浮腫形
成を促進させることを示唆する。 

(4) ET よるアクアポリン-4(AQP4)の発現減
尐：AQP4 はアストログリアに発現し、浮腫
を起こした脳からの水の排出経路となるタ
ンパクである。ETBアゴニストのラット脳室
内への持続注入は、大脳皮質の AQP4mRNA

とタンパク量を減尐させた(図 3)。免疫組織
化学的解析により脳内の AQP4 産生細胞は
アストロサイトであることを明らかにした
(Neuroscience Letters、469(3)、343-347、
(2009))。また、培養アストログリアでの
AQP4 発現が、ET-1 および Ala-ET-1 で減尐
するを明らかにした。また ET-1 での処置は、
培養アストログリアの原形質膜を隔てた水
の透過を減弱させた(J.Neurosci.Res. 89、
320-328 (2011))。これらの結果は、脳傷害時
に ETがアストログリアの AQP4を減尐させ、
脳浮腫を増悪させることを示唆する。 



 

 

(5)脳浮腫の発生におけるアストログリア
ETB 受容体の役割(図 4)：本研究で得られた
結果より、脳浮腫の発生における ET の関与
をまとめる次のようになる。①脳卒中や頭部
損傷による脳傷害の急性期では、脳内の ET

量の増加が生じる。②増加した ET はアスト
ログリアの ETB受容体を活性化する。③アス
トログリア ETB 受容体の刺激は VEGF や
MMP など脳血管透過性亢進因子の産生促進
と、脳浮腫を抑制する ANG-1 の発現減尐を
同時に引き起こす。これらの変化は、脳浮腫
の発生に関わると考えられる。④また、アス
トログリアの AQP4 発現は、ETB受容体の刺
激により減尐する。AQP4 の減尐は、浮腫を
起こした脳組織からの水の排出を抑制し、そ
の結果脳浮腫を増悪する。本研究より示唆さ
れた脳浮腫の発生機構から、アストログリア
の ETB 受容体の薬理学的意義を考察すると、
脳卒中や頭部損傷の急性期での ETB 拮抗薬
の投与が、脳浮腫の抑制に有効である可能性
が示唆される。 
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