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研究成果の概要（和文）：本研究では，虚血性大脳白質障害の増悪の病態に抗酸化ペプチドであるアドレノメデュリン
（AM）の欠損が関与することを明らかにした．
AMが欠損すると酸化ストレスや炎症反応が増強し大脳白質障害が悪化する．それと共に，オリゴデンドロサイト前駆細
胞の減少を認め，オリゴデンドロサイトの増殖・分化機能の破綻が，大脳白質障害の増悪の要因となることが確認され
た．この病態は加齢による慢性的な高血糖状態の下でさらに増強し，特に血管内皮細胞の障害が関与することが明らか
となった．
AMが虚血性大脳白質障害に対して保護的作用を有し，障害の増悪因子である加齢による高血糖に対しても防御的作用を
示すことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that ischemic white matter injury was increased in 
adrenomedullin (AM) deficiency, which induced oxidative stress.
We indicated that adrenomedullin downregulation results in increase in oxidative stress after cerebral 
hypoperfusion in mice cerebral white matter. Oxidative stress was detected in oligodendrocytes, with a 
larger increase in the AM deficiency group.　The number of oligodendrocyte progenitor cells gradually 
increased after prolonged hypoperfusion, whereas oligodendrocytes decreased following a transient 
increase, but the ratio of increase was mild in the AM deficiency group.
White matter injury was more exacerbated because of hyperglycemia in aged AM deficiency group. The 
results indicated that adrenomedullin may be an important target in the control of ischemic white matter 
injury.

研究分野： 神経内科学

キーワード： アドレノメデュリン　抗酸化ペプチド　虚血性大脳白質障害　酸化ストレス　高血糖　加齢　脳保護　
認知障害
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１．研究開始当初の背景 
世界一の超長寿社会を迎えているわが国に
おいて，長期にわたる老年期をいかに健全に
過ごすかが問われる世の中になっている．現
代社会の大きな社会問題として，様々の原因
による寝たきり介護者の増加が挙げられる
が，寝たきり状態となる原因疾患としては脳
血管障害後遺症が約 4 割を占め，その中でも
脳血管性認知症が重要な位置を占めている．
本邦における認知障害性疾患は，近年アルツ
ハイマー病の頻度の増加が指摘されている
が，脳血管障害後の発症や脳血管性認知症と
の合併さらには糖尿病の関与が問題となっ
ている．このような観点からアルツハイマー
病も広い意味では血管病の範疇に位置づけ
られるともいえる． 
また，近年の画像診断の飛躍的な進歩によ

り神経症状を来さない程度の微小脳出血
（microbleeds）が検出可能となり，虚血病
変のみならず出血病変がアルツハイマー病
や血管性認知症の発症・進展に関わるといっ
た新たな知見が明らかになりつつある．虚血
損傷に伴う出血の病態としては，血管内皮細
胞とアストロサイトなどにより構成される
vascular unit である血液脳関門（Blood 
brain barrio: BBB）の機能破綻の関与が注目
されている．さらに出血性脳病変の発症は，
脳損傷を増悪させる重要な合併症である．現
在国内において広く普及している脳梗塞超
急性期患者に対する組織プラスミノーゲン
アクチベーター（rt-PA）による血栓溶解療
法は，有効性もさることながら症候性頭蓋内
出血の合併頻度も約 6％と決して低い数字で
はない．さらに再発予防に用いられる各種抗
血小板薬や抗凝固薬においても出血は重要
な合併症として認知されている．虚血性脳損
傷による BBB 機能破綻には酸化ストレスに
よる血管内皮機能障害が重要な要因として
挙げられる．血管内皮細胞におけるこれら傷
害性因子に対する防御機構に降圧ペプチド
で あ る ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン
（adrenomedullin：AM）が重要な役割を示
すことが明らかにされている．さらに脳組織
の中でも血管内皮細胞はAMの主な産生部位
であることからも，脳損傷における重要な標
的分子であると考えられる． 

AM は 1993 年にヒト副腎由来の褐色細胞
腫から単離された循環調節ペプチドであり，
降圧作用のみならず臓器保護作用を有する
ことが明らかにされてきた．AM の臓器保護
作用に関しては，分担研究者の下澤らが確立
したアドレノメデュリンノックダウン
（AM+/-）マウスの解析より，酸化ストレス
に対し内因性の抗酸化物質として作用を発
揮 し て い る こ と が 証 明 さ れ て い る
（ Shimosawa T et al: Circulation 105: 
106-111, 2002）．さらに AM+/-マウスの高齢
モデルでは肥満になるとともに酸化ストレ
スが亢進し臓器障害を示すようになること
を見出し，AM が酸化ストレスから生体を保

護する作用を担っていることが明らかにさ
れている．われわれも高齢 AM+/-マウスの脳
組織変化の評価を実施しており，加齢に伴い
白質障害が顕著になることに着目している．
脳虚血に関しては，AM+/-マウスでは梗塞周
辺部での脂質過酸化代謝産物蓄積と酸化的
DNA障害が増強していることを明らかにし，
cAMP と proteinkinase A (PKA)の産生が野
生型に比べ有意に低下することを確認した．
以上のことから AM は cAMP－PKA シグナ
ル伝達系を促進することで酸化ストレスを
制御しており，特に脳虚血下で AM が欠損し
た状況では酸化ストレスが増強し，脳梗塞が
進 展 ・ 増 悪 す る こ と を 明 ら か に し た
（Miyamoto N et al: J Cerebral Blood Flow 
& Metab 29: 1769-1779, 2009）． 
さらに本研究を進めるなかで，AM+/-マウ

スの脳梗塞モデルでは高頻度に脳内出血合
併症を来すことを見出している．AM の興味
深い作用として BBB を構成する血管内皮細
胞から AM が産生され，血管内皮細胞の機能
維持に深く関わっていることも明らかにさ
れており（Kis B et al: J Neuroendocri 14: 
283-293, 2002），AM 欠損での出血合併の原
因として BBB 機能破綻が強く関与すること
が考えられた．またわれわれは，慢性脳低灌
流モデルの虚血負荷早期において，血管内皮
細胞機能が障害され BBB 機能破綻により血
管内物質が脳実質内への漏出することを証
明している（Ueno Y et al: Neuroscience 
162: 317-327, 2009）．このように虚血の程度
は様々であったとしても，虚血侵襲により
BBB 機能が破綻し，AM がこの機能破綻に対
し防御的に作用することが明らかにされつ
つある． 
われわれは既に下澤らと共同で，AM+/-マ

ウスでの急性期脳梗塞モデルによる検討を
行い， AM が cAMP－PKA シグナル伝達系
を促進することで酸化ストレスを制御し，と
くに脳虚血下でAMが欠損した状況では酸化
ストレスがさらに増強し，脳梗塞が進展・増
悪することを証明している．（Miyamoto N et 
al: J Cerebral Blood Flow & Metab 29: 
1769-1779, 2009）．さらに AM+/-マウスの脳
梗塞モデルでは高頻度に脳内の出血合併症
を来すことを見出している．以上の研究成果
をもとにして，本研究では虚血性脳損傷によ
る出血性障害と認知障害のメカニズムに関
して，酸化ストレスと血管内皮細胞機能障害
による BBB 機能破綻のメカニズムを明らか
にし，出血合併の制御機構の探索を進めてい
く．さらに脳虚血モデルにおける BBB 障害
に対してAMを投入することによる白質障害
抑制効果と認知障害の改善効果を評価し，出
血合併制御の視点での検討を加える．また将
来的な臨床治療への応用に向け解剖学的構
造がよりヒトに近いミニブタでの検討を加
え，ペプチドの有効な投与法として超音波技
術を利用したバブルリポソームを用いた新
規のデリバリーシステムの導入も進めるこ



とで，いまだ治療法が確立されていない血管
病としての認知症に対する新たなペプチド
治療が確立されることが期待できる． 
 
２．研究の目的 
以上の学術的背景から，本研究は虚血性脳

損傷による出血性障害と認知障害のメカニ
ズムに関して，抗酸化ペプチドを標的分子と
して酸化ストレスや炎症反応による白質障
害とBBB機能破綻の病態との関連を解明し，
ペプチドを利用した防御法の確立を目標と
して立案した独創性の高い内容である．さら
には将来的な臨床治療への応用に向け解剖
学的構造がよりヒトに近いミニブタでの検
討を加え，ペプチドの有効な投与法として超
音波技術を利用した超音波造影ガスを封入
したリポソームであるバブルリポソームを
用いた新規のデリバリーシステムの導入も
検討する． 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの脳虚血モデルの作製 
①マウス中大脳動脈閉塞・再灌流モデル：ナ
イロン糸を使用した中大脳動脈閉塞・再灌流
モデルは広く使用されており，本モデルを用
い，大脳白質の急性虚血による障害を免疫組
織化学的に評価する．BBB の形態変化を免疫
組織化学的評価し，電子顕微鏡レベルでの詳
細な検討を加える． 
②マウス慢性脳低灌流モデル：ラットを用い
た両側総頸動脈結紮による慢性脳低灌流モ
デルの作成は京都大学グループとわれわれ
のグループにおいて既に確立されており，本
モデルを用いた白質障害に関する研究成果
は Stroke 誌に発表している（Watanabe T et 
al: Stroke 37, 1539-1545, 2006）．ラット
と同様にマウスの白質障害は両側総頸動脈
狭窄による慢性脳低灌流により作成するこ
とが可能である．マウスモデルに関しては
Shibata M ら（Stroke 38: 2826-2832, 2007）
により特殊なマイクロコイルによる確実な
両側総頸動脈狭窄の作成により確立されて
いる．本モデルを用いてアドレノメデュリン
とその受容体の脳内分布と経時的発現変化
を免疫組織化学的に評価する．さらに BBB の
形態変化を免疫組織化学的評価し，電子顕微
鏡レベルでの詳細な検討を加える． 
 
(2)AM+/-マウスの脳虚血モデルの作製 
①AM+/-マウスの中大脳動脈閉塞・再灌流モ
デル：われわれは既に本モデルにおいて AM
が cAMP－PKAシグナル伝達系を促進すること
で酸化ストレスを制御し，とくに脳虚血下で
AM が欠損した状況では酸化ストレスがさら
に増強し，脳梗塞が進展・増悪することを証
明している．さらに AM+/-マウスの脳梗塞モ
デルでは高頻度に脳内出血合併症を来すこ
とを見出している．AM は正常脳において BBB
を構成する血管内皮細胞から産生され，血管
内皮細胞の機能維持に深く関わっている．

BBB の形態変化を免疫組織化学的評価し，電
子顕微鏡レベルでのBBBの各コンパートメン
トについて詳細な検討を行う． 
②AM+/-マウスの慢性脳低灌流モデル：
Shibata ら(Stroke  38; 2826-3282, 2007)
の作製方法に従い慢性脳低灌流モデル作製
する．急性モデルと同様に脂質過酸化代謝産
物と酸化的DNA障害脳内蓄積と白質障害の変
化関連を免疫組織化学的に評価し，BBB の形
態変化を電子顕微鏡で詳細に検討し出血病
変の有無および程度を解析する． 
 
(3)血液脳関門（BBB）機能の評価 
 われわれは，エバンスブルーによる BBB 機
能評価法を確立しており．慢性脳低灌流モデ
ルの虚血負荷早期に血管内皮細胞機能が障
害されBBB機能破綻により血管内物質が脳実
質内への漏出することを報告している（Ueno 
Y et al: Neuroscience 162: 317-327, 2009）．
本手法を用い AM+/-マウスの急性虚モデルと
慢性虚血モデルでの BBB 機能の評価を行う． 
 
(4) In vivo 脳虚血モデルによるアドレノメ
デュリンの検討 
アドレノメデュリンノックダウンマウス

の大脳皮質神経細胞と血管内皮細胞の培養
系を作製する．両培養系に低酸素負荷による
細胞障害を惹起させ，AM のシグナル伝達に関
与する cAMP を測定し，酸化ストレスマーカ
ーや細胞死のマーカーで評価を行う．さらに
アドレノメデュリンを添加することによる
効果を同様に評価して比較検討する． 
 
(5)高齢AM+/-マウスにおけるBBB機能の評価 
 高齢 AM+/-マウスの急性脳虚血モデルおよ
び慢性脳虚血モデルを作製し，とくに BBB 機
能に焦点を絞った解析を行う．出血病変につ
いて免疫組織化学的に評価し，電子顕微鏡レ
ベルでのBBBの各コンパートメントについて
詳細な検討を行う．さらに機能評価はエバン
スブルーを用いて実施する．以上の結果を成
獣 AM+/-マウスの結果と比較し，加齢に伴う
出血病変の増悪の有無を脳内 AM 産生量と組
織内分布の変化に付いてタンパクおよび
mRNA レベルでの検討を加える． 
 
(6) マウスを用いた抗酸化ペプチド治療 
AM はペプチドであるため生体への投与法

には直接の経口投与での体内移行は不可能
のため，投与法の工夫が必要である．マウス
脳室内または髄腔内への直接投与を行い，免
疫組織化学的に詳細を検討する． 
 

(7) ミニブタ脳虚血に対するペプチド治療 
ミニブタにおける局所脳梗塞モデルは

Tanaka M ら の 報 告 （ Stroke 2008; 39: 
205-212）に準じて作製する．ミニブタの脳
梗塞モデルに対して抗酸化ペプチドの治療
効果を検討するために，その効率のよい投与
経路と投与法を検討する．臨床応用を念頭に



置いた場合には投与経路としては，経口，経
皮，経静脈または，経動脈が可能であるが，
モデルにおける効果を確認するために脳室
内や髄腔内への直接問投与の検討も行う．投
与方法は対象物質がペプチドであるために
安全かつ有効なデリバリーシステムの活用
が必要であるため，超音波技術を利用した超
音波造影ガスを封入したリポソームである
バブルリポソームを用いた新規デリバリー
システムを用いた投与の有効性を検討して
いく． 
 
４．研究成果 
(1)急性脳虚血モデルでの検討：野生型マウ
スおよびアドレノメデュリンノックダウン
マウスの脳虚血モデルを用いて，血管内細胞
障害に関して免疫組織化学的に比較検討を
行った．正常マウスにおけるアドレノメデュ
リン受容体の局在を免疫組織化学的に検証
した．その結果，血管内皮細胞と神経細胞に
局在することを確認した．特に脳内の血管で
は実質内の毛細血管に広く局在しており BBB
の血管側での機能を有することが示唆され
た．加齢マウスを用いて BBB の構成に関わっ
ているアストロサイトの経時変化も検討し
た．アストロサイトは成獣マウスにおいて加
齢により発現が低下する．さらに虚血負荷に
よる反応性は若年群に比して加齢群で低下
することを確認した．アドレノメデュリンノ
ックダウン（AM+/-）マウスの脳虚血モデル
を作製し血管内皮細胞機能とBBBに関して検
討を行った．AM+/-マウスの急性脳梗塞モデ
ルでは高頻度に脳内出血が合併することを
見出している．  
(2)慢性脳低灌流モデルでの検討：慢性低灌
流モデルでは時間経過とともに大脳白質障
害が進行し，血管内皮細胞における誘導型一
酸化窒素合成酵素（iNOS）の合成が増加し，
各種酸化ストレスマーカーと炎症マーカー
が増加することを確認した．AM+/-マウスで
は慢性虚血における大脳白質障害がより強
くなり，各種障害マーカーの発現も増強する
ことを認めた．また，加齢により野生型マウ
スおよび AM+/-マウスの双方で大脳白質障害
が若年グループよりも強くなることを確認
した．とくに AM+/-マウスでは加齢に伴い高
血糖状態となっていることを確認し，加齢脳
による白質障害は，高血糖状態により増強さ
れていることを明らかにした．免疫組織学的
検討では，慢性脳低灌流の状態下では核酸の
酸化障害マーカーである8OHdGと脂質過酸化
代謝産物のHHEが成熟オリゴデンドロサイト
に蓄積し，細胞死が誘導されていることを確
認した．さらにこの酸化障害の病態は，AM+/-
でより強くなり，若年群よりも加齢群ではさ
らに増強されていることを明らかにした．オ
リゴデンドロサイトの再生に関しては，虚血
負荷により前駆細胞の分化が抑制され，この
ことは AM+/-マウスおよび加齢現象でより強
く認められた． 

(3)得られた成果の国内外におけるインパク
トと位置づけ：本研究成果は脳虚血の中でも
認知機能障害と関係のある虚血性大脳白質
障害の病態に加齢と高血糖が強く関与し，ア
ドレノメデュリンの抗酸化作用が白質保護
を示すこととの関連を明らかにした点で，世
界をリードする内容である． 
(4) 今後の展望：新たな視点での血管内皮細
胞保護による出血性合併症の予防のための
臨床応用に向けた抗酸化ペプチドの投与実
験を遂行していく． 
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