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研究成果の概要（和文）：脳血管周皮細胞は神経血管ユニット(Neurovascular Unit)の構成細胞の一つであり、
脳虚血病態に重要な役割を果たす。我々は、脳血管周皮細胞には活性酸素生成酵素Nox4が発現しており、低酸素
やアンジオテンシンIIによる刺激により発現が増加し、細胞増殖などに関与していること、脳虚血の際にはNox4
が血液脳関門の破綻および脳梗塞巣の拡大に関連し、機序としてNFκBとMMP9の活性化が重要であること、周皮
細胞の機能を担う蛋白質であるPDGFRβの脳梗塞後の発現増加にbasic FGFが関与している可能性などについて見
いだした。Nox4は新しい脳梗塞治療のターゲットとなり得ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Brain microvascular pericyte, one of the cells constituting neurovascular 
unit, plays a pivotal role in pathophysiology of brain ischemia. We have found that Nox4, an enzyme 
producing reactive oxygen species (ROS), was expressed in brain microvascular pericyte and that Nox4
 was upregulated by some stimuli such as hypoxic condition and angiotensin II and was involved in 
proliferation of the cells. In brain ischemia, Nox4 was associated with breakdown of blood-brain 
barrier and enlargement of the infarct, and activation of NFκB and MMP9 was important as its 
mechanism. We also raised the possibility that in ischemic conditions, basic FGF could be involved 
in upregulation of PDGFRβ, a protein playing a role in pericyte function. Nox4 in brain pericytes 
could be a potential target for new therapies of cerebrovascular diseases.

研究分野：脳血管障害
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本邦においては、高齢化の進行に伴い、
脳血管障害患者が増加している。脳血管障害
を発症した場合に、できるだけ障害を少なく
し、いかに神経機能の回復を誘導するかが重
要な課題となっている。 
 
(2) 脳血管には、物質の透過性が厳密に制限
される血液脳関門 (blood-brain barrier; 
BBB)が存在する。周皮細胞は毛細血管や細
静脈において内皮細胞を取り囲んでいるが、
内皮細胞に対する周皮細胞の存在比率は脳
血管において特に高く、BBBの形成および維
持に重要な役割を果たしている。 
 
(3) 脳虚血急性期には、BBBの破綻による脳
浮腫の発生が神経症候を増悪させるものと
して問題になっている。また、脳梗塞発生後
の神経機能回復には、秩序ある血管新生が不
可欠である。内皮細胞周囲への周皮細胞の動
員が血管新生の重要なステップとなるが、こ
れには、内皮細胞から分泌される血小板由来
成長因子 (platelet-derived growth factor; 
PDGF)および周皮細胞の PDGF 受容体が重
要な役割を担っている。我々は、この PDGF
受容体を介したシグナル伝達が、Aktのリン
酸化などにより周皮細胞自身の生存・増殖に
関与するとともに、ニューロトロフィンの分
泌を介して神経保護的に作用することを報
告した(Arimura et al. Curr Neurovasc Res 
2012)。 
 
(4) 一方で、脳血管障害、特に脳梗塞は、活
性酸素の発生に伴うレドックスが病態に関
与する代表的疾患である。元来は好中球が微
生物を貪食した際に殺菌のため活性酸素を
生成する酵素「食細胞 NADPH オキシダー
ゼ」がよく研究されていたが、その酵素本体
である gp91phoxのホモログが次々に発見され
た。我々はそれらのうち Nox4を発見し、当
初腎に高発現する新たな活性酸素生成酵素
として発表したが(Shiose et al. J Biol Chem 
2001)、Nox4はまた、血管内皮細胞や血管平
滑筋細胞にも発現が見られ、重要な生理的役
割を果たしていること (Ago et al. Stroke 
2005, Kuroda et al. Genes Cells 2005)、心筋
特異的Nox4過剰発現/ノックアウトマウスを
用いて、心筋肥大や心臓の虚血再灌流障害に
おいても重要であることを示した(Kuroda et 
al. Proc Natl Acad Sci USA 2010, Ago et al. 
Circ Res 2010)。 
 
(5) 我々は、予備的実験により、脳血管周皮
細胞にも Nox4が発現して活性酸素を生成し
ていること、低酸素環境下にて Nox4 mRNA
の発現が増加することを見いだしているが、
脳血管周皮細胞における Nox4の役割は明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 

(1) 脳血管周皮細胞における Nox4 の発現・
活性の調節機構および細胞機能に Nox4がど
のように作用しているか明らかにする。 
 
(2) 脳血管周皮細胞に Nox4 を過剰発現する
マウスに脳梗塞を作成し、Nox4 過剰発現に
よりどのような影響があるか、明らかにする。 
 
(3) 脳血管周皮細胞の Nox4 が実際の生体に
おける脳虚血病態にどのように関与してい
るか、またそのメカニズムを探究する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
ヒト脳微小血管周皮細胞やラット脳微小血
管周皮細胞株、ヒト脳微小血管内皮細胞を培
養して実験に供した。低酸素環境下での培養
には、酸素濃度を設定できるマルチガスイン
キュベーターを用いた。 
 
(2) 脳血管周皮細胞および脳組織における
Nox4 および関連の遺伝子発現や蛋白質局在
について、免疫組織染色を用いて評価した。
また、定量評価のためには、定量的 PCR や
ウェスタンブロットを行った。 
 
(3) 活性酸素生成活性の測定 
スーパーオキシド生成活性の測定は、スーパ
ーオキシドジスムターゼによって抑制され
る、ルミノールを用いた化学発光法を利用し
て行った。過酸化水素の測定は、Amplex Red
を用いて吸光度を測定することにより行っ
た。 
 
(4) 細胞増殖の評価 
細胞をカウントする方法、および生細胞を
MTS 法により比色定量する方法を用いて評
価した。 
 
(5) マウス脳梗塞モデルの作製 
マウスを用いて脳梗塞を次の方法で作成し
た。①ローズベンガル色素を静脈内に注入し
た後、クリプトンレーザーで中大脳動脈を照
射することにより血液凝固させ、血管を閉塞
する中大脳動脈永久閉塞モデル。②塞栓糸を
総頸動脈から挿入して中大脳動脈まで到達
させ、目的とする時間、一過性に閉塞させる
虚血再灌流モデル。これらのモデルを用いて、
脳梗塞サイズや BBB 障害の程度などを評価
した。免疫組織染色を用いた組織学的評価や
組織ホモジネートを用いた mRNA や蛋白質
発現の変化についても検討した。 
 
(6) BBB破綻の評価 
梗塞巣における BBB 破綻の程度は、FITC-
デキストランまたはエバンス・ブルーの血管
外への漏洩を観察することにより評価した。 
 
(7) MMPの活性評価 
脳ホモジネートをゼラチンゲルで泳動分離



した後、ゲルを蛋白染色して酵素活性によっ
て消化されたゼラチンをバンドとして検出
することにより評価した（ゼラチン・ザイモ
グラフィー）。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト脳血管周皮細胞には活性酸素生成
酵素である NADPH オキシダーゼ(Nox)ファミ
リーのうち、Nox4 が優勢に発現していた。同
細胞の膜画分は NADH または NADPH 存在下で
活性酸素の一種であるスーパーオキシドの
生成を認めた。スーパーオキシドの生成は
Nox の阻害剤(diphenileneiodonium)で抑制
されたが、他のスーパーオキシド生成源の阻
害剤では抑制されなかった。周皮細胞はアン
ジオテンシン(Ang II)受容体を発現しており、
Ang II の添加により Nox4の発現が増加した。
低酸素刺激でも同様に Nox4 の発現が増加し
た。RNAi により Nox4 の発現を抑制すると活
性酸素の生成と細胞増殖が著明に減少した。
以上より、Nox4 はヒト脳血管周皮細胞の主要
なスーパーオキシド生成酵素であり、Ang II
や低酸素により Nox4 の発現が調節されてお
り、細胞増殖などに関与していることが示唆
された。 
 
(2) マウス脳梗塞モデル（中大脳動脈永久閉
塞モデル）において、3-7 日目に梗塞周辺領
域の血管細胞において PDGFRβの発現がみら
れ、7 日目以後には梗塞周辺領域から虚血中
心域に向かって PDGFRβ陽性細胞が広がると
ともにフィブロネクチンとコラーゲンI型を
生成しているのが観察された。一方で、周皮
細胞のマーカーであるデスミンとα平滑筋
アクチンは血管細胞においてのみ発現を認
めた。PDGFRβヘテロノックアウトマウスに
おいては、対照マウスと比較して、梗塞巣に
おけるフィブロネクチンとコラーゲン I 型
の発現が低下し、梗塞巣サイズの拡大を認め
た。培養脳血管周皮細胞においては、血清除
去により PDGF-B、PDGFRβ、フィブロネクチ
ン、コラーゲン I型の発現が有意に増加した
が、デスミンの発現は増加しなかった。血清
除去によるフィブロネクチンとコラーゲン I
型の発現増加は、PDGFRβの阻害剤である
SU11652 により抑制され、PDGF-B によりさら
に増強された。以上より、PDGFRβの発現が
脳梗塞後の線維化応答を担っており、PDGFR
βを介したシグナルが梗塞後のフィブロネ
クチンとコラーゲンI型の発現に関与してい
ると考えられた。 
 
(3) ヒト脳血管周皮細胞において、bFGF によ
って PDGFRβの発現が増加し、FGF 受容体
(FGFR)の阻害剤である SU5402、その下流の
Akt および Erk の阻害剤により抑制された。
一方で、酸性化によりbFGFの発現が増加し、
低酸素刺激により FGFR1 の発現が増加した。
bFGF と FGFR1 の発現はマウス脳梗塞モデル
（中大脳動脈永久閉塞モデル）において、虚

血側大脳半球において著明に誘導された。免
疫蛍光二重染色にて、bFGF と FGFR1 は梗塞周
辺領域において、PDGFRβ陽性細胞と共局在
することが示された。さらに、bFGF は培養血
管周皮細胞において、細胞増殖や PDGF-BB に
より誘導される細胞移動活性を増強するこ
とを明らかにした。この作用は PDGFRβの阻
害剤で抑制された。以上より、脳虚血後の
bFGFの増加がPDGFRβの発現を増強し、PDGFR
βを介した周皮細胞機能を強化する可能性
が示唆された。 
 
(4) マウス脳梗塞モデルにおいて、梗塞周辺
領域の血管周皮細胞を含む微小血管細胞に
はNox4の発現が著明に増強されていた。Nox4
の発現増加は、中大脳動脈の虚血再灌流モデ
ルよりも永久閉塞モデルにおいて顕著であ
った。微小血管において周皮細胞に Nox4 を
過剰発現するマウス(Tg-Nox4)を用いて中大
脳動脈永久閉塞モデルを作製したところ、対
照マウスと比較して、梗塞サイズの増大およ
び活性酸素生成・BBB 破綻の増強がみられた。
培養脳血管周皮細胞では、低酸素刺激で Nox4
の発現は有意に増加したが、再酸素化ですぐ
に発現は減少した。Nox4 を過剰発現させた培
養周皮細胞およびTg-Nox4の梗塞周辺領域の
両者で、NFκBのリン酸化および MMP9 の発現
が増加していた。以上より、脳虚血後に梗塞
周辺領域の血管周皮細胞において Nox4 の発
現が増加することにより、NFκBおよび MMP9
の活性化を介してBBBの破綻を増強して梗塞
サイズの拡大につながる可能性が示唆され
た。 
 
(5) 上記の研究成果より、①脳梗塞病態にお
いて、脳血管周皮細胞が血管新生や梗塞巣の
線維化応答といった過程で重要な役割を担
っていること、②脳血管周皮細胞の機能を担
う PDGF-PDGFRβのシグナリングは虚血やサ
イトカインなどにより巧みに調節されてい
ること、③脳血管周皮細胞には活性酸素生成
酵素 Nox4 が発現しており、虚血により発現
が増加すること、④脳血管周皮細胞の Nox4
は脳虚血時には BBB の破綻に関与し、梗塞の
生成に大きな役割を果たしていることが見
いだされた。Nox4 は新しい脳梗塞治療のター
ゲットになり得ると考えられる。 
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