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研究成果の概要（和文）：本研究では、Transmembrane Protein 95の生理的機能および中枢神経障害との因果関
係を明らかにすることにより、脳梗塞における神経細胞死機序の一端をin vitroおよびin vivo両レベルで解明
するため、この液性因子に対する定量的な検出法を樹立することにより、急性期脳梗塞に対する臨床応用可能な
レベルの新たな血液診断法を開発することを目指し、検討を行った。この定量的検出法構築の最終段階まではき
ており、今後の追加検討によりこれが可能となることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：We have tried to evaluate associations of transmembrane protein 95 on 
neuronal physiological function and ischemic neuronal cell death for elucidating a part of mechanism
 of neuronal cell death in ischemic stroke, And, we aimed to develop a hemodiagnosis in acute 
ischemic stroke with developing quantitive assay of transmembrane protein 95. We have created 
several antibodies against transmembrane protein 95 to construct ELISA system. Specificity and 
sensitivity of those antibodies were still on analysis. 

研究分野： 脳神経内科学

キーワード： 脳卒中　バイオマーカー
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１．研究開始当初の背景 
脳神経疾患は、救急搬送の 10.7％を占め

ることから、その早期診断を可能とし救命
率の向上を図ることは緊急の課題である。
しかしながら、日本救急医学会救急指導医
指定施設においてでさえ、脳神経系診療医
が常勤していない病院が 41％存在してい
る上、脳神経系非専門医にとって高度な神
経診察技能の習得が大きな障壁となってい
ることと相まって、特に超急性期脳卒中診
断における神経診察の現状は全く充足して
いない。このため、一過性脳虚血発作や各
脳梗塞病型において正確な診断を受けるこ
とのできない患者が未だに多数存在し、病
院格差や地域格差が大きく存在する。実は、
心筋梗塞領域においても同様の問題点が指
摘されていたが、新たなバイオマーカーが
開発されたことにより、その解決に成功し
ている。すなわち、既存の症状および心電
図による診断法に加え、補助診断法として
ト ロ ポ ニ ン や Heart-type fatty 
acid-binding protein (H-FABP)を用いた血
液診断法が開発されたことによって、その
診断効率は格段に向上した。このことから、
脳卒中医療の向上を図る上でも、これまで
にない脳卒中発症予測や早期の発症診断を
可能とするバイオマーカーの開発は急務で
ある。 
我々は、脳梗塞患者の病型診断を大きく補
助しうる血液マーカーの探索研究を行って
おり、これまでにアテローム血栓性脳梗塞
診断における血漿 adrenomedullin 値、心原
性脳塞栓症診断における血漿 brain 
natriuretic peptide 値、悪性腫瘍合併脳
梗塞診断における D-dimer、fibrinogen 
degradation products 値測定の意義を明ら
かにしてきた｡さらに、急性期脳梗塞患者の
早期診断に利用できるバイオマーカーを同
定するために、急性期脳梗塞患者の脳梗塞
発症後 24 時間以内来院時の血清中におい
て、同患者の脳梗塞発症後２ヶ月目の血清
と比較し、明らかに増加しているタンパク
質(ペプチドを含む)の探索を、プロテオー
ム比較解析法で行った。その結果まず、α2
マクログロブリンが脳梗塞発症後来院時の
血清中に増加していることを見出した。そ
こで、血清α2 マクログロブリン値につい
て急性期脳梗塞患者(159 名)と非脳梗塞患
者(77 名)とで比較検討を行った結果、血清
α2 マクログロブリン値は急性期脳梗塞患
者、特にラクナ梗塞患者で高値を示すこと
が明らかとなった。また、このプロテオー
ム解析によって同時に機能未知の蛋白質が
多数検出された。そこで申請者らは現在、
そ れ ら 機 能 未 知 蛋 白 質 の う ち 、
Transmembrane Protein95(TMEM95)に注目
し、神経細胞に及ぼす生理的、病理的な役
割についての細胞生物学的な検討を行って
いるが、この先行研究の過程において大変
興味深い知見を見出した。すなわち、レン

チウイルスを用いた安定的な発現系を用い
て、Tmem95 をヒト神経芽細胞腫(SH-SY5Y)
に導入したところ、TMEM95 遺伝子を導入し
た細胞がアポトーシス様な細胞死をきたす
ことを見出した。 
脳卒中は、虚血に伴うネクローシスによ

る神経細胞の急性細胞死や、遅発性神経細
胞死としてプログラム細胞死(アポトーシ
ス、オートファジーなど)を引き起こす。
我々が新たに検出した TMEM95 は脳梗塞急
性期に血液中に増加し、しかもその発現に
よって神経細胞死が誘導されることから、
脳卒中の虚血病態における細胞死の要因と
なる重要な機能蛋白質である可能性が強く
示唆された。そこで本研究では、TMEM95 の
生理的機能および急性期脳梗塞における役
割を追求することによって、神経細胞の細
胞死の新しい分子メカニズムを明らかにし
たい。 
また TMEM95 は、急性期脳梗塞患者の血清
中で増加することから、脳卒中患者の超急
性期診断を可能にするバイオマーカーにな
る可能性がある。そこで本研究では、血中
や髄液中の TMEM95 を定量的に検出できる
測定系を樹立し、個々の脳梗塞患者におけ
る病態推移に伴う血中レベル変動を検証し、
さらに健常人や他の脳神経疾患における血
中レベルとも比較することによって、病態
生理学的根拠に基づいた急性期脳梗塞に対
する新たな血液診断法の開発にも取り組む。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下のように当該候補分子

における生理的機能および中枢神経障害と
の因果関係を明らかにすることにより、脳
梗塞における神経細胞死機序の一端を in 
vitro および in vivo 両レベルで解明する。
さらに、この液性因子に対する定量的な検
出法を樹立することにより、急性期脳梗塞
に対する臨床応用可能なレベルの新たな血
液診断法を開発することを目指す。 
1. 機能未知蛋白質である TMEM95 の低酸

素刺激による発現メカニズムと、
TMEM95 が神経細胞の増殖や細胞死に
及ぼす影響を、神経芽細胞腫細胞を用
いた細胞生物学的手法で検討すること
によって、神経細胞死に果たす TMEM95
の役割を解明する。 

2. TMEM95 の脳梗塞組織での発現や局在
を脳梗塞病理組織を用いて解析し、脳
虚血病理との対比を行うことにより、
脳梗塞による虚血細胞死と TMEM95 発
現の因果関係を明らかにする。 
TMEM95 の定量的な測定系を樹立する
ことによって、TMEM95 の血中濃度を測
定することが、脳障害の急性期診断に
応用できる可能性を示す。 
 

３．研究の方法 
1. 低酸素刺激による神経培養細胞にお



ける TMEM95 の発現の解析 
① 2％低酸素刺激による神経培養細胞

における TMEM95 の発現を解析し、そ
のタイムコース、局在を検証する。 

2. TMEM95 の脳組織での発現と局在の検
証 

① げっ歯類脳梗塞モデル、脳出血モデ
ルにおけるTMEM95の分布と発現様式
を解明する。 

② 脳梗塞患者より得られた脳組織切片
におけるTMEM95の分布と発現様式を
病理像と対応させて検討し、その病
態における役割を解明する。 

③ アルツハイマー病、パーキンソン病、
筋萎縮性側索硬化症、多系統委縮症
など、他の脳疾患における TMEM95 の
発現局在についても同様の検討を行
う。その結果を比較解析することに
より、神経変性に伴う細胞死におけ
るTMEM95発現の共通性と脳梗塞にお
ける特異性を明らかにする。 

3. 血中の機能未知蛋白質である TMEM95
が急性期脳梗塞のバイオマーカーに
なりうる可能性の検証 

① TMEM95 を定量的に測定できるサンド
イッチ ELISA 実験系を構築する。標
準蛋白質は、293T 細胞へ TMEM95 発現
ベクターを一過性に導入して作製し
たリコンビナント蛋白質を用いる。
陰性対照として、抗体作製時に抗原
として用いたTMEM95部分ペプチドの
添加によって、ELISA の反応が抑制さ
れることを確認する。 

② TMEM95 を定量的に測定する ELISA が
構築できた後、健常血清にリコンビ
ナントTMEM95を種々の濃度で添加し
た検体を ELISA に供してさまざまな
条件検討を行うことで、脳梗塞血清
中のTMEM95を測定するための最適な
条件を決定する。 

③ 樹立した ELISA 測定系により、健常
者および他の脳神経疾患患者血清中
の TMEM95 を測定し、その血中レベル
が、急性期脳梗塞患者において特異
的に高いこと、および他の脳神経疾
患との鑑別診断に利用できる可能性
を確認する。 

 
４．研究成果 
培養細胞（ヒト神経芽細胞腫由来の
SH-SY5Y 培養細胞およびマウス神経芽細胞
腫由来の Neuro2A 培養細胞）を用いて、正
常および 1%低酸素刺激下での TMEM95 の細
胞内の局在を経時的に検討したところ、正
常環境下で細胞質内に陽性所見、1%低酸素
刺激下で細胞質内に顆粒状凝集体を認めた。
各種神経疾患の剖検脳における免疫組織化
学的に検討を行い、神経細胞細胞質に陽性
顆粒状構造物を認め、脳梗塞急性期症例で

は penumbra～core 領域に多く検出される
ことを発見した。剖検脳の免疫組織化学的
検討を行い、脳梗塞急性期症例では
penumbra～core 領域に神経細胞細胞質に
陽性顆粒状構造物が多く検出された。 
また、血中の機能未知蛋白質である TMEM95 
が急性期脳梗塞のバイオマーカーになりう
る可能性の検証のために、ELISA 実験系の
立ち上げる予備実験を行っている。ELISA
実験系の立ち上げるためには抗体は２種類
が必要となるため、改めて、３種類の抗体
を作成した。現在この新たな抗体の抗原に
対する特異性の検討を継続して行っており、
capture 抗体と detection 抗体として有効
な抗体の選定を行っている。 
本研究では、上記のように当該候補分子に
おける生理的機能および中枢神経障害との
因果関係を明らかにすることにより、脳梗
塞における神経細胞死機序の一端を in 
vitro および in vivo 両レベルで解明する
ため、この液性因子に対する定量的な検出
法を樹立することにより、急性期脳梗塞に
対する臨床応用可能なレベルの新たな血液
診断法を開発することを目指し、検討を行
った。この定量的検出法構築の最終段階ま
ではきており、今後の追加検討によりこれ
が可能となることが期待できる。 
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