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研究成果の概要： 
 ヘパラン硫酸プロテオグリカンの一種であるアグリン（agrin）が脳損傷部位で発現するか否

かを、in situ hybridization や免疫染色を用いて検討した。アグリン mRNAは脳損傷周囲のア

ストロサイトで 7日目にもっとも強く発現することが判明した。免疫組織学的検討ではアスト

ロサイトと血管周囲に発現しており、免疫電顕を用いることにより脳血管関門を形成するアス

トロサイトの足突起に発現していた。また、損傷部位で神経誘導物質の FGF-2 や HBGAM と共発

現していた。これらのことからアグリンは損傷脳において神経回路の再生や脳血管関門の修復

に関与している可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系にストレスが加わると、損傷部

位にグリオーシスとよばれるグリア細胞の
反応が起こる。アストロサイトは反応性アス
トロサイト(reactive astrocyte)へ、ミクロ
グリアは活性型ミクログリア(activated 
microgria)と形を変える。このグリオーシス
が神経再生の大きく関わっている。反応性ア
ストロサイトはコンドロイチン硫酸プロテ
オグリカンのような神経伸長をさまたげる

ような物質を産生し、一般的には神経伸長阻
害に働くとされる。 
 我々はプロテオグリカンの一種であるヘ
パラン硫酸プロテオグリカンに着目した。こ
れまでコンドロイチン硫酸プロテオグリカ
ンが中枢神経系損傷部位に発現することは
数多くの文献で示唆されてきた。しかしなが
らヘパラン硫酸プロテオグリカンについて
の報告はなかった。そこで我々はヘパラン硫
酸プロテオグリカンの一種であるシンデカ
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ン ファミリー(Syndecan family)が脳損傷部
位の反応性アストロサイトに発現すること
を報告した（Iseki K et al. Glia）。また、
グリピカンファミリー(Glypican family)の
うちグリピカン glypican-1 も脳損傷部位の
反応性アストロサイトに発現していること
が判明した（Hagino S, Iseki K et al. Glia）。
この研究で最も興味深いのはシンデカン フ
ァミリーとグリピカン-1は反応性アストロサ
イト上で神経伸長に HBGAM(heparin-binding 
growth-associated molecule)や FGF2 と共発
現していることであった。これらの研究から
ヘパラン硫酸プロテオグリカンは中枢神経
系損傷部位で神経伸長に働き、脳保護に働い
ている可能性を示唆した。 
 
 
２．研究の目的 
今回の研究ではヘパラン硫酸プロテオグ

リカンの一つであるアグリン（agrin）。に着
目した。アグリンは胎生期の中枢神経系にお
いて神経やグリア細胞に発現し、神経軸索誘
導や脳血管関門など重要な役割を担ってい
る。そこでこれまでの研究からヘパラン硫酸
プロテオグリカンが脳損傷部位で神経伸張
に対する何らかの関与がある可能性を考え
るうえでアグリンが脳損傷部位周囲に発現
するか否かを検討しなければならない。また、
脳損傷をおこした周囲の組織から血管新生
がおこり、破綻した脳血管関門を修復して組
織を修復していく。この過程において胎生期
と同様に血管新生が脳損傷部位でも発現す
るのかをさらに検討することとした。 
 

 
３．研究の方法 
（１）脳損傷モデル 
成獣の ICR 雄マウスを実験に用いた。ジエ

チルエーテル麻酔下に凍結脳損傷を作成し
た。凍結脳損傷は液体窒素で冷却した鉛を頭
蓋骨に一分間押し当てた。 
 マウスは損傷後 2,4,7,14 日後にエーテル
麻酔下に屠殺し、４％パラホルムアルデヒド
で灌流固定をおこなって脳を摘出した。摘出
脳は４％パラホルムアルデヒドに入れて
４℃、２４時間再固定した。その後 30%ショ
糖液に移した後にOTCコンパウンドに包埋し
た。 
その後-80℃に保存した後、クライオスタッ
トで 10μm の厚さで冠状断の切片を作成し、
スライド上に貼り付けた。これらの標本はin 
situ hybridization や免疫染色に用いた。 
 
（２）in situ hybridization 
in situ hybridization のためジゴキシゲ

ニンアグリン cRNA プローブを作成した。
Non-RIin situ hybridization は Roche 社製

キットを用いて行いた。標本に対してジゴキ
シゲニン agrin cRNA プローブを反応させ、
二次抗体にはアルカリフォスファターゼ標
識抗ジゴキシゲニン抗体を用いた。その後
NBT/BCIP を用いて発色させた。 
 
（３）免疫染色 
一次抗体にはウサギ抗アグリンポリクロ

ーナル抗体を用いた。また、二次抗体にはペ
ルオキシダーゼ標識抗ウサギ抗体を用い、
DAB で発色させた。 
 
（４）in situ hybridization二重染色 
 in situ hybridization 二重染色をおこな
うためFITCアグリンcRNA プローブを作成し
た。また、FGF2 と HBGAM の cRNA プローブは
ジゴキシゲニン標識で作成した。in situ 
hybridization の条件は上記と同様におこな
った。FITC の増幅をおこなうために、TSA 
Fluorescence System (NEN Life Science 
Products).を用いた。 
 
（５）免疫電顕 
 免疫組織で得られた標本より、金コロイド
標識として電子顕微鏡で検討した。 
 
 
４．研究成果 
（1）凍結脳損傷部位でのｱｸﾞﾘﾝ mRNA 発現 
 
凍 結 損傷後 7 日 目の脳を in situ 
hybridizationによりアグリンmRNAが発現す
るか否かを検討した。 

 
図１損傷７日目のアグリン mRNA の発現 
(a) anti-sense プローブ(b)sense プローブ 
Ne:壊死組織 
 
アグリン mRNAは脳損傷部の壊死組織を取
り囲むように発現していることが判明した。 
 このため脳損傷部位でのアグリン mRNA が
時間的、空間的にどのように発現しているの
かを検討した。損傷後 2日目、4日目、7日
目、14日目の脳損傷部位での発現を比較検討
した。 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
図 2 アグリンmRNA の発現の時間的検討 
(a,e) 2 日目、(b,f)4 日目、 (c,g) 7 日目、
(d,h)14 日目 
 
 
アグリン mRNAは損傷 2日目より発現が始

まり、4日目から 7日目にかけて強く発現す
る。14日になるとその発現は弱くなる。 
 
次いでアグリンの蛋白がどのように発現

しているのかを検討するために免疫染色を
用いた。 
 
（2）凍結脳損傷部位でのアグリン蛋白発現 
 

 
図３ アグリンの免疫組織学的検討 
 
(a) 7 日目、(b)14 日目、 (c,d) 7 日目の損
傷部周囲の強拡大, (e) 7 日目の壊死組織の
強拡大 
 
アグリンは脳損傷周囲の組織と血管に発

現していた。また、蛋白に発現は 14日目に
はほとんど認められなくなった。 
 
そこで血管周囲に発現したアグリンの局

在を明らかにするため免疫電顕をおこなっ
た。 
 
 

 
 
 
 
図４ 血管周囲に発現したアグリンの局在
解析 
 
アストロサイトの足突起が血管周囲を取
り囲んでいることが判明した。この足突起か
ら血管内皮細胞外側の basal lamina にアグ
リンの集積を認めた。 
 
(3)組織学的検討によるアグリンの機能解析 
 
図5に示すとおりアグリンにはFGF2や HBGAM
のような神経軸索誘導物質との結合部位を
持つ。胎生期にアグリンはグリア細胞の細胞
膜上に発現し、FGF2 や HBGAM と結合すること
によって神経伸長を誘導する。 
 

 
 
図５ アグリンの構造  
（Smith MA, Neuroreport.13:1485 2002 より
引用） 
 
 これまでの研究から脳損傷部位周囲に
FGF2やHBGAMが発現することが知られている。
また、我々の研究からはヘパラン硫酸プロテ
オグリカンのシンデカンファミリーやグリ
ピカン-1がFGF2や HBGAMと共発現しており、
神経伸長に関わる可能性を示唆してきた。 
 このためアグリンと FGF2 や HBGAM がどの
ような関係があるのかを検討するために、in 
situ hybridization 二重染色をおこなった。 
 



 

 

 
図６ アグリン mRNA と FGF2 mRNA や HBGAM  
mRNA の関係 
 
損傷後7日目の脳で、アグリンmRNAと FGF2 

mRNA や HBGAM  mRNA は共発現していた。 
 
（４）考察 
①アグリン mRNA は脳損傷周囲に発現してい
た。そして発現パターンは 4～7日後をピー
クに増加していた。これらの発現のパターン
はシンデカンファミリーやグリピカン-1の
発現パターンと同様であった。 
 
②アグリンは損傷部周囲のアストロサイト
に発現していた。アストロサイトでは神経軸
索誘導物質の FGF2 や HBGAM と共発現して
いた。これらは胎生期と同様に脳損傷部位で
神経軸索誘導をおこなっている可能性が示
唆された。 
 
③アグリンは損傷部周囲の血管周囲に発現
していた。アストロサイトの足突起から
basal lamina にかけて発現しており、胎生期
と同様に破綻した脳血管関門の修復に関わ
っている可能性が示唆された。 
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