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研究成果の概要（和文）：くも膜下出血（SAH）後の脳損傷は重大な予後不良因子であり、そ

の本態の１つは血液脳関門（BBB）障害である。我々はラットの SAH モデルを用いて、マト

リックス細胞蛋白（MCP）の１つであるオステオポンチンが SAH 後の BBB 障害の回復期に

誘導され、脳損傷に対し保護的に作用することを証明した。更に、別の MCP 蛋白であるテネ

イシン C が SAH 後急性期に誘導され、オステオポンチンとは逆に脳損傷を引き起こす可能性

を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Subarachnoid hemorrhage (SAH)-induced early brain injury (EBI) 
potentially contributes to poor outcome, one of whose key pathologic manifestation is the 
breakdown of the blood-brain barrier (BBB).  We determined the role of osteopontin (OPN), 
a pleiotropic extracellular matrix glycoprotein (matricellular protein [MCP]), in the 
post-SAH BBB disruption in rats.  The OPN levels in the brain were significantly induced 
and peaked at 72 hours after SAH, in the recovery phase of EBI.  OPN siRNA significantly 
blocked the endogenous OPN induction and aggravated neurological impairment and BBB 
disruption at 72 hours after SAH.  Pre-SAH administration of recombinant OPN (r-OPN) 
significantly prevented a loss in body weight, neurological impairment, brain edema and 
BBB disruption compared with the control rats.  Treatment with r-OPN was associated with 
the deactivation of NF-κB activity, inhibition of MMP-9 induction, and the consequent 
preservation of cerebral microvessel basal lamina proteins and tight junction proteins.  
These findings suggest the protective effects of OPN against BBB disruption after SAH. 
In addition, we obtained new findings, suggesting that tenascin-C, another MCP, causes 
brain injury after SAH. 
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においても重篤な脳血管障害である。従来、
脳血管攣縮がくも膜下出血後の最も重要な
予後不良かつ予防可能な因子とされ、過去 50
年以上にわたり広範に研究されてきた。しか
し、最近、脳血管攣縮に加え、早期脳損傷と
総称される病態の解明と新たな治療法の開
発が、くも膜下出血の予後改善には不可欠で
あると強調されてきた。 
 オステオポンチンはマトリックス細胞蛋
白の１つで、その生物学的作用は多様である
が、様々な状況下で組織損傷に対し保護的に
作用すると報告されてきた。また、我々は既
にオステオポンチンがくも膜下出血後の脳
に誘導されることを明らかにしていた。そこ
で、くも膜下出血後の脳におけるオステオポ
ンチンやその他のマトリックス細胞蛋白の
役割を明らかにすることは、くも膜下出血後
の早期脳損傷の病態生理の解明や、それに対
する治療法の開発に大いに貢献するものと
考えた。 
 
２．研究の目的 
 脳動脈瘤破裂によるくも膜下出血患者の
予後を改善するためには、脳血管攣縮の予防
や治療だけでは不十分で、脳動脈瘤破裂によ
る脳損傷そのものに対する対策が必要であ
る。我々は既にマトリックス細胞蛋白の１つ
であるオステオポンチンがくも膜下出血後
の脳で誘導され、脳保護効果を示すことを明
らかにした。本研究ではラットのくも膜下出
血モデルを用い、オステオポンチンの脳保護
効果の機序を血液脳関門保護効果に焦点を
絞り明らかにした。また、オステオポンチン
以外のマトリックス細胞蛋白がくも膜下出
血後の脳損傷に関与するか調べた。 
 
３．研究の方法 

オスのSDラットを用い、endovascular 
perforation modelを作成した。簡潔に述べる
と、仰臥位にて頸部を正中切開し、左外頸動
脈より先端を尖らした4-0モノフィラメント
ナイロン糸を15−18mm挿入し、前大脳動脈と中
大脳動脈の分岐部で穿通させ、くも膜下出血
を作成した。Sham群ではナイロン糸を動脈に
穿通させずに回収した。 
 くも膜下出血作成24時間前に、くも膜下出
血群、Sham群のラットにそれぞれオステオポ
ンチン（OPN）siRNA、negative control siRNA
およびvehicleを定位的に左側脳室内に投与
した。くも膜下出血後24時間および72時間後
に、神経学的所見とくも膜下出血の重症度評
価をおこない、Western blot法および免疫組
織化学法にて左大脳半球におけるOPN、MMP-9
やその基質蛋白の発現変化を評価した。 
 次に外因性 OPNがくも膜下出血後に生じる
血液脳関門障害を防ぐか調べるために、
recombinant OPNまたは vehicle を、くも膜

下出血作成１時間前にくも膜下出血群、Sham
群のラットにそれぞれ定位的に脳室内投与し
た。血液脳関門障害は Evans blue の血管外
漏出を spectrophotometryを用いて測定する
ことにより評価し、脳浮腫は wet/dry weight 
methodにて測定した。また Western blot法
および免疫組織化学法により、左大脳半球に
おける MMP-9および MMP-9の基質や炎症性マ
ーカーの発現変化を調べた。更に、Arg–Gly–
Asp containing hexapeptide（GRGDSP、
integrin receptor antagonist）が
recombinant OPN の血液脳関門に対する保護
効果を阻害するか否か調べた。 
 最後に、OPNとは別のマトリックス細胞蛋
白であるテネイシン C がくも膜下出血後の脳
で発現されるか、発現された場合、テネイシ
ン Cと脳損傷との関係について、免疫組織学
的に検討した。更に血小板由来成長因子阻害
薬イマチニブを投与して、テネイシン Cの発
現を抑制した場合に、脳損傷の程度がどのよ
うに影響を受けるか調べた。 
 
４．研究成果 
① OPNはくも膜下出血後の血液脳関門障害
部を中心に遅発性に誘導される 
 くも膜下出血後の血液脳関門障害は 24時
間後に最も重篤で、72時間後にはほぼ軽快し
た。一方、OPNの発現はくも膜下出血後 72時
間後に最も強く、新生血管内皮や活性化され
たグリア細胞に強く発現した。OPNの発現分
布はほぼ血液脳関門障害が生じた部位と一
致した。 
② OPN siRNAのくも膜下出血前投与は血液脳
関門障害を増悪する 
 OPN siRNA によりくも膜下出血後の脳にお
ける内因性 OPNの発現はほぼ完全に抑制され
た。この効果は、mitogen-activated protein 
kinase (MAPK)、NFκB、MMP-9の活性化を伴
った。また、MMP-9 の基質である血管基底膜
や tight junction 蛋白の degradationを伴
った。 
③ recombinant OPNのくも膜下出血前投与は
血液脳関門障害を抑制する 
 外因性OPNの投与により、くも膜下出血後の
体重減少、神経症状および血液脳関門障害は
有意に抑制された。この効果は、MAPK、NFκB、
MMP-9の不活性化を伴った。また、GRGDSPの投
与により外因性OPNの脳保護効果は消失し、
OPNの受容体がRGD依存性インテグリンである
ことが示された。 
④ テネイシン Cは脳損傷を引き起こす 
 くも膜下出血後の脳でテネイシン Cは、脳
損傷のピークである 24 時間後に主にグリア
細胞で誘導された。また血小板由来成長因子
阻害薬イマチニブを投与して、テネイシン C
の発現を抑制すると脳損傷は軽減した。 
 以上より、２つのマトリックス細胞蛋白、



 

 

OPN とテネイシン C がくも膜下出血後の脳に
対し異なる作用を示すことが明らかになっ
た。すなわち、OPN は脳保護作用を示し、テ
ネイシン Cは脳に対し有害作用を示した。こ
れら２つのマトリックス細胞蛋白の発現を
コントロールすることにより、くも膜下出血
後脳損傷に対する新しい治療戦略が開発で
きる可能性があり、更に研究を進める価値が
あると考える。 
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