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研究成果の概要（和文）：

頭部外傷6、12時間後の損傷脳において多数のアポトーシス関連遺伝子の発現が変動しており

、受傷後48時間の損傷脳ではそれら遺伝子の発現変化は収束していた。頭部外傷後のアポトーシ

ス関連遺伝子の変動は炎症関連遺伝子と協調的に変動していた。また、受傷後早期にインターロ

キン1や腫瘍壊死因子などの炎症系のサイトカインが急激に上昇しており、頭部外傷により引き

起こされるアポトーシスは受傷後の炎症反応と関連している事が推察された。

研究成果の概要（英文）：
The ratios of most apoptosis-related gene transcripts changed primarily at 6 and

12 h following traumatic brain injury (TBI). The altered expression ratio decreased
significantly at 48 h after trauma. The dynamic changes in expression of
apoptosis-related genes were closely paralleled by similar alterations in
inflammation-related genes after trauma. The altered genes involved in TBI-induced
apoptosis included interleukin 1 and tumor necrotic factor which immediately
increased and reached the maximum levels at 3 h following the injury. These results
suggested that TBI induced apoptosis relate to inflammation response after trauma.
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１．研究開始当初の背景
頭部外傷、脳梗塞や脳出血などの脳血管障

害並びに、アルツハイマー病（Alzheimer’s

Disease; AD）、パーキンソン病、筋萎縮性側
索硬化症などの変性疾患では、シナプスの脱
落や神経細胞死を来たし神経機能の低下及
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び脳機構の破綻を引き起こす。また、頭部外
傷は孤発性の AD などの変性疾患を招来する
主要な危険因子の一つであり、頭部外傷後の
受傷応答メカニズムを精査し病態や脳機能
との関連を解明する事は重要である。
また、高齢社会に伴い高齢者のかかわる交

通事故や不慮の事件事故が社会問題となっ
ている（Kibayashi et al., 2007）。法医学
分野において頭部外傷後の後遺障害や神経
変性疾患や痴呆症に内在する頭部外傷を実
証する事は非常に重要である。従って、頭部
外傷後の受傷応答メカニズムの特徴を抽出
し、頭部外傷が脳機能に及ぼす影響を分子レ
ベルで解析する事は法医学実務において有
用であると考えられる。

さらに近年、分子生物学並びにバイオイン
フォマティクス（DNA、RNA、タンパク質など
生物学に関する生命情報を基盤とし、分子間
の相互作用や細胞、個体レベルでのパスウェ
イやネットワークを解析して生命システム
を構築する生命情報）技術の進展に伴い、
様々な疾患について網羅的な解析が行われ
ている。例えば、DNA マイクロアレイ法を用
いて複数の遺伝子が関与する疾患の遺伝子
発現を網羅的に解析し、疾患関連遺伝子の同
定が行われている（Friddle CJ et al., 2000）。
これら技術を用いて頭部外傷に関する基礎
研究を実施し、新たな知見を得る事は法医学
への応用および進展に寄与するものである
と考えられる。

２．研究の目的
DNA マイクロアレイ法を用いて頭部外傷後

に変動する遺伝子を網羅的に解析すると共
に、頭部外傷により引き起こされる受傷応答
メカニズムの特徴をプロファイルする。また、
組織学検討を行い、脳病態と頭部外傷後に発
現が変動した遺伝子との関連について精査
する事を目的とする。

３．研究の方法
頭部外傷モデル動物の作製：全身麻酔下の

Wistar 系雄ラット（8 週齢、約 300g）の頭蓋
骨に歯科用ドリルを用いて骨窓（直径0.5 cm）
を開け、脳損傷作製装置 Fluid Percussion
Device を装着した（図 1）。骨窓の位置は右
頭頂骨正中部とし、側方打撃を加えた。打撃
強度は 3.5 atm とし、脳損傷後 3、6、12 及
び 48 時間に脳を摘出した（図 2）。なお、動
物実験は佐賀大学および山梨大学動物実験
規程に従って、佐賀大学動物実験審査委員会
および山梨大学学長の承認を受け実施した。
その後、打撃部直下の大脳皮質から mRNA

を精製し、米国 Affymetrix 社製 GeneChip Rat
Genome 230 を用いて DNA マイクロアレイ解析
を行った。脳損傷モデル群とコントロール群
の遺伝子の発現の差異を比較検討した。

また、頭部外傷後の脳内病態は抗カスパー
ゼ 3を用いた免疫組織化学および TUNEL 染色
を用いた蛍光染色法で行った。さらに、神経
細胞およびマクロファージの解析は抗 NeuN
抗体および抗 CD68 抗体を用いた免疫組織化
学で行った。

図 1 脳損傷作製装置

図 2 損傷脳（矢頭：打撃部位）

４．研究成果

頭部外傷後、アポトーシス関連遺伝子と炎

症関連遺伝子の発現は協調的に変動する事が

分かった。即ち、受傷後6、12時間後の損傷脳

において多数のアポトーシス関連遺伝子及び

炎症関連遺伝子の発現が変動していた。また

、受傷後48時間の損傷脳においてそれら遺伝

子の発現変化は収束していた。特に、受傷後3

時間の損傷脳においてインターロキン1や腫

瘍壊死因子などの炎症系のサイトカインが急

激に上昇していた。一方、アポトーシスにお

いて中軸的な役割を担っているエフェクター

カスパーゼの一つであるカスパーゼ3の遺伝

子発現は変動していなかった。しかし、免疫

組織化学を用いた検討では受傷後6時間の損

傷脳において著しいカスパーゼ3の活性化を

認めた。TUNEL染色では受傷後6、12及び48時

間の損傷脳においてDNAの断片化を認めた。ま



た、特に受傷後6時間の損傷脳において著しい

DNAの断片化や神経細胞の委縮を認めた。即ち

、カスパーゼ3の動態はTUNEL染色を用いた組

織学的検討と良く一致していた。抗CD68抗体

を用いた免疫組織化学では受傷後6、12及び48

時間にCD68陽性細胞を認め、マクロファージ

が観察された。また、抗NueN抗体を用いた免

疫組織化学では受傷後48時間において著しい

神経細胞の減少を認め、アポトーシスの病態

を反映していた。以上の結果から、頭部外傷

後のアポトーシスは炎症系のサイトカインに

よって受傷後早期に誘導され、受傷に伴う炎

症反応と関連している事が推察された。また

、頭部外傷により引き起こされるアポトーシ

スは受傷後の経過時間に伴って一過性の増大

を示している事がわかった。
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