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研究成果の概要（和文）：　最近、非痙攣性発作がくも膜下出血(SAH)の予後不良因子として知られるようにな
ってきた。基礎研究では早期脳損傷と呼ばれるSAH特有の脳障害が予後不良因子として重要視されている。我々
は最近、マトリセルラー蛋白の１つであるテネイシンC (TNC)がSAH後の脳において高発現し、神経細胞アポトー
シスの原因になることを報告した。神経細胞アポトーシスはSAH後の早期脳損傷においても、てんかん原性獲得
過程においても重要と考えられている。そこで本研究では、SAHモデルマウスを用いて、神経細胞アポトーシ
ス、TNCと非痙攣性発作の間の関係を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Recently, nonconvulsive seizures have become known as a poor prognostic 
factor for subarachnoid hemorrhage (SAH) after cerebral aneurysmal rupture. In basic research, brain
 damage peculiar to SAH, called early brain injury, is considered important as a poor prognostic 
factor. We recently reported that one of the matricellular proteins, tenascin-C (TNC), was highly 
expressed in the brain after SAH and caused neuronal apoptosis. Neuronal apoptosis is thought to be 
important both in early brain injury after SAH and in the acquisition of epileptogenicity. In this 
study, thus we clarified the relationships among neuronal apoptosis, TNC upregulation, and 
non-convulsive seizures using SAH model mice.

研究分野： 脳血管障害

キーワード： くも膜下出血　てんかん　早期脳損傷　神経細胞アポトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究はマトリセルラー蛋白の１つであるテネイシンCがてんかん原性獲得において重要な役割を果たす可能
性を初めて示した。テネイシンCは病的状態でその発現は誘導され、受容体やサイトカイン、他の細胞外マトリ
ックス蛋白などと反応し、細胞間や、細胞と細胞外マトリックス間の様々な機能を調整することから近年、注目
されてきた。テネイシンCを介する新しいてんかん誘発性細胞死のシグナル経路を解明した本研究の成果は、薬
剤抵抗性の側頭葉てんかんなど、他原因のてんかん研究にも応用できる可能性があり、てんかん原性獲得やてん
かん誘発性細胞死を未然に防ぐ新しい治療法の開発へと発展していく可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳動脈瘤破裂によるくも膜下出血(SAH)は現在においても極めて予後不良である。最近の研究

では、SAH 患者を持続的に脳波(EEG)モニターすると、non-convulsive seizures (NCSz)が 7-18％
に、non-convulsive status epilepticus (NCSE)が 3-13％に生じ、機能的予後不良と相関する
ことが明らかになった(Kondziella, et al. Neurocrit Care 22:450-461, 2015)。一方、最新の
知見では早期脳損傷と呼ばれる SAH 特有の脳障害の克服こそが予後改善に重要と考えられるよ
うになってきた(Suzuki. Transl Stroke Res 6:1-3, 2015)。我々は最近、マトリセルラー蛋白
の１つであるテネイシン C (TNC)が SAH 後の脳において高発現し、神経細胞のアポトーシスを誘
導する可能性を報告した(Shiba, et al. Transl Stroke Res 5:238-247, 2014; Liu, et al. 
Mol Neurobiol 55:8346-8354, 2018)。TNC は細胞外マトリックス蛋白の 1つであるが、細胞支
持組織としての役割はなく、正常状態ではほとんど発現していない。しかし、病的状態では機械
的ストレスや酸化ストレス、炎症などにより誘導され、受容体やサイトカイン、他の細胞外マト
リックス蛋白などと反応し、細胞間や、細胞と細胞外マトリックス間の様々な機能を調整するこ
とから近年、注目されている。神経細胞のアポトーシスは SAH 後の早期脳損傷において重要な役
割を担っていると考えられているが(Hasegawa, et al. Stroke 42:477-483, 2010)、一方でて
んかん原性獲得過程においても重要と考えられている(Mercado-Gómez, et al. Epilepsy Res 
108:1694-704, 2014)。そこで我々は SAH 後に TNC が誘導され、早期脳損傷が生じ、その結果、
てんかん原性獲得に至り NCSz や NCSE が生じるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
SAH 後の早期脳損傷の病態を解明し新たな治療法を開発することは、SAH 患者の予後を改善す

る上で極めて重要であることは近年、繰り返し強調されている(Suzuki. Transl Stroke Res 6:1-
3, 2015)。しかし、早期脳損傷に関する研究は始まったばかりで、その病態は未だ殆ど明らかに
なっていない。最近では、SAH 患者に NCSz や NCSE が稀ならず生じ、予後不良の原因になること
が明らかになったが(Kondziella, et al. Neurocrit Care 22:450-461, 2015)、これらの SAH 後
てんかんと早期脳損傷の関係はこれまで全く検討されてこなかった。 
最近、我々は多面的な作用をもつ TNC が SAH 後に誘導され、早期脳損傷、特に神経細胞のアポ

トーシス発生に重要な役割を果たす可能性を報告してきた(Suzuki, et al. Neural Regen Res 
11:230-231, 2016; Liu, et al. Mol Neurobiol 55:8346-8354, 2018)。しかし、SAH 後てんか
んと TNC の関係は我々が知る限り検討されたことは無い。TNC はラットのてんかん原性神経細胞
障害部位にも発現することから（Mercado-Gómez, et al. Epilepsy Res 108:1694-1704, 2014）、
TNC が SAH 後のてんかん原性獲得あるいはてんかん誘発性神経細胞死に関与している可能性は
十分にある。そこで応募者は、SAH 後に TNC が誘導され、早期脳損傷、特に神経細胞アポトーシ
スの原因となり、その結果、てんかん原性獲得に至り NCSz や NCSE が生じると考えた。また、
NCSz や NCSE が原因となり、TNC がさらに誘導されることで早期脳損傷が増悪する可能性を考え
た。本研究ではこれらの仮説を証明することを目的とし、仮説通りの結果が得られた場合は、さ
らに TNC が神経細胞アポトーシス、NCSz や NCSE を引き起こすシグナル経路を解明する。本研究
では SAH 後の早期脳損傷とてんかんを結びつける画期的な研究成果が得られる可能性があり、
今後の SAH の予後改善を目指した新たな治療法の開発への発展が期待できる。また難治性てん
かんの病態解明にも大いに貢献できると考える。 
 
３．研究の方法 
TNCノックアウトマウスと野生型マウス（メス：20-25g）をそれぞれ sham 群と SAH群の 2群
づつの計 4群にランダムに分け、Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR)が提
唱する動物実験指針に準じ、評価項目は全て盲検的に検討した(図１：実験１)。TNCノックアウ
トマウスは既報の方法で作成した(Nishioka, et al. Am J Physiol 298:H1072-1078, 2010)。
SAH モデルは SAH の急性期モデルとして確立している血管内穿通法により作成し、経頭蓋電極に
より持続的に脳波をモニターし、TNCノックアウトにより SAH 後てんかんの重症度や頻度がどの
ような影響を受けるか検討した。さらに SAH 後 24時間後および１週間後に致死率、体重変化率、
SAH の重症度、神経症状、血液脳関門(BBB)障害、アポトーシスの程度を２重盲検的に評価し、
TNC 発現抑制によりどのような影響を受けるか評価した。また、野生型マウスに抗てんかん薬を
投与し、SAH 後てんかんを抑制することで、TNC 誘導および神経細胞のアポトーシス発生が抑制
されるか検討した。 
次に TNC が神経細胞アポトーシス、NCSz や NCSE を引き起こす分子病態や細胞内情報伝達機構

を明らかにするため、関与することが予想される各分子、即ち、Toll 様受容体 4、インテグリン、
上皮成長因子受容体、alpha-amino-3- hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)型
グルタミン酸受容体サブユニット(GluA1、GluA2)、代表的な mitogen-activated protein kinase 
(MAP キナーゼ)である extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2、c-Jun N-terminal 
kinase (JNK)および p38、matrix metalloprotease (MMP)-9、cleaved caspase-3、サイトカイ



ンなどの発現変化を Western blot法にて評価した。また、各分子の発現細胞を同定するため、
神経細胞のマーカーであるNeuN、astrocyteのマーカーであるglial fibrillary acidic protein、
内皮細胞のマーカーである CD34 との多重免疫染色を実施した。 
また、TNC が神経細胞アポトーシス、NCSz や NCSE を誘導する分子機構を解明するため、野生
型マウス SAH モデルに、発現増加が予想される Toll 様受容体 4拮抗薬、ERK1/2・JNK・p38阻害
薬などを投与し、神経細胞のアポトーシスが抑制できるか、さらには NCSz や NCSE の発生を抑制
できるか検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. 実験計画 
WT: 野生型マウス、 

TNKO: TNCノックアウトマウス、 

PBS: 生理食塩水、 

i.v.: 脳室内投与 

 
TNCノックアウトマウスでは、野生型マウスに比べ、SAH 後の神経細胞アポトーシス、NCSz や

NCSE 発生が抑制されたので、TNC が神経細胞アポトーシス、NCSz や NCSE を誘導するか再確認す
るため、ヒトグリオーマ細胞から TNC を精製し、マウスの脳室内に定位的に注入することにより
神経細胞アポトーシス、NCSz や NCSE を誘発できるか検討した(図１：実験２)。 
 
４．研究成果 
SAHマウスではsham手術マウスに比較して神経所

見は有意に悪化した。また SAH マウスではてんかん
性放電がみられ、このてんかん性放電は必ずしも痙
攣を伴わなかった。 
TNCノックアウトマウスによる検討では、SAH の程
度そのものは TNC 発現抑制による影響を受けないこ
とが明らかになった。TNC ノックアウト SAH マウス
では野生型 SAH マウスと比較して有意に神経所見、
脳浮腫および神経細胞アポトーシスの程度が軽減し
た。また Western blot にて SAH 後の大脳では代表的
MAP キナーゼ、MMP-9 や caspase-3 が活性化される
が、TNC のノックアウトによりこれらの活性化が抑
制されることが明らかになった。 
野生型 SAH マウスに抗てんかん薬である特異的

AMPA受容体拮抗薬ペランパネル(PER)を投与すると、
vehicle 群と比較して SAH の程度には差を認めなか
ったが、脳波上の棘波の出現頻度は有意に減少した。
また sham 手術群と比較して SAH マウスでは有意に
神経所見が悪化し、脳浮腫は増悪したが、PER の投与
により神経所見、脳浮腫共に有意に改善した。Sham
群に死亡例はなく、SAH+溶媒群、SAH+PER群のモデル
作成後 24 時間以内の死亡率はそれぞれ 21.6％、
20.8％であった。生理学的パラメータに群間差はみ 
られず、SAH の重症度は各々の SAH群で同様であっ      図２. 高用量ぺランパネル(H-PER)による 
た。24時間後の神経症状、両側大脳半球及び小脳の   くも膜下出血(SAH)後血液脳関門障害(IgG  

脳浮腫、BBB障害は SAH 後に悪化し、高用量の PER に  染色:A)、テネイシン C(TNC) の発現増強 

より有意に改善した(図２A)。24時間後から 48時間     (B)、てんかん性放電(C)の抑制効果。 
後までの24時間の間の死亡率はSAH+溶媒群、       *p <0.05、**p <0.01 vs. SAH+Vehicle群; ANOVA。
SAH+PER群共に 44.4％であった。48時間後も同様に、 

 

 



高用量 PER 群で神経症状及び脳浮腫の軽減を認めた。Western blot による解析では SAH 後に
AMPA 受容体サブユニット GluA1及び GluA2 の活性化、TNC の発現増強、それに伴う代表的 MAP キ
ナーゼ(ERK1/2、JNK、p38)の活性化、MMP-9の発現増強、その基質である密着結合蛋白の分解が
みられ、PER により抑制された(図２B)。免疫染色では GluA1 や GluA2 の活性化及び TNC の発現
増強は脳微小血管内皮細胞や神経細胞にみられた。てんかん性放電は SAH 後に頻発したが、明ら
かな痙攣は伴わず、PER により抑制された(図２C)。また PER により神経細胞アポトーシスも有
意に抑制された。 
特異的 AMPA 受容体作動薬である Cl-HIBO 投与により生理学的パラメータや SAH の重症度、死

亡率に影響はなかったが、SAH 後の GluA1 や GluA2 の活性化及び TNC の発現はさらに増強し(図

３)、神経症状、脳浮腫、BBB 障害、神経細胞アポトーシスはさらに悪化した。また Cl-HIBO 投

与はてんかん性放電を増強したが、明らかな痙攣は認めなかった。 
 

 
 

図３. CI-HIBO によるくも膜下出血(SAH)後の脳微小血管内皮細胞(→)及び神経細胞(矢頭)におけるテネイ

シン Cの発現増強効果。 
#p <0.01 vs. Sham+Vehicle群、*p <0.05 vs. SAH+Vehicle群; ANOVA。 
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