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研究成果の概要（和文）： 血液-脳関門の破綻や脳小血管の出血に基底膜の機能の異常が関与すること、及び、その分
子機構を明らかにすることを目的とした。我々は、マウス静脈内に腫瘍壊死因子（ＴＮＦα）を投与し、血液-脳関門
の破綻を誘導する脳炎モデルを作製した。そして血液-脳関門の破綻および基底膜の主成分であるＩＶ型コラーゲンの
変化についてWestern blot法および免疫組織染色法を用いて継時的に解析を行った。解析の結果、継時的にＩＶ型コラ
ーゲンは限定的に分解され、血液-脳関門の破綻と関連性のあることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Abnormalities of the basement membranes in brain small vessels are considered to 
cause the break-down of blood-brain barrier (BBB) and intracerebral hemorrhage. We established the mouse e
ncephalopathy model by the administration of TNF-alpha intravenously, in which BBB permeability increase t
ransiently. To know the change of type IV collagen, as major component of the basement membranes, in the e
ncephalopathy model, we performed Western blot and immunohistochemistry. The results suggested that the de
gradation of type IV collagen was associated with the break-down of BBB. 
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１．研究開始当初の背景 
 脳毛細血管は、他の臓器の毛細血管とは異
なり、内皮細胞と基底膜を覆うように裏打ち
するアストロサイトが加わって、血液-脳関
門を構築し、血液成分の物質透過を制御して
いる。最近、脳小血管障害の原因遺伝子とし
て複数の報告がなされ、脳の小血管が脆弱性
に至る機序が明らかなってきた。本研究では、
その原因遺伝子のひとつであるＩＶ型コラ
ーゲンに着目した。ＩＶ型コラーゲン遺伝子
の変異によって、内皮細胞とアストロサイト
で作られる基底膜の機能が異常となり、脳小
血管の出血を引き起こす可能性がある。 
 研究代表者らは、これまでに基底膜の機能
について追求し、様々な知見を得てきた。す
なわち、その構成分子と遺伝子発現様式、脳
におけるＩＶ型コラーゲンの分布と発現、ア
ストロサイトの基底膜接着面に存在する新
しい分子の発見、アストロサイトの基底膜
（グリア境界膜）の構築に関する発見、さら
に、ＩＶ型コラーゲンα１遺伝子の null マ
ウスの表現型解析など、基底膜の機能に関す
る知見である。しかし、様々な組織や脳小血
管の機能におけるＩＶ型コラーゲンの重要
性は示されているものの、その分子機構につ
いては不明な点が多い。従って、本研究課題
では脳小血管の出血と血液-脳関門の破壊に
おけるＩＶ型コラーゲンの役割について着
目した。 
 
２．研究の目的 
脳小血管障害を引き起こす機序として、異

常な基底膜の構築が脳小血管を構成する血
管内皮細胞、アストロサイト、基底膜の相互
作用に異常をもたらし、血液-脳関門の破綻
や脳小血管の出血という形質変化を導くと
いう仮説を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
当初、COL4A1 変異マウスの解析を中心に行

うはずであったが、変異マウスの入手ができ
なかった。従って、当初の研究計画の後半に
予定していた脳炎モデルを用いた研究を先
行して行った。本脳炎モデルでは、血液-脳
関門の破綻が知られているので、破綻時のＩ
Ｖ型コラーゲンの変化について解析を行っ
た。 
（１）マウス脳炎モデルの作製 
Tsuge M らの方法に従い（ Microbiol 

Immunol, 2010, 54, 417-424）、Ｃ５７ＢＬ
／６成体雄マウスの尾静脈内にＴＮＦαを
投与した。 
（２）ＩＶ型コラーゲンの Western blot 解
析 
 
脳炎モデルマウスの脳を継時的に採取し、

ホモジネートし、SDS-PAGE を行った。さらに

膜に転写後、常法に従い、Western blot を行
った。抗体は抗ＩＶ型コラーゲンα１鎖抗体
を用いた。 
（３）ＩＶ型コラーゲンの免疫組織染色 
脳炎モデルマウスより脳を採取し、OCT コ

ンパウンドに包埋し、凍結切片を作製し、常
法に従い行った。抗体は抗ＩＶ型コラーゲン
α１鎖抗体を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）脳炎モデルマウスにおいては、尾静脈
内にＴＮＦαを投与後の 6 時間から 24 時間
にエバンスブルーの透過性が増加すること
がわかっており、その間に血液-脳関門の破
綻が起こっていると考えられる。我々は、0、
6，12，24 時間後のＩＶ型コラーゲンを
Western blot法によって検出した。その結果、
血液-脳関門が破綻すると思われる 6 時間以
降にＩＶ型コラーゲンは限定的な分解を受
けることが分かった。 
（２）脳炎モデルマウスにおけるＩＶ型コラ
ーゲンの分布について、免疫組織染色法によ
り検討した。尾静脈内にＴＮＦαを投与後の
８時間後において、ＩＶ型コラーゲンα１鎖
の血管基底膜での染色性はコントロール群
（PBS 投与）よりも減弱していることが分か
った。 
（３）以上の結果により、ＩＶ型コラーゲン
は血液-脳関門の破綻と同様の時間経過で分
解を受けており、両者の現象には深い関連性
があると示唆される。また、我々の用いた脳
炎モデルにおいては出血を引き起こさない。
従って、ＩＶ型コラーゲンの変化が出血を起
こすメカニズムに関しては、血液-脳関門の
破綻に関わるメカニズムと異なると考えら
れ、本研究では明らかにできなかった。 
 近年、細胞外マトリックスの構成成分の分
解産物が様々な生理的活性を有することが
明らかとなってきている。本研究での
Western blot 法による解析から、ＩＶ型コラ
ーゲンは限定的な分解を受けており、ある分
子量をもつバンドが一過性に検出された。脳
炎や血液-脳関門の破綻で生ずる病理におい
て、ＩＶ型コラーゲンの分解産物の積極的な
働きがあるとすれば新知見である。その生物
学的重要性について、さらに詳細な検討を要
すると考える。 
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