
九州大学・大学病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(C)（一般）

2017～2014

脳血管周皮細胞の活性酸素生成酵素Nox4に着目した高血圧性脳出血の発症機序の研究

Pathogenic mechanism of spontaneous hypertensive intracerebral hemorrhage 
focused on ROS-producing enzyme Nox4 expressed in brain microvascular pericytes

５０６３１６９４研究者番号：

脇坂　義信（Wakisaka, Yoshinobu）

研究期間：

２６４６２１６３

平成 年 月 日現在３０   ６   ９

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：脳血管周皮細胞は血液脳関門の維持に重要な役割を果たす。脳血管周皮細胞に活性酸
素生成酵素Nox4が過剰に発現した高齢マウスでは、アンジオテンシンIIによる高血圧性脳出血モデル作成には成
功しなかった。しかし脳血管周皮細胞ではアンジオテンシンIIによる刺激でNox4発現が亢進すること、Nox4発現
亢進により血液脳関門の破綻と強く関連するNFκBとMMP-9の発現と活性化が亢進することを見いだした。そのた
め脳血管周皮細胞のNox4が脳血管構築を破壊し脳出血に至る可能性が考えられた

研究成果の概要（英文）：Brain microvasular pericytes plays a pivotal role in blood-brain barrier 
(BBB) maintenance. We did not succeed in developing spontaneous intracerebral hemorrhage model 
through angiotensin II-mediated hypertension in aged mice with overexpression of Nox4, an enzyme 
producing reactive oxygen species, in pericytes. However, we found that 1) Nox4 expression was 
upregulted through angiotensin II stimulus in cultured brain pericytes, and that 2) Nox4 
overexpression in cultured brain pericytes upregulated expression and activity of NFkB and MMP-9, 
both of which are highly associated with BBB breakdown. Our results may indicate that Nox4 
upregulation in brain pericytes could be one of possible mechanism for hypertensive ntracerebral 
hemorrhage. 

研究分野：脳血管障害
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 脳出血の主要な原因は高血圧による脳
細小血管の破綻である。しかし降圧療法の普
及にも関わらず、高血圧性脳出血の発症患者
は近年増加してきている。高血圧性脳出血の
機能予後・生命予後は不良であるため、脳出
血の発症予防が重要な課題となっているが、
降圧療法以外に有効な予防法はない。新たな
予防法の確立のためには、高血圧性脳出血の
詳細な発症メカニズムの解明が必要である。 
 
(2) 脳細小血管は内腔を一層の血管内皮細
胞が覆い、その基底膜側から周皮細胞が裏打
ちし、さらに血管周囲に細胞外基質が包囲し
て血管は構造的に安定する。周皮細胞は全身
の臓器の中で脳に最も多く存在する。脳血管
の特徴は、物質の透過性を厳密に制限する血
液脳関門(Blood brain barrier: BBB)が存在
することであり、周皮細胞は脳血管において
BBB を構成するとともに、BBB の構造保持や
血管透過性の調節に重要な役割を果たして
いる。この透過性の調節は周皮細胞で産生さ
れる種々のサイトカインを介して、血管内皮
細胞や周皮細胞のマトリックスメタロプロ
テアーゼ(MMP)-9 の産生を誘導し、細胞外基
質の分解を制御することで行われている。ま
た脳血管周皮細胞の生存には、周皮細胞上の
血小板由来成長因子 (platelet-derived 
growth factor: PDGF) に 対 す る 受 容 体
(PDGFR)を介したシグナル伝達が重要な役割
を担っており、周皮細胞の脱落が血管透過性
の亢進に関与している。 
 
(3) これまで脳出血の詳細な発症メカニズ
ムが解明されていない理由として、脳出血を
発症する動物モデルがなかったことが挙げ
られる。我々は慢性高血圧下にアンギオテン
シン(Ang)-II により急速に血圧を上昇させ
ることで、ヒトでの脳出血好発部位（基底殻
など）に脳出血を発症するモデルを野生型マ
ウスを用いて開発した（Wakisaka Y, et al. 
J Cereb Blood Flow Metab 2010）。また、活
性酵素を消去する酵素である superoxide 
dismutase (SOD)の発現を抑制したマウスに
対して脳出血モデルを作成することで、脳出
血の発症に Ang-II 由来の活性酸素生成酵素
(NADPH oxidase: Nox)の活性亢進と活性酸素
レベルの上昇が関与すること、脳出血の発症
に脳内の Nox4 発現亢進が関連すること、脳
出血の発症に MMP-9 発現/活性亢進が関連す
ることが見いだした(Wakisaka Y, et al. 
Stroke 2010)。 
 
(4) また脳血管周皮細胞の減少によりマウ
スでは胎仔期に脳出血死することが知られ
ている。そして糖尿病性網膜症では、網膜毛
細血管の周皮細胞内での活性酸素レベル上
昇により、周皮細胞がアポトーシスを起こす
こと、血管内皮細胞増殖因子(vascular 
endothelial growth factor: VEGF)の発現増

加を介して MMP-9 の発現/活性を亢進させる
ことにより毛細血管構築が破綻することが
動物モデルで報告されている。 
 
(5) しかし高血圧性脳出血の発症に脳血管
周皮細胞の細胞数減少か否か、また脳血管周
皮細胞での Nox4 の役割とともに Nox4 による
活性酸素生成が脳出血発症に関連するか全
く不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 脳血管周皮細胞の細胞数を減少させた
遺伝子改変マウスとその正常対照マウスを
用いて、慢性高血圧下に Ang-II による急速
な血圧上昇を組み合わせた脳出血発症モデ
ルを作成し、周皮細胞数の減少と脳出血の発
症率・脳出血量・BBB 構築の変化の関連を検
討する。さらに正常対照マウスにて、血圧上
昇刺激による活性酸素レベルと周皮細胞喪
失の有無をも検討する。 
 
(2) 脳血管周皮細胞による Nox4 を過剰発現
するマウスを用いて脳出血発症モデルを作
成し、Nox4 過剰発現により脳出血発症にどの
ような影響があるのかを検討する。また脳出
血の発症に関連している可能性がある VEGF
と MMP-9のシグナル経路に着目して検討を行
う。 
 
(3) Nox4を過剰発現させた培養脳血管周皮細
胞を用いて、Nox4 による活性酸素生成が、血
管周皮細胞の喪失に関わる細胞内シグナル
伝達に及ぼす影響を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 使用するマウス： 
脳血管周皮細胞の生存に関与する血小板由
来 成 長 因 子 (platelet-derived growth 
factor: PDGF)受容体のヘテロ欠損マウスと
その正常対照マウスを用いた。また Tie2 プ
ロモーターを用いて血管内皮細胞特異的に
ヒト Nox4 を過剰発現させたマウスと正常対
照マウスを用いた。 
 
(2) 高血圧性脳出血モデルの作製： 
上述のマウスに対して、L-NAME(一酸化窒素
合成酵素阻害薬)内服 (100mg/kg/日 )と
Ang-II 皮下灌流(1500ng/kg/min)により慢性
高血圧(収縮期血圧 160mmHg 前後)とする。慢
性高血圧作成 7日後より、Ang-II(0.5μg/g)
皮下注(2 回/日、連日、最長 3週間)により一
過性の急性高血圧（収縮期血圧230mmHg前後）
を誘導し、脳出血モデルを作成する。PDGFR
発現抑制マウス、Nox4 過剰発現マウス、また
それぞれの正常対照マウス（野生型マウス）
に対して、①コントロール群、②慢性高血圧
群、③慢性高血圧＋急性高血圧群の３群を作
成する。 



 
(3) 脳出血発症率、出血量、血圧の評価： 
マウスの神経症状発症の有無を、慢性高血圧
作成開始 4週間後まで追跡する。神経症状が
発症した時点で、また神経症状未発症の場合
は第 28 日目に、マウス脳切片を作成し、脳
出血無と脳出血量を評価する。各群のマウス
に対してマウス尾動脈を用いて非観血的に
血圧を測定する。 
 
(4) 活性酸素レベルの評価： 
上記マウスの各群の脳ホモジェネートサン
プルに対して、ルシジェニン化学発光法を使
用して活性酸素レベルを測定する。 
 
(5) BBB 破綻、血管周囲細胞外基質分解、周
皮細胞喪失の評価： 
BBB を構成する血管内皮を互いに密に接合さ
せている tight-junction 蛋白(occludin、
ZO-1)の発現を、免疫組織染色および脳組織
より調整した蛋白質を用いた Western blot
などにより評価する。また血管周囲細胞外基
質を分解する MMP-9 の発現と活性を gel 
zymography と insitu zymography を使用して
評価する。そして血管周皮細胞の数や分布、
アポトーシスの有無についても病理組織学
的に評価する。 
 
(6) 培養細胞を用いた検討： 
アデノウイルスを用いてヒト Nox4 を培養脳
周皮細胞に過剰発現させ、細胞内シグナル伝
達の変化や蛋白質の発現変化について、定量
PCR や Western Blot により検討する。蛋白質
の細胞内局在については免疫細胞染色にて
評価する。そして培養細胞での活性酸素レベ
ルはルシジェニン化学発光法を使用して評
価する。 
 
 
４．研究成果 
(1) L-NAMEによる一酸化窒素産生阻害はこれ
まで血管内皮障害モデルとして頻用されて
きている。脳血管周皮細胞の障害に焦点を当
てる目的に、PDGF 受容体のヘテロ欠損マウス
とその正常対照マウス(8ヶ月齢, 雄、それぞ
れ n=8)に対して L-NAME の投与を行わずに、
Ang-II 皮下灌流のみを開始したところ、既報
と同様に開始3-4日目までには収縮期血圧は
それぞれのマウス群で 100mmHg 前後から
160mmHg 前後まで上昇した。その後慢性高血
圧作成7日目より一過性の高血圧を誘発する
ために Ang-II を皮下投与した。当初は既報
と同様に収縮期血圧230mmHg前後まで上昇す
ることを期待していたが、収縮期血圧は
180mmHg 前後までしか上昇を示さなかった。
また慢性高血圧作成開始 4週間後まで 3週間
連続 Ang-II を皮下投与したが、他覚的に明
らかな神経症状を示さなかった。4 週経過後
に安楽死処置後に脳を摘出して観察したが
明らかな脳出血の発症を認めなかった。そこ

で次に慢性高血圧を誘導する際に L-NAME の
投与を組み合わせた。その結果、Ang-II 皮下
灌流と L-NAME 内服開始 3-4 日後までに収縮
期血圧はそれぞれのマウス群で100mmHg前後
から 170mmHg 前後まで上昇した。その後慢性
高血圧作成 7 日後より Ang-II 皮下注により
一過性高血圧を誘導したところ、収縮期血圧
は一過性に220-250mmHg前後までの上昇を認
めた。これらの処置により PDGF 受容体のヘ
テロ欠損マウスは 8匹中 2匹に、また正常対
照マウスにても 8匹中 2匹に肉眼的に明らか
な脳出血の発症を認めた。しかし脳出血発症
率には差を認めなかったため、脳血管周皮細
胞の減少のみが脳出血発症に関連している
可能性は低いこと、また脳出血発症には血管
内皮細胞の障害が関連していることが示唆
された。 
 
(2) 脳血管内皮での Nox4 が脳出血の発症に
関連するかを検討する目的に、血管内皮細胞
特異的にヒト Nox4 を過剰発現させたマウス
と正常対照マウス(24 ヶ月齢, 雄、それぞれ
n=8)に対して脳出血発症モデルの作成を試
みた。人では脳出血は高齢者に多いため、脳
出血発症が顕在化することを期待して高齢
マウスを用いた。Ang-II 皮下灌流と L-NAME
内服により収縮期血圧はそれぞれのマウス
群で 100mmHg 前後から 180mmHg 前後まで上昇
した。しかし血圧の上昇のみならず全身浮腫
をもきたし、薬剤投与開始 7日目までに多く
のマウスが死亡した。解剖で肉眼的に明らか
な脳出血を認めない一方で、多くのマウスで
心肥大と腹水を認めた。そのため Ang-II 皮
下灌流と L-NAME の内服により高齢マウスで
は、脳出血の発症前に心不全または腎不全で
死亡する可能性が示唆された。高齢の Nox4
過剰発現マウスに対して既報と同様の方法
で脳出血を誘発させることは困難と判断し
た。 
 
(3) ヒト脳血管周皮細胞には NADPH oxidase
ファミリーのうち、Nox4 が優勢に発現してお
り、同細胞の膜分画は NADH または NADPH 存
在下で活性酸素の一種であるスーパーオキ
シドの生成を認めた。スーパーオキシドの生
成は Nox の阻害薬(diphenileneiodonium)で
抑制されたが、他のスーパーオキシド生成源
の阻害薬では抑制されなかった。周皮細胞は
Ang-II 受容体が発現しており、Ang-II の添
加により Nox4 の発現が増加した。RNAi によ
り NOx4 の発現を抑制すると活性酸素の生成
は著明に減少した。そのため Nox4 はヒト脳
血管周皮細胞の主要なスーパーオキシド生
成酵素であり、Ang-II により Nox4 の発現が
調整されていることが示唆された。 
 
(4) アデノウイルスを用いて培養周皮細胞
に Nox4 を過剰発現させると、対照細胞と比
較しての BBB破綻に強く関連する MMP-9 の遺
伝子発現亢進とともにMMP-9活性が亢進する



こ と 、 Nox4 阻 害 薬 (VAS2870, 10 μ M; 
GKT137831, 10μM)の投与で MMP-9 活性が有
意に抑制された。MMP-9 発現と活性を調節す
る因子を検討したところ、Nox4 過剰発現培養
周皮細胞では対照細胞と比較して、NFκB の
リン酸化の亢進を認めた。そのため脳血管周
皮細胞において Nox4 の発現が亢進すること
により、NFκB および MMP-9 の活性化を介し
て BBB の破綻を増強することが示唆された。
この一連のメカニズムが高血圧性脳出血の
発症に関連することが期待された。 
 
(5) 上記の結果から、脳血管周皮細胞数の減
少は高血圧性脳出血の発症には関連する可
能性は低いこと、また脳血管周皮細胞での
Nox4過剰発現によりNFκBおよびMMP-9の活
性化を介して BBB の破綻を増強させ、ひいて
は脳出血に結びつく可能性があることが示
唆された。Nox4 は脳出血発症を予防すための
ターゲットとなり得る可能性が考えられた。 
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