
 

 

 

ラット脳挫傷モデルにおける Lipocalin-2 の意義 

（要約） 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院医学研究科博士課程 

外科系脳神経外科学専攻 

 

大滝遼 

修了年 2021 年 

指導教員 吉野篤緒 

  



1 
 

1 要約 

 頭部外傷による脳損傷は一次性脳損傷と二次性脳損傷に分けられる。一次性脳損傷は防ぐ術が

ないため、頭部外傷において治療の中心となるのは二次性脳損傷である。脳出血の拡大、進行性

脳浮腫などによって状態が悪化すること talk and deteriorate [1-5]という概念がある。これは、来院

時には意識レベルがよく会話（talk）が可能であったにも関わらず、短時間で脳出血の拡大、脳腫

脹の悪化などによって全身状態の悪化（deteriorate）が急速に進行する臨床的に極めて重篤な病態

ある。実際の臨床現場において talk and deteriorate を予測することは難しく、患者の意識レベルや

バイタルサイン、神経学的所見などの変化を観察し、画像検査を行って外科的治療介入の必要性

を検討しているというのが現状である。しかしバイタルサインや神経学的所見の少しの変化を判

断するのは容易ではなく、画像検査時にはすでに脳ヘルニアを起こしているケースも少なくない。

そこで簡易的に talk and deteriorateを予測できるバイオマーカーがあれば、病態把握の一助になる

可能性がある。過去に頭部外傷に関連するバイオマーカーはいくつか報告されているが、現在ま

でに臨床において実用には至っていない[6, 7]。 

 そこで Lipocalin-2 に注目した。Lipocalin-2 は疎水性物質の輸送体として機能するリポカリンス

ーパーファミリーに属する 25kDa の分泌型糖タンパク質であり[8, 9]、炎症[10-12]、急性臓器障害

（急性腎損傷や冠動脈性心疾患）[13, 14]、脂質異常[15, 16]、耐糖能異常[17, 18]、悪性腫瘍（特に

肺癌、卵巣癌、乳癌など[19-25]）などと関連が報告されている。中枢神経系ではラットの fluid 

percussion injury（FPI）モデルにおいて外傷 1 日後に脳組織内で Lipocalin-2の有意な上昇を認めた

報告[26]やマウスの脳虚血モデルにおいて脳虚血発症 24時間後に Lipocalin-2が血液中や脳組織内

で上昇した報告[27]があり、これらの報告では Lipocalin-2 は脳組織内で活性化したアストロサイ

トから放出されている。頭部外傷による脳挫傷においてもアストロサイトの活性化が起きるため、

活性化したアストロサイトから Lipocalin-2 の放出が起きることが予想される。これまでの

Lipocalin-2 の動向及びアストロサイトの機能を踏まえた上で、研究仮説を立てた。頭部外傷によ

る脳挫傷においてもアストロサイトの活性化が起こり、Lipocalin-2 が放出されることが予想され
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る。また、脳挫傷後に脳組織中及び血液中の Lipocalin-2 濃度が上昇する可能性があるという二点

である。 

本研究はラット脳挫傷モデルを用いて、Lipocalin-2 の脳組織中、血液中の経時的変化について

観察し、頭部外傷におけるバイオマーカーとして有用性について検討した。 

脳挫傷モデルとして、定位的に等強度の脳挫傷を作製できる cortical contusion injury（CCI）を用

いた[28]。Compression は軽症群で 1.0 mm、重症群で 2.0 mmに設定した[29, 30]。軽症群、重症群、

無処置の Naïve 群を作製した。決められた時間（外傷 1 時間後、3 時間後、24 時間後）に脳組織

検体を採取した。また、血液検体も決められた時間（外傷前、外傷直後、1 時間後、3 時間後、6

時間後、24 時間後）に採取した。Naïve 群は皮膚切開や骨窓形成は行わずに、深麻酔後に断頭し

脳を摘出した。また重症度に関しては、挫傷後に硬膜が破れていないもの、もしくは破れている

が脳が膨隆していないものを軽症群、硬膜が破れてかつ脳が膨隆しているものを重症群と判定し

た。 

免疫組織染色では、抗 Lipocalin-2 抗体、アストロサイトを標識する抗 glial fibrillary acidic protein

（GFAP）抗体、マイクログリアを標識する抗 Iba-1抗体を用いて感作させ、共染するか確認した。

PCRでは脳組織中の Lipocalin-2 の発現の有無を確認した。Western blottingでは脳組織中の各時間

の Lipocalin-2 を測定した。また、アストロサイトの発現定量のために GFAPを、マイクログリア

の発現定量のために CD11b を測定した。ELISA では脳組織中の各時間の Lipocalin-2 濃度及び血

液検体中の各時間の Lipocalin-2濃度を測定した。 

 統計解析には SPSS Statistics（version 21: IBM, USA）を使用した。2 群間の比較には t 検定また

3 群間以上の比較には one way analysis of variance（ANOVA）を使用した。連続測定データには

repeated measure of ANOVAを使用した。その後の検定には Tukeyの方法を用いた。P値が 0.05 未

満を有意とした。全てのデータは平均±標準偏差で表示した。 

 免疫組織染色では、脳挫傷周囲大脳皮質には Lipocalin-2 陽性細胞が存在し、これはアストロサ

イト及び一部のマイクログリアと考えられた。 
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 PCRにて Naïve 群、軽症群と重症群の挫傷側及び健常側の大脳皮質をサンプルとして

Lipocalin-2 の定性を行い、全てのサンプルで Lipocalin-2 mRNAの発現を認め、群間の違いは認

めなかった。 

 Naïve 群、軽症群と重症群の挫傷側及び健常側の大脳皮質をサンプルとして Lipocalin-2 の定量

を目的として Western blotting を行った。Naïve 群では 39.80±3.94 であった。軽症群の脳挫傷周囲

の大脳皮質では、外傷後 1 時間で 73.12±15.46、3 時間で 107.84±22.84、24 時間後で 136.10±36.82

と上昇し高値を示した。Naïve 群と軽症群の脳挫傷周囲の大脳皮質を比較すると外傷後 1 時間、3

時間、24 時間で有意な差を認めた（p<0.05）。また、重症群の脳挫傷周囲の大脳皮質では、外傷

後 1 時間で 76.42±9.05、3 時間で 87.58±7.80、24 時間後で 94.93±22.56 と上昇し高値を示した。

Naïve 群と重症群の脳挫傷周囲の大脳皮質を比較すると外傷後 1 時間、3 時間、24時間で有意な差

を認めた（p<0.05）。 

Naïve 群、軽症群と重症群の挫傷側及び健常側の大脳皮質をサンプルとして Lipocalin-2 の定量

を目的として ELISA を行った。Naïve 群では 1079.89±514.44 pg/mL であった。軽症群の脳挫傷周

囲の大脳皮質では、外傷後 1時間で 4072.55±1636.50 pg/mL、3時間で 4800.94±1409.51 pg/mL、24

時間後で 10889.68±1551.38 pg/mLと上昇し高値を示した。Naïve群と比較すると外傷後 1 時間、3

時間、24時間で有意な差を認めた（p<0.05）。また重症群の挫傷周囲の大脳皮質では、外傷後 1 時

間で 3814.32±903.68 pg/mL、3時間で 5444.82±2574.16 pg/mL、24時間後で 10007.64±874.49 pg/mL

と上昇し高値を示した。Naïve 群と比較すると外傷後 1時間、3時間、24時間で有意な差を認めた

（p<0.05）。これらの結果から、Lipocalin-2の発現は外傷後 1 時間、3 時間、24時間において挫傷

側が Naïve群と比較し有意に高い値を示した。 

 軽症群と重症群の外傷前、外傷直後、1時間後、3 時間後、6時間後、24 時間後の計 6 回の血

液サンプルの Lipocalin-2 濃度を ELISAを用いて解析した。Naïve 群は軽症群、重症群と同じ時間

の 6 回の血液サンプルを解析した。各群の外傷前、外傷直後、1時間後、3 時間後、6時間後、

24時間後の Lipocalin-2濃度は 138.06±17.35 pg/mL、120.97±18.62 pg/mL、146.45±24.30 pg/mL、
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134.21±26.79 pg/mL、118.28±10.50 pg/mL、129.51±15.08 pg/mL（Naïve 群）、138.06±32.18 

pg/mL、146.78±27.01 pg/mL、156.02±40.40 pg/mL、165.09±30.61 pg/mL、189.37±28.59 pg/mL、

185.73±27.33 pg/mL（軽症群）、138.06±20.71 pg/mL、155.23±10.05 pg/mL、151.99±8.52 pg/mL、

169.80±12.34 pg/mL、211.05±20.84 pg/mL、194.88±22.94 pg/mL（重症群）であった。軽症群では

外傷後 3 時間、6時間、24 時間で、重症群は外傷直後、外傷後 3 時間、6時間、24 時間で Naïve

群と比較して高い値を示した（p<0.05）。軽症群と重症群ではどの時間においても有意な差を認

めなかった。 

 Naïve 群、軽症群と重症群の挫傷側及び健常側の大脳皮質サンプルを用いて Western blotting

で GFAPの定量を行った。Naïve群では 39.33±10.87であった。軽症群の挫傷周囲の大脳皮質では、

外傷後 1時間で 76.12±16.77、3時間で 73.14±26.07、24時間後で 95.46±25.63 と上昇した。重症群

の挫傷周囲の大脳皮質では、外傷後 1 時間で 76.95±16.28、3 時間で 89.47±22.49、24 時間後で

97.52±8.74 と上昇した。挫傷側と Naïve 群を比較し、GFAP の発現量は軽症群では外傷 1 時間、3

時間、24 時間で有意に高い値を示した（p<0.05）。また重症群でも外傷後 1 時間、3 時間、24 時

間で有意に高い値を示した（p<0.05）。 

 Naïve群、軽症群と重症群の挫傷側及び健常側の大脳皮質サンプルを用いて Western blottingで

CD11bの定量を行った。Naïve 群では 25.62±2.19であった。軽症群の挫傷周囲の大脳皮質では、

外傷後 1 時間で 53.78±4.94、3 時間で 68.10±10.79、24 時間後で 103.37±12.87と上昇した。重症群

の挫傷周囲の大脳皮質では、外傷後 1時間で 47.76±4.90、3 時間で 67.81±8.56、24時間後で

130.51±23.97 と上昇した。挫傷側と Naïve群を比較し、CD11bの発現量は軽症群では外傷後 1 時

間、3 時間、24時間、また重症群でも外傷後 1 時間、3時間、24 時間に有意に挫傷側で高い値を

示した（p<0.05）。 

 本研究の結果から Lipocalin-2 は脳挫傷後に挫傷側の脳内で上昇することが解明された。その病

態として過去の報告[27, 31]で示唆されていることは、脳挫傷の刺激により活性化されたアストロ

サイトが Lipocalin-2 を挫傷脳周囲に放出するというものである。GFAP はアストロサイトの細胞
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骨格内に存在し、頭部外傷や脳梗塞など脳損傷のバイオマーカーとしての有効性を報告する論文

は過去に散見される[32, 33]。Ranjbar らはラット虚血性脳卒中後にアストロサイトが発現増加する

ことを示し、その多くが免疫組織染色で Lipocalin-2 陽性であることを示している[31]。本研究で

も GFAPの定量を行ったが、Naïve群と比較し外傷後 1 時間、3時間で軽症群、重症群の挫傷側大

脳皮質で有意に高い値を示した。免疫組織染色では Lipocalin-2 陽性細胞はアストロサイトおよび

マイクログリアに認められた。マイクログリアは好中球と紀元を同じくする細胞である。本研究

でマイクログリアにも Lipocalin-2 の発現が認められたことは興味深く、今後どの細胞が Lipocalin-

2 を放出し様々な反応を引き起こすのかの解明が必要である。いずれにせよ脳挫傷により活性化

されたアストロサイトが主に Lipocalin-2を放出しているものと考えられた。 

また、Lipocalin-2が脳挫傷後に血液中で上昇することも解明された。Lipocalin-2 が血液中に放

出される経路としては血液脳関門の破綻が考えられる。脳挫傷により活性化されたアストロサイ

トから放出された Lipocalin-2 が血液脳関門の破綻により末梢血へ流出されたものと考えられた。 

本研究の結果では、脳内における挫傷側の Lipocalin-2 は外傷後 1時間から 24 時間まで経時的

に増加していた。外傷後 1 時間、3時間、24 時間において挫傷側大脳皮質の Lipocalin-2 は Naïve

群と比較し軽症群及び重症群で有意な上昇を認めた。血液中の Lipocalin-2は軽症群でも重症群で

も外傷直後から上昇した。軽症群では Naïve 群と比較し外傷後 3時間、6時間、24時間で有意な

上昇を認め、重症群では外傷直後、外傷後 3 時間、6 時間、24 時間で有意な上昇を認めた。挫傷

側の脳組織中では外傷後 1 時間、血液中では外傷直後から Lipocalin-2が上昇していた。外傷直後

から血液中で上昇し、少なくとも観察を行った外傷後 6 時間までは経時的に上昇していることか

ら急性期のバイオマーカーとして有用と考えられた。また、血液中では重症群の Lipocalin-2濃度

は外傷直後、3 時間、6 時間、24 時間において軽症群より高かったが、統計学的な有意差は認め

なかった。このことから本研究では重症度の鑑別に適しているという結果は得られなかった。し

かし重症群のみが外傷直後から血中 Lipocalin-2濃度の有意な上昇を認めたことは、極めて早期か

ら重症脳挫傷を検知することを示している。重症度を判断する指標として、血液中 Lipocalin-2 濃
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度と脳体積や頭蓋内圧の関連など、今後さらなる検討が必要であると考える。本研究は脳挫傷に

おけるバイオマーカーが確立していない現状において、Lipocalin-2 がバイオマーカーになり得る

とするものであり、医学的意義と新規性に富むものである。 
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