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1. 本文  

頭部外傷は全外傷のうち下肢外傷に次ぐ 2 位とされている (1)。頭部外傷による救命

率は上昇しているが、高次脳機能障害をはじめとした頭部外傷による後遺症という問題

が出てきている。 

頭部外傷では二次性の反応が起こり、細胞障害を引き起こし、長期的に脳の萎縮をき

たすとされている(2)。スポーツ外傷においては 2016 年に米国立神経疾患・脳卒中研究

所が慢性外傷性脳症（chronic traumatic encephalopathy : CTE）として、病理学的診断基準

を定めた(3)。これらの病態はアミロイド β タンパク（Aβ）やタウ蛋白が不規則に沈着

し、生成された reactive oxygen species（ROS）によって、細胞障害が引き起こされるた

めと考えられている(3-5)。これらの Aβ やタウ蛋白の異常凝集はアルツハイマー病の原

因とされており、実際に頭部外傷はアルツハイマー型認知症の危険因子としての報告が

散見される(6)。Aβ 周囲に終末糖化産物（Advanced glycation end products : AGEs）の存在

が確認されている(7, 8)。この AGEs は老化を増長し、様々な疾患を引き起こす物質とし

て抗加齢医学の分野で注目されている。抗加齢医学の観点では AGEs は体内に蓄積し、

加齢と関連する様々な疾患を誘発する物質と考えられている。特に AGEs が ROS を生

成し、酸化ストレスや細胞死を誘導するとされている(9)。脳に関連する AGEs の研究は、

急性期脳梗塞やくも膜下出血による脳血管攣縮との関連が報告されている(10, 11)。これ

らの報告は、血液中の AGEs の受容体である Receptor of AGEs（RAGE）の発現を調べた

ものである。頭部外傷において、脳組織中に AGEs 及び RAGE の発現を調べた研究はな

く、AGEs が脳に与える変化を調べた研究も存在しない。重症頭部外傷患者において、

Aβの沈着が早いものでは受傷後2時間より認められることが報告されている(12)。AGEs

は外傷早期から脳組織に発現し、その脳組織に蓄積した AGEs が、慢性的に神経細胞や

グリア細胞に酸化ストレスや細胞死を誘導することで、長期的な脳萎縮や認知機能の低

下をきたす可能性がある。外傷では肺挫傷において、血液中の RAGE が急性期バイオマ
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ーカーとして検討された報告もある(13-15)。中等度以上の脳挫傷では急性期に肝臓での

糖産生亢進による高血糖や、二次性脳損傷による酸化ストレスの上昇が引き起こされる

ため、糖化反応と酸化反応が起き、体内で AGEs が産生されると想定される。頭部外傷

によって急性期に産生される AGEs が神経細胞やグリア細胞に蓄積され、長期的に脳萎

縮などの変化を引き起こす原因の一つになる可能性がある。そこで AGEs の脳組織への

集積については、ラット頭部外傷モデルを用いて AGEs の発現を観察する。 

週齢 6～7 週の雄性 Sprague-Dawley ラットを使用し、cortical contusion injury（CCI）

を用いて、重症群と軽症群を作成した(16, 17)。Goodman らの報告では海馬への 直接打

撃を来さないが、皮質の脳挫傷及び海馬への二次性脳損傷を来す外傷の強度とされてい

る(18)。なお、Naïve 群は無処置とした。CCI から 3 日後、7 日後、30 日後、180 日後に

Western blotting 用および脳組織染色用の検体をそれぞれ摘出した。ELISA 用の検体採取

は CCI から同一個体で 3 日後、7 日後、30 日後、180 日後にラットの頸部皮下静脈叢か

ら 0.5ml 採血して採取した。免疫染色用の脳組織は、150 倍希釈抗 AGE 抗体（bs-1158R : 

Bioss, USA）を用い、発色は DAB Substrate Kit （ab64238: abcam, USA）を用いて行った

後に、光学顕微鏡で挫傷周囲の AGEs の有無を確認した。Western blotting は、RC DC 

Protein assay Kit（5000122JA: Bio-Rad, USA）を用いて総タンパク量を測定した。濃度の

測定には吸光度計（Model680: Bio-Rad,  USA）を使用した。一次抗体反応は、1,000 倍

希釈の抗 AGE 抗体（bs-1158R : Bioss, USA）、5000 倍希釈の抗 RAGE 抗体（GTX23611: 

GeneTex, USA）および内因性コントロールとして 20,000 倍希釈の抗 beta-Actin 抗体

（GTX109639: GeneTex, USA）を使用した。二次抗体反応には抗ウサギ IgG 抗体（AP182P: 

Millipore, USA）を使用し、検出器（ChemiDocXRS: Bio-Rad, USA）にてバンドを検出し

た。Western blotting の結果は、各タンパクのバンドの濃度を測定し、陽性コントロール

である beta Actin との比（%）として表示した。血液中の AGE、RAGEの定量には ELISA

を行い、吸光度を測定した。 
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免疫染色では外傷後 7 日をピークに挫傷の周囲に AGEs 陽性細胞が観察された。これ

らの発現の定量を、脳組織においては Western blotting で、血液中においては Enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）で行った。Western blotting では外傷後 3 日の AGEs

は軽症群、重症群ともに Naïve 群と比較し有意に上昇していた（p < 0.001）。また外傷

後 7 日、30 日、180 日の AGEs は軽症群、重症群ともに上昇しており、各群で有意な差

を認めた（p < 0.001）。ELISA による血液中の AGEs は測定時期によって有意な変化を

認めた(p < 0.001）。日数毎に各群（重症群、軽症群、Naïve 群）で比較すると、外傷後 3

日で重症群、軽症群共に Naïve 群と比較し有意に差を示した（p < 0.001）。外傷後 7 日で

重症群と軽症群、重症群と Naïve 群で有意な差を認めた（p < 0.01）。外傷後 30 日で重症

群、軽症群共に Naïve 群と比較し有意に差を示した（p < 0.05）。ELISA による血液中の

RAGE は血液中の RAGE は測定時期によって有意な変化を認めた（p < 0.05）。日数ごと

の比較では外傷後 7 日で重症群と Naïve 群で有意な差を認めた（p < 0.01）。 

AGEs は生体内で糖類がタンパク質のアミノ基と脱水、縮合などの反応を経て生成さ

れたものである。加齢や高血糖の他に食事や喫煙など外因性に由来する AGEs も存在す

る(19)。これらの AGEs の蓄積は心血管病や癌、骨粗鬆症などの疾患を引き起こす原因

の一つとされている(20, 21)。AGEs はその構造によって Nε-(carboxymethyl)lysine （CML）、

ペントシジンなど数種類が確認されている(22)。 CML は腎炎、網膜症などを併発した糖

尿病患者において血中濃度が上昇していることが報告され(23, 24)、血清ペントシジンは

心血管イベントで上昇することが報告されている(25)。この AGEs は細胞膜に存在する

RAGE と結合することで、細胞に反応を起こす。RAGE は AGEs に特異的な受容体では

なく、マルチリガンドのパターン認識受容体であり、細胞膜貫通型と可溶型に分けられ

る。細胞膜貫通型 RAGE は AGEs の結合により疾病のプロモーターとなるとされてい

る。可溶型 RAGE  (soluble RAGE：sRAGE) は細胞膜から切離された状態で、細胞膜貫

通型 RAGE の 1 つである full length RAGE の結合を阻害する decoy (疑似体)として作
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用し RAGE の機能を中和するとされている。また C 末端が切断されたタイプを 

endogenous secretory RAGE（esRAGE）という。esRAGE は血液中を循環し AGE と結合

し、細胞表面の full length RAGE の活性化を予防するアンタゴニストとして働く(26)。

AGEs は RAGE に結合し、NF-κB などの細胞シグナル伝達系を活性化し炎症を引き起こ

すとされ(27-28)、他にも NADPH オキシターゼを活性化することにより、活性酸素種

（ROS）を増大させることも示されている(29)。このような AGEs と RAGE の反応は糖

尿病、アルツハイマー病など様々な疾患に関連すると考えられている。AGEs は炎症な

どの反応を比較的長期に引き起こし、生体の変化をもたらす。脳神経系の急性疾患にお

いては脳梗塞及び脳出血での RAGE の測定を Yokota らが報告している(10)。Aida らは

くも膜下出血の脳血管攣縮のマーカーとしての sRAGE の有用性を報告している(11)。

RAGE は AGEs だけではなく S100、HMGB1、amyloid-β-peptide などと結合し、活性酸

素や NF-κB 依存性の炎症反応を引き起こす。脳組織が障害を受けるとこれらのリガン

ドが RAGE に結合し反応が始まるため RAGE は上昇するが、sRAGE は decoy として

RAGE の機能を中和する働きをするため、消費されていき、急性期に減少すると考えら

れている。sRAGE の減少は炎症のバイオマーカーとなりえるとされている(30)。 

脳神経系の慢性疾患における AGEs はアルツハイマー型認知症との関連が挙げられ、

Aβ の周囲に AGEs の存在が報告されている(7, 8)。またアルツハイマー型認知症では血

液中の sRAGE は健常者よりも減少するとされている(31)。Aβ は酸化ストレスを引き寄

せるとされるが(32)、AGEs もその働きを増幅させることが考えられている。アルツハイ

マー型認知症と病態は異なるが、頭部外傷においても脳組織に Aβ の発現は確認されて

おり、AGEs も発現が確認されれば、アルツハイマー型認知症のように酸化ストレスを

引き起こし、長期的な脳萎縮などにつながると考えた。 

本研究において挫傷脳周囲に外傷 3 日、7 日、30 日、180 日すべてで AGEs 陽性細胞

が観察された。顕微鏡における同倍率での観察範囲内では 7 日、30 日で増加を認めてい
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る。Western blotting で脳組織の AGEs の定量を行い、AGEs は 3 日、7 日、30 日、180 日

で CCI 群は重症群、軽症群共に Naïve 群と比較し、有意な増加を認めていた。7 日、30

日、180 日については重症群と軽症群でも有意な差を認めた。脳挫傷後に挫傷脳周囲に

現れる炎症性サイトカインやそれに関連するマイクログリアなどは、急性期を過ぎれば

減少する(33-35)。しかし AGEs は特に重症群で外傷後 180 日と長期的に観察された。

AGEs は新陳代謝の遅い、またはされない細胞に蓄積するとされている(36)。AGEs は非

常に毒性の強い物質であるため、発現すると免疫機能が働く。新陳代謝の早い細胞であ

れば AGEs が体内に発現すると、マクロファージがそれを除去しようと働く。しかし皮

膚や血管において、マクロファージは AGEs だけでなく周囲のコラーゲンなども除去し

ようとしてしまう。結果的にそれを修復するための TGF-β などの増殖因子が発生し皮

膚や血管内費が厚くなるため老化につながると考えられている。本研究における免疫染

色において AGEs 陽性細胞は挫傷脳の周囲に集中しており、海馬や対側脳などの挫傷脳

から離れた部位には発現がほとんどみられていなかった。挫傷の周囲はアポトーシスし

た壊死細胞であり代謝されない細胞であることから、AGEs が蓄積したものと考えられ

た。また本研究では脳組織における RAGE の発現の検討も行っているが、全ての群でバ

ンドの発現を認めず、本研究において RAGE は脳組織内で発現を確認することができ

なかった。 

血液中の AGEs 及び RAGEの上昇は、脳組織中に発現した AGEs との関連については

疑問が残る。脳組織染色においてAGEs陽性細胞は挫傷脳周囲以外には見られておらず、

脳挫傷によって破壊された脳血液関門から AGEs が血中に移行したとは考えにくい。脳

挫傷における血液中の AGEs 及び RAGE の上昇は脳挫傷による全身での炎症性変化に

よる影響が考えられる。 
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本研究で観察した期間は 180 日であるが、より長期的に観察し AGEs がさらに変化する

可能性は大いに考えられる。本研究では AGEs 自体が脳皮質、または脳全体に対してどの

ような作用があるかは解明できておらず、まずはそこを解明するのが課題と考える。 

結論としてはラット CCI モデル重症群及び軽症群で脳挫傷周囲に AGEs 陽性細胞の発現

を認めた。AGEs 陽性細胞は受傷後から 180 日まで脳挫傷周囲に蓄積を認め、Naïve 群と比

較し有意に増加していた。RAGE は本研究では脳組織に発現を確認できなかった。血液中

にも脳挫傷後の全身性の反応と考えられる AGEs 及び RAGE の増加を認めた。 
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