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研究成果の概要（和文）：法医解剖事例における小型の未破裂脳動脈瘤の頻度と分布を、脳脊髄液(CSF)の生化
学的性状と併せて解析した結果、CSF中のゼラチナーゼ(galatinase A及びgalatinase B)活性が脳動脈瘤早期病
変の鋭敏な指標となりうる（p<0.001）事が分かった。また、CSF中のゼラチン分解活性は、局所におけるCa調節
を司るα-Klotho蛋白の部位別測定値（脳槽CSF、側脳室CSF及び血清中に各々542～5,461 pg/mL、2,758～5,971 
pg/mL及び600～5,556 pg/mL）とも連動しており、病理組織学的解析と併せてCa濃度依存性の脳動脈瘤進展のメ
カニズムが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The frequency and distribution of unruptured cerebral aneurysms of minimal 
size in forensic autopsy cases were analyzed, measuring the activities of galatinases in 
cerebrospinal fluid(CSF). The results showed that gelatinolytic activities of CSF generated from 
gelatinase A and B can serve as good markers of early-stage cerebral aneurysm（p<0.001）. Moreover 
the gelatinolytic activities of CSF demonstrated parallels with the concentration of α-Klotho 
protein by which Ca deposition is controlled locally in the body. Therefore, combined with the 
microscopic findings, these Ca-dependent biochemical values of CSF can help to predict the 
development of cerebral aneurysms.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 

 脳脊髄液は 1 日 500-600 mL 産生され、常
時 100-150 mL が中枢神経の周囲（脳室及び
くも膜下腔）を満たす。その役割は 1）物理
的な緩衝作用 2）生化学的に恒常性を保つ（ホ
メオスタシス）ことが予想されるが、近年、
脳脊髄液中のアミロイドβの脂質化レベル
が認知機能低下に関連する（Hanson AJ, 
JAMA Neurology 70,972-80,2013）等、測定
技術の進歩に伴い、生化学的性状がある疾患
の病態に応じて変化することが知られるよ
うになってきた。一方、脳表面における脳動
脈の外膜は、心冠動脈及び大動脈等とは異な
り、液体成分である脳脊髄液に浮かぶ様にし
て直接曝露するという体内で特殊な環境に
おかれている。 

 

 
２．研究の目的 

脳脊髄液はその性状を調べる事により、検死
段階において頭蓋内出血の指標として定着
しており、解剖で開頭を行う場合には、血液
や尿と並んで身近に取り扱われる検体であ
る。一方、内因性急死事例全体の 1割以上を
脳血管異常が占め、更に脳神経外科領域にお
ける医療訴訟の数は未破裂脳動脈瘤に続き
破裂脳動脈瘤に関するものが多く、合計した 
脳動脈瘤関連例の割合は約 40％を占める
（『脳動脈瘤とくも膜下出血』医学書院 2013
年）。本研究の目的は、脳血管壁組織の脆さ
に基づく予測不能な死のメカニズムを病的
形態及び脳脊髄液の生化学的性状に着目し
て検討し、頭蓋内出血に対する法医診断の精
度を向上させると共に、予防医学的側面から
臨床医学との連携を深め突然死の減少を図 
る事である。 
 
 
３．研究の方法 
 
＜平成 26 年度＞初年度はヒト脳脊髄液・組
織材料採取及び検査法の精度向上に勤めた。
ヒト脳血管(動脈)組織は、内因性急死例を中
心に対照としての冠動脈と共に採取された。 
＜平成 27年度＞ヒト CSF及び組織材料採取、
及び検査法そのものの精度向上に努めた。ヒ
ト脳血管（動脈）組織は複数の場所を定め（前
後交通動脈、左右中大脳動脈及び脳底動脈）、
内因性急死例を中心に対照としての冠動脈、
大動脈及び総頸動脈と共に採取された。 
＜平成 28 年度＞生化学的解析では、ゼラチ
ンザイモグラフィー及び EIA (Enzyme Immuno 
Assay) サンドイッチ法によるα-Klotho 蛋
白を行った。 
 

４．研究成果 
 
＜平成 26 年度＞ヒト脳脊髄液及び脳動脈材
料の採取及び検査法の精度向上が本研究の
重要な基礎となる。１）検査の質即ち感受性
及び特異性の向上を図った。本来高感度であ
るゼラチナーゼ解析は脳血管を含む様々な
血管試料に対応しうるが乾燥重量等でその
標準化に努めた。26 年度脳脊髄液のプロテア
ーゼ活性の概要をヒト材料で確認すること
に重点を置いた。タンパク量 30microgram を
試料に用いたゼラチンザイモグラムでは、正
常ヒト脳脊髄液のプロテアーゼ活性は検出
下限程度であることが判明した。２）検査法
汎用化の一環として、検査コスト削減の可能
性を探った。組織材料の集中化を法医解剖事
例の病理組織学的検索で試み、tissue array
的手法で血管組織を含む平均 15 検体をマイ
クロカセット3個程度で収めることに成功し
ている。ゼラチンザイモグラフィーでは界面
活性剤や基質に用いるゼラチンの代替品の
使用が可能であるかを検討した。初年度はヒ
ト脳脊髄液・組織材料採取及び検査法の精度
向上に勤めた。ヒト脳血管(動脈)組織は、内
因性急死例を中心に対照としての冠動脈と
共に採取された。 １）虚血性心疾患が年間 5
例、死因の責任病変とならない不完全狭窄病
変は年間100病変を越えた採取及び検索がな
されたため、当初予定していた 50 病変を大
きく上回った。 ２）脳動脈瘤破裂 5 例、脳
動脈瘤を死因としない未破裂の脳動脈瘤は
年間 20 事例で確認され、複数の病変を有す
る事例が含まれるため延べ約 30 病変が予想
されたが、26年度の統計でほぼ見込み通りで
あった。また、慢性疾患の脳血管(動脈)組織
についても対照としての冠動脈と共に採取
された。３）脳血管性認知症が年間 5～10 例
見込まれ、粥腫性動脈硬化性病変は複数の病
変を有する事例が多く含まれるため延べ約
100 病変以上が見込まれた。対照として大動
脈及び左総頸動脈については全例場所を決
めて採取するため年間50検体が見込まれた。
以上の見積もりにより、形態学的観察及び生
化学的解析に必要な組織量が本研究におい
て不足する事はないと予想されたが、無事達
成できた。このように、法医解剖における死
因検索にための採材は期待通りに行う事が
できた。＜平成 27 年度＞ヒト脳脊髄液
（cerebrospinal fluid 以下 CSF）及び脳動
脈組織材料の採取、及び検査法の精度向上を
基礎として本研究が成り立つ。1）平成 26 年
度に試みた、検査の質即ち感受性及び特異性
向上の実績を受け継続して行ったところ、タ
ンパク質量にして 30microgram が正常ヒト
CSF を用いた場合のプロテアーゼ活性検出下
限とみられていたが、精度向上に励んだ結果、
事例・臓器別に量的な比較検討が可能なまで
に検出感度を上げることに成功した。2）検
査法汎用化に向けて検査コストを抑える試
みは不可避であるが、平成 26 年度に法医解



剖事例の病理組織学的検索で「組織材料の集
中化」を図り、tissue array 的手法で剖検 1
体あたり血管組織を含む平均して約 15 臓
器・組織に及ぶ検体をマイクロカセット 3個
程度に収めることに成功した他、ゼラチンザ
イモグラフィーでは界面活性剤や基質に用
いるゼラチンの代替品、さらには平成 27 年
度には既製品であるプレキャストゲルとの
比較検討も行った。3）遺伝子改変マウスを
用いた解析は、26-27 年度にヒト組織材料か
ら得られたプロテアーゼ活性の知見を元に、
血管組織、血清及び CSF をヒト材料に準じた
条件においてデータ蓄積を試みた。使用可能
な遺伝子改変マウスは LAT mutant（自己免疫
疾患モデルマウスとして共同研究、IgG4 関連
疾患の解析の一環として検討中）などがある
が、遺伝子改変を行うことなく血小板活性を
マウスの体内外で制御することが可能で、血
液中の因子である血小板の有無をCSFと血清
との間の大きな違いの一つとして捉えるな
らば、論文発表に至ったThrombosis Research
（Zuka M 筆頭著者同等 2016 年）の実績は大
きな成果といえる。2 年目は日常業務として
の法医解剖事例数が前年度の約1.4倍に達し、
死因・病変の内訳もほぼ同様（虚血性心疾患
年間 5例；脳動脈瘤破裂同 5例；血管性認知
症同 5～10 例）であったため、形態学的観察
及び生化学的解析に必要な組織(CSF と共に)
量が本研究に不足する事はない事が再確認
され、引き続きこれらの HE(ヘマトキシリ
ン・エオジン)染色を中心とした標本作製な
らびに観察を行った。生化学的解析では、ゼ
ラチンザイモグラフィーの手技及び精度が
一定の達したとみて、小動脈瘤の分布ならび
に中枢神経が関わる器質性疾患の有無との
対応付けを行った。＜平成 27-28 年度＞その
結果、小動脈瘤の発生頻度及び一事（症）例
内での分布にCSF中にゼラチン分解活性が鋭
敏に対応し（p<0.001）、内因及び外因別の
事例にも安定した傾向を示した（下図）。ま
た、脳槽 CSF、側脳室 CSF 及び血清中に各々
542〜5461 pg/mL、2758〜5971 pg/mL 及び 600
〜5556 pg/mL のα-Klotho 蛋白が検出された
事実と併せて、頭蓋内カルシウム依存性プロ
テアーゼの活性化と脳動脈瘤初期病変との
相関、あるいは死因となり得るレベルでは、
外因の影響が予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図：異状死体の脳脊髄液及び血清のザイモグラム. 
0.1％ゼラチン基質を用いたザイモグラフィーに
おいて、脳脊髄液(CSF)及び血清から MMP-2（プ
ロ酵素、活性化型）及び MMP-9（プロ酵素、活
性化型）が検出された。CSF1 及び CSF2 は、各々
の異状死事例（左から焼死、交通事故死及び急性
肺出血）毎に、頭蓋内の直接的損傷部位以外の定
点(橋槽；側脳室)から採取された脳脊髄液である。 
 
既に脳脈絡叢におけるα-Klotho 蛋白の発現
が確認されており、カルシウムの供給とプロ
テアーゼ活性の局在との関係を各々内因及
び外因に対応させることで、新規の MMP 活性
化のメカニズムを証明する準備が整った 
（論文準備中）。 
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