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研究成果の概要

脳梗塞の後遺症による要介護者は増加の一途をたど
り、大きな社会問題となっている。現在の脳梗塞治療薬
は血栓溶解剤の t-PA のみである。しかし、t-PA は脳梗
塞発症から 3 ～ 4.5 時間以内に投与しなければ脳出血を
誘発するリスクを高めてしまうため、使用できる患者は
わずかしかいない。そこで、我々は止血血栓を維持した
状態で、病的血栓を溶解する生理作用を持つ酵素で、血
液凝固制御因子の ADAMTS13 に注目した。ADAMTS13
はその特徴的な血栓溶解様式により、脳梗塞発症から長
時間経過した場合においても、脳出血の誘発なしに脳保
護効果を示すことから、脳出血のリスクが少ない新たな
血栓溶解剤となりうることを見出した。

Tissue plasminogen activator (t-PA) sometimes causes hem-
orrhagic complications in ischemic stroke. ADAMTS13, vWF-
cleaving protease, maintains a physiologic balance between 
hemostasis and thrombolysis via regulation of vWF function. 
However, the pathophysiological role of ADAMTS13 in cere-
bral ischemia has not been investigated. In this study, we used 
ADAMTS13 knockout (KO) and Wild type (WT) mice sub-
jected to 30 min of middle cerebral artery occlusion (MCAO). 
Infarct volume and plasma HMGB1 , infl ammatory cytokine, 
was signifi cantly increased at 24 hours after the reperfusion in 
KO mice. Further, ADAMTS13 protein signifi cantly reduced 
the infarct volume without hemorrhagic complications using 
a 4hr-MCAO in WT mice. But, t-PA caused massive bleeding. 
These results indicate that ADAMTS13 would become a new 
therapeutic approach for ischemic stroke by regulating blood 
fl ow and infl ammation without hemorrhagic complications.

１．研究背景

日本における脳卒中の総患者数（継続的に医療を受け
ている者を含む）は 134 万人であり、がんの総患者数
152 万人と比べても相当数の患者が脳卒中により、入院・
通院をしている ( 厚生労働省平成 20 年「患者調査の概
況」より )。そのため、脳卒中の大部分を占める脳梗塞
に対する医療ニーズは高い。脳梗塞治療薬の組織プラス
ミノーゲン活性化因子（t-PA;tissue plasminogen activator）
は予後も良好であるが、その強力な血栓溶解作用は、血
管内皮細胞に損傷を与え、脳出血誘発のリスクを高める
ため、脳梗塞全体の 20% 程度の患者のみに適用されて
いるのが現状である。t-PA は、フィブリノーゲンを溶
解することで、強力な血栓溶解作用を示す。一方、内
因性生理活性物質の ADAMTS13（a disintegrin-like and 
metalloprotease with thrombospondin type 1 motifs 13、図 1）
は、2001 年に同定され、血液凝固の trigger であるフォ
ン・ヴィレブランド因子（von Willebrand factor；VWF）
をずり応力依存的に特異的に切断する新規メタロプロテ
アーゼである（図 2）。すなわち、血流に直接曝露され
ている血栓表面から徐々に血栓を削る作用を示す AD-
AMTS13 は、脳出血を伴わない脳梗塞の治療薬としての
可能性が期待されるが、脳梗塞に対して ADAMTS13 を
応用するための研究は十分ではない。

２．研究目的

ADAMTS13 の K.O. マ ウ ス を 用 い た 研 究 に よ り、
ADAMTS13 が、脳梗塞時に生理作用を発揮し、脳保
護的に働くことを申請者は明らかにしている（Blood. 
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失が、脳梗塞後の炎症関連物質 high-mobility group box1
（HMGB1）を促進すること（Neuropharmacology. 55(8): 
1280-1286, 2008, Stroke. 39(3):951-958, 2008）を見出して
おり、VWF の切断による血栓溶解以外に抗炎症作用に
関わる機序が期待されるため、この知見をもとに AD-
AMTS13 の新たな作用機序の解析を行う。これらの研究
により、本研究の課題である脳梗塞治療への応用を目的
とした ADAMTS13 の病態生理的役割を明らかにする。

115(8):1650-1653,2010）。そこで、ADAMTS13 を治療薬
としてマウスに投与し、MCA 閉塞による脳損傷を抑制
することを確認する。血液凝固の trigger である VWF を
切断する ADAMTS13 が血栓溶解作用を示し、脳梗塞発
症時において生理的役割を果たすことについては、ほと
んど報告されていない。ADAMTS13 を脳梗塞治療薬と
して応用するためには、現在、最も効果が高いとされ
ている t-PA と比較し、優位性を確認することは非常に
重要である（図 2）。また、申請者は、ADAMTS13 の欠

図 1　ADAMTS13 の一次構造
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図 1  A D A M T S 1 3 の 一 次 構 造  
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図 2  血 栓 形 成 に 対 す る A D A M T S 1 3 の 作 用  
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図 2　血栓形成に対する ADAMTS13 の作用
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前に 0.01 ～ 0.5mg/kg と MCA 閉塞 4 時間直後に 0.01 ～
0.1mg/kg を尾静注した。一方、t-PA は MCA 閉塞後 4 時
間後に 10mg/kg を尾静注した。両薬物とも、その 20 時
間後の梗塞巣体積を TTC 染色で評価し、出血量は Im-
age J で測定した。

（3）ADAMTS13 による脳保護作用の本体の探索

ADAMTS13（34-688） タ ン パ ク（0.1mg/kg） お よ び
Thrombospondin type 1（Tsp-1,1.0mg/kg） は、MCA 閉 塞
4 時間直後に尾静注した。また、Tsp-1 は、MCA 閉塞直
前、MCA 閉塞 4 時間直後、2 時間後、4 時間後に尾静注
した。両薬物とも、翌日に梗塞巣体積を TTC 染色で評
価し、出血量は Image J で測定した。

４．研究成果

（1）脳梗塞時における生体内 ADAMTS13 の病態生理学的

役割の解明

MCA を 30min 閉塞した後、24 時間後の梗塞巣体積を
比較したところ、KO マウスは梗塞巣の拡大が進行して

３．研究方法

（1）脳梗塞時における生体内 ADAMTS13 の病態生理学的

役割の解明

遺 伝 子 改 変 し た ADAMTS13KO（KO） マ ウ ス と、
Wild Type（WT）マウスの中大脳動脈（middle cerebral 
arterial : MCA）を 30 分間閉塞し、脳梗塞モデルマウス
を作製した。このマウスの MCA 閉塞後 24 時間後の梗
塞巣体積を TTC 染色により測定した。炎症性マーカー
の HMGB1 抗体を用いて血漿中濃度を測定し、脳梗塞領
域を免疫染色した。
（2）ADAMTS13 の脳梗塞治療効果

体重 25-30g の ddY 系雄性マウス（紀和実験動物研究
所、和歌山）を用いてイソフルラン吸入により麻酔を行
い手術台上に固定した。マウスの頸部中央を切開し、左
側総頸動脈と外頸動脈を結紮した後、総頸動脈を切開し
塞栓子が中大脳動脈（MCA）の起始部に到達するよう
に内頚動脈と外頸動脈の分岐部から内頚動脈を経由し
て 9mm 挿入した。再灌流は、塞栓子を手前に引くこと
により行った。ADAMTS13 タンパクは、MCA 閉塞直
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図 3  A D A M T S 1 3 K O マ ウ ス に お け る 脳 梗 塞 巣  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  A D A M T S 1 3 K O マ ウ ス の 血 漿 中 H M G B 1 濃 度  
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図 4　ADAMTS13KO マウスの血漿中 HMGB1 濃度

図 3　ADAMTS13KO マウスにおける脳梗塞巣



― 117 ―フォン・ブィレブランド因子（von Willebrand factor;VWF）切断酵素を用いた新規脳血管性認知症治療薬の開発

（4）

いることが認められた（図 3）。血漿中の HMGB1 濃度
は、WT マウスでは変化がなく、KO マウスで有意に増
加した（図 4）。また、KO マウスの脳梗塞領域では、神
経細胞が減少し、HMGB1 が濃染された。よって、AD-
AMTS13 が欠損した遺伝子改変マウスが、正常型マウス
に比べて、脳梗塞による脳損傷に対し、脆弱であること
を明らかにし、その原因のひとつに HMGB1 を介した炎
症反応の増悪が関わっていることが分かった。

（2）ADAMTS13 の脳梗塞治療効果

MCA 閉塞から 4 時間後に t-PA を投与した群は、脳出
血を誘発していた。これに対して、ADAMTS13 を投与
した群では、t-PA 投与群のような脳出血の誘発はみられ
なかった。また、ADAMTS13 タンパクは、脳虚血の前
投与（0.1-0.5mg/kg, i.v.）および直後投与（0.1mg/kg, i.v.）
のいずれにおいても、4 時間の MCA 閉塞による脳梗塞
体積を用量依存的に有意に減少させた。また、いずれの
投与時間とも脳出血の増加は見られなかった。しかし，
脳虚血後 2 時間後の投与では改善されなかった。

（3）ADAMTS13 による脳保護作用の本体の探索

ADAMTS13、ADAMTS13（34-688）タンパク（0.1mg/
kg, i.v.）および Tsp-1（1.0mg/kg, i.v.）のいずれも MCA
閉塞直後の投与によって、4 時間の MCA 閉塞による脳
梗塞体積に有意に減少させた。中でも、ADAMTS13（34-
688）タンパクが最も強力な改善作用を示した。さらに、
Tsp-1（1mg/kg, i.v.）は、脳虚血の前投与および 2 時間後
投与のいずれにおいても、4 時間の MCA 閉塞による脳
梗塞体積を有意に減少させた。しかし，脳虚血後 4 時間
後の投与では改善されなかった。いずれも脳出血は見ら
れなかった。

以上の結果から、脳梗塞時、生体内 ADAMTS13 は脳
保護作用を示すことが明らかとなった。また、MCA 閉
塞から 4 時間後の t-PA 投与は、すでに t-PA の治療可能
時間を超えているために、大量の脳出血を誘発させた。
t-PA に対して、ADAMTS13 はその特徴的な血栓溶解様
式から、脳出血の誘発なしに治療効果を発揮したと考え
られる。以上の経緯で、当初の命題であった「ADAMTS13
は、新規脳梗塞予防・治療薬となりうるか」について、

「ADAMTS13 は、脳梗塞の予防・治療に有用である」と
の結果を得た。よって、ADAMTS13 は脳出血のリスク
が少ない新たな血栓溶解剤となりうることを見出した。
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