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研究成果の概要（和文）：本研究では脳梗塞の低酸素および酸化ストレスにおけるアストロサイトの役割に注目
し、マウス局所脳虚血モデルを用い解析した。大脳組織切片の免疫染色にて、低酸素ストレスマーカーである
HIF1α発現は脳梗塞発症12時間後に脳梗塞巣周辺にて顕著に増加し、抗酸化ストレス作用のあるGSH発現は脳梗
塞発症72時間後に最大だった。in vivo imagingと免疫染色において酸化ストレスマーカーであるNrf2発現は24
時間後がピークであり、ニューロンとアストロサイトでNrf2は発現していた。以上より、脳梗塞病態には低酸素
ストレスがまず関わり、次いで酸化ストレスが関わり、アストロサイトの関与があることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the role of astrocytes in hypoxia and oxidative
 stress of cerebral infarction, and analyzed it using mouse focal cerebral ischemia model. 
Immunohistochemistry of cerebral tissue sections showed remarkable increased expression of HIF1α, a
 hypoxic stress marker, around the cerebral infarction lesions 12 hours after the cerebral 
infarction, and the highest expression of GSH, antioxidant stress marker, 72 hours after the onset 
of cerebral infarction. In vivo imaging and on immunohistochemical analyses, the expression of Nrf2,
 an oxidative stress marker, peaked after 24 hours, and Nrf2 was expressed in both neurons and 
astrocytes. This study suggested that hypoxic stress was first involved in cerebral infarction, then
 oxidative stress was involved, in which astrocyte acted mainly.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、成人脳においても、種々の障害の後

に神経細胞の再生が生じることが明らかに
なってきた。このことは脳梗塞をはじめとす
る神経疾患の治療に途を開くものとして注
目を集めている。しかし、中枢神経組織では
障害後に神経組織再生を阻害する様々な因
子が発現するため、臨床においては脳梗塞後
に脳組織は脱落し、多くの患者が高度の機能
障害を後遺しているのが現状である。したが
って、これらの疾病の再生治療のためには、
何らかの scaffold（足場）を急性壊死巣に留
置することが必要となる。 
我々はこの点に着目し、bFGF と EGF といっ

た栄養因子を付加した多孔質新規生体材料
ゼ ラ チ ン － GPSM  (3-glycidoxypropyl 
trimethoxysilane)が、神経細胞が障害され
た領域に生着するための scaffold（足場）と
なり得るかどうかを検討し、アストロサイト
を主体とした脳組織が新生することを確認
し報告した(Deguchi K. et al. 2006)。 

しかし、新生組織は量的に限られており、
神経細胞をその組織内に見つけることはで
きなかった。組織再生のためには、新生組織
を産生ならびに維持する血管の再構築なら
びに、新生組織周囲の正常組織とシナプス形
成を介して構造的に結合する一連の流れを、
急性期から慢性期にかけて連続して進める
検討が必要であると考えられた。 
次に我々は、血液脳関門の構造(NVU: 

Neurovascular unit)維持および神経再生に
関する軸索伸長関連因子の発現において、ア
ストロサイトの役割が極めて重要であるこ
とを報告した。臨床で血行再建療法に用いら
れている tissue plasminogen activator 
(tPA)は、アストロサイトを障害することに
より NVU の血管内皮やペリサイト(血管周囲
細胞)からの解離を促し、軸索伸長関連因子
や、神経栄養因子の発現を阻害すること、一
方で、フリーラジカルスカベンジャーの
edaravone はアストロサイトを保護すること
により、血管内皮やペリサイトからの解離を

抑制し、軸索伸長関連因子や、神経栄養因子
の発現を促進することを明らかとした
(Deguchi K et al. 2012、Deguchi K et al. 
2014)。 

また、アルツハイマーモデルマウスにおい
て、老人斑の近傍の NVU は、血管内皮からア
ストロサイトが解離し構造が破綻している
所見が有意に目立つこと (Kurata T, Ohta Y 
et al. 2011)、さらに、脳梗塞モデルラット
を長期に経過観察すると、アミロイドβ、リ
ン酸化タウが脳内に沈着し、経時的に増加す
ることを明らかとした。（Kurata T, Deguchi 
K et al. 2014） 

 
２．研究の目的 
本研究では、急性期から慢性期の脳梗塞病

変において、アストロサイトに作用する薬物
介入を通じて、有効な脳組織保護療法、アル
ツハイマー病理の促進予防治療、脳組織再生
療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
11-13 週齢の OKD48 マウスの頸動脈よりナ

イロン糸を挿入し、中大脳動脈起始部を閉塞
する(middle cerebral artery occlusion: 
MCAO)マウス局所脳虚血モデルを作成した。
このモデルにおいては、閉塞側の中大脳動脈
灌流領域の大脳皮質および基底核に梗塞巣
が形成される。 
OKD48 マウスは酸化ストレスが発現すると

内在性抗酸化ストレスマーカーである
Nuclear factor erythroid 2-related factor 
2 （Nrf2）の発現が増加することでルシフェ



ラーゼ発光する遺伝子組み換えマウスであ
り、in vivo イメージングで脳虚血による酸
化ストレスを観察することが可能である。 
マウスの頸動脈よりナイロン糸を挿入し、

45 分間中大脳動脈起始部を閉塞し、閉塞側の
中大脳動脈領域の大脳皮質と基底核に脳梗
塞巣の作成を行い、脳虚血 12 時間後、24 時
間後、72 時間後、7日後の大脳凍結切片を作
成した。 
脳梗塞巣の体積確認のため大脳凍結切片

の Nissl 染色を行った。次に脳梗塞周辺のア
ストロサイトの病態関与を解析するため、免
疫染色により、低酸素ストレスマーカーであ
るhypoxia-inducible factor-1α（HIF1α)、
抗酸化ストレス作用のある Glutathione 
(GSH)の発現変化を解析した。 
さらに脳梗塞における酸化ストレス発現

の解析のために in vivo imaging による酸化
ストレスマーカーである Nrf2 発現観察を行
った。発現解析には IVIS を用い、観察 15 分
前に D-Luciferin を投与することで、Nrf2 の
発現をルシフェラーゼ発光として解析する
ことが可能である。さらに Nrf2 発現変化を
組織学的に解析するために、大脳凍結切片を
用い、Nrf2 の免疫染色を行った。さらに細胞
の種類による Nrf2 発現を確認するために、
ニューロンのマーカーである Neuronal 
nuclei（NeuN）、アストロサイトのマーカー
である Glia Fibrillary Acidic Protein
（GFAP）にたいする面積染色も行った。 
 
４．研究成果 
まず、11-13 週齢の OKD48 マウスの頸動脈

よりナイロン糸を挿入し、中大脳動脈起始部
を閉塞するマウス局所脳虚血モデル（MCAO モ
デルマウス）作成を行い、閉塞側の中大脳動
脈灌流領域の大脳皮質および基底核に梗塞
巣が安定して形成されるかを確認した。ナイ
ロン糸による 45 分間の中大脳動脈閉塞後に
ナイロン糸を引き抜き再灌流させ、脳虚血 12
時間後、24 時間後、72 時間後、7日後の大脳
凍結切片を Nissl 染色したところ、野生型マ
ウスと比較して、脳梗塞巣の大きさに変化が
なかった。よって、OKD48マウスにおけるMCAO
モデルを確立した。 
次に OKD48 マウス MCAO モデルの大脳凍結

切片に対する免疫染色により、低酸素ストレ
スマーカーである HIF1α、抗酸化ストレス作
用のある GSH 発現解析を行ったところ、HIF1
α発現は脳梗塞発症 12 時間後に脳梗塞巣周
辺にて顕著に増加し、24 時間後に最大となり、
以後低下傾向となった。一方、GSH 発現は脳
梗塞発症 12 時間後より脳梗塞巣周辺にて増
加傾向となり、72 時間後に最大となり、以後
低下傾向となった。以上より、脳梗塞病態に
は低酸素ストレスがまず関わり、次いで酸化
ストレスが関わることが判明した。このよう
な脳梗塞発症後の時間経過による HIF1αと
GST 発現変化の詳細な解析の報告はわずかで
あり、かつ低酸素ストレスと酸化ストレスの

時間経過による発現の比較を行った報告は
今までなされていない。今後の新規脳梗塞治
療開発に繋がりうる、世界的にみて非常にイ
ンパクトのある成果であり、論文報告を行っ
た（Li Q, Ohta Y, et al. 2016）。 
最後に in vivo imaging による酸化ストレ

スのマーカーである Nrf2 発現解析を、同じ
OKD48マウスMCAOモデルに対して行ったとこ
ろ、Nrf2 発現は脳梗塞発症 24 時間後がピー
クであった。in vivo imaging による Nrf2
発現のピークについては、OKD48 マウス MCAO
モデルの大脳凍結切片に対する免疫染色に
よる Nrf2 発現解析でも確認された。さらに
免疫染色による組織学的解析で、Nrf2 とニュ
ーロンのマーカーである NeuN、またはアスト
ロサイトのマーカーである GFAP と二重染色
を行ったところ、ニューロンとアストロサイ
トの両者において Nrf2 は発現していた。こ
の研究成果は、in vivo imaging と組織解析
を組み合わせた非常にユニークな研究から
うまれており、将来的に新規の脳梗塞画像検
査につながりうる画期的な成果と言え、論文
報告を行った（Nakano Y, Ohta Y, et al. 
2017）。 
以上より、脳梗塞病態には低酸素ストレス

がまず関わり、次いで酸化ストレスが関わる
が、そこにアストロサイトが深く関与してい
ることが判明した。 
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