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研究成果の概要（和文）：非侵襲的な軽い脳卒中（PC)を経験すると、その後の侵襲的な脳卒中に対する強い抵
抗性が獲得され、これは虚血耐性と呼ばれる。虚血耐性の獲得にアストロサイトが必須であること及びその分子
メカニズムを解明した。アストロサイトのP2X7が発現が必要条件であったが、今回、P2X7下流シグナルとして
HIF1aを見出した。通常、HIF1aは、低酸素/PHD2依存的に、神経細胞等で増加する。しかし、アストロサイトに
は、PHD2発現、低酸素によるHIF1a増加、がともに認められなかった。アストロサイトはPC後に、低酸素非依存
的、P2X7依存的にHIF1aを増加させ、虚血耐性を誘導することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：A mild ischemic episode (preconditioning; PC) induces resistance to a 
subsequent severe ischemic injury in the brain. This phenomenon, known as ischemic tolerance, is an 
endogenous process that provides robust neuroprotection. So far there have already been a lot of 
research on ischemic tolerance, but almost all studies were performed from the point of view of 
neurons. We found that astrocytes are essential for the induction of ischemic tolerance, for which 
upregulation of P2X7 receptors is requireide. Here, as a downstream signal, we found that induction 
of HIF1a is essential HIF1a is well-know molecule that controls oxygen homeostasis, and increases in
 response to hypoxia/PHD2 in neurons. Here, we found that unlike neurons, astrocytes increased HIF1a
 in a hypoxia-independent manner but upregulated it in a P2X7 receptor-dependent fashion. Such 
astrocytic HIF1a is long-lasting, and allows astrocytes to produce ischemic tolerance.

研究分野： 神経化学、神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
非侵襲的な軽い脳卒中（プレコンディショニ

ング、PC）を経験すると、その後の侵襲的な

脳卒中に対する強い抵抗性が獲得される。こ

の現象は、虚血耐性と呼ばれ、その非常に強

い脳保護作用から、これまでにも多くの研究

が成されてきた。しかし、ほとんどの研究は、

神経細胞に注目した研究であった。しかし、

脳には、神経細胞の数倍も数の多いグリア細

胞が存在し、脳内環境の変化をいち早く感知

していることが知られている。最近、このグ

リア細胞が脳保護作用を示すこと、過剰な活

性化により逆に神経細胞の障害を引き起こ

すこと、さらに神経細胞の活動を積極的に制

御していること等、脳機能における神経−グ

リア細胞連関の重要性が強く指摘されるよ

うになっている。しかし、虚血耐性獲得にお

けるグリア細胞の役割に関しては殆ど解っ

ていない。 

 

図１ 虚血耐性とアストロサイト P2X7 受容体 

PC 後に虚血耐性が獲得されるが（下段 WT）、P2X7 受容

体欠損マウス（P2X7-KO）では、アストロサイトの活性化は

起こるが（上段）、虚血耐性は消失する（下段、P2X7-KO）。

MCAO に対する傷害の程度は変化しない（中段）。 

 

２．研究の目的 
我々はこれまでに、この虚血耐性の獲得にグ

リア細胞の一種である、アストロサイトが非

常に重要な役割を果たしていることを見出

し、これを「アストロサイト性虚血耐性」と

命名した。さらにその分子メカニズムの解明

を行い、P2X7 受容体が中心的な役割を果た

していることを見出した（図１）。本研究は、

P2X7 受容体刺激から、アストロサイト性虚

血耐性発現に至る分子メカニズムを明らか

にすることを目的とするものである。これら

の解析を通じ、アストロサイト性虚血耐性の

特徴、意義等を併せて議論したい。 
 
３．研究の方法 

虚血耐性モデル：In vivo 虚血耐性は、マウス

の中大脳動脈閉塞（MCAO）モデルを用いた。

PC は 15 分、その後の侵襲的虚血には 60 分

の MCAO を採用した。傷害の程度は、TTC

染色により評価し、各種抗体を用いた免疫組

織学的検討により補完した。 

P2X7 受容体の関与：P2X7 受容体の役割を明

らかとするため、P2X7 受容体欠損マウス、

さらに各種薬理学的な拮抗薬を用いた。 

HIF1α 発現メカニズムの解析：In vivo 実験系

では免疫組織学的解析により、また in vitro

実験系では免疫細胞学的及び western blotting

法による解析により、評価を行った。 

 

４．研究成果 

 

図２ アストロサイトは低酸素で HIF1α を上昇しない 

A. 神経細胞は低酸素で HIF1α を上昇させるがアストロサ

イトは応答しない。B. 培養アストロサイト（A）には PHD2 酵

素が確認出来ない。 

 

Hypoxia inducible factor1 (HIF1は、酸

素恒常性を制御するマスター分子であり、低

酸素時に神経細胞で増加する。神経細胞での

HIF1α 増加は、酸素依存的な HIF1α 分解酵

素である、PHD2 が低酸素時に機能しなくな

るために、HIF1αが蓄積し、これが核内に移

行して種々の脳保護分子の転写を亢進する。

実際、培養神経細胞に低酸素を負荷すると、



HIF1α は増加した（図２A 右）。しかし、培

養アストロサイトに低酸素負荷を行っても、

HIF1αの上昇は全く認められなかった（図２

A 左）。そこで、アストロサイトに PHD２が

あるかどうかを確認したところ、培養アスト

ロサイトには PHD2 の発現は殆ど認められ

なかった（図２B）。 

 

図３ PHD2 発現の細胞種による差異 

線条体PHD2はアストロサイトには殆ど認められず（GS陽性、

上段）、神経細胞（NeuN 陽性、下段）に存在していた。 

 

さらに、免疫組織学的手法により、マウス線

条体アストロサイトの PHD2 の発現を調べ

たところ、やはり PHD2 は in situ アストロ

サイトでも発現は殆ど認められなかった（図

３）。つまり、アストロサイトには(1) PHD2

が発現しておらず、(2)低酸素による PHD2

増加も認められなかったのである。しかし、

脳卒中後には、アストロサイトでも HIF1α

は増加する。つまりアストロサイトは、神経

細胞とは全く異なるメカニズムで HIF1α を

増加させ、虚血耐性を誘導していることが明

らかとなった。 

 

そこで、次にこのアストロサイトに特徴的な

HIF1α 増加の分子メカニズムの解析を行っ

た。PC 後に、P2X7 受容体がアストロサイト

で発現亢進することを既に見出している。そ

こでP2X7受容体とアストロサイトのHIF1α

発現について解析を行った（図４）。 

 

図４ P2X7 受容体依存的 HIF1α 発現 

A. P2X7 受容体アゴニスト BzATP はアストロサイトで HIF1α

を発現させるが神経細胞ではしない。B. 高濃度 ATP（P2X7

受容体刺激）によるアストロサイトの HIF1α 亢進は、P2X7

受容体欠損マウスのアストロサイトでは認められない。 

 

アストロサイトのHIF1α発現は、P2X7 受容

体アゴニストの BzATP で亢進すること（図

4A）、また高濃度 ATP でもアストロサイトの

HIF1α発現は亢進し、これは P2X7 受容体欠

損マウスのアストロサイトでは消失するこ

とを見出した（図４B）。これらの応答は神経

細胞では起きなかった。従って、アストロサ

イトは神経細胞とは異なり、独自のシグナル、

つまり P2X7 受容体発現を亢進させ、本受容

体依存的メカニズムで HIF1α を誘導し、虚

血耐性を引き起こす事が明らかとなった。 

 

神経細胞等の HIF1α 増加は、低酸素により

一過性に PHD2 の活動が抑制された結果に

よる。従って、PC 後に酸素を再度供給 PHD2

の活動が回復すると、直ぐに HIF1α も低下

する、一過性の応答である。しかし、アスト

ロサイトの HIF1α 増大は P2X7 受容体の発

現亢進に完全に依存するので、アストロサイ

トでは、P2X7 受容体発現（図５）とHIF1α

（図６）は非常に良く一致する。PC 後の

P2X7 受容体及びHIF1α発現は、slow-onset

であるが、非常に持続的である（図 5及び６）。

PCによるアストロサイトのHIF1αの発現の

タイムコースも、slow-onset かつ持続的であ



った。同じ HIF1α でも、神経細胞とアスト

ロサイトでは、虚血耐性獲得に対する役割が

全く異なっていた、つまり神経細胞のHIF1α

は虚血耐性獲得と殆ど関係していないのに

対しアストロサイトのそれは虚血耐性に必

須の分子であった。このような違いは、神経

細胞と異なり、アストロサイトは HIF1α を

持続的に亢進させ、HIF1α依存的な神経保護

分子の産生を持続させることに起因してい

るものと考えられた。 

 
図 5 PC 後の P2X7 受容体発現タイムコース 

アストロサイトの P2X7 受容体発現は PC 後３日目から認め

られ少なくとも２週間持続する。 

 

以上、アストロサイトが虚血耐性獲得に必

須であること、またその分子メカニズムを明

らかとした。しかし本研究で用いたような

PC は、非侵襲的ではあるものの直接ヒトに

応用することはできない。したがって、今後

臨床への応用を目指すためには、本研究によ

り見いだした虚血耐性誘導に関連する複数

の標的分子を、PC 以外の方法で制御するス

トラテジーをとる必要がある。そのために、

アストロサイト依存的虚血耐性分子メカニ

ズムの全容解明に向けたさらなる研究が必

要である。しかし、本研究成果は、アストロ

サイトが虚血耐性誘導および脳卒中治療戦

略において、非常にポテンシャルの高い標的

細胞であることを強く示唆するものであり、

虚血耐性研究のマイルストーンの一つに位

置づけることができると考えている。 

 

 
図 6 PC 後の HIF1α 受容体発現タイムコース 

アストロサイトの HIF1α 受容体発現は PC 後３日目から認

められ少なくとも２週間持続する。 
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