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研究成果の概要（和文）：本研究では、新生仔ラットより調整した大脳皮質組織切片培養系を応用した新規in 
vitro脳血管構造評価系を確立し、Na+, K+-ATPase機能阻害による脳血管構造傷害機序の解析を行った。主な成
果として、Na+, K+-ATPase阻害により血管内皮細胞は傷害を受けるが、ペリサイトは影響を受けない事、
PI3-kinase/Aktシグナルの活性化が内因性の細胞保護シグナルとして働く事を見出した。さらに、本研究を展開
させて神経細胞傷害機序の解析にも着手し、ミクログリアおよびアストロサイトの活性化が、Na+, K+-ATPase阻
害による血管内皮細胞傷害および神経細胞傷害に関与する事を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I established novel in vitro model to evaluate the 
degeneration mechanism of cerebrovascular unit. I prepared brain slices containing prefrontal cortex
 region from neonatal rats, and treated ouabain, an inhibitor of Na+, K+-ATPase. Treatment with 
ouabain induced degeneration of cerebrovascular endothelial cells, but not pericytes. For the 
protective mechanism of cerebrovascular endothelial cells and pericytes, I found that activation of 
PI-3kinase/Akt signaling pathway plays an endogenous protective mechanism against Na+, K+-ATPase 
dysfunction. Furthermore, I found that treatment with ouabain induces neuronal cell death and 
activates glial cells. These results suggest that activation of microglia and astrocytes causes 
degeneration of cerebrovascular endothelial cells and neurons in the prefrontal cortex region. These
 abnormalities may contribute to the pathophysiology of several psychiatric disorders including 
bipolar disorder.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
様々な脳病態発症において、脳内の活性酸素

種 (Reactive oxygen species; ROS) の過剰産

生が関与することが報告されている。その強

力な細胞障害作用から、これまでの研究では

ROS による病態悪化メカニズムが着目され

てきたが、近年、細胞内シグナルを伝達する

ROSの新規作用も明らかとなり、この作用を

担うセカンドメッセンジャーとして

8-nitro-cGMPが発見された。8-nitro-cGMPは, 

ROS と一酸化窒素 (nitric oxide; NO) により

生成するニトロ化環状ヌクレオチドであり, 

特定のタンパク質のシステイン残基に cGMP

構造を付加するタンパク質翻訳後修飾であ

る“S-グアニル化”により細胞の代謝機能等を

制御する (Sawa T. et al., Nat Chem Biol, 2007)。

研究代表者はこれまでに、脳血流量が減少す

るような病態時に脳内で 8-nitro-cGMPの産生

が亢進することを見出したが、精神疾患発症

における 8-nitro-cGMPの役割は世界的にも研

究が行われていない。さらに近年、双極性障

害をはじめとする様々な精神疾患患者にお

いて脳血流障害が認められることが明らか

となってきたが、その分子基盤は未だ明らか

ではない。 

 
２．研究の目的 
「神経-血管相互作用」の観点から、脳血流の

恒常性維持機構の破綻が双極性障害の発症

機序として着目されている。また、双極性障

害患者の脳内、特に前頭前野領域の Na+, 

K+-ATPase 活性が低下していることも報告さ

れているが、脳血管構造の破綻という側面か

ら双極性障害発症機序を解析した研究は存

在しない。本研究では、前頭前野領域を含む

脳組織培養の新規実験系を確立し、Na+, 

K+-ATPase 機能を薬理学的に阻害した際の脳

血管構造傷害機序を明らかにすることを目

的として研究を行った。加えて、神経細胞や

グリア細胞の活性化状態も解析し、「神経-血

管-グリア相互作用」の関与についても詳細な

解析を行った。 
 
３．研究の方法 
生後 2-3日齢のWistar系ラットより全脳を摘

出し、前頭前野領域を含む厚さ 350 µm の冠

状切片を作製した。脳組織切片は多孔質膜上

で 5 日間培養  (34 °C、5% CO2) し、Na+, 

K+-ATPase 阻害薬である Ouabain を処置した

後に免疫組織化学を行い、脳血管構造、神経

細胞、グリア細胞等の活性化状態を解析した。

脳血管構造マーカーとして、RECA-1 (血管内

皮細胞)、PDGFRβ (ペリサイト) を用いた。

神経細胞マーカーとして、NeuNおよびMAP2

を用いた。グリア細胞の評価には、ミクログ

リアマーカーである Iba1、アストロサイトマ

ーカーであるGFAPを用いた。さらにWestern 

blot 法により、諸種タンパク質発現量変化や

S-グアニル化修飾レベルの変化を解析した。 
	 
４．研究成果	 

1) 血管構造変化に対する Na+, K+-ATPase

機能低下の影響  

 

脳組織培養切片を観察したところ、血管内皮

細胞 (RECA-1 陽性細胞) の周囲をペリサイ

ト (PDGFRβ 陽性細胞) が囲んでいることが

明らかとなった。培養切片に対して Na+, 

K+-ATPaseの阻害薬である Ouabain (1- 10 μ

M) を処置したところ、処置濃度および時間

依存的に RECA-1陽性細胞の断片化が観察さ

れ、陽性面積が減少した。さらに Ouabainは

Bcl-2 発現量を減少させた一方で Bax 発現量

を増加させた。加えて、Ouabain処置 24時間

後の RECA-1 陽性細胞において cleaved 

caspase-3発現が認められた。非常に興味深い

ことに、Ouabainは PDGFRβ陽性細胞形態お
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よび陽性面積には影響を与えなかった。これ

らの結果から、Na+, K+-ATPase機能低下は血

管内皮細胞のアポトーシスを誘導するが、血

管内皮細胞を取り囲んでいるペリサイトに

は影響を与えないことが示唆された。 

	 続いて、Na+, K+-ATPase機能低下により血

管内皮細胞傷害が誘導されるメカニズムに

ついて薬理学的な解析を行った。その結果、

PI3 kinase阻害薬である LY294002が Ouabain

による血管内皮細胞傷害を悪化させた一方

で、GSK3β阻害薬である炭酸リチウムは血管

内皮細胞を保護することが明らかとなった。

さらに、IP3受容体阻害薬である xestospongin 

C が血管内皮細胞を保護した一方で、Na+, 

Ca2+-exchanger 阻害薬である SEA04000 は

Ouabain による血管内皮細胞傷害に影響を与

えなかった。以上の結果から、Na+, K+-ATPase

の機能低下は血管内皮細胞傷害を誘導し、そ

のメカニズムに小胞体からの Ca2+流出と

GSK3β シグナルの活性化が関与することが

示唆された  (Kurauchi Y. et al., Brain Res., 

2016)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) 神経細胞傷害に対する Na+, K+-ATPase

機能低下の影響  

本実験モデルを用いて、Na+, K+-ATPase機能

低下が神経細胞に与える影響について検討

した。Ouabainは処置時間依存的に PI陽性か

つ NeuN 陽性の細胞の割合を増加させたこと

から、Na+, K+-ATPase機能低下は前頭前野領

域の神経細胞死を誘導することが明らかと

なった。興味深いことに、Ouabain による神

経細胞死は NMDA 受容体阻害薬である

MK-801 あるいは D-AP5、細胞外 Ca2+キレー

ト剤である EGTA、CaMKII 阻害薬である

KN-93、IP3受容体阻害薬である xestospongin 

Cによって抑制された。さらに、GSK3β阻害

薬である炭酸リチウムも神経細胞死を抑止

した。これらの結果から、NMDA受容体を介

した細胞内へのCa2+流入および小胞体からの

Ca2+流出による CaMKII の活性化や、GSK3β

シグナルの活性化がNa+, K+-ATPase機能低下

による神経細胞死のメカニズムであること

が示唆された。 

3) グリア細胞の活性化および新規レドッ

クスシグナル系に対する Na+, K+-ATPase

機能低下の影響  

グリア細胞の活性化状態の変化が、Na+, 

K+-ATPase 機能低下による血管傷害および神

経細胞死に関与するか検討した。培養切片に

対して Ouabainを処置したところ、アストロ

サイトマーカーである GFAP陽性細胞の占有

面積は時間依存的に減少した一方で、ミクロ

グリアマーカーである Iba1 陽性細胞数は時

間依存的に増加した。また、新規レドックス

シグナル関連分子に着目して解析した結果、

Ouabain は主にミクログリアにおいて

8-nitro-cGMP 産生レベルを亢進させた。一部

のアストロサイトにおいても 8-nitro-cGMP発

現を確認した。8-Nitro-cGMPによるタンパク

質翻訳後修飾である S-グアニル化レベルの

変化についても解析した結果、Ouabain 処置

後の培養組織切片では、S-グアニル化レベル
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が亢進するタンパク質と低下するタンパク

質が存在することが明らかとなった。興味深

いことに、非選択的な NOS 阻害薬である

L-NAME、iNOS選択的阻害薬である 1400W、

可溶性グアニル酸シクラーゼ (sGC) 阻害薬

である ODQ、PKG阻害薬である KT5823が、

Ouabain による血管内皮細胞傷害および神経

細胞死を抑制した。また、8-nitro-cGMP の処

置、活性酸素消去剤である NAC の処置も血

管内皮細胞および神経細胞を保護した。以上

の結果から、Na+, K+-ATPase機能低下による

血管傷害および神経細胞死にはグリア細胞

の活性化状態の破綻が関与し、iNOS を介し

た NO/cGMP/PKG シグナルの活性化や活性

酸素産生亢進が関与することが示唆された。 
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