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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア脱共役蛋白質uncoupling protein 4（UCP4）は、小脳室頂核（FN）の
電気刺激による脳梗塞の虚血耐性獲得に重要な役割を果たすと考えられている。本研究ではUCP4の発現誘導メカ
ニズムを検討した。UCP4の発現は脳部位によって異なるものの、FN刺激を行うと大脳皮質神経細胞で有意な増加
を示した。またUCP4の発現はカルバコール投与で亢進しアトロピンで抑制されたことから、FN電気刺激によって
コリン作動性神経回路が活性化され大脳皮質に作用しUCP4の発現が誘導されることを明らかにした。UCP4の発現
によって活性酸素の発生が抑えられ細胞死を防ぎ、神経保護に働くと考える。

研究成果の概要（英文）：The mitochondrial uncoupling protein 4 (UCP4) is thought to play an 
important role in acquiring ischemic tolerance in cerebral infarction by electrical stimulation of 
the cerebellar fastigial nucleus (FN). In this study, we elucidated the mechanism of UCP4 expression
 induction. It was suggested that UCP4 expression was significantly increased in cerebral cortical 
neurons by FN stimulation, although the expression of UCP4 varied depending on the brain region. 
UCP4 expression was enhanced by carbachol administration and suppressed by atropine, indicating that
 FN electrical stimulation activates the cholinergic pathway and acts on the cerebral cortex to 
induce UCP4 expression. The expression of UCP4 might suppress the generation of reactive oxygen 
species and prevents cell death, thus contributing to neuroprotection.

研究分野： 脳神経外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
UCP4の役割や機能については一定の見解が得られていないものの、脳梗塞の細胞死を抑制できる可能性だけでは
なく、アルツハイマー病の治療にも関係する可能性が考えられ（アルツハイマー病ではUCP4の発現が低下してい
ることが報告されている）、新たな治療戦略としても期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
ラット中大脳動脈閉塞後に１時間の小脳室頂核（FN）電気刺激を行うと脳梗塞が縮小すること

が報告されている①。またこれまでの研究で、FN 刺激によって大脳に虚血耐性を獲得することが
明らかにされてきた②③。さらにこのとき大脳皮質に、ミトコンドリア脱共役蛋白 uncoupling 
protein 4（UCP4）の発現が亢進しており、UCP4 が FN 電気刺激による虚血耐性獲得に重要な役
割を果たす可能性が示唆されている。 
しかしながら、UCP4 の発現と FN 刺激による虚血耐性の関係やそのメカニズムは不明である。

UCP4 が神経細胞を酸化ストレスから守る可能性は示唆されているものの、UCP4 に関する研究は
少なく、その役割や機能は解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
FN 電気刺激による脳虚血耐性獲得のメカニズム解明に関して、UCP4 の発現メカニズムを明ら

かにする。コリン作動性経路で UCP4 の発現が誘導されるのか、また虚血による細胞死を抑制す
るかどうか、臨床応用に向けた基礎実験として、細胞レベルだけではなく個体レベルでの検証も
行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) FN 電気刺激による UCP4 の発現がコリン作動性経路を介して行われるという仮説を立て、

アセチルコリン受容体の作動薬であるカルバコール（CCh）投与によって UCP4 の発現が誘
導されるか検証した。まず UCP4-tdTomato（UCP4 promote 赤色蛍光タンパク質 tdTomato レ
ポーターベクター）を作製し、tdTomato の赤色蛍光を観察することで UCP4 の発現を評価す
る方法を確立した。培養細胞を用いた実験においては、生後 1日齢 Wistar ラットの初代培
養大脳皮質神経細胞に UCP4-tdTomato をトランスフェクション後 1 µM CCh を投与して、培
養蛍光顕微鏡を用いたタイムラプス撮影を行い UCP4 の発現を観察した。また個体レベルの
検討には、SHR ラット（12 週齢オス）を用いた。ラット脳室にカニュラを設置し、UCP4-
tdTomato をリポフェクション法にて脳室内に投与後、インフュージョンポンプを使用して
脳室内に 10 µM CCh を投与した。その後脳スライスを作製し発現の観察を行った。 
 

(2) UCP4の発現局在を明らかにするため、ラット初代培養大脳皮質細胞を用いて免疫染色を行
った。さらにラットにFN電気刺激を行ったときのUCP4の脳内発現量（大脳皮質、脳幹、中
脳、海馬）をWestern blotによって評価した。 
 

(3) 脳虚血時に細胞代謝にストレスをもたらすものとして酸素濃度の低下が挙げられることか
ら、初代培養大脳皮質神経細胞を用いて低酸素低グルコース負荷（OGD）を行った。酸素濃
度を0.1％～21.0％まで0.1％単位で制御可能なCO2インキュベーターシステムを使用し、ま
た培地内の溶存酸素濃度を制御して、細胞での疑似的な虚血モデルを構築した。1 µM CCh
投与またはmitoKATPチャネル開口薬のジアゾキシド(500 µM)投与によって虚血耐性を獲得す
るかどうか、生存率での評価を行った。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 初代培養大脳皮質神経細胞にCChを投与する

と、UCP4 の発現はコントロール群と比較して
1.4 倍増加した。またアトロピンによってそ
の発現は抑制された（図１）。SHR ラットを
用いた実験においても、脳室内に CCh 投与を
行うと、大脳皮質広範に UCP4 の発現が誘導
され、その発現量はコントロール群に比べて
有意に増加していた。これらの結果より、コ
リナジックな経路で（アセチルコリン受容体
を介して）UCP4 の発現が誘導されることを明
らかにした。 
 

図１. CCh 投与による UCP4 発現 



(2) UCP4は神経細胞に多く発現する（図２）。
UCP4の発現は脳部位によって異なるも
のの、FN刺激を行うことで大脳皮質の
UCP4発現が有意に増加することが示唆
された（FN刺激あり・なしの条件で、大
脳皮質、脳幹、中脳、海馬でのUCP4発現
を観察）。 
 

(3) まず１～６%OGD負荷によって細胞生存
率が低下することを確認した。次に、OGD
負荷の前にCCh投与を行い生存率を評価
したところ、CCh投与の有無による生存
率の有意差は認められなかった。一方、
ジアゾキシド投与後にOGD負荷を与える
と、生存率が68%から76%に有意に増加し
た（図３）。これは虚血時のmitoKATPチャ
ネル開口によって細胞死が抑制される
可能性を示唆している。 

 
以上、FN 電気刺激によってコリン作動性神経
回路が活性化され大脳皮質に作用して UCP4
の発現が誘導されることを明らかにした。
UCP4 の発現によって活性酸素の発生が抑え
られ細胞死を防ぎ、神経保護に働くと考える。 
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図３. OGD 負荷による生存率 

図２. UCP4 の局在 
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