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研究成果の概要（和文）：脳血管障害は認知障害などの後遺症をもたらし、患者のQOLを著しく低下させる。虚
血により生じる認知機能障害は海馬CA1領域の遅発性神経細胞死に密接に関与しており、血管性認知症の治療・
予防には、この細胞死への対処が必要不可欠である。
環状ホスファチジン酸は、脳に多く存在する生理活性脂質であり、神経系で重要な役割を示すことが明らかにさ
れてきた。本研究においては環状ホスファチジン酸の誘導体を用いてミクログリアやアストロサイトに対する作
用について解析を行った。その結果、環状ホスファチジン酸はミクログリアの炎症を抑制し、アストロサイトの
テネイシンCの発現を上昇させ、神経細胞死を減少させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cerebrovascular disease causes sequelae such as cognitive impairment, and 
significantly reduces the patient's QOL. Cognitive dysfunction caused by ischemia is related to 
delayed neuronal cell death in the hippocampal CA1 region. To suppress neuronal cell death is 
essential for the treatment and prevention of vascular dementia.
Cyclic phosphatidic acid is abundant bioactive lipid in the brain and have been shown to play 
important roles in the nervous system. In this study, we analyzed the effects of cyclic phosphatidic
 acid derivatives, 2ccPA, on microglia and astrocytes. We found that cyclic phosphatidic acid 
suppressed microglial inflammation, and suppressed neuronal cell death by increasing astrocyte 
tenascin-C expression.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 環状ホスファチジン酸　脳血管障害　ミクログリア　アストロサイト　神経細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳血管障害における環状ホスファチジン酸による神経細胞死抑制、炎症抑制の作用機序は解明されていなかっ
た。本研究では、環状ホスファチジン酸の未知受容体同定、ミクログリア、アストロサイトへの作用解明、代謝
物の同定を行った。神経細胞死や炎症を抑制する責任分子の同定することができ、脳血管障害の制御機構の理解
につながった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 脳梗塞を主体とする脳血管障害は、我が国の死因第 4 位であり認知障害などの後遺症は患者
の QOL を著しく低下させる要因の一つである。虚血により生じる認知障害は海馬 CA1 領域の遅
発性神経細胞死に密接に関与しており、血管性認知症の治療・予防には、この細胞死への対処が
必要不可欠である。環状ホスファチジン酸(cyclic phosphatidic acid, cPA)は、脳に多く存在
する生理活性脂質であり、神経系で重要な役割を示すことが明らかにされてきた。特に海馬にお
ける①神経突起伸長の促進と分化の誘導(Fujiwara Y. et al., J Neurochem. 2003)、②一過性
脳虚血処理による海馬 CA1 領域の遅発性神経細胞死の抑制(Gotoh M. et al., Eur. J. Pharm.  
2010)は、cPA が神経ネットワーク形成に重要な因子であり、脳血管障害にも密接な関わりを持
つことを強く示す。さらに我々は、外傷性脳損傷のモデルとして穿刺脳損傷における炎症や修復
に対する cPA の効果を調べ、cPA はミクログリアの活性化と炎症性サイトカインの産生を抑制
し、損傷修復を促進するということを明らかにした(Hashimoto K. et al., Sci. Rep. 2018)。 
 cPA は、構造類似体のリゾホスファチジン酸(lysophosphatidic acid, LPA)をリガンドとする
膜受容体(LPA 受容体は現在までに 6種類報告されている)に作用することがわかっている。しか
し、脳血管障害における cPA による細胞死抑制、炎症抑制の詳細な作用機序は、既知の cPA が作
用する受容体のシグナル経路では説明がつかず、未だ解明されていない。cPA は LPA と LPA 受容
体を共有するが、LPA の生理作用とは対照的な cPA 特有の作用を示す場合がある。これらの事象
から我々は、『脳には cPA の標的タンパク質が存在し、特有の作用を誘導しているのではないか』
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、①cPA 特異的に結合する脳由来のタンパク質を単離・同定し、cPA の脳血管障害
抑制のシグナル経路及び cPA 標的タンパク質の機能を明らかにすること、②cPA のミクログリ
ア、アストロサイトへの生理活性解明、③2ccPA の薬物動態についても解析を行うことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
① cPA 結合型磁性粒子の調製 
cPA の環状リン酸基は、活性に重要な構造であると考えられているが、ホスファターゼ分解を受
けやすいと考えられる、本研究では代謝に安定な誘導体 2carba-cPA(2ccPA)を磁性微粒子に固定
する。 
アジド基とアルキン基のクリック反応を利用して、磁性粒子に 2ccPA を固定し、この 2ccPA 固定
化ビーズを用いてアフィニティー精製を進める。使用する磁性粒子(FG ビーズ)は、分散・可動
性に優れ、単位面積あたりの表面積が大きく、多くのリガンドが固定できる。 
 ミクログリア細胞溶解液からタンパク質画分を調製し、アフィニティー精製により 2ccPA 特
異的に結合するタンパク質の単離・精製を進める。アフィニティー精製により得られた 2ccPA 特
異的結合タンパク質を電気泳動法で分離し、特異的スポットに含まれるタンパク質のアミノ酸
配列を解析し、タンパク質を同定する。2ccPA との特異性は、競合阻害試験や Pull-down assay
で検証する。 
  
② 外傷性脳損傷モデルを用いて 2ccPA のアストロサイトへの作用解明を行う。 
培養したアストロサイトに 2ccPA を添加し、馴化培地を作成する。馴化培地のミクログリアへの
影響、神経細胞への影響について解析する。 
 
③ 2ccPA の薬理学的基礎研究として、体内動態と代謝産物について解析を行う。 
2ccPA を腹腔内投与、経口投与し、経時的に血液を回収し、血液中に含まれる 2ccPA、LPA の量、
2ccPA によって阻害される ATX の活性について測定する。 
 
４．研究成果 
①2ccPA の外傷性脳損傷モデルにおける神経保護的作用について作用機序解明を進めた結果、
2ccPA はミクログリアの炎症を抑制することで神経保護作用を示す可能性が示された
(Hashimoto K. et al., Sci. Rep. 2018)。そこで、本研究では 2ccPA 固定化磁性微粒子をミク
ログリア細胞溶解液と混合し、2ccPA 固定化磁性微粒子に特異的に結合するタンパク質を単離し
た。単離したタンパク質のアミノ酸配列を決定し、2ccPA の標的タンパク質は Adenine 
nucleotide translocase 2(ANT2)であることを同定した。さらに、2ccPA が標的タンパク質 ANT2
と相互作用することにより強酸化剤が引き起こすミクログリアのアポトーシスを抑制すること
を明らかにした(Tsukahara T. et al., Cell. Signal. 2021)。 
  
②2ccPA がミクログリアの炎症を抑制することは示されていたが、アストロサイトへの作用につ



いては不明であった。そこで本研究では 2ccPA のアストロサイトへの影響について解析を行っ
た。その結果、2ccPA はアストロサイトのテネイシン C分泌を促し、テネイシン Cが神経細胞の
生存率を向上させることがわかった(Nakashima M. et al., J. Neuroimmunol. 2021)。また、
2ccPA のミクログリアの炎症抑制作用機序として 2ccPA がアストロサイトに対し、ミクログリア
を抗炎症に分化させるためのシグナル分子の分泌を促していることを明らかにした。(Takei R. 
et al., Neurosci. Lett. 2023) 
 
③ 2ccPA の薬物動態について解析を行った。2ccPA をマウスに腹腔内投与したところ血中の半
減期は 16分であること、投与後 20分以内に脳内に達することを明らかにした(Shimizu Y. et 
al., Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2020)。さらに、2ccPA の経口投与法を開発するた
めに、2ccPA の様々な pH溶液中における安定性を調べ、2ccPA は酸性溶液中で直ちに分解される
ことを明らかにした。そのため、2ccPA を経口投与する場合、胃酸での分解を防ぐため、2ccPA
を腸溶化カプセルに封入することとした。ラットに 2ccPA 含有腸溶化カプセルを経口投与し、血
液中の 2ccPA の量を経時的に測定した。2ccPA は約 2 時間後に血液中で検出され、その後も 10
時間以上にわたり血液中から検出可能であった(Shimizu Y. et al., Prostaglandins Other 
Lipid Mediat. 2020)。2ccPA には LPA 合成酵素 ATX の酵素活性を抑制する作用があるが、経口
投与され、血液中に移行した 2ccPA は血液中の LPA 量を減少させた。 
 酸性条件下における 2ccPA 分解産物の同定を TOF-MS を用いて行った。その結果 2ccPA は加水
分解されることを明らかにした。2ccPA 加水分解物を 2carbaLPA とした。2ccPA は生体内でも
2carbaLPA となることが考えられたため、2ccPA 投与後の血液中に 2carbaLPA が存在するかを調
べた。結果、2carbaLPA は血液中に存在することがわかった。さらに 2carbaLPA の機能として、
ATX 活性を阻害し、LPA 受容体を活性化することが示された。これらの結果は、2ccPA が体内で
2carbaLPA に代謝され、生理活性を持つ可能性を示す。 
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