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研究成果の概要（和文）：鉄は生体応答を支える種々のタンパク質の必須成分である．同時に酸化ストレスの原
因となる元素でもある．虚血再灌流など酸素濃度が急激に変化する環境下では，細胞内鉄代謝が撹乱され，鉄依
存性細胞死(フェロトーシス)が生じることがあり注目されている．脳梗塞では超急性期再灌流療法が確立した．
血栓除去にもかかわらず，有効な再灌流が生じないno-reflowや傷害悪化を認める症例が存在しフェロトーシス
の関与が示唆される．本研究成果により，脳虚血再灌流の病態では神経系細胞よりも細小血管ペリサイトがフェ
ロトーシスを生じやすいこと，機能回復促進の側面からペリサイトのフェロトーシス抑制が治療標的となること
を報告した．

研究成果の概要（英文）：Iron is an essential element requiring various biological responses and 
causing oxidative stress. Under conditions that oxygen concentrations are rapidly changed, such as 
ischemia-reperfusion, disturbed intracellular metabolism of iron can cause ferroptosis, an 
iron-dependent cell death, in some cell types. Reperfusion therapy is established in acute ischemic 
stroke in human. Nevertheless, no-reflow phenomenon or worsening of damages can occasionally be 
found even following successful reperfusion. In this study, we have demonstrated that microvascular 
pericytes, rather than neuronal cells, are more susceptible for ferroptosis in acute ischemic stroke
 accompanied by reperfusion and that inhibition of pericyte ferroptosis can be a therapeutic target 
in terms of post-stroke functional recovery.

研究分野： 脳血管障害

キーワード： 脳梗塞　虚血再灌流　ペリサイト　フェロトーシス　組織修復　神経機能回復　鉄

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞は日本人の代表的国民病である．超急性期における血栓溶解薬投与やカテーテル治療による再灌流療法が
確立したが，その恩恵を受ける患者は10%に満たない．他方，リハビリテーション治療を除き神経機能回復を促
進する治療は未だ存在しない．脳梗塞直後の神経保護療法は再灌流療法抜きに無効であることが証明されたが，
治療開始に時間的余裕のある機能回復促進療法は，種々の臨床疫学研究，基礎研究の成果からも有望であると考
えられる．疾病重症度やその頻度を考えると機能回復促進療法の開発は急務である．脳梗塞後に生じる内因性機
能回復機構を明らかにするとともに，その標的細胞を明確にした点で本成果は意義あるものと考えている．

※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 
脳梗塞は日本人における代表的国民病の一つである。rt-PA 静注や血管内カテーテル血栓除去

による再灌流療法の確立により急性期脳梗塞治療は近年飛躍的な進歩を遂げたが、その恩恵を
受けることができる患者は全脳梗塞患者の 10%に満たない。加えて、閉塞血管に対する再開通
療法が成功したにもかかわらず、末梢領域までの再灌流が生じない「No-reflow 現象」を認める
症例や、再灌流が生じたにもかかわらず「虚血再灌流障害」によって脳梗塞発生を抑制できない
症例が少なからず存在する。再灌流療法をより有効なものとするためには「虚血再灌流障害」を
熟知し、最小限度にとどめる術を知る必要がある。「虚血再灌流障害」を生じる原因として「酸
化ストレス」が知られる。しかし「酸化ストレス」に対する脆弱性は細胞ごとに異なっており、
脳における再灌流障害においても、どの細胞がどのような機序で「酸化ストレス」によって傷害
を受けるか、については不明な点が多い。 
我々はマウスを用いて、脳梗塞の発生と機能回復に至る分子細胞機序について継続的に検討

を行っている。健常状態において脳軟膜動脈を介した側副血行のほとんど存在しない CB17 系
統マウスを用いて、中大脳動脈の永久閉塞もしくは虚血(=血管閉塞)時間を違えた一過性閉塞・
再灌流を行うことによって、脳梗塞発生過程やその病理について検討してきた 1)。この系統のマ
ウスでは、60 分以上中大脳動脈を閉塞させると再灌流を行っても 24 時間後には永久閉塞と同
等に灌流域全体に脳梗塞が発生した。梗塞内部組織を詳細に観察すると、60 分の中大脳動脈閉
塞では梗塞内部の血管構築はほぼ正常であったが、虚血時間が 90 分, 150 分、240 分と長くなる
に従い、内皮細胞周囲のペリサイトが脱落し、永久閉塞の場合にはペリサイトはほぼ消失してい
た。内皮細胞周囲におけるペリサイトの存在は、血液脳関門の構造維持のみならず、有効な脳血
流発生に不可欠である。つまり、血栓除去による再灌流が成功した時点においてペリサイトが傷
害を受けていると有効な脳血流が生じず No-reflow 現象の原因となる場合がある。また、脳梗塞
が発生した際に、内皮細胞周囲におけるペリサイトの残存が、亜急性期以降の組織修復や機能回
復に重要な役割を果たすことを我々は報告してきた 1-3)。つまり、虚血再灌流時に生じうるペリ
サイトの機能障害・細胞死を抑制することができれば、脳梗塞の縮小化させるのみならず、機能
回復を促進できる可能性がある。 
 脳虚血により細胞死が生じた際、死細胞から周囲の細胞にとって傷害の原因となりうる様々
な物質が放出される。例えば、神経系細胞のうち虚血に最も脆弱な細胞はオリゴデンドロサイト
であるが、オリゴデンドロサイトからは酸化ストレスの原因となるコレステロールや鉄(Fe2+)が
放出される。通常これらはミクログリアやマクロファージによって除去されるが、梗塞深部では
その処理に時間を要するため、除去されるまでの間に生じうる傷害を最小限に留めることが重
要になる 3, 4)。 
細胞死の生じ方に、アポトーシス・ネクローシスのみならず様々な形態があることが近年明ら

かになってきた。また生体内における種々の鉄代謝制御タンパク質が明らかになるに従い、鉄に
よる脂質過酸化によって細胞膜が破綻し細胞死を生じるフェロトーシスに注目が集まっている。
脳虚血再灌流時、梗塞巣内においては一部の細胞が生存しながら、その近傍では死細胞からコレ
ステロールや鉄が放出されるといった現象が生じるため、フェロトーシスによる二次組織傷害
が生じる可能性があり、治療標的となりうるのではないかとの作業仮説を構築した。 
 
２．研究の目的 
脳虚血再灌流時に生じうる組織傷害にフェロトーシスが関与しうるか？関与するのであれば

どの細胞の傷害が主体となるか？脳虚血再灌流に伴い生じる脳傷害やその後の組織修復をフェ
ロトーシス阻害によって軽減・促進することはできないか？という点について明らかにする。 
(1) フェロトーシス阻害により虚血再灌流に伴う脳梗塞の発生はそもそも軽減・抑制できるの
か？脳梗塞が生じる際、血管系細胞よりも先に神経系細胞の細胞死が生じる。仮に神経系細胞死
を抑制することができなくとも、神経系細胞から逸脱する鉄によって、血管系細胞のフェロトー
シスが生じることはないだろうか？脳梗塞発生時、血管系細胞の中ではペリサイトが細胞死に
陥りやすく、その生存は組織修復・機能回復の重要な規定因子となる 1)。フェロトーシス阻害に
よってペリサイトの生存を促し、組織修復・機能回復を促進することはできないだろうか？ 
(2) 内皮細胞よりもペリサイトにおいてフェロトーシスが生じやすいのであれば、その原因は何
か？両者における鉄代謝関連分子の発現やフェロトーシス感受性に差はないか？について検討
する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス脳梗塞モデル 
CB17 系統マウスを用いて中大脳動脈一過性閉塞による脳梗塞を作製する。CB17 系統マウスは軟
膜動脈間吻合が極めて脆弱なマウス系統であり、中大脳動脈閉塞時に側副血行による血流供給
が生じないため虚血再灌流障害の評価に適したマウスである。CB17 系統マウスでは 60 分以上の
中大脳動脈閉塞により灌流全域に永久閉塞した場合と同等の脳梗塞が生じる 1)。血管閉塞時間が



長くなれば、脳梗塞内部における細小血管ペリサイトの生存率が低下すること、梗塞内部のペリ
サイト生存率はその後の血流回復および組織修復と正の相関を示し良好な機能回復につながる
ことを明らかにしている 1)。本研究課題では脳梗塞内部にペリサイト細胞死が観察される 90 分
の脳虚血再灌流を脳梗塞のモデルとして選択した。フェロトーシス阻害薬である UAMC-3203 を
脳梗塞作製 1日前より腹腔内に連日投与(2.5 μmol/体重(kg))して、day 1-3-7 における梗塞サ
イズや梗塞内部の病理組織変化を免疫染色にて検討した．脳梗塞サイズは MAP2 染色、内皮細胞
の残存はコラーゲン type IV, ペリサイトの残存は CD13 による免疫組織染色により評価した。
梗塞内部における分子の発現は、梗塞組織から調整したホモジネートを用いて Immunoblot や
mRNA の qPCR で定量評価した。またマウスの運動機能は、rotarod test、cylinder test により
評価した。 
(2)培養脳血管ペリサイトおよび内皮細胞を用いて、SYTOX green の取り込みにより細胞膜障害
による細胞死(フェロトーシス)を評価した．代表的なフェロトーシス誘導物質である RSL3 によ
り、内皮細胞ならびにペリサイトのフェロトーシスが誘導されるか、また、その阻害薬 UAMC-3203 
(1 µM)により細胞死が抑制されるかを検討した。またアポトーシス阻害薬 Z-VAD FMK(50 µM)、
ネクロプトーシス阻害薬 necrostatin (10 µM)を対照コントロールとして用いた。梗塞巣内にお
ける鉄の流出を想定して、二価鉄(Fe2+)、三価鉄(Fe3+)、ならびに transferrin を培養細胞に投
与しそれらの直接効果についても検討した。脳虚血を模倣する細胞環境として短時間の無酸素・
無グルコース(oxygen-glucose depletion, OGD)処理を行った。また、鉄代謝に関わる分子群
(Transferrin receptor(TfR)、Divalent metal transporter-1(DMT1)、Ferroportin、Ferritin 
H および L、ならびに GPX4)の発現量を real-time PCR で評価した。 
 
４．研究成果 
(1)CB17 系統マウスにフェロトーシス阻害薬 UAMC-3203 を腹腔内前投与した後、中大脳動脈閉塞
(90 分)・再灌流により脳梗塞を作製した。MAP2 染色で評価した梗塞サイズは、UAMC-3203 非投
与群に比し day 1, 3 では有意差を認めず、フェロトーシス阻害では虚血再灌流による脳梗塞の
発生を抑制できない可能性が示唆された。一方、day 7 においては UAMC-3203 投与群において梗
塞サイズの有意な縮小化を認めた。COL IV で評価した残存内皮細胞・基底膜に両者間で有意差
を認めなかったが、CD13 陽性細胞数および脳梗塞ホモジネートで評価した梗塞内部におけるペ
リサイト残存数は day 1, 3 ともに UAMC-3203 投与群で有意に多く，UAMC-3203 によるペリサイ
ト細胞死の抑制が示唆された．つまり虚血再灌流によって生じる脳梗塞の内部において、ペリサ
イトのフェロトーシスが生じていることが示唆されるとともに、フェロトーシス阻害によりペ
リサイトの生存率が上昇し、その後の組織修復(=day 7 での梗塞巣の縮小化)が促進されている
可能性が示唆された。 
(2)脳梗塞を伴う虚血再灌流病態において、ペリサイト特異的なフェロトーシスの発生が示唆さ
れたため、培養内皮細胞およびペリサイトを用いてフェロトーシス感受性に関する検討を行な
った。抗酸化タンパク質 GPX4 の阻害剤である RSL3(0.1-10μM)を培養ペリサイトに投与すると
用量依存性に細胞死が生じ、この細胞死は UAMC-3203(1μM)によってほぼ完全に抑制された。ま
た RSL3 投与はペリサイトにおけるマロンジアルデヒド(脂質過酸化物)の細胞内蓄積を誘導した。
一方 RSL3 によって誘導されるペリサイトの細胞死は、アポトーシス阻害剤やネクロプトーシス
阻害剤では抑制されなかった。他方、RSL3 投与では内皮細胞の細胞死は生じなかったことから、
ペリサイトは内皮細胞に比しフェロトーシスを生じやすい細胞である可能性が示唆された。次
に、培養ペリサイト対して、二価鉄、三価鉄、もしくは、トランスフェリンを細胞外から投与し
フェロトーシス発生の有無を検討した。二価鉄投与を行った場合にのみ、ペリサイトにおける細
胞内遊離二価鉄の蓄積、細胞死が観察された。さらにペリサイトに一過性 OGD 処置を行うと GPX4
の発現が減少し、二価鉄投与による遊離二価鉄の蓄積，細胞死がより高度となった。 
 内皮細胞よりもペリサイトにおいてフェロトーシスを生じやすい理由を明らかにするために、
両細胞間の鉄代謝関連分子の発現差について検討した。ペリサイトは内皮細胞に比し、二価鉄を
取り込むトランスポーターである DMT1 の発現が有意に高く、細胞内からの鉄排出に関わる
ferroportin の発現が有意に低いことが明らかになった。さらに OGD によりペリサイトにおける
DMT1 の発現は増加、Ferroportin の発現は有意に減少した。このことより脳梗塞内において二価
鉄の蓄積が生じると、ペリサイトは二価鉄を細胞内に取り込みフェロトーシスを生じやすい状
態となりやすいことが示唆された。 
(3)90 分の脳虚血再灌流により脳梗塞を作製し FerroOrange(二価鉄検出試薬)で免疫染色を行う
と、梗塞領域に一致して二価鉄の蓄積が観察された。脳より作製したミエリンデブリスに二価鉄
が豊富に含まれていることを確認し、ミエリンデブリスをペリサイトに投与すると細胞死が観
察され、UAMC-3203 を前投与しておくとこの細胞死が抑制されることを確認した。 
(4)フォロトーシス阻害薬により組織修復改善が期待されたこともあり、並行した運動機能改善
効果を期待したが、本研究課題では残念ながら有意な機能改善を示すことはできなかった。90 分
脳虚血再灌流マウスの運動機能回復は比較的良好であるため、今回用いた運動機能評価法では
機能回復の是非を識別するのに十分ではなかったと判断した。 
 



・成果のまとめ 
脳虚血再灌流においてひとたび脳梗塞が発生すると、梗塞内部では神経系細胞(とくにオリゴデ
ンドロサイト)から流失した二価鉄によりペリサイトのフェロトーシスが誘発される可能性が示
唆された。ペリサイトは内皮細胞に比べて細胞内に鉄を蓄積させやすい性質を有しており、虚血
刺激によりさらに鉄の取り込みを増加させる可能性が示唆された。このため再灌流が生じた際、
細胞内過剰鉄によって酸化ストレス・フェロトーシスを発生させ易くなるものと判断した。脳梗
塞内部におけるペリサイト残存は血流回復を介した組織修復および機能回復に重要な役割を果
たすため、ペリサイトにおけるフェロトーシスの回避は虚血再灌流傷害における脳機能回復を
促進できる可能性があると考えられた。 
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