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研究成果の概要（和文）：

Peroxisome proliferator-activated receptor γ（PPARγ）作動薬であるチアゾリジン誘導

体は、2 型糖尿病治療薬として使用されているが、この他にも多面的効果を持つ。虚血性神経

細胞傷害に対する保護効果も有するが、その機序は明らかではない。本検討では、一過性前脳

虚血モデルを用い、PPARγ作動薬の神経保護効果の機序を検討した。その結果、PPARγは虚血

後主に CA1 神経細胞で発現が亢進し、この作動薬の投与により、Akt/GSK-3βおよび STAT3 経路

の活性化を介し、神経細胞傷害が軽減することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：

Synthetic peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ ) ligands,

thiazolidinediones, are used for the treatment of type 2 diabetes. In addition, they have

pleiotropic effects such as neuroprotective effects against ischemic neuronal injury;

however, the mechanism of neuroprotective effects is still obscure. In this study, we

examined the expression of PPARγ after transient forebrain ischemia, and assessed the

neuroprotective effects of thiazolidinediones in this model. We also studied the effects

of thiazolidinediones on Akt/GSK-3β and STAT3, key pathways of prosurvival signaling

after ischemia. We revealed that PPARγ is upregulated mainly in neurons after ischemia,

and thiazolidinediones have a neuroprotective effects against ischemic neuronal injury

via activation of Akt/GSK-3β and STAT3 pathways.
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１．研究開始当初の背景

Peroxisome Proliferator-activated

Receptor γ（PPARγ）は、脂溶性リガンド

に対する核内受容体スパーファミリーに属

する転写因子であり、標的遺伝子の発現を調

節する。PPARγ の外因性リガンドとして作用

するチアゾリジン誘導体は、血糖低下とアデ

ィポネクチン遺伝子の転写促進によるイン

スリン抵抗性改善の作用を有し、２型糖尿病

薬として用いられている。この PPARγ 作動

薬は２型糖尿病の大規模多施設研究では大

血管病障害の既往を有するハイリスク症例

において、心筋梗塞や脳梗塞の再発を 30～

40％も抑制することが示され、その多面的効

果が注目されている。

動物モデルを用いた脳虚血研究において

も、主にラット一過性中大脳動脈閉塞を用い

て、PPARγ 作動薬の保護効果が報告されてい

る。このような保護効果として、サイトカイ

ンによる炎症反応の抑制や抗酸化酵素であ

る CuZn-SOD の誘導による血流再開後の過酸

化障害の抑制が示唆されているが、十分には

解明されていない。更なる機序解明が、新規

脳梗塞治療の開発に大きく貢献するものと

期待されている。

２．研究の目的

脳虚血後には、様々な情報伝達経路が活性

化されるが、この情報伝達経路には細胞死シ

グナルと細胞生存シグナルが存在し、この両

者のバランスが細胞の運命に大きな影響を

与える。Akt は細胞生存シグナルの中心的役

割をなし、神経栄養因子などの刺激が加わる

と、phosphatidylinositol-3 kinse (PI3K)

によりリン酸化され、活性化した Akt は、

glycogen synthase kinase-3β (GSK3β)な

どのアポトーシス誘導蛋白をリン酸化し、不

活化することにより細胞生存を促進すると

考 え ら れ て い る 。 ま た 、

Janus-kinase(JAK)-signal transducers and

activators of transcription(STAT)経路は

炎症や虚血などの多くの病態に深く関与し、

なかでも STAT3は神経細胞や心筋の細胞保護

機序に関与していることが明らかにされて

いる。

本研究は、PPARγ 作動薬の虚血性神経細胞

傷害に対する保護効果およびその機序を明

らかとすることを目的とする。細胞保護の機

序としては、細胞保護シグナルである Akt 経

路と STAT3 に着眼し、PPARγ作動薬のこれら

経路に及ぼす影響を検討した。

３．研究の方法

（１）Pioglitazone の投与：Pioglitazone

（0.2 mg/kg/day、2 mg/kg/day、20 mg/kg/day）

はメチルセルロースに溶解し、虚血手術 5日

前より断頭日まで一日一度、経口内服させた。

Vehicle 群では、溶媒（メチルセルロース）

のみを内服させた。

（２）一過性前脳虚血モデル：虚血モデルに

は、ラット一過性前脳虚血モデル(Smith モデ

ル)を使用した。脱血により平均動脈血圧を

30-35 mmHgに低下させた状態で両側総頚動脈

を 5分間遮断し、前脳虚血を作成した。

（３）Western blot 解析：虚血 1、8、24、

72、120 時間後に海馬 CA1 領域を摘出し、蛋

白質サンプルを抽出した。30μg のサンプル

を 10% NuPAGE Bis-Tris gel を用いて電気泳

動し、polyvinylidene difluoride 膜へ転写

した。膜はブロッキング後、一次抗体および

二 次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 結 合 抗 体 を

chemiluminescence 法で発光した。Fuji LAS

4000 Lumino Image Analyzer（Fuji Film 社）

で検出した。一次抗体には、抗 PPARγ抗体



（Millipore 社、1:1000）、抗リン酸化 Akt

（Ser473）抗体（Cell Signaling社、1:1000）、

抗 Akt 抗体（Cell Signaling 社、1:1000）、

抗リン酸化 GSK-3β（Ser9）抗体（Cell

Signaling 社、1:1000）、抗 GSK-3β抗体（Cell

Signaling 社、1:1000）、抗リン酸化 STAT3

（Tyr705）抗体（Cell Signaling社、1:1000）、

抗 STAT3 抗体（Cell Signaling 社、1:1000）、

抗β-actin 抗体（Sigma-Aldrich 社、1:5000）

を使用した。

（４）免疫染色：虚血 1、8、24、72、120 時

間後に、4%パラフォルムアルデヒドで灌流固

定後、脳を摘出し、ビブラトームで 50μm 厚

の脳冠状切片を作成した。PPARγと、NeuN ま

たは GFAP との蛍光二重染色を行い、PPARγ

発現の局在を検討した。

（５）虚血性神経細胞死の検討：虚血性細胞

傷害は虚血 120 時間後の切片を TUNEL 染色に

より評価した。虚血 120 時間後に灌流固定し、

パラフィン包埋した。切片をミクロトームで

6μmに薄切し、TUNEL 染色を行い、陽性細胞

をカウントし定量的に解析した。

４．研究成果

（１）虚血後海馬 CA1 領域における PPARγ発

現

Western blot 解析により、海馬 CA1 領域で

のPPARγの発現は虚血後8時間をピークとし

て亢進することが認められた。半定量解析を

行うと、虚血後 1、8 時間での PPARγの発現

は sham 動物に比べ有意差を持って亢進して

いた（n=4, ＊P<0.05）（図１）。

（図１）Western blot による PPARγの脳虚

血後発現解析

免疫染色を行うと、sham 動物の海馬 CA1 領

域では、神経細胞とアストロサイトに PPAR

γの発現を認め、アストロサイトでの発現が

比較的強かった。虚血後 8時間では、神経細

胞での PPARγの発現が亢進していた。虚血

120 時間後では、海馬 CA1 神経細胞での NeuN

の発現は消失し、これら細胞での PPARγの発

現も低不明瞭だった。一方、GFAP の発現亢進

を伴うアストロサイトの活性化を認め、これ

らアストロサイトに PPARγの発現が見られ

た（図２）。

（図２）PPARγ蛍光免疫染色

（２）Pioglitazone 投与の生理学的パラメー

ターへの影響

虚血手術前の血糖値は、vehicle 投与群で

は 187.3±7.8 mg/ml、pioglitazone 20 mg

投与群では 197.0±5.2 mg/ml であり、両群



間に明らかな差を認めなかった。また虚血前

後の動脈血液ガス分析値、平均動脈血圧、ヘ

マトクリット値も両群間での差を認めなか

った。

（３）Pioglitazone 投与の虚血後神経細胞死

への効果

虚血 120 時間後の海馬 CA1 領域の TUNEL 陽

性細胞は、pioglitazone 濃度依存的に減少し

た。Pioglitazone 20 mg 投与群での TUNEL 陽

性細胞数は、vehicle 群に比べ有意差を持っ

て減少していた（n=6, ＊P<0.05）（図３）。

（図３）TUNEL 染色

（４）Pioglitazone 投与の PPARγ発現への

効果

Western blot 解析により pioglitazone 20

mg/day の投与が PPARγ発現へ及ぼす効果を

検討した。Pioglitazone 投与により、虚血後

海馬CA1領域におけるPPARγの発現亢進が僅

かに抑制される傾向を認めたが、vehicle 群

と pioglitazone 投与群間で明らかな有意差

は認めなかった。

（５）Pioglitazone による神経保護効果の機

序

Pioglitazone の神経保護効果の機序を解

明するため、pioglitazone 20mg/day 投与が

Akt、GSK-3β、STAT3 の活性化へ及ぼす影響

を検討した。これら蛋白質の活性化は、

western blot解析によりリン酸化状態を解析

することで検討した（図４）。

①Akt のリン酸化への効果

Vehicle 群では、serine 473 部位での Akt

のリン酸化は虚血 8 時間後に sham に比べて

有意に亢進していた。このリン酸化は

pioglitazone の投与により、虚血 1、8 時間

後の時点で vehicle 投与に比べて有意差を持

って亢進した（n=4, ＊P<0.05）。Akt の発現

は虚血後も差を認めず、 vehicle 群、

pioglitazone 投与群の両群間で差を認めな

かった。

②GSK-3βのリン酸化への効果

Akt の下流に存在する GSK-3βの serine 9

部位でのリン酸化はvehicle群では虚血後8、

24 時間後に亢進していたが、このリン酸化は

虚血後 8 時間の時点で pioglitazone 投与群

で vehicle投与群に比べて有意差を持って亢

進していた（n=4, ＊P<0.05）。GSK-3βの発

現は虚血後も差を認めず、vehicle 群、

pioglitazone 投与群の両群間で差を認めな

かった。

③STAT3 のリン酸化への効果

Tyrosine 705 部位での STAT3 のリン酸化は

vehicle 投与群では虚血 8 時間後に亢進して

いた。同部位での STAT3 のリン酸化は、虚血

8時間後にpioglitazone投与群でvehicle投

与群に比べて有意差を持って亢進していた

（n=4, ＊P<0.05）。STAT3 の発現は虚血後も

差を認めず、vehicle 群、pioglitazone 投与

群の両群間で差を認めなかった。

（図４）Western blot による Akt、GSK-3β、
STAT3 のリン酸化解析



考察

本研究の主たる成果は、虚血後海馬 CA1 領

域で PPARγの発現が亢進し、このアゴニスト

である pioglitazone の投与は、Akt/GSK-3β

経路および STAT3 の活性化を介し、虚血性傷

害に対する神経保護効果を示すことを明ら

かにした点である。

脳虚血後に PPARγの発現が亢進すること

は、これまでにも同様の結果が報告されてお

り我々の結果と一致する。しかしながら、そ

の局在に関しては現在まで一定の見解が得

られていない。Victor らは、中大脳動脈閉塞

24 時間後に神経細胞で PPARγの発現が劇的

に亢進したと報告している（Eur J Neurosci,

2006）。また、Kinouchi らも中大脳動脈閉塞

24 時間後に神経細胞での発現が亢進するこ

とを報告しているが、神経細胞と共に血管内

皮細胞でも発現が亢進したと報告している

（Stroke, 2012）。一方、Lee らは一過性前脳

虚血4-7日後にマイクログリアでのPPARγの

発現が亢進したと報告している（J Neurol

Sci, 2011）。これらの結果からは、虚血後早

期には神経細胞もしくは血管内皮細胞で

PPARγの発現が亢進し、虚血後晩期にはグリ

ア系細胞での発現が亢進する可能性が考え

られる。

今回の検討では、PPARγの発現は虚血 8 時

間後をピークに亢進し、この時点での発現亢

進は CA1 錐体神経細胞で見られたことより、

一過性前脳虚血後の海馬神経細胞傷害にお

いては、神経細胞の PPARγが重要な役割を担

うと推測される。しかしながら、本検討の免

疫染色の結果からは、アストロサイトにおい

ても PPARγの発現が見られており、それぞれ

の細胞内での PPARγの役割に関しては、今後

の更なる検討が必要である。

PPARγ 作動薬の虚血性神経細胞傷害に対

する神経保護メカニズムに関しては、

現在まで様々な報告が見られるが、IL-6、

Nuclear factor-κB、inducible NOS などの

発現を抑制し炎症反応を抑制すること、およ

び抗酸化酵素である CuZn-SOD の誘導により

過酸化障害を抑制することが主なメカニズ

ムとして報告されている。今回の我々の検討

により、Akt/GSK-3βおよび STAT3 の代表的

な二つの細胞生存シグナルの活性化が PPAR

γ作動薬の神経保護メカニズムに関与する

ことが解明された。

PPARγ作動薬の神経細胞保護効果に Aktが

関与することは、in vitro の実験では報告さ

れている。すなわち、PPARγ作動薬は SK-N-SH

細胞を用いた化学的虚血再灌流実験におい

て、細胞保護効果を示し、この効果は Akt リ

ン酸化の亢進を伴ったと報告されている

（Brain Res, 2011）。また、神経細胞—マイ

ク ロ グ リ ア 共 培 養 系 に 対 す る



lipopolysaccharide による細胞傷害は PPAR

γ作動薬により軽減され、これら細胞におけ

るAKtのリン酸化がPPARγ作動薬により亢進

し て い た と 報 告 さ れ て い る （ J

Neuroinflammation, 2008）。このように in

vitro 実験では報告されているものの、in

vivo 脳虚血実験においては PPARγ作動薬の

Akt 活性化は、現在まで報告されておらず、

本検討が初めての報告である。GSK-3βはア

ポトーシス誘導蛋白として知られている。こ

の GSK-3βは活性化 Akt によりリン酸化され

ると、不活性化され、アポトーシスが抑制さ

れる。この Akt/GSK-3β経路は脳虚血に対す

る細胞保護効果があることが報告されてお

り（J Cereb Blood Flow and Metab, 2006）、

本検討での神経細胞保護効果にもこの機序

が関与しているものと思われる。PPARγ作動

薬の Akt活性化機序については十分に解明さ

れていない。脂肪細胞や骨格筋細胞における

PPARγのブドウ糖取り込み亢進には、

phosphatase and tensin homolog deleted

from chromosome 10 (PTEN)の抑制が重要な

役割を果たすと考えられている。この PTEN

は Akt を抑制することが知られており、PPAR

γの投与による PTEN の抑制が Akt の活性化

を促す可能性が推察できるが、PPARγの Akt

活性化機序に関しては今後の更なる検討を

要する。

STAT3 の活性化は、近年非常に注目されて

いる細胞生存シグナルである。虚血性神経傷

害にも関与し、虚血耐性現象における神経保

護作用などで重要な役割を担うことが報告

されている（Brain Res, 2011）。今回の検討

からは、STAT3 の活性化に必須の Tyrosine

705部位のリン酸化が PPARγ投与により亢進

しており、STAT3 の活性化も PPARγ作動薬の

細胞保護機序の一つと考えられる。Kinouchi

らは、卵巣摘出雌性ラット中大脳動脈閉塞モ

デルを用いた検討により、PPARγ投与がリン

酸化 STAT3 の発現を亢進し、梗塞巣の縮小を

きたすことを報告しており、我々の検討結果

と矛盾しない。転写因子である STAT3 の下流

シグナルに関しては、前述の Kinouchi らの

報告では、PPARγ作動薬により発現が亢進し

たPPARγとリン酸化STAT3が複合体を形成し、

Bcl-xLやBcl-2などの抗アポトーシス遺伝子

や MAP-2などの細胞生存遺伝子の転写が促進

したとされている。今後の検討を要するが、

本検討においてもこれらの遺伝子の転写促

進が神経細胞保護に働いた可能性が考えら

れ る 。 STAT3 は granulocyte colony

stimulating factor 、 neuregulin-1 β 、

secretoneruin など様々な因子により活性化

することが知られているが、PPARγ作動薬に

よる STAT3 活性化機序は解明されておらず、

今後の更なる検討が必要である。
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