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研究成果の概要（和文）： 

脳血管障害は死因の第3 位、患者数は第3 位を占め、その治療法の開発は急務である。2005 年

より脳梗塞発症の急性期3 時間以内にt-PA 静注療法が開始されたが、脳血流の再灌流に対する

神経細胞のストレス応答機構は明らかでない。我々の研究グループは、ラット中大脳動脈閉塞・

再灌流モデルのPenumbra 領域の神経細胞にMKP-1(MAP kinase phosphatase-1)が誘導されること

を見出し、当該研究ではその意義を解析した。その結果、MKP-1を誘導することで、脳梗塞急性

期の神経細胞死が抑制できる研究結果を得た。 

 
研究成果の概要（英文）： 

MAP kinase phosphatase 1 (MKP-1) is an archetypal member of the dual-specificity protein 

phosphatase (DUSP) family, which inactivates JNK through dephosphorylation. Our findings indicate 

that over-expression of MKP-1 could suppress neuronal death through regulating JNK signaling and be 

a prominent neuroprotective target for the treatment of acute cerebral infarction. 
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１．研究開始当初の背景 

脳血管障害は死因の第 3 位、患者数は第 3 

位を占め、その治療法の開発は急務である。
2005 年より脳梗塞発症の急性期 3 時間以内に
t-PA 静注療法が開始された。しかし、治療適応
になる患者は全体の約 5%であり、適応外の患
者に対する新規の脳梗塞急性期の治療薬開発
は急務である。 

 

２．研究の目的 

当該研究の目的は、脳梗塞急性期における
神経細胞のストレス応答機構を解明し、将来

的に脳梗塞急性期の新規治療薬開発のため
の礎を築くことである。 

 

３．研究の方法 

脳梗塞急性期における神経細胞のストレス
応答機構を解明するため、低酸素ストレスで
誘導される遺伝子を Differential Display法で
検索した結果、MKP-1(MAP kinase 

phosphatase-1)が mRNA転写レベルで誘導さ
れることを見出した。当該研究では、ラット
中大脳動脈モデル、初代培養神経細胞、神経
細胞培養株を用い、MKP-1の脳梗塞急性期に
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おける機能解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1)神経芽腫由来細胞株 N1E115 における
MKP-1の時間依存的発現解析 

 N1E115 細胞を低酸素-再酸素化ストレスに
暴露し、Real-time PCR 法、Western blot 法に
より、再酸素化後に時間依存的に MKP-1 の
mRNA 及びタンパク質が誘導されることを
確認した(次図 A, B)。同時に、ストレスキナ
ーゼ JNK の活性化(リン酸化)を認めた(次図
B)。また、LDH Assayを用いて再酸素化後に
神経細胞死が誘導され、それは JNK阻害剤に
より抑制されることを確認した(次図 C) 

 

 (2)初代培養細胞における MKP-1 の時間依
存的発現解析 

ラット初代培養神経細胞を低酸素-再酸素化
ストレスに暴露し、Real-time PCR 法、Western 

blot 法により、再酸素化後に時間依存的に
MKP-1 の mRNA 及びタンパク質が誘導され
ることを確認した(次図 A, B)。同時に、スト
レスキナーゼ JNKの活性化(リン酸化)を認め
た(次図 B)。また、LDH Assay を用いて再酸
素化後に神経細胞死が誘導され、それは JNK

阻害剤により抑制された(次図 C)。これは、
N1E115細胞での実験結果と同様であった。 

 
(3)ラット中大脳動脈閉塞モデルにおける
MKP-1発現解析 

脳梗塞の動物モデルとして、我々の研究グ
ループは、ラットの一過性中大脳動脈閉塞モ
デルを採用した。ラットの内頸動脈からナイ
ロン糸を挿入し、1 時間、中大脳動脈の起始
部を閉塞した後、ナイロン糸を抜去して、1-2

時間の間、再還流を行った。免疫染色用の脳
サンプルは、4.5% パラフォルムアルデヒド
で還流固定し、クリオスタットで切片作製を
行った。また、Real-time PCR 法、Western blot

法のサンプルは、梗塞側の脳ホモジネートを
用いた。 

その結果、Real-time PCR 法、Western blot

法、蛍光組織免疫染色法を用い、一過性ラッ
ト中大脳動脈閉塞モデルの梗塞巣周囲領域
の神経細胞に MKP-1、活性化 JNK が誘導さ
れることを確認した(次図 A, C)。 

また、MKP-1 が誘導された神経細胞の一部
には活性化(リン酸化)JNK の誘導を認めた
(次図 B,C)。 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

(4)MKP-1の神経細胞保護作用の解析 

 siRNA 法を用いて、MKP-1 をノックダウン
したところ、低酸素/再酸素化(H/R)での JNK

の活性化が増強し、神経細胞死が誘導された
(次図 A,B,C)。更に、tet-on inducible MKP-1

発現系を N1E115 細胞を用いて構築し解析し
た。低酸素/再酸素化(H/R)において、MKP-1

の強制発現時には、JNK活性化が抑制された
(次図 D)。同時に神経細胞死が抑制されるこ
とを確認した(次図 E)。MKP-1 強制発現によ
る神経細胞死の抑制作用のメカニズムとし
て、アポトーシス関連遺伝子(FasL, DP5)の発
現が抑制されている事を認めた(次図 F)。 

 

 
 以上の結果より、当該研究では、脳梗塞急
性期において MKP-1 を活性化する事で、神
経細胞が脳虚血ストレスから保護される事
を明らかにした。 
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