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研究成果の概要（和文）：我が国で患者数が150万人以上とされる脳血管疾患は、麻痺や認知障害などの重篤な後遺症
を伴うことも多く要介護状態に陥る原因の第1位で、治療の際は後遺症の軽減も重要となる。本疾患の6割以上を占める
虚血性疾患（脳梗塞等）では、治療に不可欠な血流再開時にも再灌流障害が誘発されこれが後遺症にも関与する。これ
に対し、エダラボンよる保護療法が行われるが、無効例や副作用例もあり新たな脳保護薬が望まれている。そこで、本
研究では新規脳保護薬の開発を目指した。最大の成果は、新たに合成した化合物中にエダラボンよりも強い保護物質を
複数見い出し脳保護薬またはそのリード化合物として有用であることを明かにしたことである。

研究成果の概要（英文）：It is estimated that there are 1,500,000 patients with cerebrovascular disease (CV
D) and that cerebral ischemia (stroke) is responsible for more than 60% of CVD in Japan. Recent data also 
shows that the mortality rate due to CVD is decreasing, however number of patients do not decrease, and th
erapeutic options is still limited. Reactive oxygen species and other free ragicals generated during cereb
ral ischemia/reperfusion are critical mediators of neuronal cell damage. Edaravone, a radical scavenger, h
as been shown to be effective for stroke patients and is clinically used in Japan. However, adoption of ed
aravone is limited because of side effects, such as renal toxicity. 
Aim to develop of new therapeutic agents for ischemia/reperfusion injury, new cerebroprotective agents wer
e explored in newly synthetic GR103691 derivatives. The most important results in this study is finding of
 some useful compounds for the injury and these compounds were more effective than edaravone.
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１．研究開始当初の背景 
脳梗塞や頭蓋内出血を含む脳血管疾患は、

以前、我が国における死亡原因の第 1 位であ
ったが、急性期の治療法の進歩などにより、
死亡率は徐々に低下し、悪性新生物、心臓疾
患についで第 3 位となっていた。しかし、患
者数が減少したわけではなく、入院、通院中
の患者をあわせると 150 万人以上になると
推定され、さらに増加しつつあると考えられ
ていた。また、麻痺、言語障害、認知機能障
害などの重篤な後遺症に苦しむ患者も多く、
寝たきりを含めて要介護状態に陥る原因疾
患の第1位で、全体の3割以上を占めていた。
超高齢化社会を迎える我が国においては、脳
血管疾患の発症率は、さらに増加すること、
およびそれに伴って、後遺症に苦しむ患者数
も増加することが予想された。したがって、
脳血管障害治療においては、救命率のさらな
る上昇とともに、命を救われた患者の後遺症
をいかに軽減するかが重要なポイントにな
ると考えられた。 
 脳血管疾患は、近年、脳梗塞の割合が増加
し、全体の 6 割以上を占めている。脳梗塞の
ような虚血性疾患の治療において、血流の再
開は不可欠であるが、この血流再開により、
活性酸素種（ROS）が急激に増加し、これに
より障害が助長されること、すなわち、再灌
流障害を誘発することが明らかにされ、この
ことが、少なからず、後遺症にも関与すると
考えられていた。我が国では、脳梗塞の急性
期治療としてラジカルスカベンジャーのエ
ダラボン投与による脳神経保護療法が行わ
れており、これが後遺症の軽減にも寄与して
いるものと考えられる。エダラボンは、現在、
脳神経保護療法に用いられる唯一の薬物で、
いくつかの実験系において、実際に ROS を
消去することも明らかにされているが、副作
用も多く、そのために使用できない患者もい
る。また、使用しても無効であった症例も報
告されている。したがって、後遺症に苦しむ
患者を 1 人でも少なくするために、新たな脳
保護薬の開発が必要となっている。 

 
２．研究の目的 
本申請課題開始時点までに、申請者は、両

総頸動脈結紮後再灌流した前脳虚血マウス
を脳梗塞の in vivo モデルとして、脳内の障
害について検討し、行動薬理学的には虚血を
負荷していないマウスと同様に回復するに
もかかわらず、海馬、特に CA1 領域におい
て、強い障害が部位特異的に認められること、
および、その障害誘発に小胞体ストレスが関
与していることを明らかにした。また、
Apolipoprotein E（ApoE）を欠損させ脂質
代謝異常をきたした ApoE 欠損マウスは、そ
のコントロールマウスより、前脳虚血障害に

脆弱であること、およびその脆弱性にも小胞
体ストレスが密接に関連する可能性を示し
てきた。一方、虚血再灌流障害の in vitro モ
デルとして、マウス海馬神経細胞由来の
HT22 細胞において、低酸素後、再酸素化す
ることにより細胞死を誘発した、再酸素化初
期に細胞死に先立って細胞内 ROS が上昇す
ること、およびミトコンドリアの膜電位が低
下することを見出した。次に、この HT22 細
胞における低酸素再酸素化誘発細胞死に対
する保護因子の探索を開始し、申請者が、以
前に、グルタミン酸による酸化的ストレス誘
発細胞死を抑制することを明らかにした薬
物であるアポモルヒネが細胞死を抑制する
ことを見出した。アポモルヒネは、ROS の上
昇およびミトコンドリアの膜電位低下も抑
制した。また、ドパミン D3 受容体のアンタ
ゴニストとして市販されている GR103691
（構造式は図 1）が、HT22 細胞において、
受容体への作用とは無関係に低酸素再酸素
化細胞死を抑制することを明らかにした。
GR103691 は、前脳虚血マウスにおいても
細胞死保護作用を示すことが明らかになり、
GR103691 が新たな脳虚血再灌流障害の保
護薬となる可能性が推察された。しかしなが
ら、GR103691 の細胞死保護メカニズムは
不明であった。また、構造類似体等の関連化
合物の中により強い保護作用を持つ化合物
が存在する可能性も考えられ、検討課題も多
く残されている状況であった。 

 

 
 

 そこで、本申請課題においては、すでに細
胞死保護作用を見出した GR103691 を出発
化合物として構造が類似した化合物を合成
し、脳虚血再灌流障害の in vitro モデルおよ
び in vivo モデルにおいて、より有効な治療
薬候補物質を探索することを第一の目的と
した。また、見いだされた化合物について細
胞死保護メカニズムを検討することも目的
とした。 
 
３．研究の方法 
使用細胞 
マウス海馬神経細胞由来のHT22細胞を用

いた。HT22 細胞は、10%ウシ胎児血清を含
む Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
（DMEM）中、CO2 インキュベータ内で培
養した。 

 



低酸素再酸素化 (H/R)および細胞死の評価 
低酸素負荷には脱酸素剤であるアネロパッ
クケンキ®を用い、24 時間、低酸素を負荷し
た。その後、通常酸素状態に戻すことで再酸
素化とした。 
細胞死は、再酸素化 24 時間後、メディウ

ム中に漏出した LDH 活性を調べ、その程度
を評価した。LDH 活性測定には、市販のキッ
トを用い、キットの説明書に従って実施した。
通常酸素状態下（Normoxia）で、同じ時間
培養した細胞をコントロールとした。なお、
24 時間、低酸素処理した HT22 細胞とコン
トロール細胞を比較すると、低酸素処理によ
り、細胞密度は低下傾向が認められるが、
LDH 活性の上昇は認められない。すなわち、
24 時間の低酸素処理によっては、細胞死に
は至らないことを確認している。 

 
細胞内 ROS の測定 
所定の処置後の細胞に H2DCFDA (DCF)

および Propidium iodide (PI)を処置し、フロ
ーサイトメトリー法により、両者の蛍光強度
を評価した。 

 
各種タンパク質の発現 
各処置後の細胞から細胞抽出液を調製し、

それをサンプルとしてWestern blotを行い、
目的タンパク質を検出した。 

 
GR103691 関連化合物 

GR103691 関連化合物は、本学有機化学
研究室より合成・供給された。化合物は、本
申請課題が採択された際に、申請者から有機
化学研究室の宮入教授に経過を説明し、構造
活性相関等を考慮して合成する化合物をデ
ザインしていただいた。なお、合成された化
合物についてはその後のSciFinderでの検索
により、一部が物質として新規であることが
明らかになっている。 

 
統計学的処理法 
 グラフの値は、すべて、平均値±標準誤差で
示した。有意差検定は one–way ANOVA で
行い、post hoc に Turky’s test を用いた。 
 
４．研究成果 
H/R誘発細胞死およびGR103691とエダラボ
ンによる細胞死抑制 
低酸素 24 時間処置に引き続いて、再酸素

化を 24 時間行った HT22 細胞のメディウム
中の LDH 活性は、これまでの結果に一致し
て、顕著な上昇が認められた。低酸素負荷直
前に、現在、臨床適用されているエダラボン
または GR103691 を添加すると、それぞれ、
LDH 活性の上昇を濃度依存的に抑制し、とも
に 30µM でほぼ完全に抑制した（図 1）。ま

た、GR103691 は、0.1µM で、すでに、有
意な抑制作用が認められており、エダラボン
より低濃度から、徐々に細胞死を抑制すると
考えられた。なお、両薬物は、通常酸素状態
下で培養した細胞には影響を及ぼさなかっ
た。 
 

  
 
H/R誘発細胞死に対するGR103691関連化合
物の保護作用 
次に、合成された GR103691 関連化合物

の 保 護 作 用 を 検 討 し た 。合 成 さ れ た
GR103691 関連化合物のうち、溶解度等の
観点から、数種の化合物を除外し、36 個の
化合物（構造式は省略）を用いた。まず、36
種すべての薬物について 1～100 µM の濃度
範囲で低酸素負荷直前に添加して保護作用
の濃度反応曲線を描き、50％阻害濃度
（IC50）を推定し、その濃度から 4 つグルー
プ（IC50 が①：10 µM 未満、②：10～30 µM、
③：30 µM～100 µM、④：100 µM 以上）
に大別した。①には、16 種の化合物が該当
し、それらのすべてが、10 µM で H/R によ
る LDH 遊離量の増加を強く抑制した。この
ように最大の保護効果は、エダラボンより、
低濃度で認められる化合物群である。しかし、
これらのうち、一部の化合物は、100µM に



なると細胞死を誘発する傾向が認められる
ようになっており、これらは、保護薬として
は難点となるかもしれない。②には、6 種の
化合物が該当し、10 µM で H/R による LDH
遊離量の増加をある程度抑制し、100 µM で
強い抑制作用を示した。③には 7種の化合物
が該当し、10 µM では H/R による LDH 遊
離量の増加をほとんど抑制しないが、100 
µM では明らかな抑制作用を示す化合物であ
る。④に該当する 7 種は、100 µM でも H/R
による LDH 活性の上昇をほとんど抑制しな
かった化合物であり、細胞死抑制効果はない
と考えられた。 
 ①に該当する 2 種の化合物については、低
酸素負荷直前ではなく、再酸素直後に添加し
ても保護作用が認められることが確認され
たことから、治療薬になる可能性が高まった
と考えられた。 
 
構造が類似する GR103691 関連化合物の保
護作用 
合成された GR103691 関連化合物の中に

は構造が類似する化合物があったため、それ
らの保護作用の強度（濃度）を比較検討した。
以下にその代表例として、右側の側鎖のベン
ゼン環の数が異なる化合物の LDH アッセイ
の結果を示す（図 3）。 

 
 
図 3 から明らかなように、これらの 3 化合

物を比較すると、ベンゼン環の数が多くなる
と保護作用が強くなる（低濃度から保護作用

を示す）傾向を示している。また、データに
は示さないが、最も作用の強い化合物の右の
側鎖であるAnthraceneと側鎖を除いた構造
を持つ化合物には保護作用が認められなか
った。以上より、これらの保護作用には、ベ
ンゼン環の側鎖が必要なことが明らかとな
った。また、保護作用を持つ 3 種の化合物の
Log. P 値の違いから、保護作用の強さには、
少なくとも一部、細胞内への移行しやすさが
関与していることが推察された。 
 
再 酸 素 化 後 の 細 胞 内 ROS の 上 昇 と
GR103691 による抑制 

Flow cytometry 法により、DCF による細
胞内活性酸素種 (ROS)評価系を確立後、 
細胞内ROS上昇に及ぼすGR103691の影響
を EDA と比較検討した。その結果、低酸素
24 時間後、再酸素化 3～4.5 時間の細胞にお
いて、DCF の蛍光強度の上昇が認められた。
この時、PI の蛍光強度に変化は認められなか
ったことから、細胞死に先立って ROS が上
昇することが明らかとなった。GR 103691
およびエダラボンは、この上昇を顕著に抑制
した。また、申請者のこれまでの検討から、
HT22 細胞においては H/R 誘発細胞死とメ
カニズムに共通点が多いと考えられるグル
タミン酸誘発細胞死においても、5mM）曝
露により、曝露 6 時間後に PI 蛍光強度には
変化が認められないが、DCF 蛍光強度が上昇
することが明らかとなった。H/R に比較し、
グルタミン酸曝露の実験系は、低酸素処置が
不要なため、短時間で検討できるため、検討
の対象となる多くの薬物の ROS の上昇に及
ぼす影響は、まず、グルタミン酸曝露細胞に
おいて観察するほうが効率的であると考え、
グ ル タ ミ ン 酸 誘 発 細 胞 死 を 抑 制 す る
GR103691 (10 µM) およびエダラボン 
(30µM)の影響を調べたところ、グルタミン酸
6 時間後における DCF の蛍光強度上昇も両
薬物によってともに抑制されることが明ら
かとなった。 
 
細胞死誘発に関与する細胞内情報伝達系の
変化 
細胞死に関与する細胞内情報伝達系を詳

細に調べる目的で本心聖火台においては、
Apoptosis Signal-regulating Kinase 
(ASK)1やNfr2とそれらの関連因子の動態を
中心に検討した。これら因子の Western blot
法による検出の至適条件を確立し、H/R の影
響を調べたが、現在まで、顕著な影響は認め
られていない。今後、時間依存性など詳細な
検討を追加し、結論を導きたいと考えている。 

 
まとめ 
 本 研 究 課 題 の 最 も 大 き な 成 果 は 、



GR103691 を出発物質として合成した化合
物中に新規化合物が含まれていたこと、さら
にそれらの中にエダラボンよりも強い神経
細胞死保護物質を複数見いだし、脳保護薬ま
たはそのリード化合物として有用であるこ
とを明かにしたことである。一方で、詳細な
メカニズムの検討や副作用の予見など、今後、
さらなる検討を重ねていかなければならな
いことは言うまでもない。本検討結果が新規
治療薬の開発に貢献できるように今後も検
討を続けていきたいと考えている。 
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