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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳循環調節機構をレドックス制御という観点から解明し脳循環障害を改善する
候補薬物を探索する事を目的とし、以下の事を明らかにした。1) 脳循環障害時に認められる皮質各延性抑制(Cortical
 spreading depression; CSD)を改善する薬物の探索を行い、L-シトルリンがNOシグナルを介してCSDを改善する事を見
出した。2) N-methyl-D-aspartate (NMDA) による局所脳血流量の異常な増大や神経傷害にMEK/ERKシグナルの活性化や
calcineurin/NFATシグナルの活性化が関与する事を明らかにし、創薬ターゲットとしての可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the mechanism of cerebral blood flow (CB
F) based on redox regulation and search for the candidate medicine which improves CBF. In this study, the 
following was clarified.1) L-Citrulline improved the decrease in CBF during cortical spreading depression 
(CSD) via activation of nitric oxide (NO) signaling pathway.2) Activation of both MEK/ERK signaling pathwa
y and calcineurin/NFAT signaling pathway contributes to the unusual increase in CBF and neuronal cell deat
h induced by N-methyl-D-aspartate (NMDA).

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 脳循環の異常は、非常に致死率の高い脳梗
塞や脳出血の発症をはじめ、生活の質を著し
く低下させる片頭痛、更には神経変性疾患に
至るまで非常に多くの疾患の発症に関与す
る。加えて、糖尿病や高血圧といったリスク
ファクター保持者も増加し続けており、超高
齢化社会を迎えた現代社会において脳循環
の異常によってもたらされる疾患の罹患者
数は増加し続けると予想されるが、有効な予
防法あるいは治療法は確立されていない。 
 脳循環障害の病態は非常に複雑であるが、
非常に興味深い事に、多くの脳循環障害時に
は共通して皮質拡延性抑制（cortical 
spreading depression; CSD）という 
脳微小循環変化のプロセスが出現する事が
報告されている。さらに、CSD の過程ではレ
ドックスシグナル関連分子である一酸化窒
素（nitric oxide; NO）が過剰に産生される
事、CSD 誘発時にはグリア細胞が活性化し、
脳組織の炎症応答が亢進する事なども報告
されているが、脳循環障害発症の詳細な機序
やレドックス応答の関与は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、脳循環障害時に共通して認め
られる脳微小循環変化のプロセスである CSD
に関わる分子基盤について、レドックスシグ
ナル関連分子の制御を中心に解析し、さらに
CSD のみならず、局所脳血流量の増大に伴う
神経回路傷害発症機序についても解析し、脳
循環障害の有効な予防および治療戦略を構
築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、レーザードップラー血流計を用
い、成体ラットの脳血流量を測定するin vivo
系により遂行した。 
 
(1) KCl による皮質各延性抑制の誘導  
 麻酔下の成体ラットを脳定位固定装置に
固定し、片側頭蓋骨の 2 カ所に穴をあけた。
片方の穴から大脳皮質表面に塩化カリウム
（KCl）を処置することで CSD を誘発し、脳
血流量の変化は、もう一方の穴に設置したレ
ーザードップラープローブを用いて1時間測
定した。評価薬物等は脳局所に投与あるいは、
大腿静脈から全身性に投与し、同時に大腿静
脈から全身血圧と心拍数を測定した。 
 
(2) NMDA による局所脳血流量の増大 
 麻酔下の成体ラットを脳定位固定装置に
固定し、片側頭蓋骨の 1カ所（大脳皮質一次
視覚野領域）に穴をあけた。さらに、Bregma
より後方に 7.0 mm、側方に 3.0 mm、深さ 2.0 
mm の位置に針を刺し、N-methyl-D-aspartate 
(NMDA)を 0.1 μl/ min の速度で 5 分間微量
注入すると同時に、レーザードップラープロ
ーブを用いて 30 分間の脳血流量変化を測定
した。また、評価薬物等は NMDA 投与の 1 時

間前に側脳室内に投与あるいは、腹腔内へ投
与した。 
 一部の実験では、薬物投与後にラット全脳
を摘出して凍結冠状切片を作製し、免疫組織
化学により神経細胞およびミクログリアを
含むグリア細胞を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) CSD による脳血流量減少に対する l-シト
ルリンの影響 
 L-シトルリンはスイカ等の食品中に非常
に多く含まれるアミノ酸である。L-シトルリ
ンは NO の産生を亢進することが知られてい
るため、CSD に伴う脳血流量の減少を l-シト
ルリンが改善するか検討した。 
 Vehicle 処置群のラットでは、KCl の処置
により一過性の脳血流量増大と、それに続く
持続的な脳血流量の減少が起こり、CSD の誘
発が認められた。一方、l-シトルリン (0.3、
1、3、10 mg/kg) を大腿静脈より投与した群
では、KCl による一過性の脳血流量増大に影
響することなく、持続的な脳血流量減少を有
意に抑制した。また、l-シトルリンはラット
の全身血圧および心拍数等にも影響しなか
った。さらに、l-シトルリンの効果は、NO 合
成酵素阻害薬である l-NAME (30 mg/kg) ある
いは、シクロオキシゲナーゼ阻害薬である
Indomethacin (5 mg/kg) の前処置により有
意に抑制された。 
 以上の結果から、l-シトルリンは NO やプ
ロスタグランジンの産生を介して、CSD で認
められる持続的な脳血流量の減少を抑制し、
脳血流量の恒常性を維持することが示唆さ
れた。 
 
(2) CSD 伝播速度に対する NO の影響 
 CSD は局所神経活動および脳血流量の変化
が脳半球全体に伝播する、脳微小循環変化の
プロセスである。L-シトルリンが CSD に伴う
脳血流量の減少を有意に抑制したこと、その
効果にNO産生亢進が関与することを踏まえ、
NO 放出試薬である NOR3 が CSD の伝播速度を
抑制するか検討した。 
 Vehicle 処置群のラットでは、CSD の伝播速
度は 1.31 ± 0.08 mm/min であった。一方、
NOR3 (0.3 および 1.0 μg/kg/min) を処置し
た群のCSD伝播速度はそれぞれ0.98 ± 0.07
および 0.99 ± 0.08 mm/min であり、NOR3 が
KCl による CSD の伝播速度を有意に低下させ
たが、全身血圧や心拍数には影響を与えなか
った。さらに、可溶性グアニル酸シクラーゼ 
(soluble guanylyl cyclase; sGC) 阻害薬で
ある ODQ (2 mg/kg) を前処置すると、NOR3
による CSD伝播速度の低下が認められなかっ
たことから、NO/cyclic GMP シグナルの活性
化がCSD伝播速度の低下に関与することが示
唆された。 
 
 
 



(3) NMDA誘発生の局所脳血流量増大による視
神経回路傷害機序の解析 
 脳血流量の調節や神経細胞の生存に関し
て、NMDA 型グルタミン酸受容体が重要な役割
を担っている。NMDA 受容体の活性化により血
管拡張や脳血流量が増大することや、神経細
胞死が誘導されることは知られているが、
NMDA による脳血流量増大と神経傷害の因果
関係については明らかではない。そこで本研
究では、NMDA をラット大脳皮質一次視覚野に
微量注入した際の脳血流量増大と視神経回
路傷害の詳細な機序について解析した。 
 NMDA (20, 100, 200 nmol) は投与量依存
的に大脳皮質一次視覚野の局所脳血流量を
増大させ、さらに投与 1週間後の神経傷害お
よびミクログリアの活性化レベルを亢進さ
せた。さらに、大脳皮質一次視覚野へ神経軸
索を伸ばす細胞体が存在する領域である外
側膝状体領域においてもミクログリアの活
性化が認められた。さらに詳細な解析の結果、
大脳皮質一次視覚野の神経傷害およびミク
ログリアの活性化は NMDA (100 nmol) 投与 1
日後から観察され始め、7 日後まで傷害が拡
大し続けた。外側膝状体においては、NMDA 投
与 3日後からミクログリアの活性化が認めら
れ、その活性化レベルは 7日後まで増大し続
けた。 
 さらに、NMDA 受容体遮断薬である MK-801 
(1 mg/kg, i.p.)を NMDA 投与の 1時間前に処
置することで、NMDA による局所脳血流量の増
大が有意に抑制され、同時に、大脳皮質一次
視覚野領域の神経傷害およびミクログリア
の活性化が抑制された。また、外側膝状体に
おけるミクログリアの活性化も抑制された。 
 以上の結果から、NMDA による局所脳血流量
増大が大脳皮質一次視覚野領域の神経傷害
およびミクログリアの活性化を誘導し、この
変化が視神経回路に沿って外側膝状体に伝
播する機序が存在することを明らかにした。 
 
(4) NMDA誘発生の局所脳血流量増大機序の解
析 
 NMDA 受容体の活性化により局所脳血流量
が増大する機序を明らかにする目的で、諸種
シグナル伝達系の阻害薬を用いて検討した。
全ての阻害薬は、NMDA 投与の 1時間前に腹腔
内あるいは側脳室内に投与した。 
 NMDA受容体遮断薬であるMK-801 (1 mg/kg) 
の腹腔内投与および、D-AP5 (5, 20 nmol) の
側脳室内投与が NMDA による大脳皮質一次視
覚野領域の局所脳血流量増大を有意に抑制
した。さらに、MEK1 阻害薬である PD98059 (5 
nmol) が NMDA による局所脳血流量増大を有
意に抑制した一方で、p38 MAPK 阻害薬である
SB203580 (5 nmol) あるいは JNK 阻害薬であ
る SP600125 (5 nmol)は NMDA による局所脳血
流量の増大を抑制しなかった。また、免疫抑
制剤でありカルシニューリンを阻害するこ
とが知られている FK506 (5 nmol) あるいは
シクロスポリン A (5 nmol) も NMDA による局

所脳血流量の増大を有意に抑制した。 
 これらの結果から、MEK/ERK シグナルの活
性化およびカルシニューリン/NFAT シグナル
の活性化が、大脳皮質一次視覚野領域の局所
脳血流量増大に関与することが示唆された。 
 
 以上、1) KCl により誘発した CSD による脳
血流量減少モデルと、2) NMDA により誘発し
た脳血流量増大モデルの2種類の動物モデル
を作製して解析を行った本研究は、脳循環障
害発症機序の解明のみならず、その予防およ
び治療薬開発に資する有用な知見であると
考えられる。 
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