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研究成果の概要（和文）：「虚血耐性」とは、非侵襲虚血（PC)負荷を経験するとその後の侵襲虚血に対する抵抗性が
獲得できる現象である。マウス中大脳動脈閉塞(MCAO)モデルを用いたin vivo虚血耐性モデルを作成し、グリア細胞の
役割を解明した。PCによりアストロサイトの活性化が認められること、活性化アストロサイトはP2X7受容体発現を亢進
させることにより、虚血耐性を誘導することが明らかとなった。これらグリア性虚血耐性は、非常に強力かつ持続的で
あり、脳を守るために非常に重要な内在性メカニズムであることが示唆された。本仕組みの制御により、脳卒中に強い
脳、脳卒中の予防、さらに治療に役立つ戦略が開発される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using a preceding sub-lethal ischemic insult, preconditioning (PC), is an 
attractive strategy for protecting neurons by inducing ischemic tolerance in the brain. Although the 
underlying molecular mechanisms have been studied extensively, almost all experiments have been performed 
on neurons. Here, using a middle cerebral artery occlusion model in mice, we show that astrocytes have an 
essential role in the induction of ischemic tolerance. PC caused activation of astrocytes, which was 
essential for the induction of ischemic tolerance. As for the mechanisms, we found that P2X7 receptors 
were dramatically upregulated in activated astrocytes, which was essential for the ischemic tolerance. 
Unlike previous reports focusing on neuron-based mechanisms, our results show that astrocytes play 
indispensable roles in inducing ischemic tolerance.

研究分野： Neuropharmacology
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１．研究開始当初の背景 
脳卒中は死亡原因の 3 又は４位と常に上位

を占める。「虚血耐性現象」とは、侵襲的な

虚血に先行して非侵襲的な虚血（ PC; 

Preconditioning）を経験すると、その後の侵

襲的な虚血に対する抵抗性を獲得する現象

でその強力な脳保護作用から、新しい治療戦

略として注目されている。これまで、多くの

虚血耐性研究が行われ、さまざまなメカニズ

ムや責任分子が報告されている。例えば

erythropoietin（EPO）、vascular endothelial 

growth factor（VEGF）、adrenomedullin、

hypoxia inducible factor (HIF)-1、heat 

shock protein （HSP）及び brain-derived 

neurotrophic factor（BDNF）等である。し

かし、これらは全て神経細胞に注目した研究

であった。 

脳は神経細胞のみにより構成されている

のではなく、その大半はグリア細胞が占めて

いる。特に、グリア細胞の中で最も占める割

合が多いアストロサイトは、多数の神経伝達

物質の受容体や輸送体を発現しており、さま

ざまな刺激に反応して ATP などのグリア伝

達物質を放出する。アストロサイトによる神

経保護効果はよく知られており、実際にアス

トロサイトの活性化の抑制は、虚血傷害を悪

化させることが in vivo 脳虚血モデルにおい

ても報告されている。さらに興味深いことに、

HIF-1のターゲット分子 EPO の放出は、神

経細胞ではなくアストロサイトで起こり、神

経保護効果を示すことが in vitro 虚血耐性モ

デルで報告されている。これらの報告は、虚

血耐性の誘導におけるアストロサイトの重

要性を示唆している。しかし、脳虚血耐性に

おけるグリア細胞の関与に関するは不明の

ままである。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、in vivo マウス中大脳動脈閉

塞（MCAO）モデル用いて、脳虚血耐性にお

けるグリア細胞の役割およびその分子メカ

ニズムを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1)使用動物 

 動物は 8-10 週齢の雄性 C57BL/6j マウス

（CLEA JAPAN, Shizuoka, Japan）を用い

た。P2X7 受容体欠損（P2X7-/-）マウス

（C57BL/6j）は九州大学医学部眼科学教室 

江内田寛 講師より供与いただいた。

P2X7-EGFP ノックインマウスは、凍結胚を

MMRRC 社から購入し、理化学研究所にてマ

ウス個体化を行った。 
(2)MCAO による虚血耐性モデル 
非侵襲虚血（PC）として 15 分間の MCAO

を先行負荷し、一定期間（1～6 日間）後に再

度同じフィラメントを用いて侵襲虚血

Severe MCAOを 1時間負荷した。脳をBrain 

matrix で 2mm 厚の切片都市、TTC 染色す

ることより梗塞巣体積を算出した（図１）。 

(3) 統計解析方法 

 解析結果はすべて mean ± s.e.m.で表し、デ

ータの統計学的有意差検定は 2 群間の比較に

は Student’s t-test を、多重比較検定には Tukey

法による検定を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ MCAO による虚血耐性モデルマウス 
 
 
４．研究成果及び考察 

（1）アストロサイト活性化と虚血耐性効果

は相関する 

 脳虚血耐性におけるグリア細胞の役割を

明らかにするために、免疫組織化学染色法を

用いて PC 後のグリア細胞の形態変化を調べ

た。ここで、アストロサイトは抗 GFAP 抗体

で標識し、細胞体の肥大化、GFAP シグナルの



増強をアストロサイトの活性化として判断

した。同様に、ミクログリアは抗 Iba1 抗体

で標識し、アメボイド型への形態変化、Iba1

シグナルの増強をミクログリアの活性化と

して判断した。GFAP 陽性アストロサイトは、

PC から 3日後と 6日後の虚血側線条体、6日

後の虚血側大脳皮質で活性化していた（図 2）。

この活性化は PCから 8週間後まで持続した。

一方、Iba1 陽性ミクログリアは、PC から 1

日後で既に線条体で活性化しており、8 週間

後まで持続した。しかし、大脳皮質では何れ

の時点でも活性化は認められなかった。非虚

血側の線条体と大脳皮質では、アストロサイ

ト及びミクログリアの活性化は認められな

かった（結果は示さず）。これらの結果から、

虚血耐性獲得部位がアストロサイトの活性

化部位と、時・空間的に相関することが示さ

れた。従って、PC と Severe MCAO の間に必要

なインターバルは、アストロサイトが活性化

するまでに要する時間であることが示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2 PC 後のアストロサイト活性化 

 

（2）アストロサイトの活性化は虚血耐性を

誘導する 

 アストロサイトの活性化が虚血耐性獲得

に必須かどうか検討するために、アストロサ

イトの活性化阻害薬である fluorocitrate

（FC）の効果を調べた。PC2 日後の FC（1 

pmol/site）投与は、ミクログリアの活性化

には影響を与えず、アストロサイトの活性化

を抑制した（図３E）。PC 後の FC 投与は傷害

を惹起せず（図３A）、Severe MCAO による梗

塞巣形成にも影響を与えなかった（図３B右）。

その一方で、FC は PC による虚血耐性効果を

消失させた（図３C, D）。これらの結果より、

アストロサイトの活性化が虚血耐性獲得に

重要な役割を果たしていることが示唆され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 アストロサイトの活性化抑制による虚
血耐性の消失 

 

（3）PC によって活性化したアストロサイト

は P2X7 受容体を発現する 

ATP は神経細胞－アストロサイト間の相互

作用において重要な役割を果たしている。特

に、イオンチャネル型の ATP 受容体である

P2X7 受容体は、病態時におけるグリア－神経

細胞間の情報伝達を担っている。そこで、虚

血耐性獲得における P2X7 受容体の役割を調

べるために、まず PC 後の P2X7 受容体 mRNA

発現変化を定量的RT-PCR法を用いて調べた。



虚血側線条体において、P2X7 受容体 mRNA 発

現 4 加は PC から 1 日後に起こり、その発現

増加は 6日後まで続いた（図４C）。次に、PC

により発現増加する P2X7 受容体はどの細胞

に由来するのか調べるために、P2X7-EGFP マ

ウスの EGFP シグナルを利用してモニターし

た。Sham マウスの線条体において、EGFP シ

グナルは静止型ミクログリアにて観察され

た（図 4A）。PC1 日後の虚血側線条体では、

活性化したミクログリアで強い EGFP シグナ

ルが観察された。PC3 日後には活性化ミクロ

グリアだけでなく、活性化アストロサイトで

もEGFPシグナルの増加が観察された（図4A）。

さらに FC 投与によってアストロサイトの活

性化を抑えることで、PC による P2X7 受容体

の mRNA 発現増加は抑制された（図 4D）。これ

らの結果から、アストロサイト由来の P2X7

受容体発現が、虚血耐性獲得と時・空間的に

相関することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 アストロサイトの活性化抑制による虚
血耐性の消失 

 

（4）P2X7 受容体は脳虚血耐性獲得に必須で

ある 

 脳虚血耐性における P2X7 受容体の役割を

調べるために、WT と P2X7-/- マウスを用いて

虚血耐性モデルを作成し、梗塞巣の大きさを

比較した。Severe MCAO によって形成される

梗塞巣の大きさにおいて、WT と P2X7-/- マウ

スの間で違いは認められなかった（図 5a）。

しかし、脳虚血耐性モデルにおいて、WTマウ

スで見られる虚血側線条体の傷害抑制効果

は P2X7-/- マウスでは消失した（図 5A, B）。

これらの結果から、P2X7 受容体は Severe 

MCAO による脳梗塞形成に関与しないが、PC

後の虚血耐性獲得に重要であることが示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 P2X7-/-マウ
スにおける虚血耐
性現象の消失 

 

 

 

 

 

 

【結論】 

 本研究の主な新規性は以下の 3 点である。 

（1）PC によって活性化するアストロサイト

は、脳虚血耐性獲得過程で不可欠な役割を果

たしている。つまり「グリア性虚血耐性」の

重要性を見出した。 

（2）PC 後、活性化アストロサイトにて発現

増加する P2X7 受容体は、グリア性虚血耐性

獲得の責任分子である。 

（3）アストロサイトは P2X7 受容体依存的に

HIF-1a を発現亢進させ、これにより EPO 等の

神経保護分子の発現を誘導し、虚血耐性を呈

する可能性が示唆された。 

 以上本研究成果は、「グリア性虚血耐性」

現象を見出し、その重要性及び分子メカニズ

ムの一端を明らかとしたものである。本実験

結果で得られた知見を、イラストを用いてま

とめた（図 6参照）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 アストロサイト性虚血耐性の模式図 
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