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研究成果の概要（和文）：Keap1/Nrf2システムと脳梗塞の関係を検討するため、Nrf2システムに影響を与えうる
物質であるdimethyl fumarate(DMF)、D-serineのマウス脳梗塞体積への影響を検討した。脳虚血再灌流モデルに
おいて、マウスにDMFを再灌流10分後から朝・夕1日2回を4日間胃管から投与したところ、灌流後96時間、168時
間共にDMF群において有意な梗塞体積の縮小を認めた。また、D-serine合成酵素であるserine racemase（SRR）
ノックアウトマウスでは、脳虚血再灌流モデルにおける再灌流24時間後の梗塞体積が有意に縮小していた。
　

研究成果の概要（英文）：To investigate the effects of Keap1/Nrf2 system on cerebral ischemia, we 
tested whether  dimethyl fumarate (DMF) and D-serine affect the stroke volume in mice middle 
cerebral artery occlusion model. DMF reduced stroke volume when it's administrated twice/day from 10
 min after reperfusion. In serine racemase (SRR) null mice, in which the content of D-serine is 
markedly reduced, the stroke volume was significantly smaller than wild type mice. 

研究分野： 神経内科

キーワード： DMF

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳梗塞は我が国では依然として死因の上

位にランクされ、生前においても多くの患者
に運動障害や痴呆などの後遺症をのこし、医
療費全体に占める割合も大きい。そのためそ
の正確な病態解明と治療法の開発は現代医
療の急務といえる。 
近年、脳血管障害発症後、数時間という超

急性期に血栓を除去し再灌流することによ
り、虚血傷害を軽減しようという治療法(血栓
溶解術、血管内脳外科手術)が行われている。
しかし再灌流が得られたことによりむしろ
炎症(post ischemic inflammation)が惹起さ
れ、虚血/再灌流障害 (ischemia/reperfusion 
injury)が生じる可能性が指摘されており、脳
梗塞病巣の増悪過程における炎症性シグナ
ルの重要性が注目されている。 

COX2 や iNOS、MCP-1 などの炎症性サ
イトカイン・ケモカインや E セレクチン・
ICAM1 などの接着因子の発現は虚血後 1〜3
日をピークとして認められ、好中球や単球な
どの白血球細胞浸潤の惹起と併せて、脳梗塞
巣の増大に寄与することが明らかにされて
いる。そして、therapeutic time window の
観点からも、これらの炎症シグナルは脳梗塞
において良い治療標的となると考えられて
いる。研究代表者は、マウス中大脳動脈閉塞
(MCAO)モデルにおいて、脳梗塞病巣の増悪
過程における炎症性シグナルの活動性が、梗
塞体積、機能予後に相関し、また TLR 受容
体のリガンドや、wnt シグナルの構成分子で
あるLRP6がそれらの炎症サイトカイン遺伝
子の発現を制御していることを報告した。し
かし、post ischemic inflammation を効率的
に制御し、実際の臨床の場で血栓溶解療法後
の虚血/再灌流障害の進展を抑制する治療法
はまだ開発されていない。 

Nrf2 は脳内においては主としてアストロ
サイトに発現する転写因子である (J Biol 
Chem. 278: 12029-12038, 2003)。Nrf2 は、
各種ストレス時における抗炎症、酸化ストレ
ス防御遺伝子群の発現を制御しており、脳虚
血時には神経保護的に働くと考えられてい
る。非ストレス状態の細胞において Nrf2 は
細胞質に存在し、Keap1 により抑制されてい
るが、細胞が親電子性物質、活性酸素、小胞
体ストレスや血管ずり応力の刺激を受ける
と、Nrf2 は Keap1 の抑制から開放されて活
性化される。その後 Nrf2 は核に移行し、抗
炎症、酸化ストレス防御遺伝子群の発現を促
進する。 
 Nrf2 を発現しているアストロサイトはニ
ューロン（シナプス）と微小血管の間で両者
を橋渡しするように存在し、シナプス形成の
促進、血液脳関門の形成、神経栄養因子の産
生などニューロンをサポートするさまざま
な役割を果たしている。研究代表者はこれま
で神経系培養細胞を用い、ニューロンとアス
トロサイト間における脳エネルギー代謝の
細胞間コンパートメンテーションについて

研究を行い、その結果、アストロサイトは神
経興奮時のグルタミン酸の取り込み、K+のバ
ッファリングなどエネルギー代謝面でも大
きな役割を担っていることを明らかにした
（ Abe et al. J.Cereb.Blood Flow 
Metab.26:153-160, 2006）。脳虚血時にも、
アストロサイトが Keap1/Nrf2 system の活
性化によりpost ischemic inflammationを抑
制し、神経保護的に働いている可能性が十分
に考えられる。 
また、我々のグループはすでに、細胞外グ

ルコース濃度の上昇がアストロサイト解糖
系のシャント経路であるペントースリン酸
経路（PPP）活性を亢進させ、結果として活
性酸素除去に働く還元型グルタチオン
（GSH）の合成を促進することを報告した。
そして細胞外グルコース環境の変化と PPP
とを結ぶシグナルとして転写因子である
Keap1/Nrf2 system が推測されている。 
 
２．研究の目的 
近年、脳虚血再灌流障害の原因として、脳

梗塞病巣における炎症性シグナルの重要性
が注目されている。転写因子 Nrf2 はアスト
ロサイトに発現し、各種ストレス時における
抗炎症、酸化ストレス防御遺伝子群の発現を
制御しており、脳虚血時には神経保護的に働
くと考えられている。 

dimethyl fumarate (DMF)は自己免疫性
脳脊髄炎マウスにおいてアストロサイト内
の Keap1/Nrf2 system を活性化し抗炎症・細
胞保護作用を呈し、神経保護に働くことが報
告されており（Brain 2011: 134; 678–692）、
海外での臨床治験でも再発寛解型多発性硬
化症患者において、年間再発率、障害進行率、
MRI 上の病変数を有意に低下させた。DMF
は海外での臨床治験では多発性硬化症の再
発予防に対し有効性が証明されているが、こ
れまで脳梗塞における有効性を検討した報
告はない。 
本研究では、脳虚血時のアストロサイトに

おける Keap1/Nrf2 システムの役割を明らか
にし、DMF 投与によりその制御を行い新た
な治療法の確立を目指す。 
逆に Keap1/Nrf2 system を抑制し、神経障

害を増悪させる可能性のある因子として、
NMDA 受容体 co-agonist である D－セリン
の効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
動物モデルとしては、小泉モデルとして知

られるナイロン糸による一過性中大脳動脈
閉塞モデルを用いる。成熟雄性マウスをイソ
フルレン吸入麻酔下に、頭皮を切開し、頭蓋
骨上にレーザードップラープローブを固定、
その後頚動脈を露出する。外頚動脈より、6-0 
ナイロン糸より作成した塞栓糸を挿入、内頸
動脈方向に反転した後、内頚動脈内をウィリ
ス動脈輪の中大脳動脈起始部まで挿入する
（図１）。レーザードップラーにより血流の



変化をリアルタイムに観察すると、塞栓糸の
膨大部がちょうど中大動脈起始部に到達し
た瞬間に血流が急落する（図２）。その位置
に塞栓糸を 20 分間定置し脳虚血を作成、そ
の後塞栓糸を抜去し血流を再開させる。 

 
図１．MCAO における塞栓糸の挿入法 
 
この手法において、平均血流低下率が手術

前の 85%以下、再灌流率が 80%以上であれば
再灌流3日後の梗塞体積が安定し、ほぼ50mm3

となることがわかっている。 
 研究代表者はコーネル大学神経生物学教
室にて3年間当モデル作成に従事し十分な経
験があり、90%以上の手術がこの基準をみた
す。またこの手法は既に当施設で長く実験に
用いられてきた方法であり、必要な麻酔機、
手術台、顕微鏡、レーザードップラーなどの
設備はすでに所持している。 
また、再灌流 72 時間後まで経時的に脳を摘
出し、Nrf2 発現の梗塞部、健常部での差異を
免疫染色にて観察し、さらに蛍光二重染色を
用い、Nrf2 の細胞レベルでの局在と、虚血障
害による発現の変化を検討する。脳における
虚血の中心部(皮質、基底核)、虚血周辺部、
健 常 側 と 部 位 別 に

 
 
図２マウス中大脳動脈閉塞モデルにおける
手術中の脳血流変化 
 
DMF 投与マウス、また D-serine 合成酵素で

ある serine racemase ノックアウトマウス
（SRR-/-）において、再灌流後経時的に脳を
摘出、クライオスタットにて 600 m 毎にス
ライスを採取、クレシルバイオレット染色に
より梗塞巣の体積の評価を行った。 
  
４．研究成果 
 
１） DMF のマウス脳梗塞体積への影響 
Keap1/Nrf2 システムを活性化させるといわ
れるdimethyl fumarate(DMF)をマウスに投与
し、梗塞体積への影響をみた。 
溶媒のみを投与した vehicle 群（96 時間、168
時間）、DMF 30mg/kg を投与した DMF 群（96
時間：n=7、168 時間：n=9）にわけ、suture

法による中大脳動脈閉塞再灌流（MCA-O）モ
デルを作成し、梗塞体積を比較した。MCA-O
においてはレーザードップラー血流計にて
脳血流を測定しながらナイロン糸で作成し
た塞栓糸を内頸動脈に挿入、ウィリス動脈輪
の MCA 起始部まで挿入し MCA を閉塞し、20 分
間留置した後に再灌流した。薬物投与は 96
時間群、168 時間群共に、再灌流 10 分後から
開始として朝・夕 1日 2回を 4日間とし、胃
管からの投与とした。DMF 投与により MCA-O
＋再灌流後 96 時間、168 時間共に DMF 群にお
いて有意な梗塞体積の縮小を認めた。 
 
２）D-serine のマウス脳梗塞体積への影響 
D-serine 合成酵素である serine racemase 

ノックアウトマウス（SRR-/-）群と WT 群間
で、マウス脳虚血モデルにおける再灌流 24
時間後の梗塞体積を比較したところ、SRR-/-
マウスにおいて有意（p＜0.05）に縮小して
いた（図３）。 

図 3．SRR-/-マウスにおける脳梗塞縮小効果 
 
 また、再灌流後経時的に虚血側大脳半球の
D-serine 含有量を 2 次元 HPLC にて測定した
ところ、脳虚血後の組織において D-serine
含有量は20時間程度をピークに上昇を認め、
SRR-/-マウスでは、WT に比べ 20 時間後の虚
血巣における D-serine 量が約 10％まで低下
していた（図４）。この結果より、D-serine
は脳虚血時には神経障害を増悪させると考
えられた。 

 
図 4．再灌流 20 時間後の D-serine 含有量 
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