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研究成果の概要（和文）：マウスの一過性中大脳動脈閉塞(tMCAO)モデルで、120分のtMCAO脳ではコントロール
脳に比較して1.28±0.004倍にmiR-21の発現が上昇しており、アポトーシスに対する抵抗性が増す可能性が示唆
された。また、tMCAO脳では、コントロール脳に比べ、citrate, GABA, Grycerol, Glysineなどのアミノ酸やそ
の他代謝物が有意に増加し、Glutamate, Ribrose-5P, Fructose-6P,  Pyrvate, Glucoseが有意に低下してお
り、pentose phosphate pathway (PPP)経路が活性化していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the mouse brain of cerebral ischemia (120-min middle cerebral artery 
occlusion (MCAO)), microRNA 21 (miR-21) expression was significantly increased, although miR-21 was 
not increased in 30-min MCAO brain. next, we performed a comparative metabolic analysis of the 
effects of cerebral ischemia on the metabolism. Metabolic profiling by 
gas-chromatography/mass-spectrometry analysis showed clear separation between the ischemia and 
control group. citrate, GABA, Grycerol, and Glysine etc. were significantly increased in MCAO brain,
 on the other hand, Glutamate, Ribrose-5P, Fructose-6P,  Pyrvate, Glucose, etc. were significantly 
decreased in MCAO brain. The decreases of fructose 6-phosphate and ribulose 5-phosphate suggested 
enhancement of the pentose phosphate pathway (PPP) during cerebral ischemia. 

研究分野： 脳梗塞

キーワード： cerebral infarction　microRNA　metabolome
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１．研究開始当初の背景 
中高年で発症頻度が増す脳梗塞等の虚血

性神経障害に対する治療法の開発は、高齢
化を迎えた現代日本社会において、人々が
豊かな生活を送るための重要な課題である。
現在、脳梗塞の治療は、閉塞した血管を再
開通させる治療法（血管内治療、血栓溶解
療法）や抗血小板薬や抗凝固薬などによっ
て血流の改善を促進させる治療が行われる。
これまで、神経保護作用を有する薬剤は多
数研究、開発されてきているが、脳梗塞の
治療薬として実際に臨床的応用されている
薬剤は、フリーラジカルを抑制して神経保
護作用を有するエダラボン以外は無い。し
たがって、新たな治療薬の開発が望まれて
いる。 

miR は、蛋白質をコードしない 19~25 塩
基からなる小さな non-coding RNA である。
ゲノムにコードされた miR は、標的のメッ
センジャーRNA(mRNA)と部分相補的な配
列を介して、翻訳阻害、分解等によって遺
伝子発現制御を行っている。ヒトでは約
1500 もの miR が発見されており、約 1/3 の
遺伝子がmiRによる遺伝子発現調節を受け、
１つの miR が多くの遺伝子を標的とし、1
個のmiRで様々な変化を引き起こす可能性
があるため、miR の治療への応用が期待さ
れている。 
脳梗塞や脳虚血時のmiRの動態を解析した
報告は少ない。Jeyaseelan らは SD ラットの
中大脳動脈脳梗塞モデルで、miR の発現を
網羅的に解析し、約 100 個の miR の変化を
報告している。（Jeyaseelan, Stroke. 2008;39）
Dharap らはラットの一過性の中大脳動脈
閉塞モデルで、238 個の miR のうち、8 つ
の miR が上昇し、12 個の miR が低下した
と報告している（Dharap, J  Cereb Blood 
Flow Metab. 2009;29）また、Yin らはラット
の一過性中大脳動脈閉塞モデルで用いた研
究で miR-497 が Bcl-2 発現を促進させ、神
経細胞死を抑制することを報告している。
（Yin, Neurobiol Dis. 2010;38(1):17-26）更に、
miR-1や let-7fは IGF-1シグナル経路に作用
して、ラットの脳梗塞領域を有意に減少さ
せたことが報告されている。（Selvamani, 
PLos One, 7(2),2012）これらの報告は miR
の発現が脳梗塞や脳虚血によって変化し、
miR の一部は神経保護作用を有し、治療薬
として有望であることを物語っている。 
２．研究の目的 
申請者は、以前より主に脳腫瘍における miR
の発現やその機能について解析してきた。グ

リオーマでは miR-21, miR-10b, miR-183 等が
高発現している事を報告しており（ Int J 
Cancer.;125(6):1407-13, 2009）、miR-183 の機能
についても研究してきたので（J Neurooncol. 
2013 Feb;111(3):273-83）、マイクロ RNA の解
析は熟知している。これまでの研究を基に
miR-21 が神経細胞保護に寄与し、脳梗塞の新
たな治療ターゲットと成りうるかを明らか
にするのが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
1．ラット一過性中大脳動脈閉塞（tMCAO）
モデルの作成 
マウスを麻酔させた後、一側の頚動脈より
intraluminal suture method にて一過性の中大
脳動脈閉塞（tMCAO）モデルを作製する。閉
塞時間は 30 分、2 時間などといくつかの群に
分け、中大脳動脈の血流を Fiber optic probe
を用いてモニターする。MCAO 後、経時的に
ラット脳を取り出し、正中で切り離し、
MCAO 側と反対側の脳を別々に-80℃で保存
する。 
2．tMCAO での miR-21 の動態解析 
  上記で作製した脳梗塞ラット脳より
Ambion mirVanaTM miRNA isolation kitを用い
て total RNA を抽出し、その後、TaqMan 
real-time PCR にて miR-21 の発現量を解析す
る。miR-21 の発現量はΔΔCT 法を用いて、
コントロール（対側非脳梗塞脳）と比較した
相対比を求める。また、miR-21 の in situ 
hybrydization を行い、組織内での miR-21 の発
現状態を観察する。 
3. tMCAO でのメタボローム解析 
上記で作製した脳梗塞ラット脳より組織抽
出液を作成し、ガスクロマトグラフィー/質量
分析器(GC/MS)にてメタボローム解析を行い、
梗塞部での代謝変化を解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) tMCAO 脳における miR-21 の発現変化 
一側の頸動脈より一過性の MCAO を起こし、
30 分後、2 時間後の閉塞ののち大脳を半球を
取り出し、miR-21 の発現について解析した。
30 分閉塞では、コントロール脳に比べて
MCAO 脳では miR-21 の有意な変化は認めな
かった。（正常脳 1.0 に対して、tMCAO 脳は
0.99±0.019 倍）。しかし、120 分の tMCAO 脳
ではコントロール脳に比較して 1.28±0.004
倍に miR-21 の発現が増加していた。このこ
とから、一過性の脳梗塞時には miR-21 が上
昇し、アポトーシスに対する抵抗性が増す可
能性が示唆された。 



 

 
 

 
(2)  
 
上記 tMCAO 脳を用いて、メタボローム解析
を行った。 
コントロール脳に比べ、30 分の tMCAO 脳で
は Ethanolamine, citrate, GABA, Grycerol, 
Glysine, Hydroxybutyrate, Hypoxanthine, 
Isoleucine, Leucine, Lysine, Phenylalanine, 
Tryptophan, Uracil, Valine などのアミノ酸やそ
の他代謝物が有意に増加しており、120 分の
tMCAO 脳ではコントロール脳に比較して
Ethanolamine, Grycerol, Glysine, 
Hydroxybutyrate, Hypoxanthine, Isoleucine, 
Leucine,  Phenylalanine, Tryptophan, Uracil, 
Valine が有意に増加していた。 
ま た Aspartate, Glutamate, Ribrose-5P, 
Fructose-6P,  Pyrvate, Glucose は 30 分、120 分
の tMCAO 脳で有意に低下していた。30 分の
tMCAO で有意に上昇していた Fumarate、
Marate は 120 分 tMCAO 脳では有意に低下し
ており、虚血により TCA サイクル内の代謝
物は特異な変化を示した。 
Glutamine の量は、tMAO 脳ではほとんど変化
を示さなかった。 
 
以上の結果より、tMCAO 脳での代謝物の変
化より、一過性の MCAO 脳ではグルコース
代謝が抑制され、pentose phosphate pathway 
(PPP)経路が活性化していることが明らかと
なった。 
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