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研究成果の概要（和文）：腸内細菌叢が脳梗塞急性期に与える影響とその機序について解析した。糖尿病
（db/db）マウスでは正常（db/+）マウスと比較して、便中Enterobacteriaceae菌数、血中Lipopolysaccharide
（LPS）濃度、腸管透過性が上昇し、脳梗塞24時間後の運動機能障害および脳梗塞体積も増加していたが、非吸
収性抗生物質ポリミキシンB（PL-B）経口投与により、これらは血糖値とは無関係に有意に改善した。また脳梗
塞巣のLPS、TLR4、炎症性サイトカインの発現も低下した。腸内細菌叢の異常に伴う高LPS血症が、脳梗塞急性期
においてTLR-4を介した炎症を引き起こすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of the gut microbiota on acute ischemic brain 
injury. Fecal Enterobacteriaceae counts, plasma lipopolysaccharide (LPS) levels, and intestinal 
permeability were higher in db/db than in db/+ mice, which were reduced by oral administration of a 
non-absorbable antibiotic, polymyxin B (PL-B) in db/db mice without changing their plasma glucose 
levels. Infarct volume was smaller and neurological functions were better at 24 hours after cerebral
 ischemia in db/db mice that received PL-B compared to that in those did not. LPS and toll-like 
receptor (TLR) 4 were detected in the microglia, endothelial cells, and neurons at the ischemic zone
 border by immunohistochemistry. Levels of LPS, TLR4, inflammatory cytokines in the ischemic 
hemisphere were higher in db/db than in db/+ mice, which were reduced by PL-B. Our data suggest that
 gut dysbiosis leads to increased circulating LPS levels, thereby inducing TLR4-mediated 
inflammation in acute cerebral ischemia.

研究分野： 神経学
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１．研究開始当初の背景 
腸管と脳との双方向性の関連、すなわち腸
脳連関は神経疾患の病態解明、さらには治療
ターゲットとして注目されている。とりわけ
腸内細菌は、腸脳連関において重要な役割を
担っている。脳梗塞は運動麻痺などの重度後
遺症を残すことが少なくなく、要介護の主要
な原因であり健康寿命に甚大な影響を及ぼ
す。しかしながら脳梗塞の組織障害を抑制し、
後遺症を軽減するための治療法はいまだ不
十分であり、新たな視点からの病態解明と治
療法の確立が必要である。 
近年、脳梗塞における腸脳連関について、
いくつかの研究結果が報告されている。腸内
細菌は腸管の T細胞の分化制御を介して、脳
梗塞急性期の組織障害に関与している（1）。
また脳梗塞は自律神経系を介して腸内細菌
叢の異常を引き起こす（2）。さらには脳梗塞
急性期には腸管バリアの破綻によるバクテ
リアトランスロケーションが、感染症の発症
に関与していることも示されている（3）。 
グラム陰性桿菌の細胞膜成分である
Lipopolysaccharide（LPS）は、生体内にお
いて炎症を引き起こす。腸管は種々の有害物
質の漏出を防いでいる。しかしながら腸内細
菌叢の異常により腸管バリアの破綻がおき
ることで、腸内細菌由来 LPS の血中への流入
が生じることが報告されている（4）。脳梗塞
急性期において炎症は組織障害の進展に関
与する。したがって、腸管由来 LPS は脳梗塞
急性期の炎症に影響を及ぼす可能性がある。 
 

２．研究の目的 
本研究では脳梗塞急性期における腸脳連関
を解明するために、腸内細菌叢の異常と脳梗
塞急性期における組織障害との関連につい
て、特に LPS を中心に解析することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
実験にはレプチン遺伝子欠損により過食に
よる糖尿病を発症する2型糖尿病モデル動物
のdb/dbマウスと正常対象のdb/+マウスを用
いた。さらに 11 週齢の db/db マウスに対し
て、非吸収性抗生物質のポリミキシン B
（PL-B）を胃ゾンデにて 1週間経口投与した
群も作成。PL-B 経口投与 4時間後に血液を採
取して、血中に PL-B が検出されないことを
確認した。12週齢の db/+マウス、db/dbマウ
ス、PL-B 投与 db/dbマウスの 3群に対して以
下の実験をおこなった。 
(1) 腸内細菌叢解析 

糞便を採取し、株式会社ヤクルト本社中
央研究所の腸内細菌解析システム
「YIF-SCAN」を用いてリボソーム RNA を
解析対象とした定量的 RT-PCR による腸
内細菌の定量を行った。 

(2) 生化学的解析 
血液を採取して血糖値、LPS 濃度の測定
をおこなった。 

(3) 腸管透過性 
FITC デキストランを胃ゾンデにて経口
投与し、4 時間後に血液を採取。吸光度
計にて解析し、腸管透過性の評価をおこ
なった。 

(4) 脳梗塞モデル作成 
イソフルラン吸入麻酔を施行、総頸動脈
からナイロン糸を挿入し 60 分間の一過
性中大脳動脈閉塞（MCAO）により脳梗塞
を作成。24 時間後に運動機能障害を
modified neurological deficit score
を用いて評価し、さらに 7 日後までの生
存率を調べた。 

(5) 脳梗塞組織解析 
脳梗塞作成 24 時間に脳と取り出し、脳
梗塞体積を測定。また蛍光免疫染色によ
り LPS および toll-like receptor 4
（TLR4）の発現部位について組織学的評
価を施行。また LPS と TLR4 はウエスタ
ンブロット、炎症性サイトカインについ
ては ELISA による定量的評価をおこな
った。また、血液脳関門の破綻の評価は
IgG 染 色 、 さ ら に matrix 
metalloproteinase-9（MMP9）の発現に
ついてゼラチン・ザイモグラフィーによ
る解析をおこなった。 

 
４．研究成果 
db/db マウスでは、db/+マウスと比較して、
糞便中においてグラム陰性桿菌である
Enterobacteriaceae の菌数が増加、また血中
では血糖値、LPS 濃度が上昇し、さらに腸管
透過性も亢進していた。そこで db/db マウス
に、グラム陰性桿菌に特異的に作用する抗生
物質 PL-B を１週間経口投与したところ、
Enterobacteriaceae 菌数および血中 LPS 濃
度と腸管透過性の低下がみられた。一方で、
血糖値には有意な変化は認めなかった（図 1）。 

db
/+

db
/db

db
/d

b 
+ 
PL

-B

4

6

8

10

lo
g 1

0 
ce

lls
/g

Enterobacteriaceae

** **

db/
+

db/
db

db
/d

b 
+ 

PL
-B

0.0

0.5

1.0

1.5

P
la

sm
a 

LP
S

 (m
g

/d
l)

*** *

db
/+

db
/db

db
/d

b 
+ P

L -B

0

200

400

600

800

P
la

sm
a 

g
lu

co
se

 (m
g/

dl
)

***
***

db/
+

db/
db

db
/d

b 
+ 
PL

-B
0

10

20

30

40

50

FI
TC

-d
ex

tr
an

 in
 b

lo
od

 (n
g/

m
l)

** *

A B

C D

図1. (A) 糞便中Enterobacteriaceae菌数. 
(B) 血糖値. (C) 血清LPS濃度. (D) 腸管透
過性. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01 by  1-
way ANOVA with Tukey’s HSD post hoc
tests.  

 
さらに MCAO 24 時間後では、db/db マウス
は db/+マウスと比較して有意に運動機能が



悪く、さらに脳梗塞体積が増大していたが、
これらの変化は PL-B 投与群では有意に改善
し、また脳梗塞後 7 日間の生存率についても
有意に改善した（図 2）。 

 
 
次に、脳梗塞巣における LPS について解析
をおこなった。db/db マウスの脳梗塞巣では
ミクログリア、血管内皮細胞、神経細胞に
LPS が検出されたが、アストロサイトには検
出されなかった（図 3）。また LPS のレセプ
ターであるトル様受容体 4（TLR4）の発現
についても同様にミクログリア、血管内皮細
胞、神経細胞に検出されたが、アストロサイ
トには検出されなかった（図 4）。 
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図3. db/dbマウスの脳梗塞巣における
LPSの局在. (A)ミクログリア. (B) 神経
細胞. (C)血管内皮細胞. (D) アストロ
サイト.
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図4. db/dbマウスの脳梗塞巣における
TLR4の局在. (A)ミクログリア. (B) 神
経細胞. (C)血管内皮細胞. (D) アスト
ロサイト.  

 
ウエスタンブロット法により脳梗塞側大脳
半球における LPS と TLR4 の検出量を比較
したところ、db/db マウスでは db/+マウスと
比較して有意に LPS（図 5）と TLR4（図 6）
が多くみられたが、これらは PL-B を投与し
た db/db マウスでは減少していた。 

図5. ウエスタンブロット法による虚血側大脳半球
におけるLPS検出量の比較. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.01 by  1-way ANOVA with Tukey’s HSD post 
hoc tests.
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図6. ウエスタンブロット法による虚血側大脳半球
におけるTLR4検出量の比較. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.01 by  1-way ANOVA with Tukey’s HSD 
post hoc tests.
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TLR4 の活性化は、炎症性サイトカインの発
現亢進により炎症反応による組織障害を引
き起こす（5）。db/db マウスの脳梗塞巣では
db/+マウスと比較して TNFα(A)、インター
ロイキン 1β(B)、インターロイキン 6(C)の発
現が有意に上昇していたが、PL-B を投与し
た db/db マウスでは、これらの炎症性サイト
カインは有意に減少していた（図 7）。 

 
 
また、db/db マウスの脳梗塞巣では db/+マ
ウスと比較して血液脳関門の破綻が強く（図
8A）、MMP9の発現も上昇していたが（図8B）、
PL-B を投与した db/db マウスでは、血液脳
関門の破綻と MMP9 の発現が有意に抑制さ
れた。 
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図8. (A) IgG染色による虚血側大脳半球における血液脳関門破綻の比
較. (B)ゼラチンザイモグラフィーによる虚血側大脳半球におけるMMP9
発現量の比較. *p<0.05, ***p<0.01 by  1-way ANOVA with ukey’s 
H D post hoc tests.    

 
以上の結果から、腸内細菌叢の異常に伴う
腸管透過性の亢進は、高 LPS 血症により脳
梗塞巣における TLR4 の活性化を介して、炎
症性サイトカイン、MMP9 の発現増加をきた
すことで、組織障害の進展に関与することが



示唆された（図 9）。 

 
 
本研究において糖尿病マウスを用いたが、
糖尿病は脳梗塞発症リスクであるだけでな
く、脳梗塞急性期の組織障害の増悪因子で
あることが知られている。しかしながら血
糖管理による脳保護作用や予後改善効果は
認められない。糖尿病患者では高 LPS 血症
がみられることが報告されている（6）。本
研究では血糖値とは独立して、高 LPS 血症
を制御することにより、脳保護効果及び予
後改善につながることを見いだした。腸内
細菌叢の異常あるいは腸管バリアの是正は、
脳梗塞予後の改善を目指すうえでの新たな
治療ターゲットとなる可能性が示された。 
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