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研究成果の概要（和文）：脳でヘムオキシゲナーゼ-2 (HO-2) により産生される一酸化炭素 (CO) の役割を明ら
かにすることを目的とした。まず網羅的代謝解析と生体イメージングにより、野生型マウスとHO-2欠損マウスの
脳血流代謝を比較することで、COは定常状態の脳でエネルギー代謝と血流を抑制していることを示唆する知見を
得た。また脳虚血モデルマウスを用い、脳梗塞時には健常側においてもHO-2が機能しないとエネルギー代謝が大
きく損なわれることを予測させる証左を得た。これらの知見によりCOは定常時にエネルギー代謝および血流を抑
制することで、脳虚血に対応するための予備能を備える役割を担っている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Brain generates a micromolar order of carbon monoxide (CO) via heme 
oxygenase (HO) reactions. In this study, we examined the hypothesis that the deletion of HO-2 
exacerbates cerebral energy metabolism during acute focal brain ischemia. We conducted quantitative 
imaging mass spectrometry (Q-IMS) analysis for adenylates and lactate to decipher local cerebral 
responses of energy metabolism from wild-type (WT) and HO-2-null mice that underwent a 60-min 
occlusion of the left middle cerebral artery. Striking differences were found in the contralateral 
hemispheres, where the levels of ADP, AMP and lactate in HO-2-null mice were higher than those in WT
 mice. These results suggest that the HO-2/CO system plays roles in protecting against ischemia not 
only at the ischemic core where the severe reduction of blood flow occurs, but it also protects even
 more effectively in the trans-hemispheric regions where only a subtle reduction of blood flow takes
 place.

研究分野：生体イメージング

キーワード： 一酸化炭素
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１．研究開始当初の背景 
日本国内の脳梗塞による死亡数は毎年 7 万
人を超える高いレベルを維持している。さら
に本疾患は予後が非常に悪く、介護が必要と
なる原因のトップともなっている。この虚血
によりもたらされる病態の治療として、従来
から脳循環代謝の改善を狙った薬剤の投与
が行われてきたが、十分な治療効果が見られ
ないケースも少なくない。したがって脳梗塞
時の循環代謝の改善ための新たなターゲッ
トの探索は、脳梗塞の根治を目指した治療法
の確立のために急務であると言える。そこで
脳虚血時の脳循環代謝改善の戦略として、脳
内に広がる種々の内因性のガス分子による
代謝ネットワークに着目した。 
研究開始当初、脳血流の内因性のガス分子
による制御機構は、in vinoイメージングの技
術の発達により、徐々に明らかになってきて
いた。まず、くも膜下腔では heme oxygenase 
(HO) -2 から産生される一酸化炭素 (CO) が
血管拡張因子である一酸化窒素 (NO) の産
生酵素、nitric oxide synthase (NOS) の活性を
恒常的に抑制することで血管のトーヌスを
保っていることが、マウスの cranial window
法を用いた in vivo での知見により明らかと
なっていた  (Ishikawa et al., Circulation 
research, 2005)。また、当研究代表者らは脳実
質においても神経細胞の HO-2 により産生さ
れている COは、血管拡張因子である硫化水
素  (H2S)を産生する酵素、 cystathionine 
β-synthase (CBS) の活性を阻害することで血
管のトーヌスを保っている可能性を、多光子
レーザー顕微鏡で脳実質の血流を捉えるこ
とにより示した。さらに、CO はヘムと酸素
を基質として HOによって産生されることか
ら、低酸素時には CO 産生が減少し、CO に
よる H2S産生抑制が解除されることが、脳に
おける低酸素性の血管拡張の一機序である
ことを明らかにした (Morikawa et al., PNAS, 
2012)。 
これら一連の研究の過程で、脳での COの産
生が減少していると考えられる HO-2 knock 
out (KO) マウスでは、大脳皮質でアデノシン
3 リン酸 (ATP) の濃度が高いことを見出し
た。これは脳実質での COの標的分子が CBS
だけではなく、ATP 産生に関わる解糖系や
TCA サイクルといったグルコースの代謝経
路や、ミトコンドリアの呼吸鎖にも存在して
いる可能性を意味する。さらに COがグルコ
ース代謝を抑制するということは、グルコー
スの代謝産物であり、かつ強力な血管拡張因
子である CO2の産生が、CO の制御下に置か
れていることも示唆されていたという状況
が研究開始当初の背景である。 
 
２．研究の目的 
脳において神経細胞から恒常的に産生され
ている COは、脳血流 ATP産生を抑制してい
ることがマウスを用いた実験から示唆され
ていたが、そのメカニズムや意義は未解明で

あった。そこで CO 産生酵素である HO-2 が
酸素濃度依存性に COを産生することに着目
し、虚血などの低酸素時には CO産生が減少
し、ATPの産生抑制作用が弱まることで、エ
ネルギー代謝が保たれていると考えた。これ
ら仮説の検証により、脳で HO-2 により産生
される COの、グルコース代謝と CO2産生抑
制作用による、脳血流代謝調節機構の存在の
検証と、その生理的、または脳虚血時におけ
る役割の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴ 脳の代謝物濃度の測定  
CO による脳でのグルコース代謝の制御ポイ
ントを探るため、定常状態での脳のメタボロ
ーム解析を行い、グルコース代謝産物の濃度
を野生型マウスと HO-2 KO マウスとで比較
した。まず、マウス脳サンプルの採取に当た
っては、分解速度の速いエネルギー代謝物の
迅速な固定に、麻酔下での in situ freezing 
(ISF) 法を用いた。代謝物の測定にはキャピ
ラリー電気泳動質量分析装置  (CE-MS, 
Agilent)を使用し、野生型マウスと HO-2 KO
マウスの脳の代謝物の濃度を比較すること
で、CO によるグルコース代謝に及ぼす作用
を探った。 
⑵ 脳の CO2産生能の測定  
 CO による CO2産生制御の可能性を検証す
るため、脳の CO2の産生能を野生型マウスと
HO-2 KO マウスとで比較した。そのために
13C-グルコース投与 10 分後のマウスの脳を
ISF 法により採取し、ガスクロマトグラフ質
量分析計 (GCMS) で 13CO2 の濃度を測定し
た。これにより単位時間内にグルコースが代
謝されて産生されるCO2の量を野生型マウス 
と HO-2 KOマウスとで比較した。 
⑶ 脳血流の測定  
 CO により脳血流が抑制されているかどう
かを検証するため、脳実質の血管径と血流速
度を測定し、野生型マウスと HO-2 KO マウ
スとで比較した。麻酔したマウスの頭蓋骨を
厚さ 30～40 µmの厚さに削り、そこから多光
子レーザー顕微鏡 (FV-1000MPE, Olympus) 
で、脳表から約 100 µmの深さの脳の実質の
血管径と、赤血球速度を記録した。血管径は
マウスの大腿動脈から蛍光試薬 Qdot-655 を
注入することで血管を可視化した上で計測
した。このとき、血管内の赤血球が黒く抜け
て見えるので、その速度を測定し、血流速度
とした。さらに血管径と赤血球速度から、血
流量を算出した。 
⑷ 脳梗塞モデルマウスの作成  
脳梗塞のモデルとして、マウス中大脳動脈梗
塞 (MCAO) モデルを用いた。麻酔したマウ
スの外頸動脈から、先端を 220 µmの太さに
加工したナイロン糸を血管内に挿入し、内頚
動脈を経由して中大脳動脈を閉塞した。閉塞
から 60分後に ISF法により代謝物を固定し、
脳を採取し、その後の解析に用いた。 
⑸ 梗塞時の脳の代謝物、CO2産生能、血流の



測定  
 梗塞時の脳のグルコース代謝産物の濃度
と脳血流を野生型マウスと HO-2 KO マウス
とで比較した。これにより、仮説として挙げ
た、COによるグルコース代謝の抑制作用が、
梗塞時に低下しているかどうかを検証した。 
⑹ 梗塞時のエネルギー代謝の解析 
 梗塞部位特異的な代謝の変動を精査する
ために、定量的イメージング質量分析 (IMS)
を行った。ISF 法により代謝物を固定した脳
梗塞モデルマウスの脳の 10 μm厚の切片を作
成し、MALDI イメージング質量分析装置に
よって代謝物をイメージングした。この結果
に CE-MS による代謝物の定量データを組み
合わせることで、定量性を持った代謝物イメ
ージングを行う。これにより、梗塞部位と非
梗塞部位のエネルギー代謝物の濃度分布を
野生型と HO-2 KO で比較し、仮説として提
示した COによる脳梗塞時のエネルギー代謝
の低下を防ぐ作用が見られるかどうか検証
した。 
 
４．研究成果 
先行研究の成果から、HO-2KO マウスの脳
の ATP濃度は、野生型マウスと比較して皮質
や海馬において高いことが示唆されている。
そこでまず ATP の主要な産生系であるグル
コース代謝を含めた、物質代謝における CO
の役割を検証するため、HO-2 KOマウスの脳
の網羅的代謝解析を行った (野生型マウス：
n=9, HO-2 KOマウス：n=9)。クラスター解析
の結果、定常状態においてグルコース 6-リン
酸やフルクトース 6-リン酸を初めとした解
糖系、またイソクエン酸や 2-オキソグルタル
酸といったクエン酸サイクルの代謝産物の
代謝産物が、野生型マウスと比較して HO-2 
KO マウスで高値を示すクラスターに含まれ
ることが分かった。このことから COは定常
状態において解糖系やクエン酸サイクルの
流速を抑制していることが予想された。一方
で HO-2 KOマウスの脳の ATPが高値を示す
要因のひとつとして、CO 産生の減少による
脳血流量の増加が原因であることも考えら
れた。この仮説を検証するため、多光子レー
ザー顕微鏡を用い、マウスの大脳皮質の毛細
血管、前毛細血管及び細動脈の血流速度を測
定した (野生型マウス：n=9, HO-2 KO マウ
ス：n=9)。その結果、野生型マウスと比較し
て、HO-2 KOマウスでは血流速度が速いこと
を示すデータが得られ、CO が脳局所におい
て血流を抑制する働きをしていることが示
唆された。HO-2から産生される COは低酸素
時における予備能を付与する役目を担って
いることが先行研究の結果から予見されて
いるが、ここまでで得られた知見はこのメカ
ニズムの全貌を明らかにするための重要な
布石となるという意義を持つと考えられた。 
これらの結果を踏まえ、次に脳局所でのグ
ルコースや酸素低下時における予備能を CO
が担っている可能性について検証した。まず

メタボローム解析によって MCAO モデルで
の脳局所虚血 60分における代謝物の動態を、
野生型マウス (n=10) と HO-2 KO マウス 
(n=8) とで比較した。クラスター解析の結果、
野生型マウスよりも HO-2 KO マウスで、虚
血時に大きく減少している代謝物のクラス
ターには、ATPなどの高エネルギーリン酸化
合物が含まれていた。このことから虚血時に
HO-2 がエネルギー代謝に関与する代謝物を
維持する役割を担っていることが示唆され
た。さらに、野生型マウスと HO-2 KO マウ
スとで、MCAOによりエネルギー代謝が障害
を受けている部位の大きさを比較するため、
エネルギー代謝物の定量的質量イメージン
グを施行した。その結果、MCAO によって
ATPが低下し、ADP、AMPが上昇している部
位は、野生型マウスと比較して HO-2 KO マ
ウスでは広範に及ぶことがわかった。これら
の結果から、脳で HO-2 から産生される CO
は脳虚血時に ATP 濃度の減少を抑制するこ
とで、梗塞による障害を軽減する役割を担っ
ている可能性が示唆された。 
さらにマウスの脳における COによる CO2

の産生制御、及び脳虚血時の血流維持の可能
性について検証した。まず定常状態の野生型
マウスと HO-2 KOマウスの脳の CO2濃度を
ガスクロマトグラフ質量分析計を用いて測
定した。13C標識グルコース投与 10分後、野
生型マウスと比較して HO-2 KO マウスの脳
では 13CO2の濃度が高い傾向が見られ、定常
状態で COは解糖系の fluxを抑制することで
CO2産生を低値に保っている可能性が示唆さ
れた。次に MCAO による局所脳虚血モデル
により、脳梗塞時における HO-2の CO2産生
に及ぼす影響について検討を加えた。13C グ
ルコースを投与したHO-2 KOマウスの 13CO2

濃度は、特に非虚血側において野生型マウス
と比較して約 75%に減少していた。このこと
から脳梗塞時には HO-2 は非虚血部位におい
てもCO2産生を一定のレベルに保つ役割を担
っていることが示唆された。また多光子レー
ザー顕微鏡による局所脳血流の測定を行い、
脳虚血時に HO-2 によって保たれていること
が予想されるCO2が脳血流を維持する可能性
について検証した。マウスの総頸動脈に遠隔
操作可能な血管結紮用のデバイスを設置し、
多光子レーザー顕微鏡で全脳虚血前後の脳
局所血流を測定した。結果、脳全体が虚血に
陥った場合では HO-2による CO2の産生制御
は脳血流の維持には寄与しない可能性が示
された。これらの知見は研究期間前半で得ら
れた COによるグルコース代謝制御と、その
脳虚血時の役割をより詳細に示した意義を
持つ。また脳のエネルギー代謝制御における
HO-2による低酸素応答の in vivoでの検討結
果は、脳血流制御において局所血流での CO
の果たす役割が高いことを示唆した点にお
いても重要な知見であると考えられる。 
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