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研究成果の概要（和文）：ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いて脳虚血再灌流→heat shock protein 27 
(HSP27)リン酸化亢進→G6PD活性亢進を確認し，ATMキナーゼによるHSP27リン酸化を介して活性酸素種に対処す
るという内因性抗酸化システムの存在が示された．次に，HSP27誘導薬のGGAをratに脳室内投与し虚血再灌流モ
デルを作成し神経保護作用を調べた．GGAの投与は虚血のみよりもHSP27リン酸化やG6PD活性を増加させ酸化スト
レスの指標となるカルボニル化蛋白及び脳梗塞体積を有意に減少させた．GGAが虚血再灌流障害治療に応用でき
る可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Using a rat middle cerebral artery occlusion model, we confirmed that 
cerebral ischemia-reperfusion → increased heat shock protein 27 (HSP27) phosphorylation → 
increased G6PD activity → increased NADPH/NADP+ ratio during cerebral ischemia-reperfusion, 
indicating the existence of an endogenous antioxidant system that deals with reactive oxygen species
 via HSP27 phosphorylation by Ataxia telangiectasia mutated(ATM) kinase (HSP27 phosphatase). Next, 
we investigated the neuroprotective effects of Geranylgeranylacetone (GGA), an HSP27 inducer, in rat
 ischemia-reperfusion model by intracerebroventricular administration of GGA. The results suggest 
that GGA may be applicable to the treatment of ischemia-reperfusion injury.

研究分野： 脳神経外科

キーワード： 脳虚血　メタボロミクス　ペントースリン酸　熱ショック蛋白　虚血再灌流障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らはオミクス手法による包括的解析により，脳虚血再灌流時のATMKからHSP27リン酸化を介したG6PD活性
化という内因性抗酸化機構とMAPK経路の亢進を見い出した．オミクスによる脳虚血再灌流障害の包括的解析に基
づいて特定したATMKの下流経路を新たな脳梗塞治療の標的としたことが本研究の特色であり，この点に着目した
研究は国際的に見てもほとんど行われていないのが現状である．ATMKの下流経路は短期的ならびに長期的に神経
組織に影響を与えるため脳梗塞治療の時間軸を広げる可能性がある点も重要である．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
最近，脳梗塞に対して，血栓溶解療法や機械的血栓除去療法が確立されてきたが，発症後 8 時

間以内の適応制限のため未だ３−５％程度の患者が恩恵に預かるに過ぎない．より長い適応時間
を有する新たな治療法の開発が喫緊の課題であり，その為には脳梗塞の病態解明は極めて重要
である． 
近年のオミクス手法の発達により，低分子代謝物の変化や組織中の遺伝子発現の変化を網羅

的に調べることが可能となった．脳梗塞の病態解明においてオミクスによる包括的解析は多く
の代謝物の変化から脳虚血に特異的なものを見出す非常に有効な手段と考えられるが，そのよ
うな研究は本手法の新しさから未だ少ない． 
このような背景のもと，申請者らは，メタボローム解析やトランスクリプトーム解析を用いて

脳虚血の際に特異的に変化する代謝経路を網羅的に探索し， ATMK による HSP27 リン酸化を
介しての glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD)活性亢進，即ちペントースリン酸経路
（PPP）の亢進が NADPH を増加させ，脳虚血時の内因性抗酸化機構として働いていることや，
MAPK 経路が活性化していることを見出し，報告してきた．  

ATMK は，DNA 損傷応答における中心的なタンパク質であり，DNA 損傷応答下流シグナル
としてはヒストン H2AX や p53 のリン酸化がよく知られている．しかし，最近， reactive oxygen 
species (ROS)の直接的酸化により ATMK が活性化されるという報告がなされた．酸化ストレス 
に対して ATMK が関与する反応の下流は主として，①炭水化物代謝を解糖系から PPP にシフ
トさせ PPP を亢進させる経路，②c-jun N-terminal kinase (JNK)亢進や extracellular signal-
regulated protein kinase 1 and 2  (ERK1/2 )抑制 などの MAPK 経路，③liver kinase B1 
(LKB1)から tuberous sclerosis complex (TSC) 2 を経て mechanistic target of rapamycin 
(mTOR)を抑制しミトコンドリアの活動抑制に至る経路，の３つの経路から成る．申請者らの見
出した脳虚血再灌流の際の ATMK による HSP27 リン酸化亢進は，まさに虚血再灌流による酸
化ストレスにより活性化された ATMK 下流の炭水化物代謝における内因性抗酸化機構のひとつ
と考えられる．このように ATMK の下流経路は脳梗塞の新たな治療ターゲットとしてその病態
生理学的な役割解明が待たれるところである． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，①HSP27 誘導及び HSP27 リン酸化の脳虚血再灌流障害に対する保護効果

の検証，②ATMK から HSP27 リン酸化に至る経路の脳虚血再灌流障害における役割解明，③
脳虚血再灌流障害の際の ATMK から MAPK に至る経路の役割の解明，④脳虚血再灌流障害の
際の ATMK から mTOR に至る経路の役割の解明，⑤以上の結果をもとに新たな脳梗塞治療薬
の開発を目指す，の５つである． 

 
３．研究の方法 
I. HSP27 誘導及び HSP27 リン酸化の脳虚血再灌流障害に対する保護効果の検証 
(1)ラット中大脳動脈閉塞モデルの作成 
麻酔下に Wistar rat (220-260 g) の内頚動脈から nylon 糸を挿入，中大脳動脈を一定時間（１
時間，２時間など）閉塞後に再灌流（1〜48 時間）して脳梗塞を作成し，経時的に大脳皮質の虚
血部位を採取する． 対照群は中大脳動脈閉塞以外は同じ処置を行う． 
(2)脳室穿刺による薬剤の注入 
麻酔下にラットを定位脳手術装置に固定し，解剖アトラスに基づいて側脳室を穿刺，薬剤を注入
した後，上述の如く中大脳動脈閉塞モデルを作成し虚血脳組織サンプルを採取して，薬剤の脳梗
塞への影響を検証する．  
(3)虚血脳組織のメタボローム解析 
虚血脳組織から水溶性代謝物・脂溶性代謝物を抽出し，ガスクロマトグラフ質量分析装置（GC-
MS）によりメタボローム解析を行う． 
(4)HSP27 誘導薬の効果の検証 
上述の脳室穿刺により，HSP27 の誘導薬（geranylgeranylacetone など）を脳室内投与した後，
虚血後再灌流モデルを作製し，GC-MS によりメタボローム解析を行うとともに，HSP27，リン酸
化 HSP27 や G6PD の発現を RT-PCR 法と 免疫ブロット を用いて調べる．さらに G6PD の活性
測定，NADPH，dihydroethidium による ROS の測定を実施するとともに，虚血後再灌流による神
経症候の軽減や脳梗塞サイズ の縮小の有無をしらべる．  
II. 脳虚血再灌流障時の ATMK 下流における HSP27 リン酸化機構の詳細を解明 
(1)DNA 損傷応答における ATMK 下流シグナル関与の有無の検証 
DNA損傷応答におけるATMKの下流シグナルとしてp53とヒストンH2XAのリン酸化による活性化
が知られている．虚血後再灌流モデルを作製し，これらのリン酸化の有無を免疫ブロットや免疫
染色で調べ，DNA 損傷応答経路関与の有無を検証する． 
(2)脳虚血再灌流における ATMK 下流経路の酵素の関与の検証 



 ATMK 下流経路のうち，HSP27 をリン酸化することが知られているのは p38 MAPK, MAPKAPK2 の
経路であり，これらの阻害薬（SB203580, sc-3091 など）を脳室内注入した中大脳動脈閉塞モデ
ルで，メタボローム解析にて包括的代謝変化を調べるとともに，HSP27，リン酸化 HSP27 の発現
を RT-PCR 法と 免疫ブロット を用いて調べる。 さらに G6PD の活性測定，NADPH，虚血後再灌
流による神経症候の軽減や脳梗塞サイズ の縮小の有無を調べ，この経路の関与の有無を検証す
る． 
III. 頚動脈プラークの脆弱性と小胞体ストレス応答の関連性を探求 
 COVID-19 が猖獗を極め本来予定していた実験が困難となったために，隔離下でも実行が容易
な実験系として脳梗塞を来す脆弱プラークの形成・破綻の機構を解明するために小胞体ストレ
スマーカーを用いて頚動脈狭窄症患者の頚動脈プラークを用いて免疫組織学的実験を行った． 
 
４．研究成果 
I.ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いた虚血再灌流時の脳組織における代謝変化と
geranylgeranylacetone の効果 
 ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いて、脳虚血再灌流時の脳組織をガスクロマトグラフ質量
分析装置(GC-MS)により網羅的に分析しメタボローム解析を行った.この結果を経路活性プロフ
ァイリングにより分析すると、代謝状態の変化は再灌流時間に依存し、137 の代謝経路のうちペ
ントースリン酸経路とタウリン-ヒポタウリン代謝経路が再灌流と最も強く関連していることが
示された。 
 RT-PCR では、geranylgeranylacetone は虚血再灌流後の HSP27 転写レベルの上昇に有意な影
響を与えないことが示された。 
 immunoblotting では、HSP27 の誘導薬である geranylgeranylacetone は、HSP27 タンパク質レ
ベルの上昇に有意な影響を及ぼさなかったことが示された。しかし、geranylgeranylacetone は、
虚血再灌流後のHSP27のリン酸化の上昇を有意に増加させた。また、geranylgeranylacetoneは、
虚血再灌流後の G6PD 活性の上昇を有意に抑制し、タンパク質のカルボニル化の上昇を抑制した。
したがって、geranylgeranylacetone は、梗塞サイズを有意に縮小した． 
 これらの知見は、geranylgeranylacetone が虚血性脳卒中の治療薬として有望であることを示
唆しており、さらなる研究の価値があると思われる。 
 以上の結果をまとめ，論文として報告した(BMC Neurosci (2021) 22:9)． 
II. 頚動脈プラークの脆弱性と小胞体ストレス応答の関連性 
 11 年間に頚動脈内膜剥離術を施行した 193 人の患者の頸動脈プラークが対象．臨床的不安定
性の順に cTIA/SIE 群 (crescend TIA + Stroke in evolution)群 7，それ以外の症候群 80，無
症候群 106 の 3 群に分類した．  
 小胞体ストレスマーカー（GRP78, CHOP）発現細胞数はプラークの不安定性と有意な相関あり．
二重蛍光染色では CD68 陽性細胞(マクロファージ)と平滑筋アクチン(SMA)陽性細胞に小胞体ス
トレスマーカーが検出され共発現率は臨床的不安定性と有意な相関あり．しかしCHOPとcleaved 
caspase-3(アポトーシスマーカー)の共局在は不安定性と相関なく CHOP 発現により即アポトー
シスとなることが示唆された．CHOP 発現がアポトーシスと直結しており proapoptotic CHOP 経
路が将来の治療標的となり得る． 
 これらの結果をまとめ，論文として報告した(Transl Stroke Res, 13(3):420–431, 2022.)． 
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