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研究成果の概要（和文）：マウスを用いたスレッドモデルにより10分間の一過性中大脳動脈(preconditioning)
の閉塞の48時間後に中大脳動脈領域でのLeucinerichalpha 2 glycoprotein 1(LRG1)の発現の亢進を免疫染色で
認めた。Vitro研究ではiPS細胞から脳オルガノイド作成を行い42日目、70日目のLRG1のRNA発現を調べ、iPS細胞
の発現量を1とした時にLRG1は42日目には約4倍、70日目には約3倍の発現量を認めた。その他血管新生に影響を
及ぼすと考えられるHIF1αに関しては70日目で約1.6倍、VEGF-Aに関して70日目で約４倍の発現となった。

研究成果の概要（英文）：We performed 10 minutes transient occlusion of middle cerebral artery (MCA) 
in mouse and showed upregulation of Leucinerichalpha 2 glycoprotein 1(LRG1) in the MCA area using 
immunostaining after 48 hours from transient occlusion. This results showed possibility that 
angiogensis occurred after transient ischemia in brain. In vitro, we made brain organoids using iPS 
cell.LRG1 RNA expressed four times and three times compared with iPS cell in  Day42 and Day 70 
respectively. In addition, we investigated the molecles related angiogenesis. HIF1α RNA expressed 
1.6-fold in Day 70 and  VEGF-A expressed four times in Day 70 compared with iPS cell. 

研究分野：脳虚血

キーワード： 血管新生　ロイシンリッチα2グリコプロテイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Vivo modelにおいて一過性の低灌流を起こすことにより血管新生因子であるleucine-rich alpha2-glycoprotein
(LRG)がその低灌流領域で発現すること、またvitro modelにおいてiPS細胞がその脳オルガノイドの発生過程で
iPS細胞の発現量を1とした時にLRG1は42日目には約4倍、70日目には約3倍の発現量を認めた。このようにLRGが
虚血や発生過程で発現することが確認でき今後脳梗塞治療研究につながると考えられる。
社会的意義に関しても今後さらに研究が進めばLRGが関わる血管新生により脳梗塞治療に繋がる土台の結果が得
られたと考えられる。

※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 
 
脳卒中(脳梗塞、脳出血、くも膜下出血)による死亡者は年間約 13 万人で、寝たきりや認知症の
原因の第 1位となっており、高齢化が進む中、重大な社会的問題となっている。近年、血栓溶解
剤（t-PA）をはじめ再灌流療法の進歩により急性期脳梗塞に対して一筋の光明が見いだされたが、
再灌流療法が可能な時間的制約により、その恩恵に預かれる症例は数%でしかなく有効な脳保護
薬の開発が急務である。 
 さて、神経細胞は虚血に脆弱であるが、その様な環境下では、様々な遺伝子発現が誘導され、
虚血ストレスに対して応答していることが報告されている。このような生体作用を有効に活用
し、神経細胞を虚血に対して抵抗できる様に誘導することは急性期脳梗塞治療の再灌流療法が
可能な時間的制約の緩和など、新規脳梗塞治療戦略の開拓において有望である。申請者は、血管
内皮細胞に存在する P2X4 受容体に着目し、平成 27,28 年度科学研究費若手(B)「脳虚血時の
P2X4受容体を介した血管内皮による虚血耐性獲得メカニズムの解析」の助成を受け、一過性脳
虚血を P2X4受容体が感知することで中大脳動脈閉塞(MCAO)後 48時間後には神経保護分子で
あるオステオポンチン(OPN)の発現が上昇し、神経細胞が虚血耐性能を獲得するメカニズムを報
告した。さらに、このような実験動物から得られた知見のヒトでの再現性も確認している。これ
は頸部腫瘍や大型の脳動脈瘤など、手術時に頸動脈の遮断の可能性のある症例の術前検査とし
て、頸動脈を一時的にバルーン付きカテーテルで遮断し、脳血流を一過性に低下させ、神経症状
や反対側からの血流を確認するバルーン閉塞試験(BOT)を利用して検証している。BOT 前後に
末梢血を採取し一時閉塞前と一時閉塞 48時間後の末梢血で OPNの血中濃度を確認すると、一
時閉塞の 48 時間後に OPN の上昇傾向を認めており、一過性脳虚血による OPN の上昇は、実
験動物のみならず、ヒトにも見られる普遍的な現象であることが確認された(上図右)。さらに前
述のヒト血液サンプルのタンパク変動をプロテオミクス解析で網羅的に調べ、血管新生作用の
報告がある leucine-rich alpha2-glycoprotein(LRG)の発現が BOT後に上昇することが確認でき
た。血管新生による側副血行路の発達は脳血流を維持し、脳梗塞に対して脳保護に働く。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの結果を発展させ、①OPNの臨床応用にむけての最適な投与方法の決定、②
LRG を介した血管新生メカニズムの解明を目指し、2 つの防御機構から脳梗塞に対する新たな
治療法の確立を目標とする。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
われわれは leucine-rich-alpha2-glycoprotein(LRG)による血管新生を生じさせる刺激
(preconditionig)として一過性脳虚血を作成することを選択した。マウスを用いたスレッドモデ
ルにより一過性に中大脳動脈閉塞、再灌流させ 10 分間の一過性中大脳動脈(preconditioning)
の閉塞の 48 時間後に、中大脳動脈灌流領域での LRG1 の発現を免疫染色を用いて調べた。Vitro
研究では iPS 細胞から脳オルガノイド作成を行う研究を行い脳オルガノイド 2 日目、42 日目、
70 日目の Leucinerichalpha 2 glycoprotein(LRG1)の RNA 発現を調べた。 
 
 
 
４．研究成果 
 
本研究は、血管新生作用の報告がある leucine-rich alpha2-glycoprotein(LRG)が脳の血管にお
いても血管新生作用があるかを検証し、また神経栄養因子の報告をもつオステオポンチンの効
果も加え、その血管新生作用と神経栄養因子が脳梗塞において脳保護にどのように寄与するか
の解明を目指したものである。 
われわれは LRG による血管新生を生じさせる刺激(preconditionig)として一過性脳虚血を作成
することを選択した。一過性脳虚血モデルの確立を目指した。具体的には、マウスを用いたスレ
ッドモデルにより一過性に中大脳動脈閉塞、再灌流させるモデルで 10 分間の一過性中大脳動脈
(preconditioning)の閉塞の 48 時間後に 60 分の中大脳動脈閉塞を作成することとした。上記に
並行して、preconditiong を行なった 48 時間後に、一過性に閉塞させた中大脳動脈の灌流領域
での LRG1 の発現を免疫染色を用いて調べた。その結果、前記灌流領域で LRG1 の発現の亢進を認
めた。その後Vitro研究もおこない、iPS細胞から脳オルガノイド作成を行う研究を行っており、
その実験系を用いて脳オルガノイドの 42 日目ならびに 70 日目の Leucine-rich-alpha2 



glycoprotein(LRG1)の RNA 発現を調べた。結果として iPS 細胞の発現量を 1とした時に LRG1 は
42 日目には約 4 倍、70 日目には約 3 倍の発現量を認めた。そのほか、同時に FoxG1：前脳のマ
ーカー、PAX6：radial glia のマーカー、TBR1：layerⅥのマーカー、CTIP2：layerⅤのマーカ
ー、SATB2：upper layer のマーカー、VGluT1：興奮性ニューロンのマーカー、NKX2-1：腹側前脳
のマーカー（interneuron を産生）、HIF1-α、VEGF-A の RNA 発現量も調べた。HIF1α に関して
は 2日目と 42日目では 1倍を下回ったが 70 日目で約 1.6 倍、VEGF-A に関しても 2日目と 42日
目では 1倍を下回ったが 70 日目で約４倍の発現となった。そのほか、70日目で FoxG1 は約 432
倍、PAX6 は約 186 倍、TBR1 は約 1195 倍、CTIP2 は約 14 倍、SATB2 は約 27 倍、VGluT1 は約 148
倍、NKX2-1 は約 6倍 42 日目と 70日目で発現上昇を認めた。 
学術的意義に関して、Vivo model において一過性の低灌流を起こすことにより血管新生因子で
ある leucine-rich alpha2-glycoprotein(LRG)がその低灌流領域で発現すること、また vitro 
model において iPS 細胞がその脳オルガノイドの発生過程で iPS 細胞の発現量を 1 とした時に
LRG1 は 42 日目には約 4倍、70日目には約 3倍の発現量を認めた。このように 
LRG が虚血や発生過程で発現することが確認でき今後脳梗塞治療研究につながると考えられる。
社会的意義に関しても今後さらに研究が進めば LRG が関わる血管新生により脳梗塞治療に繋が
る土台の結果が得られたと考えられる。 
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