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研究成果の概要（和文）： 私達はこれまでに２種の新しい作用機序を有する神経保護薬を開発
してきた。カルモデュリン阻害剤 DY-9760e とプロテインキナーゼ B 活性化薬 VO(OPT) は
脳虚血に伴う神経細胞死を抑制した。しかし、これらの化合物の神経血管保護作用のメカニズ
ムは不明である。私達は DY-9760e とその活性代謝物 DY-9836 がカルシウム／カルモデュリ
ン依存性一酸化窒素合成酵素 (NOS) を阻害することを見出した。本研究ではフェニレフリン
誘導肥大心筋細胞を用いて、eNOS による障害性スーパーオキシド産生機構と、 DY-9836 に
よるスーパーオキシド産生抑制の機序について検討した。フェニレフリン誘導肥大心筋細胞に
おけるスーパーオキシドの産生は eNOS のアンカップリングにより起こることが明らかとな
った。eNOS のアンカップリングによる持続的なスーパーオキシドの産生は心筋細胞のアポト
ーシスを誘導した。 DY-9836 の心筋保護効果は eNOS によるスーパーオキシドの産生抑制と
相関した。さらに eNOS の足場蛋白質として機能している caveolin-3/dystrophin の分解も 
DY-9836 は抑制した。脳においても同様に、脳虚血後の血管内皮細胞におけるスーパーオキシ
ドの産生を DY-9836 は抑制した。従って、 DY-9760e/DY9836 によるスーパーオキシド産生抑
制作用は神経血管保護作用において極めて重要である。 
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海馬顆粒細胞下層 (SGZ) における神経新生は学習や記憶形成に重要である。私達は PI3 キ
ナーゼ/Akt と ERK の活性化薬 [VO(OPT)] が虚血後の神経新生を促進できるのか検討した。 
VO(OPT) の腹腔内投与は脳虚血後の SGZ における神経新生を促進した。PI3 キナーゼ/Akt 
と ERK の阻害剤である wortmannin と U-0126 は各々の活性を抑制する濃度で、VO(OPT) に
よる SGZ における神経新生を完全に抑制した。さらに、 VO(OPT) による神経新生促進効果
は脳虚血に伴う認知機能障害の改善効果と良く相関した。本研究により VO(OPT) は PI3 キナ
ーゼ/Akt と ERK の活性化反応を介して神経新生を促進すること、Akt と ERK による神経新
生促進は脳虚血に伴う認知機能障害の改善に重要であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We have introduced novel neuroprotective drugs including calmodulin 

antagonist DY-9760e and protein kinase B (Akt) activator VO(OPT) in the ischemic neurodegeneration.  
However, the mechanisms underlying neurovascular unit protection by these compounds remain unclear. 
We found that DY-9760e and its active metabolite, DY-9836 are potent inhibitors of calcium/calmodulin 
dependent nitric oxide synthase (NOS) in vivo. We here defined pathophysiological role and mechanism 
of superoxide generation through uncoupled eNOS in phenylephrine (PE)-induced hypertrophic 
cardiomyocytes. In PE-induced hypertrophic cardiomyocytes, the superoxide generation was associated 
with increased uncoupling state of eNOS. Thus, uncoupling of eNOS accounts for superoxide generation 
by prolonged PE exposure, thereby inducing apoptotic cell death. Furthermore, cardioprotective effects 
of DY-9836 well correlated with inhibition of aberrant superoxide generation by suppression of eNOS 
activity. DY-9836 treatment also protected cardiomyocytes from breakdown of caveolin-3/dystrophin, 
which are major components to scaffold eNOS in cardiomyocyte caveolae. Similarly, DY-9836 
treatment also attenuated superoxide generation following brain ischemia by uncoupled eNOS in 
vascular endothelial cells. Thus the inhibition of superoxide production by DY-9760e/DY9836 is critical 
for protection of neurovascular units in ischemia-induced neurodegenaration.  

Neurogenesis is well documented in the subgranular zone (SGZ) of hippocampus. Especially, in the 
hippocampal neurogenesis, fundamental role of neurogenesis in learning and memory formation has 
been addressed. We here assessed whether VO(OPT), a stimulator of phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K)/Akt and extracellular signal regulated kinase (ERK) pathways promotes  neurogenesis 



following brain ischemia using a mouse transient middle cerebral artery occlusion (MCAO) model. 
Intraperitoneal administrations of VO(OPT), which is a potent inhibitor for protein tyrosine 
phosphatases (PTPs), stimulated neurogenesis in the adult dentate gyrus (DG) following brain ischemia. 
VO(OPT) led to activation of PI3K/Akt and ERK pathways, which are inhibited by treatment with 
specific inhibitor, wortmannin or U-0126, respectively. Each treatment of them significantly inhibited 
the neurogenesis, suggesting that both pathways need to elicit VO(OPT)-induced neurogenesis 
following brain ischemia. In some behavioral studies, we showed that VO(OPT)-induced neurogenesis 
accounts for improvement of memory deficits following brain ischemia. These results suggest that 
intraperitoneal administrations of VO(OPT) stimulate neurogenesis following brain ischemia through 
PI3K/Akt and ERK activation. Moreover, Akt- and ERK-induced neurogenesis is critical for 
improvement of memory deficits following brain ischemia. 
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１．研究開始当初の背景 

私達は脳梗塞モデルを用いて新しいメカ
ニズムの脳保護薬の薬理学研究を行ってき
た。ラット四血管閉塞、ラット・マウス中大
脳動脈閉塞、ラット脳塞栓モデルを用いて、
新規カルモデュリン阻害剤 DY-9760e が強
力な脳保護作用を示すこと、その脳保護作用
機序を明らかにした。即ち、 DY-9760e は過
剰な一酸化窒素合成酵素 (nNOS、eNOS) の
活性化を抑制し、一酸化窒素と活性酸素の反
応物であるパーオキシナイトライトの産生
を抑制した。また、形質膜の骨格タンパク質
であるフォドリンへのカルモデュリンの結
合を抑制してカルパインによる分解を阻止
した。さらに、最近 DY-9760e が強力な脳血
管保護作用を示し、DY-9760e による eNOS 
の抑制は活性酸素産生を抑制することによ
り、脳血管保護作用を発揮すると考えられる。
しかし、細胞系を用いての eNOS による酸化
ストレス障害における役割は不明である。次
に、チロシンホスファターゼ阻害剤であるバ
ナジウム化合物が末梢投与により脳虚血再
灌流障害を抑制することを明らかにした。無
機バナジウム化合物であるオルトバナジウ
ム酸は細胞の生存シグナルであるプロテキ
ンキナーゼ B (Akt) と細胞外シグナル調節
キナーゼ (ERK) を活性化することにより細

胞保護作用を発揮した。齧歯類では脳虚血障
害において大脳皮質の側脳室下帯 (SVZ)、海
馬歯状回の顆粒細胞層下層 (SGZ) での神経
新生が促進されることが知られている。バナ
ジウム化合物はチロシンホスファターゼ 
(PTP-1B) を抑制して、神経幹細胞の増殖と神
経細胞への分化に関わる Akt と ERK を活
性化する。従って、バナジウム化合物は末梢
投与で有効な神経新生促進薬として期待で
きる。 
２．研究の目的 

DY-9760e に関して、これまで脳保護薬と
して開発を行ってきた。今回、DY-9760e  の
活性代謝物である DY-9836 を用いて eNOS 
抑制効果と活性酸素障害抑制の関連性を明
らかにする。次に、5 価のオルトバナジウム
酸に比べて脳内移行性が良く、安全域も広い 
4 価 バ ナ ジ ウ ム 有 機 錯 体 、
bis(1-oxy-2-pyridinethiolato)oxovanadium (IV)、
[VO(OPT)] を創製した。VO(OPT) が虚血後
の神経細胞新生を促進することを発見した。
新規バナジウム化合物 VO(OPT)の SGZ に
おける神経新生、分化誘導のメカニズムと脳
高次機能改善効果を明らかにする。 
３．研究の方法 
新生ラットから単離培養した心筋細胞を

フェニレフリン (10 microM) に 96 時間曝



露することにより、心筋肥大から心筋不全に
至る細胞系を作製した。心筋障害はカベオリ
ン-3、ジストロフィン分解を指標にした。さ
らにスーパーオキシドと一酸化窒素  (NO) 
産生について蛍光性指示薬を用いて定量し
た。 

C57BL/6N マウスを用いて、中大脳動脈閉
塞モデルを作成した。脳虚血 1 週間後から
BrdU とバナジウム化合物の投与を４日間行
った。脳虚血２週間後に免疫染色法により、
BrdU 陽性細胞数、BrdU/NeuN 両陽性細胞数
を定量した。また、 hilus border からの新生
ニ ュ ー ロ ン の 移 動 を 検 討 す る た め 、
BrdU/DCX 両陽性細胞の検討を行った。免疫
ブロット法により海馬歯状回における Akt、
ERK の活性を測定した。さらに、バナジウム
化合物による認知機能の回復を評価するた
めに行動解析を行った。 
４．研究成果 

96 時間のフェニレフリン曝露により、肥
大した心筋細胞ではカベオラに局在するカ
ベオリン-3、eNOS が細胞質へ移行した。そ
れに伴い、カルシウム非依存性の一酸化窒素 
(NO) とスーパーオキシド産生が見られた。
スーパーオキシド産生は eNOS の細胞質へ
の移行と酵素のアンカップリング状態とよ
く相関した。この NO とスーパーオキシド上
昇は eNOS 阻害剤である L-NAME および
カルモデュリン阻害剤、DY-9836 でほぼ完全
に抑制された。さらに eNOS のアンカップリ
ング反応も DY-9836 で抑制されることから、
eNOS のアンカップリングは病態ではスーパ
ーオキシド産生に関わると考えられる。 
eNOS による過剰な NO およびスーパーオキ
シド産生は心不全への進展に関与し、
DY-9836 はフェニレンフリン曝露による心
筋障害を抑制することが明らかとなった。 
 バナジウム化合物の投与により脳虚血に
よる神経新生が亢進し、同時に、新生した神
経細胞の hilus border から顆粒細胞層への移
動も促進された。私達はバナジウム化合物が
PI3K/Akt 経路と ERK 経路を活性化するこ
とを既に明らかにしている。免疫ブロット法
により、海馬歯状回においてバナジウム化合
物投与後に Akt、ERK の活性が有意に上昇
していることを確認した。さらに、それぞれ
の阻害剤である  wortmannin,U-0126 を脳室
内に投与し検討を行ったところ、どちらの処
置によっても神経新生が阻害された。Y-maze 
task, novel object recognition task, passive 
avoidance task の行動解析によりバナジウム
化合物投与が脳虚血後の認知機能低下を改
善することを確認した。これらの結果より、
脳虚血における神経新生には Akt、ERK の活
性化が関与しており、それらを亢進させる薬
剤 VO(OPT) は新生ニューロンを成熟させ、
脳虚血により低下した認知機能を改善する

ことが示された。 
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