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研究成果の概要（和文）： 
虚血耐性獲得のメカニズムの一つとして HIF-1α（Hypoxia inducible factor）の関与が報告さ
れている。抗酸化剤であるプロピルガレートは低酸素状態でなくとも HIF-1αを誘導すること
が可能であり、プロピルガレート投与による脳虚血に対する脳保護効果に関する研究を行った。
ラット前脳虚血モデルにおいて、重度虚血では脳保護効果は認められなかったが、中等度虚血
では脳保護効果があることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
Recent evidence indicated that n-propyl gallate (PG), a synthetic antioxidant, activates 
hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) under normoxic conditions in cultured cells. The present 
study was conducted to test the hypothesis that the administration of PG may attenuate 
neuronal injury in a rat model of forebrain ischemia. The results indicated that 
intraperitoneal administration of n-propyl galate may have neuroprotective effects in a 
model of moderate(8min), but not severe(10min), forebrain ischemia in rats. 
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１．研究開始当初の背景 
心停止などによる脳傷害発生は、未だ大 き 
な問題であり、蘇生までの時間短縮のため
の社会的環境整備に加え、患者自身の虚血耐
性 獲 得 法  や治療的手段の確立が重要であ
る。また、周術期においては、低血圧、心
停止、脳血管遮断など あらかじめ脳血流低
下に対する方策が要求される場合も多く、
その確立した対応策が望まれる。  虚血耐性
獲得の一手段として、あらかじめ軽 度 の 虚

血負荷を与える ischemic preconditioning が 
知られており、 ischemic preconditiong の 
虚血耐性獲得のメカニズムとして hypoxia 
inducible factor(HIF)-1（低酸素誘導因子）の
関与が報告されている。低酸素負荷自身の生
体への侵襲は大きく危険を伴うため、低酸
素負荷以外の方法での HIF-1 の 蓄積法が検
討されている。これには二価鉄イオンに対す
るキレート剤や PHD や FIH-1 などの水酸 
化酵素を不活化する方法が考えられる。連
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携研究者である広田喜一が polyphenol 類 
である n―propyl gallate(nPG)が非低酸素状
態であつてもHIF-1αを蓄積させることを発
見し報告してきた。 
 
２．研究の目的 
nPG の投与により HIF-1αの蓄積がおこ
り、虚血耐性獲得に作用するのではないか
という仮説をたて、nPG の脳保護効果とその
メカニズムについて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）n―propyl ganate の投与によるラット
脳での HIF-1の蓄積および downstream の蛋 
白・遺伝子の発現変化についての検討 
 
300-350g の SD ラットを n―propyl gallate 
30mg/kg 投与群、100mg/kg 投与群、300mg/kg
投与群、及び vehicle 群の 4 群に無作為に割
り付ける。n―propyl gallateの投与は腹腔内
投与で 4日間施行し、4日目に断頭し、脳組織
を採取する。蛋白量はエライザ法、およびウ
エスタンブロット法にて測定し、遺伝子発現
の定量は RT―PCR 法を用いて行う。 
 
（２）n―propyl gallate 前投与による脳保
護効果についての検討 
 
300-350g の SDラットでの前脳虚血モデルを
用いる。前脳虚血モデルはイソフルランで
麻酔導入し、気管挿管したあと、人工呼吸管
理する。尾動脈にて動脈圧の連続モニターを
行い、総頚動脈確保、および右外頚静脈にカ
テーテルを挿入する。前脳虚血は外頚静脈か
らの脱血により平均血圧が 35mmHg になった
時点で、両総頚動脈を遮断する。遮断時間は
８分および 10分で、時間終了後に遮断を解
除し、 脱血した血液を返血する。体温は直
腸温、および側頭筋温を測定し 37.5°C を目
標に維持する。 
ラットを、虚血操作を行わない sham 群と虚
血再還流を行う群とに分け、後者をさらに
n―propyl gallate 100mg/kg で前処置した群,
および vehicle 群とに無作為に振り分けた。
n―propyl gallate は 100mg/kg を 4日間に
わたり腹腔内投与を行い、その 4日目に上記
の前脳虚血を施行する。虚血再還流 7日目に
4%パラホルムアルデヒドを用いて心還流を
行い、脳切片を作成する。HE 染色にて海馬
CAl 領域の傷害細胞数(the number of 
necrotic neuron)をカウントし、n―propyl 
gallate の脳保護効果の関連性について検討
する。 
 
４．研究成果 
 
（１）n―propyl gallateの投与によるラット

脳での HIF-1の蓄積および downstream の蛋 
白・遺伝子の発現変化についての検討 
 
nPG の腹腔内投与により、脳組織中に HIF-α
の発現、およびその下流の蛋白である EPO
（ Erythropoietin ） や VEGF(Vascular 
endothelial growth factor)が発現すること
が確認できた 
 また、nPG の投与量別にみた結果、300mg/kg
群は体重減少が激しく投与量としては適切
ではないと判断した。 
  
 
（２）n―propyl gallate 前投与による脳保
護効果についての検討 
 
上記研究に基づき、nPG の投与量を 100mg／
kg 投与とし、前脳虚血モデルを用いて検討を
行った。 
 
すべての群間で、ラットの体重、生理学的な
パラメーター（体温、脈拍数など）に有意差
はなかったが、虚血中の平均血圧だけ、シャ
ム群と比較して虚血を実施した群で有意に
低かった。 
 また、すべての群間で、虚血実施前後 10
分の時点での血液ガスデータ（pH、PaCO2、
PaO2、BS、Hct など）にも有意差はみられな
かった 
 
虚血再還流施行７日後の脳の海馬・CA1 領域
の正常神経細胞数を図１に示す。虚血を実施
した群（V-1-10,PG-1-10, V-1-8, PG-1-8）
はシャム手術群（V-S, PG-S）と比較し有意
に正常細胞数が少なかった。 
 また、10 分虚血群では nPG 群も Vehicle 群
も正常細胞数は同程度に少なかったが、８分
虚血群では nPGで前処置をした群のほうが有
意に正常細胞数は多いという結果となった。 
 nPG が脳保護効果に寄与している可能性を
示唆する所見であると考えられた。 
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図２に EPO、VEGF、HIF-α-mRNA、それぞれの
逆転写 PCR プロトコールでの発現量を示す。 
nPG で前処置された群では有意に高いレベル
で発現されていた。 
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これらの結果から、nPG（100mg/kg）の腹腔
内投与により、ラットの脳内に HIF-α、EPO、
VEGFのmRNAの発現レベルが増加することで、
８分間の前脳虚血に対する脳保護効果をも
たらすことができたと考察できる。 
 
 一方、この研究では 10 分間の虚血時間で
はこの効果はみられなかった。nPG の投与後、
60 分間の虚血時間で研究した報告では、梗塞
領域を減少させる効果はみられなかった、と
いうことからも、severe な虚血では脳保護効
果は乏しく、moderate な虚血に対しては nPG
の脳保護効果が期待できる可能性が示唆さ
れた。 
 
 nPG の脳保護効果のメカニズムについては、 
この研究からは、HIF-1αの下流の蛋白であ
り、造血促進因子である EPO や、血管新生の
主なメディエーターである VEGF などにより
HIF-1αの活性化によるものが考えられる。
EPO や VEGF は局所的、全脳的な脳保護効果を
もたらすという報告もあり、本研究において
も nPG の投与により、脳内にそれぞれ発現レ
ベルが増加していることを確認できた。 
 ただ、HIF-1αの活性化により hypoxic 
preconditioningとしてEPOや VEGF以外の因
子による脳保護効果の可能性も今回は検討
できていないため、否定はできない。 
 
 
 最後に本研究に関するこれからの検討課
題を示す。 
 nPG の投与量として 100mg／kg での単一容
量での検討であったが、容量に依存して脳保
護効果が変化するのか、は不明である。 
 nPG の投与タイミングについて、本研究で
は、虚血前の投与で検討を行ったが、臨床上
虚血イベントが予期せぬタイミングで生じ
てしまう事もあり，虚血後の投与により脳保

護効果は得られるのかという視点は非常に
興味深い。 
  
 nPG（100mg/kg）の腹腔内投与により、８分
間の前脳虚血に対する脳保護効果をもたら
すことが認められた。そのメカニズムの一部
分として、ラットの脳内に HIF-1α、EPO、VEGF
の mRNA の発現レベルが増加していることが
関与している可能性が示唆された。 
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