
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 5 月 2 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
脳卒中は発症 5 時間以内の血栓溶解以外に有効な治療法はなく、その適用率も 5%以下にすぎ

ない。本研究では、卒中後遺症の主因が発症 2 日後から生じる虚血性遅延神経細胞死であるこ

とに注目し、発症から 2 日以内の投与で細胞死を防ぐ薬物の開発とその分子機構の解明を目指

した。一過性脳虚血動物モデルを用いて、虚血/再還流後 48-72 時間以内であれば、ある種の神

経ステロイドが神経細胞死と学習・運動障害を大幅に抑制すること見出すとともに、その分子

機構を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Once a stroke happens, there is virtually no effective treatment except for 
thrombolysis within 5 hrs after the crisis, but its application ratio is less than 5 %. We 
noticed that most of serious after effects of stroke are caused by the ischemic delayed 
neuron death starting from 2 days after the crisis, and aimed to develop therapeutic 
drugs that can protect neurons from ischemic damages. By using animal models with 
transient brain ischemia, we found that certain neurosteroids, when administered 
within 48-72 hrs after the crisis, could largely inhibit the ischemic delayed neuron 
death and learinig/motility impairment. Furthermore we revealed the underlying 
molecular mechanisms of the neuroprotective effects of the neurosteroids.   
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１．研究開始当初の背景 
脳梗塞では血流停止による梗塞核の急速

な神経細胞死に加えて、部分的血流停止によ
る梗塞核周辺領域（ペナンプラ領域）の神経

細胞が発症 2 日後から徐々に死滅する“遅発
神経細胞死”が進行して重篤な障害が残る。
脳出血あるいは一時心停止による一過性全
脳虚血によっても類似の障害が認められる。
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発症直後の止血や血栓溶解が良好でも、現行
処置では遅発神経細胞死を防ぐことはでき
ず、その防止法の開発は全人類的課題といっ
ても過言ではない。 

閉経前の女性は、同年代の男性や閉経後の
女性に比べて脳卒中の発症率が低く予後も
良好であることから、女性ホルモンが卒中予
防や予後改善に有効であると示唆されてき
た。しかし、脳卒中の発症時期は予測不能で
あり、予めの長期間ステロイド投与の安全性
も定かではなく、その臨床応用は難しい。一
方、虚血による遅発神経細胞死は、再還流後
2 日目あたりから始まりほぼ１週間で終息
するので、発症後からの 2 日間に治療窓の可
能性がある。我々はこの仮想的治療窓の間に
ステロイド投与によって遅発性神経細胞死
を防止できるのではないかと考えた。 

そこで一過性（10 分間）全脳虚血ラット
を用いて、再還流後１-96 時間にわたる種々
のタイミングで様々な神経ステロイドを１
回腹腔注して神経細胞死に対する効果を調
べた。驚くべきことに、テストステロンの前
駆体 DHEA は虚血後 4 時間から 48 時間の
間の腹腔一回注（20mg/kg）で顕著に神経細
胞死を防止した(Li, et al, J Cerebral Blood 
Flow Metabol, 29, 287–296, 2009)。このような
組織学的所見はモリス水迷路を用いた行動
実験の結果とも高い相関を示した。 

しかし、いくつかの解決すべき重要課題が
残っている。第一に、DHEA 作用の分子機構の
解明、第 2 に、再還流後 1-2 時間での DHEA
投与で見られた神経毒性の回避法の探索、第
3にDHEAよりも安全で効果的なステロイドの
探索がある。これらの課題に答えることが治
験移行と根治的治療法の確立に必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目標は、脳卒中発症長時間後
でも使える治療薬の開発であるが、本研究期
間中には以下の課題解決を目的とした。 
 
(1)DHEAによる虚血性神経細胞死の抑制（神
経保護作用）の分子機構の解明。 
(2)再還流後 1-2 時間で生じる DHEA の神経
毒作用の機序解明と防止法の開発。 
(3)DHEA よりも安全で効果的な神経ステロ
イドの探索と、その作用機序の解明。 
 
３．研究の方法 
(1)DHEA 神経保護機構の解析：DHEA の標
的候補であるアストロサイトのグルタミン
酸トランスポーターGLT-1 の活性を測るた
めに、ラット脳海馬スライスを調整し、膜電
位イメージング法とホールセルパッチクラ
ンプ法によりアストロサイトのシナプス誘
導性グリア細胞脱分極電位（SIGD）と全細
胞電流を計測した。また、GLT-1 の活性を示

す燐酸化や発現量を測るために、スライスか
らパンチアウトした海馬のホモジネートを
遠心分離により細胞膜分画と細胞質分画に
分け、GLT-1 のウェスタンブロットを行った。 
(2)DHEA 神経毒作用の解析： DHEA 神経毒
作用を防止する可能性のある薬物（MK801, 
NE100）を DHEA と同時投与し、その効果
を虚血 1 週間後に組織学的に解析した。 
(3)新規神経ステロイドの探索：脳梗塞のモデ
ル と し て よ り 適 切 な 中 大 脳 動 脈 閉 塞
（MCAO） を 60 分行い、やや重度のモデル
動物を調整した。これに予備調査で可能性の
高かったプロゲステロン（P4）を再還流直後
から 92 時間のいくつかの時点で 2 回腹腔注
（8 時間間隔で各 4mg/kg）し、脳全体での梗
塞領域と海馬における P4 の神経保護作用を
組織学的に解析するとともに、学習、運動機
能を行動学的に解析した。また P4 の作用機
序を調べる目的で P4 と同時に種々の薬物を
投与して薬理学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 

(1)DHEA による神経保護作用の分子機構: 虚
血6-48 時間後のDHEA投与で見られる神経
保護作用の機構を知るには、DHEA の標的細
胞と標的分子を同定する必要がある。これま
での予備実験により、DHEA の標的はシナプ
ス後細胞/シナプス前終末ではなくグリア細
胞（アストロサイト）であることが示唆され
た。これを支持する事実として、DHEA の治
療窓とほぼ一致する時間帯にアストロサイ
ト・グルタミン酸トランスポーター（GLT-1）
の活性低下が知られている。おそらく、虚血
による ATP 不足が原因であるに違いない。
GLT-1 の活性低下は、シナプス間隙のグルタ
ミン酸蓄積を招き、シナプス後細胞 NMDA 
受容体を過剰に活性化して大量の Ca2+を細
胞内に流し込むことで遅延細胞死を招く可能
性がある。そこで、DHEA は GLT-1 を感作
して遅延神経細胞死を防ぐという仮説が考え
られる。これを検証するために海馬スライス
を用いて、DHEA による GLT-1 活性の変化
をアストロサイトの膜電位、膜電流測定を通
して評価した。GLT-1 はグルタミン酸を取り
込むときに細胞外 Na+を共輸送するので、そ
の活性は膜電位の脱分極（SIGD）と内向き
Na+電流量から評価できる。そこで、膜電位
感受色素でアストロサイトを染色し、その脱
分極をイメージングするとともに、単一アス
トロサイトの内向き Na+電流をパッチクラン
プ法で測定して仮説の検証を試みた。その結
果 DHEA はグルタミン酸刺激によるアスト
ロサイトの脱分極（SIGD）と内向き電流（図
1 上、下段中央）を著しく増大させることが
判明し、上記の仮説が支持された。この増大
は、生化学的解析により GLT-1 の発現量増大
によることも分かった。これらは DHEA の



 

 

作用機序としては全く新しい知見であり、基
礎的に極めて重大な発見となる。また、この
作用機序が神経保護作用の主機構であるとす
れば、想定できる副作用は限られており、安
全な治験移行が期待できる。 

図 1 海馬アストロサイトのグルタミン酸刺激に対する

脱分極（上段）と内向き電流（下段）の DHEA による増

強効果（それぞれの中央のトレース）。 

 

(2)DHEA の神経毒作用の機序解明と防止法: 
虚血後 2 時間以内の DHEA 投与は神経毒

性を発揮し、危険である（図 2、第 4 カラム）。
ヒトに対して DHEA を投与する際、この時
間帯がどの程度変動するのかは分からない。
そこで、DHEA 毒性を防止する方策を確立
しておくことが重要である。 

図 2 一過性脳虚血による海馬の残存ニューロン数

（% control(第 1 カラム)）。虚血で約 20%の細胞死が起

こるが,それは NMDA 受容体拮抗薬 MK801 で抑止さ

れる（2, 3 カラム）。虚血 1 時間後の DHEA 投与は約

70%の細胞死を起こすが MK801 の同時投与で防止で

きる（4, 5 カラム）。 
 

薬理学的解析により、DHEA の神経毒作用
はシグマ（σ1）受容体経由によるシナプス
後細胞 NMDA 受容体の感作によることが示
唆された。そこで、DHEA と同時に NMDA 
受容体拮抗剤（MK801）を投与すると、予想
通り DHEA の神経毒性が防止できた（図 2
第 4, 5 カラム）。シグマ（σ1）受容体の拮
抗剤 NE100 でもほぼ同様の防止効果が見ら

れた。したがって、これらいずれかの薬剤を
DHEA と同時に投与すれば、DHEA の神経
毒性は防止できると考えられる。 
 
(3)プロゲステロン(P4)の神経保護機構：前項
で述べたように、DHEA の神経毒作用は適切
な薬物の同時投与で防ぐことができるが、そ
れらの薬物が予期しない副作用をもたらす
可能性も否定できない。そこで、より安全で
効果的な神経ステロイドを探索し、その作用
機序の解明を目指した。予備実験で、プロゲ
ステロン（P4）が有力な候補になることが示
唆されたので、脳梗塞のモデルとしてより適
切な中大脳動脈閉塞（MCAO） を 60 分行い、
約 50%の細胞死が生じるやや重度のモデル
動物を調整した（図 3、 第 3,4 カラム）。こ
れに予備調査で可能性の高かったプロゲス
テロン（P4）を再還流直後から 95 時間の複
数時点で 2 回腹腔注（8 時間間隔で各
4mg/kg）し、脳全体での梗塞領域と海馬にお
ける P4 の神経保護作用を組織学的に解析す
るとともに、学習、運動機能を行動学的に解
析した。その結果、P4 は再環流直後から 71 
時間の広い窓時間帯にわたって、DHEA の
ような毒性を示すことなく、梗塞障害領域と
神経細胞死の顕著な減少（図 3 第 5-8 カラ
ム参照）、学習、運動機能の著しい回復とい
う効果を示した。すなわち DHEA よりも P4 
の方がより安全な脳卒中発症後治療薬とし
て使える可能性があることが分かった。 

図 3 一過性中大脳動脈閉塞（MCAO）による海馬

CA1 の残存ニューロン密度。約 50%の細胞死（第 3,4

カラム）が、再還流直後から 72 時間における P4 の 2

回注で大幅に改善された（5-8 カラム）。 
 
次に、P4 の神経保護作用の背後にある分

子機構を薬理学的に解析した。興味深いこと
に、P4 の投与時間によって、保護作用の仕
組みが違うことが判明した。 
 図 4 に虚血 1,24,48,72 時間後に P4 と各種
薬物を投与したときの海馬 CA1 における残
存細胞密度を示す。虚血のみの場合は、A,B
ともに約 55%の細胞が残存していた（第 1 カ



 

 

ラム）。虚血一時間後の P4 投与ではこれが約
80%(第 2 カラム)に回復している。このとき
P4 の代謝物であるアロプレグネノロン
（ALLO）の合成をフェナステロイドで阻害
すると、回復率が約 63%に減少する（図 4A
第 3 カラム）。他の時間帯に投与した P4 の効
果に対してこの薬物は有意に影響せず、むし
ろ P4 効果を助長する傾向があった図 4A,4-9
カラム）。一方、P4 受容体の阻害剤 RU485
を P4 と同時投与すると、24,48 時間での P4
効果のみを阻害した（図 4B、第 4-7 カラム）。
さらに虚血後 72 時間の P4 効果は PI3K の抑
制剤 LY294002 で抑制された。 

図 4 一過性中大脳動脈閉塞（MCAO）による海馬の

残存ニューロン密度における P4 保護効果に対する

各種阻害剤の時間依存的効果。説明は本文参照。 
 

このように各時間での P4 効果を種々の薬
物で阻害することにより、虚血後 1 時間での
P4 効果は、P4 代謝物 ALLO に依存し、24,48
時間でのP4効果はP4受容体を介する、PI3K
と ERK に依存し、72 時間での効果は、P4
受容体を介さない PI3K 活性に依存すること
が判明した。 
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