
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

HSP27による新規脳保護療法の臨床実用化に向けた研究

Phosphorylated recombinant HSP27 as a new neuroprotective agent for acute ischemic 
stroke

４０４０７２８４研究者番号：

田中　亮太（TANAKA, RYOTA）

順天堂大学・医学部・准教授

研究期間：

２５４３００５３

平成 年 月 日現在２８   ６ １７

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：活性型合成HSP27による脳梗塞急性期の脳保護効果を解析した。マウスの脳梗塞急性期モデ
ルにおける活性型合成HSP27の経静脈的投与は、24時間後の脳梗塞の体積を有意に縮小し、脳梗塞後の運動障害を有意
に軽減させた。血栓溶解剤であるtPA併用時の脳梗塞においても、活性型合成HSP27の投与は出血性梗塞を減少させ、血
液脳関門の破綻を有意に抑制した。活性型合成HSP27は脳梗塞急性期における酸化的ストレス、炎症反応、アポトーシ
ス、血管内皮障害などを抑制し、強力な脳保護効果を示した。活性型合成HSP27は脳梗塞急性期の新たな脳保護薬とし
て有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We studied the effect of activated (phosphorylated) recombinant HSP27 (prHSP27) 
as a new neuroprotective agent for acute ischemic stroke. Intravenous administration of prHSP27 resulted 
in the significant reduction of infarct volume and the improvement of neurological deficit than control 
in mice 24 hours after transient focal ischemia. When the thrombolytic agent tissue plasminogen activator 
(tPA) was co-administered, prHSP27 also attenuated the blood-brain barrier disruption significantly and 
the hemorrhagic transformation than control. Intravenous administration of prHSP27 could reduce the 
excessive oxidative stress, inflammation, apoptosis and neurovascular injury after focal cerebral 
ischemia. Activated recombinant HSP27 is useful as a new neuroprotective agent for acute stage of 
ischemic stroke.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 脳梗塞急性期の治療は、発症 4.5時間以内
の経静脈的血栓溶解療法を主体としており、
いかに早期に治療を開始することで患者の
予後を改善できる。しかし実臨床においては
脳梗塞全体のうち実際に血栓溶解療法を受
けている患者は全体の 5%程度に過ぎない。
その一方で脳梗塞に対する脳保護療法の期
待は大きく、脳梗塞患者の予後を改善するだ
けでなく、血栓溶解療法の therapeutic time 
window を拡大する可能性がある。これまで
様々な脳保護薬の開発が試みられてきたが、
臨床に応用されているものはラジカルスカ
ベンジャーのエダラボンのみであり、治療効
果は十分とは言い難い。我々は多機能細胞保
護効果を有する small heat shock protein 
HSP27 に注目し、研究を推進してきた(1)。
HSP27 は分子シャペロンとしての機能以外
に、抗酸化作用、抗アポトーシス作用、抗炎
症作用など多機能細胞保護作用が報告され
ている(2)。これらの事実からHSP27が脳梗
塞急性期においても脳保護薬として有効性
が高い可能性を考え実験を推進してきた。実
際にマウス脳梗塞急性期モデルにヒトリン
パ球から抽出したHSP27（hHSP27）を静脈
内投与すると、24時間後の脳梗塞体積が有意
に縮小し、神経機能障害を改善することを明
らかにし報告してきた(3)。このようにヒトリ
ンパ球から抽出した HSP27 はリン酸化修飾
を受けており、強力な脳保護効果を発揮する
ことが可能で臨床応用が期待される。しかし
これまでの抽出方法では大量安定供給が困
難であり、現実的ではない。そのためHSP27
蛋白を用いた脳梗塞急性期の治療戦略には
安定供給可能で、ヒト由来の HSP27 と同様
の脳保護効果を持つ合成 HSP27 の開発が必
要であった。 
２．研究の目的 
 本研究の目的は多機能脳保護効果を持つ
活性型合成 HSP27 の精製法を確立し、脳梗
塞急性期に対する脳保護効果を検証するこ
とである。また活性型合成 HSP27 の脳保護
作用の機序を明らかにし、最適な投与方法を
確立していくことである。さらに tPAによる
血栓溶解療法時は出血性梗塞や梗塞内血腫
の合併が症状悪化の大きな要因となってい
る。この tPA併用時の脳梗塞におけるHSP27
併用のメリット、特に出血性変化の抑制や血
液脳関門（BBB）障害に対する保護効果につ
いて解析し、活性型合成 HSP27 を用いた脳
梗塞急性期の治療戦略を構築していくこと
を研究の目的とする。 
３．研究の方法 
（１）活性型合成 HSP27 の精製と脳梗塞急
性期に対する脳保護効果に関する解析 
ヒトリンパ球由来 HSP27 の強力な脳保護効
果はリン酸化修飾を受けた活性型 HSP27 に
由来すると推測されている。我々はリン酸化
酵素であるMAPKAP kinase 2を用い大腸菌
由来合成 HSP27 蛋白をリン酸化修飾し、活

性型合成 HSP27（prHSP27）を精製。急性
期脳梗塞モデル動物として、C57BL/6（male, 
8 weeks old, 20-23g）を吸入麻酔（イソフル
レン）下に、一過性中大脳動脈閉塞再灌流モ
デルを作製（1時間虚血再潅流モデル）。梗塞
24 時間後に神経学的機能障害の程度を評価
し、深麻酔下に脳を摘出し脳梗塞体積を解析。
コントロールとして BSA投与（BSA群）、ポ
ジティブコントロールとしてヒト由来
HSP27 （hHSP27 群）を、その他非リン酸
化合成 HSP27（rHSP27）、リン酸化合成
HSP27（prHSP27）、また hHSP27と複合体
を形成する HSP20、αB crystallineを経静
脈的に投与した群に分け、脳保護効果を確認
する。また静脈投与された HSP27 の脳内分
を解析するために、FITC でラベルした
prHSP27 を作成し、同様の方法で投与。蛍
光染色を用いて解析する。またアポトーシス、
酸化的ストレス、炎症性細胞浸潤などの影響
に関して免疫組織染色にて定量的に評価。 
（２）血栓溶解剤（tPA）併用時の活性合成
HSP27の血液脳関門保護効果に関する解析 
実験（１）と同様に C57BL/6 の局所虚血再
灌流モデルを用い、tPA 投与と prHSP27 の
併用による脳保護効果、出血性合併症の差異
について解析。梗塞 15 分前にブドウ糖を投
与し高血糖状態を誘導。虚血再灌流と同時に
tPA（10mg/kg）を経静脈的に投与。tPA の
投 与 と 同 時 に リ ン 酸 化 合 成 HSP27
（prHSP27）投与し保護効果を解析する。対
照として prHSP27 非投与群、BSA 投与群、
prHSP27 単独投与群を作成し、各群におけ
る梗塞巣、出血性梗塞、血液脳関門（BBB）
の障害、MMP-9 蛋白の変化、死亡率などを
解析。 
４．研究成果 
（１）活性型合成 HSP27 の精製と脳梗塞急
性期に対する脳保護効果に関する解析 
① 活性型合成 HSP27(prHSP27)の作成 
HSP27のリン酸化酵素であるMAPKAP kinase 2
を用い、in vitro で合成 HSP27 をリン酸化修
飾 。 prHSP27 は ヒ ト リ ン パ 球 由 来
HSP27(hHSP27)と同様に 3 か所のリン酸化
site でリン酸化されており、多数の small 
oligomer を形成していることを immunoblot
法で確認した（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



② 経静脈投与された HSP27 の脳内局在 
マウス脳梗塞モデル後に経静脈的に投与さ
れた HSP27 の脳内局在を確認するために、
FITC でラベルした prHSP27（FITC-prHSP27）
を経静脈的に投与した。FITC でラベルされた
prHSP27はNeuN陽性ニューロンの細胞質内に
確認された。この結果は経静脈投与された
prHSP27 が BBB を通過し、最終的に神経細胞
に取り込まれていると判断した。 
③ prHSP27 の脳梗塞縮小効果と神経障害
機能改善効果 

活性型合成 HSP27（prHSP27）の急性期脳梗塞
に対する脳保護効果を検討した。梗塞巣は
Cresyl Violet 染色法を用い、染色されない
領域を梗塞巣として計測。BSA を経静脈的に
投与したコントロール群に比し、hHSP27 群、
prHSP27 群、prHSP27+HSP20+αB-crystallin
群では有意に梗塞巣の体積を減少させるこ
とを確認できた（図、グラフ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
活性化させていない合成HSP27においても軽
度梗塞巣縮小効果を認めたが、hHSP27 群、
prHSP27 群、prHSP27+HSP20+αB-crystallin
群程有意なものではなかった。そしてヒト由
来 HSP27 で複合体を形成している HSP20 やα
B-crystallin などを同時に投与しても更な
る脳保護効果は得られなかった。これは活性
型合成HSP27単独で十分な脳保護効果が得ら
れることを意味している。梗塞 24 時間後の

神経学的機能障害の程度を Neurological 
deficit score や Neurological severity 
score を用いて評価したところ、hHSP27 群、
prHSP27 群、prHSP27+HSP20+αB-crystallin
群で有意に神経障害が軽減されていること
を確認した。これらのことからマウスの脳梗
塞急性期において prHSP27 は hHSP27 と同様
に脳保護効果を発揮し、脳梗塞急性期の機能
予後を改善できることを確認できた。 
④ prHSP27 の細胞保護効果について 
各治療群の脳切片を作成し、それぞれの治療
効果を免疫組織学的に評価した。合成 HSP27
投与群（rHSP27 群）に比して、hHSP27 群、
prHSP27 群では梗塞部の TUNEL 陽性細胞が有
意に減少しており、またアポトーシス蛋白
（cleaved Caspase-3）陽性細胞、酸化的ス
トレスマーカー（8-OHdG）陽性細胞、炎症性
グリア細胞としてiba-1陽性マイクログリア
の有意な減少が同様に確認できた。これらの
結果から prHSP27 が hHSP27 と同様に梗塞後
の様々な脳梗塞急性期の細胞障害応答のカ
スケードをブロックし、脳保護効果を発揮し
ていることを確認した。 
これらの結果から活性型合成HSP27はヒト由
来HSP27と同様に急性期脳梗塞の体積を有意
に減少させ、また神経機能障害を有意に軽減
することが確認できた。 
（２）血栓溶解剤（tPA）併用時の活性合成
HSP27の血液脳関門保護効果に関する解析 
① 血栓溶解剤併用脳梗塞モデル作成 
C57BL/6 マウスの局所虚血再灌流モデルを用
い解析。梗塞15分前に50%ブドウ糖を投与し、
高血糖状態を誘導。1 時間の虚血再灌流後、
tPA(10mg/kg)を投与。同時に prHSP27 を投与
し（tPA+prHSP27 群）、非投与群（tPA 群）と
の保護効果を比較解析した。コントロールと
して BSA 投与群（BSA 群）、prHSP27 単独投与
群（prHSP27 群）を用い、同様に比較検討を
行った。 
 ② 梗塞後の機能障害と生存率 
Neurological severity score を用いた神経
機能障害の程度は tPA 群に比して、prHSP27
群、tPA+prHSP27 群で有意に神経機能障害が
軽減していた。また 24 時間後の生存率は BSA
群に比較してtPA群で生存率が減少していた
が、tPA+prHSP27 群では生存率が改善し、BSA
群よりも良好な経過をとっていた。 
 ③ tPA 治療併用時脳梗塞後の出血性変化
についての解析 
脳梗塞 24 時間後の出血性変化を 2,3,5-トリ
フェニル塩化（TTC）染色を用いて確認した。
同染色で正常組織は赤く染色されるが、梗塞
巣は染色されないため、梗塞内に出血性変化
が出現すると明瞭に描出される。梗塞巣の出
血性変化を過去に報告されたgradeに基づい
て 4段階で評価した。統計学的な有意性は見
いだせなかったが、出血性変化は tPA 群に比
してtPA+prHSP27群では出血性変化が軽減さ
れていた。 
④ tPA 併用時の血液脳関門（BBB）の障



害と prHSP27 の血管保護効果 
BBB 障害の程度を評価するため、血清 IgG の
漏出の程度をIgGに対する抗体を用いて免疫
組織学的に評価した。血清 IgG 陽性の領域は
tPA 群に比し prHSP27 群、tPA+prHSP27 群で
有意に抑制されていることが確認できた。さ
らに内皮障害の促進因子である細胞外マト
リ ッ ク ス 分 解 酵 素 (MMP-9) を gelatin 
zymography を用いて測定したところ、tPA 群
に比し、tPA+prHSP27 群では有意に抑制して
いることが確認された（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
このことは tPA 併用時の血管保護効果は
MMP-9 の発現を抑制を介した反応であること
を示唆している。また BBB の tight junction 
proteinであるOccludin蛋白の梗塞巣内での
発現をウエスタンブロット法で解析したと
ころ、tPA 群に比し tPA+prHSP27 群で有意に
Occludin 蛋白が保たれており、tPA 投与に伴
う BBB障害を prHSP27 が保護していることを
確認できた。さらに電子顕微鏡による BBB の
構造的障害の程度を評価を行った。tPA 投与
群では血管内皮の菲薄化が強く、アストロサ
イトとの接着が強く障害されていた。一方で
rPA+prHSP27 群では血管内皮細胞やアストロ
サイトの構造が対照群と同程度保たれてい
ることを確認できた。 
これらの結果から、活性型合成 HSP27 は脳梗
塞急性期の脳保護薬として有効であること
を確認できた。さらに脳梗塞急性期の tPA 併
用療法における出血性合併症の抑制、BBB の
保護効果が確認され、機能障害の軽減、死亡
率の低下に重要な役割を果たすことが明ら
かになった。 
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