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研究成果の概要（和文）：ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いて、脳虚血再灌流時の脳虚血再灌流→heat shock
 protein 27 (HSP27)リン酸化亢進→G6PD活性亢進→NADPH/NADP+ ratio上昇を確認した。Ataxia 
telangiectasia mutated(ATM) kinase(HSP27リン酸化酵素)の阻害薬(KU-55933)により虚血再灌流時のHSP27リン
酸化とG6PD活性亢進が阻害され，蛋白のカルボニル化も亢進し、脳梗塞も増大した。以上より、脳虚血再灌流時
に、ATM kinaseによるHSP27リン酸化を介して活性酸素種に対処するという内因性抗酸化システムの存在が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We performed comparative metabolic analysis of reperfusion effect on 
cerebral metabolism using rat middle cerebral artery occlusion (MCAO). 
Gas-chromatography/mass-spectrometry analysis showed metabolic changes that depended on reperfusion 
time. Enrichment analysis showed pentose phosphate pathway (PPP) was significantly upregulated 
during ischemia-reperfusion. Immunoblotting showed gradual increase in HSP27 and marked increase in 
HSP27 phosphorylation. G6PD activity was significantly elevated after 1-h MCAO (20%), reduced after 
1-h reperfusion, and significantly elevated after 24-h reperfusion. The NADPH/NAD+ ratio displayed 
similar increasing pattern. ATM kinase inhibitor significantly reduced HSP27 phosphorylation and 
G6PD activity, significantly increased protein carbonyl, and resulted in increase in infarct size 
after reperfusion. Consequently, G6PD activation via HSP27 phosphorylation by ATM kinase may be part
 of endogenous antioxidant system during ischemia-reperfusion.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
 脳梗塞は，tPAによる血流再開療法が確立
されたとは言え，発症後 4.5時間以内という
適応制限により全脳梗塞患者の数％がその
恩恵に預かるに過ぎず，さらなる治療法が必
要である．時間制限の少ない治療開発の為に
は脳梗塞の病態解明は極めて重要である． 
 近年のメタボローム解析，トランスクリプ
トーム解析と言ったオミクス手法の発達に
より，低分子代謝物の変化や組織中の遺伝子
発現の変化を網羅的に調べることが可能と
なった．しかし，脳虚血に関するオミクス解
析研究は非常に少なく，脳梗塞患者血液のメ
タボローム解析が 2件，ラット中大脳動脈閉
塞モデルの血液と髄液のメタボローム解析
が 1件報告されているが，何れも，脳組織自
体の解析を行ったものではない． 
 本研究は，ラットの虚血脳組織自体を対象
としメタボローム解析とトランスクリプト
ーム解析を行い，その代謝変化を包括的に調
べ，これを一次スクリーニングとして脳虚血
や再灌流障害に特異的な代謝経路を同定し
ようとするものであり，このような研究の報
告は他には殆ど見られない． 
申請者は予備実験として，ラット中大脳動脈
閉塞 2時間後脳虚血組織のメタボローム解析
を行い，90種類の代謝物を用いた主成分分析
や Heatmap により虚血群と対照群（非虚血
群）が分離されることを見出し，虚血群での
代謝変化を既にある程度捉えている．これら
の変化を pathway analysis により包括的代
謝マップに描くと，解糖系の低下，TCA cycle
やペントースリン酸経路の亢進が示唆され
た．さらに enrichment analysisにより，虚
血に関連する代謝経路を探索した．その結果
の一部を挙げると，GABAの増加とグルタミ
ン酸の低下から虚血時のグルタミン酸デカ
ルボキシラーゼ（GAD）の亢進が示唆された．
また，別の結果としては，グルタチオン代謝
の変化が見られ，脳虚血におけるグルタチオ
ンの解毒作用の関与が示唆された． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，脳梗塞急性期の組織代謝の経時
的変化をオミクスの手法を用いて解析する
ことにより，虚血時脳組織の代謝経路・代謝
物の特異な変化を明らかにし，脳梗塞の新た
な治療法の開発へと展開する為の研究基盤
を確立することを目的とする． 
 具体的な研究項目は，(1) ラット中大脳動
脈閉塞モデルを用いて脳梗塞急性期及び再
灌流時の組織代謝および発現遺伝子の経時
的変化をメタボローム解析・トランスクリプ
トーム解析により解明する．(2) 特定された
代謝経路の変化を RT-PCR, 免疫染色，酵素
活性の測定などの手法により精査し，脳虚血
時の代謝の経時的変化の詳細を明らかにす
る．(3) 特定した代謝経路に影響する薬剤や
代謝物の投与により虚血障害・再灌流障害が
改善するかどうかを調べ，新たな脳梗塞治療

法開発ヘ応用する．の３つである． 
 
３．研究の方法 
I. ラット中大脳動脈閉塞モデルの作成 
(1) 麻酔下に Wistar rat の内頚動脈を露出
しnylon糸（スレッド）を挿入，脳血流をFiber 
optic probe を用いてモニターしつつ，中大
脳動脈を閉塞して脳梗塞を作成． 
(2) 中大脳動脈閉塞前，閉塞後30分，120分，
180 分など経時的に脳梗塞部位と対側正常脳
組織(対照群)を採取し，-80℃で保存する．  
(3) 再灌流実験として，閉塞 30 分後にナイ
ロン糸を抜去し，閉塞前，閉塞 30 分後，再
灌流 60, 120 分後など経時的に脳組織を採取
して，-80℃で保存する． 
II. 虚血脳組織のメタボローム解析 
虚血脳組織から水溶性代謝物・脂溶性代謝物
を抽出し，水溶性代謝物はオキシム化・トリ
メチルシリル誘導体化後，また脂溶性代謝物
は加水分解後，得られる脂肪酸をメチル誘導
体化し，ガスクロマトグラフ質量分析装置に
かけてメタボローム解析を行う． 
III. 虚血脳組織のトランスクリプトーム解
析 
DNA マイクロアレイは RNA に相補的なオリゴ
ヌクレオチド配列をチップの上に固定化し
たもので，RNA サンプルを蛍光標識しておい
て，基盤とハイブリダイズさせることにより，
数千から数万種類のＲＮＡの量を測定する
方法である．脳組織から total RNA を抽出し，
マイクロアレイにより，脳梗塞群と対照群の
遺伝子発現状態の相違，虚血時間の影響や再
灌流の影響を調べる． 
IV. バイオインフォマティクスによる解析 
一次スクリーニングとして，メタボローム解
析およびトランスクリプトーム解析の結果
を，主成分分析，ヒートマップ，クラスター
解析，部分最小二乗法などの多変量解析の手
法を用いて解析し，脳虚血や再灌流障害にお
いて特異的に変化する代謝経路を同定し，そ
の経時的変化を明らかにする．また，pathway 
analysis，enrichment analysis などの手法
を用いて，変化している代謝物とそれに関与
する遺伝子の発現の関係（代謝酵素の遺伝子
発現亢進あるいは減退など）を明らかにする．
前述のごとく，申請者は予備実験により既に
幾つかの代謝経路が変動することを確認し
ている． 
V. 脳虚血特異的な代謝経路の精査 
同定した脳虚血に特異的な代謝経路を標的
を絞ったメタボローム解析，RT-PCR, 免疫染
色，酵素活性の測定などで精査し，脳虚血時
あるいは再灌流時に特異的な代謝変化の詳
細を明らかにする． 
VI. 再灌流障害に特異的な代謝経路の精査 
同定した再灌流障害に特異的な代謝経路を
標的を絞ったメタボローム解析，RT-PCR, 免
疫染色，酵素活性の測定などで精査し，脳虚
血時あるいは再灌流時に特異的な代謝変化
の詳細を明らかにする． 



VII. 特異的代謝経路を変化させる薬剤など
脳梗塞予後への影響の検討 
脳虚血や再灌流障害に特異的な代謝経路を
抑制あるいは促進する薬剤の投与，脳虚血時
に不足する代謝産物の投与などにより脳梗
塞の軽減が起こるかどうかを調べる．ラット
中大脳動脈閉塞モデルにより脳梗塞を作成
し，前記薬剤や物質の投与により，脳梗塞の
サイズが変化するかどうかを検討する．また，
運動機能評価として，motor deficit score
（MDS）（自発回転, 前肢把握, 角材歩行, 後
肢反射を 4 段階で評価）と後肢の協調性評価
として beam walking test（角材歩行中の後
肢の使い方を 7 段階で評価）を経時的に実施
する． 
 
４．研究成果 
I. ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いた虚
血時（再灌流無し）の脳組織における代謝変
化 
 ラット中大脳動脈閉塞後（再灌流はな
し）の脳虚血組織をガスクロマト質 量 分 析
装置（GC-MS）を用いて，網羅的に分析しメ
タボローム解析を行った．この結果を多変量
解析により分析すると，主成分分析の
scoreplotやHeatmapで虚血群と対照群(非虚
血群) が綺麗に分離された．脳虚血特異的
に変化する代謝経路を探索したところ，ペ
ントースリン酸経路の亢進，ケトン体
（hydroxybutyrate）の増加，GABA の増加など
が示唆された．また，マイクロアレイ解析を
行ったところ，脳虚血 2時間後に Toll 様受容
体シグナル経 路 と mitogen-activated 
protein kinase（MAPK）シグナル経路が有意
に亢進していることが判明した．MAPK シグナ
ル経路の中でも， heat shock protein 27 
(HSP27)の発現増加が注目された．何故なら，
HSP27 はペントースリン酸経路の律速酵素で
ある glucose 6-phosphate dehydrogenase 
(G6PD) の活性を亢進するからである．G6PD
は NADPHを産生して還元型グルタチオンの再
生産を促進，抗酸化状態を維持するのに貢献
する．RT-PCR や Immunoblot により虚血時に
G6PDのmRNA量やタンパク量は変化しないが，
リン酸化 HSP27 (pHSP27)は脳虚血後 1時間で
増加すること，G6PD の酵素活性は虚血 2時間
後に上昇すること，NADPH/NADP 比も虚血 2時
間後に上昇することを確認した．さらに，虚
血時の HSP27 のリン酸化とそれに伴う G6PD
の活性化は ataxia telangiectasia mutated
（ATM）kinase の阻害薬（KU-55933）の脳室
内注入により阻害されることを見出した． 
以上より，再灌流を伴わない虚血早期におい
て ATM kinase が関与する HSP27 リン酸化を
介しての G6PD 活性化が NADPH を増加させ、
虚血早期の内因性抗酸化機構として働いて
いる可能性が示唆された．これらの結果をま
とめ，論文として報告した(Neuroscience 349 
(Mar 2017), 1‒16)． 
 

II. ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いた
虚血再灌流時の脳組織における代謝変化 
 ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いて、
脳虚血再灌流時の脳組織をガスクロマトグ
ラフ質量分析装置(GC-MS)を用いて、網羅的
に分析しメタボローム解析を行った.この結
果を多変量解析により分析すると、
scoreplot で対照群と虚血群と虚血再灌流群
が時間依存的に綺麗に 分離された。この結
果を用いて脳虚血再灌流時に特異的に変化
する代謝経路をエンリッチメント解析で探
索したところ、再灌流なしの虚血の際と同
様に、ペントースリン酸経路の亢進が示唆
された。さらに、イミュノブロットにより
再灌流時間に依存したheat shock protein 27 
(HSP27)のリン酸化亢進も確認された。ペン
トースリン酸経路の律速酵素である Glucose 
6-phosphate dehydrogenase (G6PD)の酵素活
性の測定、NADPH の測定などにより、脳虚血
再灌流→HSP27リン酸化亢進→G6PD活性亢進
→NADPH/NADP+ ratio 上昇という流れを確認
した。さらに、 Ataxia telangiectasia 
mutated(ATM) kinase(HSP27 リン酸化酵素)
の阻害薬(KU-55933)により、中大脳動脈閉塞
による脳虚血再灌流時に、HSP27 リン酸化と
G6PD 活性亢進が阻害されること、蛋白のカ
ルボニル化（酸化ストレスの指標）が増大
すること、脳梗塞の体積が有意に増大する
ことが確認された。以上より、脳虚血再灌流
時に、ATM kinase による HSP27 リン酸化によ
って G6PD の活性が亢進し、さらに NADPH を増
加させ還元型グルタチオンの再生産を促進
して活性酸素種に対処するという内因性抗
酸化システムの存在が示された。以上の結果
をまとめ論文として報告した（Brain Res 
1687:82-94, 2018）． 
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