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要 旨 

 本研究の目的は日本と中国における神経変性疾患治療薬のトランスレーショナル・リサーチの基盤を形成する

ことである。東北大学(日本）、蘇州大学（中国）、浙江大学（中国）チームで神経変性疾患治療薬の開発研究を行

った。Fas-ligand (FasL) は TNF ファミリーに属するアポトーシス誘導因子のひとつであり、分子量約 40kDa の 

II 型膜貫通蛋白質である受容体である Fas と結合することによって Fas を発現する細胞でアポトーシスを誘導

する。主に細胞膜に発現する膜型 FasL （mFasL）の細胞外領域にあたる C 末端側 26kDa が metalloprotease 

のひとつである ADAM10 に限定分解され、soluble Fas-ligand (sFasL) が産生される。しかしながら、脳虚血に

おいて ｓFasL がいつ、どの細胞で産生され神経細胞死を誘導するのか明らかではない。本研究では 2 種類の

脳虚血モデルを用いて ADAM10 の活性化機構と脳虚血後の FasL の発現細胞を初めて明らかにした。さらに、

FasL の誘導を抑制する神経変性疾患治療薬のシーズを見出した。 
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緒 言： 

 私 達 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の モ デ ル マ ウ ス で あ る 嗅 球 摘 出 マ ウ ス を 用 い て 

bis(1-oxy-2-pyidinethiolato)oxovanadium (IV) [VO(OPT)] が protein tyrosine phosphatase1B を抑

制して、 PI3 キナーゼを活性化する結果、細胞の生存シグナルである protein kinase B (Akt) を活性化する

ことを報告した（図１） (1)。新しいシーズである VO(OPT) は嗅球摘出マウスおいて傷害された海馬歯状回にお

ける神経新生を回復させ、同時に認知機能障害を改善した (2)。脳虚血において Akt 活性が低下して、その結

果 FasL が誘導されること、 FasL の誘導は神経細胞に置いて Caspase 8、Caspase 3 を活性化してアポトーシ

スを誘導することを明らかにした (3,4)。しかし、脳虚血障害時に FasL が脳のどの細胞で産生され、脳損傷を

起こすのか不明であった。本研究では 2 種類の脳虚血モデルを用いて FasL の活性化機構を明らかにした。さ

らに、FasL の活性化を抑制する神経変性疾患治療薬のシーズを見出した。 

実験方法： 

 マウス中大脳動脈一過性閉塞虚血モデルは既報の方法により作製した (3)。 12 週齢の C57BL6J マウスを実

験に用いた。シリコンコーティングしたナイロン栓糸を内頸動脈から挿入して、中大脳動脈を 90 分間閉塞した後

に再開通した。再開通直後(0)、2、6、24 時間後に脳組織を摘出して免疫ブロット解析を、灌流固定して免疫組
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織化学的解析を行った。多発性脳塞栓モデルであるマイクロスフェア脳塞栓モデルは 10-12 週齢の Wistar 系

雄性ラットを用いて既報の方法で作製した (5)。マイクロスフェア注入直後（0）、0.5、2、3、7 日目に大脳皮質を

摘出して FasL の発現を免疫ブロット法で解析し、灌流固定して免疫組織化学でも解析した。ミノサイクリンは 45 

mg/kg/day でマイクロスフェア注入の翌日から 6 日間、腹腔内投与した。 

実験結果： 

 福永らはマウス中大脳一過性閉塞虚血モデルを用いて、90分間虚血の再開通直後 (O)、2、6、24 時間後に虚

血部位である大脳皮質を摘出して、組織抽出液を調製して、免疫ブロット解析を行い、 ADAM10 の活性化の時間

経過を調べた。ADAM10 の活性化体は再開通直後から有意に上昇し、少なくとも 24 時間、その活性体の発現は

上昇した。免疫組織化学手法を用いて ADAM10 の発現細胞を調べると、特に、虚血の梗塞周辺領域（ペナンブ

ラ）において強い発現が見られ、その免疫反応性を示す陽性細胞のほとんど MAP2 陽性細胞であった。このこと

はペナンブラ領域の神経細胞において活性型 ADAM10 が脳虚血直後から持続的に発現することが示唆された。

次に、同じ脳組織抽出液を用いて、 mFasL と sFasL の発現を免疫ブロット法にて解析した。活性型 ADAM10 の

発現上昇の時間経過に一致して、 sFasL の量は 2 時間をピークとして急激に上昇し、24 時間まで有意な上昇

が持続した。逆に、 mFasL の発現量は 0 及び 2 時間で一過性に低下した。面白いことに虚血再開通後 24 

時間後には mFasL も発現量が有意に上昇した。私達は以前に、 FasL 遺伝子発現が虚血後 1-2 日目に上昇

することを見いだしており、この結果と一致している。 

 

 次に、免疫組織化学的解析により、sFasL の発現部位について検討した。偽手術群のマウス大脳皮質において

は sFasL の免疫染色はほとんど見られない。それに対して、虚血再開通マウス大脳皮質のペナンブラ領域では

著しい免疫陽性細胞の上昇が見られた。神経細胞のマーカーである NeuN とミクログリア細胞のマーカーである 
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ED1 で二重染色を行うと、ほとんどの sFasL 陽性細胞は NeuN で染色され、僅かな sFasL 陽性細胞が ED1 陽

性であった。このことは虚血直後から発現する活性型 sFasL は主にペナンブラ領域の神経細胞に発現すること

を示している。虚血直後の sFasL の発現上昇は私達のオリジナルな発見である （Fukunaga et al, 論文準備

中）。 

 共同研究者である韓博士は、彼らが開発した多発性脳塞栓モデルであるマイクロスフェア脳塞栓ラットを用いて、

虚血後亜急性期での FasL の誘導を調べた (5)。マイクロスフェア注入後 2-7 日目にかけて、持続的な FasL 

の上昇が認められた。免疫組織化学的解析により、 FasL の発現細胞を同定した。マイクロスフェア注入後 24 

時間以降に発現が上昇するほとんどの細胞は ED1 陽性細胞であり、ミクログリアにおいて FasL が上昇すること

が示された。一方、少数の神経細胞とアストログリア細胞においても FasL の発現は上昇していた。次に、ミクログリ

アの活性化を抑制するミノサイクリンをマイクロスフェア注入後 １ 日目から 6 日間投与して、 FasL の発現を検

討した。マイクロスフェア注入後 7 日目に見られる FasL の顕著な誘導はミノサイクリン投与により完全に抑制さ

れた。同時に、神経細胞死も有意に抑制された （Han et al, 論文投稿中）。このことは活性化ミクログリアにおけ

る FasL の誘導は神経細胞のアポトーシスの引き金になることを示している。 

 

考察： 

 本研究で私達（東北大学）と韓博士（浙江大学）は異なる中大脳閉塞マウスとマイクロスフェア脳塞栓ラット脳虚

血モデルで検討した。急速に脳損傷が進展する中大脳動脈閉塞では再開通直後から FasL は ADAM10 により、 

mFasL から sFasL が神経細胞において産生され、活性型 sFasL が神経細胞死を誘導すること、また、24 時間

後では mFasL が誘導されることが明らかとなった。一方、マイクロスフェア脳塞栓では 12 時間後から 7 日にか
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けて mFasL の誘導が起こり、アポトーシスを誘導された。マイクロスフェア脳塞栓における mFasL の誘導細胞は

ミクログリアであり、ミクログリア抑制薬であるミノサイクリンがほぼ完全に mFasL 誘導を抑制することが解った。一

方、Qin 博士らは、脳虚血においてアポトーシスとは異なるオートファジーによる細胞障害が細胞死を誘導するこ

とを見いだした (6)。今後はオートファジーによる細胞死に対する VO(OPT) とミノサイクリンの抑制効果について

共同で解析する。 

結語： 

 本研究では脳梗塞に伴う FasL の誘導を抑制する 2 つのシーズを開発した。 VO(OPT) は Akt の活性化反

応を介して FasL や Bim などのアポトーシス誘導因子の発現を抑制した（図 1）。テトラサイクリン系抗生物質であ

るミノサイクリンはミクログリアの活性化反応を抑制することで、 FasL の発現を抑制する。これらの研究成果は私

達のグループのオリジナルな発見であり、今後の脳梗塞急性期と亜急性期治療において新しい創薬開発に繋が

る。今後はこれらのシーズ化合物の毒性と臨床応用について日本と中国で共同研究を進めて臨床開発の基盤を

作る。 
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