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略語一覧 

4-HNE  4-hydroxy-2-nonenal 

15-HETrE  15-hydroxy eicosatrienoic acid 

AA  arachidonic acid 

AAPH  2,2'-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride 

AD  Alzheimer’s disease 

AdA  adrenic acid 

BBB  blood–brain barrier 

BCAS  bilateral common carotid artery stenosis 

CBB  Coomassie brilliant blue 

CBF  cerebral blood flow 

DAMPs  damage-associated molecular patterns 

DGLA  dihomo-γ-linolenic acid 

DHA  docosahexaenoic acid 

EETs  epoxyeicosatrienoic acids 

EQ  ethoxyquin 

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GFAP  glial fibrillary acidic protein 

GPx4  glutathione peroxidase 4 

Hmox1  heme oxygenase 1 

HODE  hydroxyoctadecadienoic acid 

IBA1  ionized calcium binding adapter molecule 1 

KB  Klüver-barrera 

LA  linoleic acid 

LAT  L-type amino acid transporter 

LC–MS  liquid chromatograph–mass spectrometry 

LIF  leukemia inhibitory factor 

LOX  lipoxygenase 

LPO  lipid peroxidation 

MD  methyldopa 

MDA  malondialdehyde 

MMP-9  matrix metalloproteinase-9 

MRM  multiple reaction monitoring 

NLRP3  NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

NMDA  N-methyl-D-aspartic acid 



NORT  novel object recognition test 

oxPC  oxidized phosphatidylcholine 

PBS  phosphate-buffered saline 

PC  phosphatidylcholine 

PE  phosphatidylethanolamine 

PEG  polyethylene glycol 

PLA  phospholipase 

Pnpla  patatin like phospholipase domain containing 

POVPC  1-palmitoyl-2-(5’-oxo-valeroyl)-sn-glycero-3-phophocholine 

Prdx  peroxiredoxin 

Ptgs2  prostaglandin peroxidase synthase 2 

PUFA  polyunsaturated fatty acid 

ROS  reactive oxygen species 

sEH  soluble epoxide hydrolase 

SIVD  subcortical ischemic vascular dementia 

TBARS  2-thiobarbituric acid reactive substances 

Tempol  4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-N-oxyl 

TLR4  toll-like receptor 4 

TREM2  triggering receptor expressed on myeloid cells 2 

TRPA1  transient receptor potential ankyrin 1 

TRPM2  transient receptor potential melastatin 2 

VaD  vascular dementia 
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1-1. はじめに 

血管性認知症とは 

 血管性認知症 (vascular dementia; VaD)は脳血管障害を起因として認知症状が生じる疾

患の総称である。血管障害の危険因子として、高血圧、糖尿病、高脂血症等が挙げられ

る 1。本疾患は認知疾患のうち、アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease; AD)に次いで患

者数が多いとされ、さらに若年性認知症の要因としては VaD が全体の 42.5%を占めて

いる 1,2。 

 VaD は、大小を含む脳梗塞や低灌流によって生じ、その障害の起こり方や障害部位に

よって様々な病態を示すことから、複数のサブタイプに分類される。NINDS-AIREN 診

断基準によると、VaD は①多発梗塞性認知症、②戦略的な部位の単一病変による認知症、

③小血管病性認知症、④低灌流性血管性認知症、⑤出血性血管性認知症、⑥その他、の

6 型に分けられる (Fig. 1)3,4。また、日本における血管性認知症の病理診断分類では、③

小血管病性認知症の中のさらに「皮質下血管性認知症 (subcortical ischemic vascular 

dementia; SIVD)」に分類される多発性ラクナ梗塞と Binswanger 病の患者が VaD 患者全

体の 46.6%を占めている 5。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. VaD のサブタイプとして分類される脳血管障害の模式図。サブタイプから①多発梗塞性認知症、

③小血管病性認知症、④低灌流性血管性認知症を記載。This figure was created with BioRender.com. 
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VaD に対する治療アプローチ 

 VaD に対する治療には、まず抗血栓療法および抗血栓薬の投与が脳血管障害の二次予

防および認知症発症の一次予防として用いられる。例えば European Stroke Organization

のガイドライン 6では、薬理学的介入で血圧を 130/80 mmHg 未満とし、低密度リポタン

パク質を 1.8 mmol/L に下げることが提案されている。これらの治療でのメタアナリシ

スでは、認知症発症の遅延など望ましい結果も得られているようである。それにも関わ

らず、脳卒中後の認知障害の発症割合は 30%にのぼる 7。さらにラクナ梗塞を発症した

患者のうち約半数が認知障害を有するとの報告もある 8。 

 また、VaD の認知機能障害に対しては、AD 治療薬として承認されているアセチルコ

リンエステラーゼ阻害剤や N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)受容体拮抗薬が投与されて

いる 9。しかしながら、上記の薬剤を用いた治療法は VaD に対して十分な治療結果、エ

ビデンスが得られておらず、現状 VaD の有用な治療法は存在しない 10,11。本疾患はアン

メットメディカルニーズの高い疾患でありながらも、2022 年 5 月時点での医薬品開発

件数は 0 件である 12。このように、VaD は新規治療ターゲットの探索並びに新規薬剤の

開発が望まれている疾患である。 

 

脳および VaD 病態における脂質過酸化反応の亢進 

 脳は酸素消費量が多い臓器であり、組織の環境として活性酸素種 (reactive oxygen 

species; ROS)が生成されやすい 13。実際に脳血管障害時には損傷細胞からの ROS の放出

に加え、ROS 産生酵素の活性化により酸化ストレスが亢進する 1,14。そのため、脳血管

障害時には ROS 消去作用を持つ脳保護剤や抗酸化剤の探索が進められてきた。実際に

レスベラトロールやニトロキシドである 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-N-oxyl 

(Tempol)、さらにフリーラジカル捕捉剤として脳梗塞治療にも用いられるエダラボンの

投与によって疾患モデル動物の認知機能障害を保護したことが報告されている 15–17。 

 また、脳組織は灰白質領域で 36–40％、白質領域で 49–66%が脂質で構成されている

18。脳の脂質にはアラキドン酸  (arachidonic acid; AA)やドコサヘキサエン酸 

(docosahexaenoic acid; DHA)といった多価不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acid; PUFA)

を含むリン脂質が豊富に存在する 19,20。この PUFA は ROS 等により非常に酸化を受け

やすく、これらの分子が一度酸化を受けると脂質過酸化反応 (lipid peroxidation; LPO)が

開始される。LPO 中で生じる脂質ラジカルは反応性が高く、近傍の脂質へと酸化反応を

伝播させることで脂質膜を障害する。 

 LPO の最終産物として生じる、4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)や malondialdehyde (MDA)

等のアルデヒド種は、タンパク質や DNA 等の生体分子を修飾することで、細胞死や炎

症反応を誘発する 21。実際に VaD 患者の血液中で、LPO の代謝産物である MDA が有

意に蓄積していることが報告されてきた 22。また、初期認知症患者の脳中では、4-HNE

修飾タンパク質が増加している 23。 
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LPO により生成される酸化脂質の生理活性 

 脂質は VaD への関与が指摘される ROS のターゲット分子であることに加え、高反応

性の LPO 産物が疾患時に増加することが報告されている。一方で、リン脂質の LPO で

は 4-HNE や MDA だけでなく、多種多様な構造を有する酸化脂質が生じる。これまで

に、LPO により生成される酸化脂質の、脳実質細胞を含めた複数の細胞種に対する生理

活性について明らかになってきている。 

 まず、ある種の酸化脂質は細胞毒性を有する。例えば、神経細胞やオリゴデンドロサ

イ ト に 酸 化 リ ン 脂 質 の 一 種 で あ る 1-palmitoyl-2-(5’-oxo-valeroyl)-sn-glycero-3-

phophocholine (POVPC)を添加すると、未酸化の脂質と比較し有意に細胞死を誘発する 24。

また、制御された細胞死の一つであるフェロトーシスの誘導時には、

phosphatidylethanolamine (PE)の酸化物が有意に増加する 25。 

 さらに、酸化脂質は damage-associated molecular patterns (DAMPs)として働き、免疫細

胞応答を誘導する。多発性硬化症モデルマウスを用いた Dong らの報告では、傷害を受

けた神経細胞やオリゴデンドロサイト由来の oxidized phosphatidylcholine (oxPC)はミク

ログリアの細胞膜受容体 triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2)を介して、

ミクログリアの貪食作用を亢進させる 24。これによりミクログリアが酸化脂質を貪食・

中和することで、病態保護機能が促進されることが明らかにされている。その一方で、

酸化脂質は免疫細胞による炎症反応を亢進させることも分かってきている。例えば、神

経細胞由来の酸化脂質はミクログリアの NOD-like receptor family, pyrin domain containing 

3 (NLRP3)インフラマソームを活性化し、炎症性サイトカインを放出させることが示さ

れている 26。さらに、Imai らの報告では、oxPC が toll-like receptor 4 (TLR4)を活性化す

ることで、マクロファージによる炎症反応を亢進させることや 27、同様にマクロファー

ジを用いた別の報告でも、oxPC をリポ多糖と共添加した際に hyperinflammation が誘導

されることが明らかとなっている 28。以上のように、酸化脂質はその脂質種、細胞種お

よび環境により炎症反応をはじめとした様々な応答を引き起こすことが示唆されてい

る (Fig. 2)。 

 VaD 病態では LPO の亢進が報告されている一方で、LPO および LPO により生成され

る酸化脂質がどのように病態に関与しているのかはこれまでに明らかになっていない。

さらに、VaD 病態時に生成され、疾患進展に関わる酸化脂質の分子種についても不明で

ある。 
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本研究の着想および目的 

 以上の背景より著者は、VaD 病態下では LPO の亢進により、生成された酸化脂質が

病態悪化に寄与しており、LPO を抑制することで脳血管障害により生じる認知機能障

害を保護することができるのではないかとの着想に至った。また、酸化脂質の構造解析

によって疾患進展に関与する、すなわち病態の原因となるような酸化脂質の分子種につ

いても明らかに出来るのではないかと考えた。 

 本研究ではまず LPO 抑制剤を VaD モデルマウスに投与し、病態モデルマウスで生じ

る基本病態を保護可能かどうか調べることとした。続いて、病態モデルマウスで生成さ

れる酸化脂質に着目し、LPO 抑制剤によりどのように変化するかについて検討した 

(Fig. 3)。 

Figure 2. LPO により生成される酸化リン脂質や、MDA、4-HNE などの最終代謝物は、これまでに生体内

分子への修飾や細胞死、炎症反応を亢進・惹起させることが報告されている。しかしながら、LPO は上

記で示した以外にも多くの構造、生理活性を持つ酸化脂質が生成すると考えられる。それら酸化脂質が

VaD 病態形成に寄与しているのではないだろうか？ 
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Figure 3. 本研究の概略図。まず LPO 抑制剤を用いて、VaD モデルマウスにおける白質病変や作

業記憶障害といった基本病態を抑制可能かどうか検討した。続いて、慢性脳低灌流病態下ではど

のような酸化脂質が生成され疾患進展に寄与しているのかについてモデルマウスおよび LPO 抑

制剤を用いて評価した。 
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2-1. 序論 

ヒト VaD を再現可能な病態モデルマウス 

 VaD 患者のうち、最も多い臨床亜型である SIVD では、慢性的な脳の低灌流によって

白質病変を生じる 29。この SIVD 病態解明のために、大脳白質病変と認知機能障害を再

現するげっ歯類を用いた慢性脳低灌流モデルが開発されている 30。 

 2004 年に Shibata らが作出した両側総頚動脈狭窄  (bilateral common carotid artery 

stenosis; BCAS)モデルは、ヒトの慢性脳低灌流状態を再現するマウスモデルである 31。

本モデルでは、10–12週齢の C57BL/6J マウスの両側総頚動脈に内径 0.18 mm または 0.16 

mm のピアノ線からなるマイクロコイル (ピッチ 0.5 mm、全長 2.5 mm)を装着すること

により、持続的な低灌流状態が維持される。加えて、BCAS マウスは遺伝子改変マウス

への適用が容易という利点もあるため、VaD をはじめとした神経変性疾患の機序解明を

目的とし幅広く用いられている 32。 

 本モデルでは、マイクロコイル装着後 7 日目以降からグリア細胞の活性化等が確認さ

れ、マトリックスメタロプロテアーゼ 9 (matrix metalloproteinase-9; MMP-9)の活性化等

を介して血液脳関門(blood–brain barrier; BBB)の破壊が生じる 33。さらに術後 1 ヶ月で、

明確な白質の病理学的変化が観察され 31、作業記憶障害を示す 34。一方、認知機能障害

としては、参照記憶には影響を及ぼさない。実際、ヒト患者においても、白質病変時に

は実行機能障害が認知機能障害の主体となっており、BCAS モデルは本疾患の認知プロ

フィールを再現していると考えられている 35。また、異なる内径のマイクロコイルを装

着して病態を比較した先行研究の結果では、0.18 mm 径の場合には、病変部位は脳梁や

線条体を中心とした白質領域である一方で、0.16 mm径のマイクロコイルを装着すると、

海馬領域にも梗塞巣が形成されていた 31。しかしながら、両側の総頚動脈に 0.16 mm 径

のマイクロコイルを装着した場合、術後 2 週まで生存したマウスはわずか 25%であり

31、認知機能障害評価ができない。これを受けて本研究では、白質だけでなく灰白質に

も障害が見られる実際の臨床病態を反映しつつ、高い生存率を維持可能である左右にそ

れぞれ 0.16 mm および 0.18 mm 径のマイクロコイルを装着するモデルを採用すること

とした 36 (Fig. 4)。 
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VaD 病態に適用可能な脂質過酸化反応抑制剤の探索 

 所属研究室では、LPO の中間体である脂質ラジカルを選択的に検出する蛍光プロー

ブを開発してきた 37。さらに本プローブを応用し、短時間で多検体解析が可能な、LPO

抑制剤探索のためのハイスループットスクリーニング系の構築に成功している。 

 そこで所属研究室において本スクリーニング系を Prestwick chemical library に適用し

たところ、高い LPO 抑制能を有する化合物を 16 種見出した。この結果から、16 種中 5

種の薬剤は BBB を通過する化合物であり、脳組織中にて生じる LPO の抑制に応用する

ことが出来ると考えた。5 つの化合物は薬理活性が既知であることから、過去の文献情

報より脳組織に対する毒性、VaD や脳血管障害に対する情報について調査した。その結

果から、本研究ではエトキシキンおよびメチルドパを選択し、VaD モデルマウスに適用

することとした (Fig. 5)。 

 エトキシキンはキノリン骨格を持つ脂溶性の抗酸化剤である。主に飼料の酸化防止剤

として用いられている 38。近年ではエトキシキンの誘導体がラット脳虚血再灌流モデル

Figure 4. 両側総頚動脈狭窄モデルマウスの作成。(a) マイクロコイルの寸法 (b) 頚動脈狭窄手術

の様子。コイル装着により、脳の血流量が慢性的に低下する。 
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に対する保護効果を示したことが報告されている 39,40。さらにエトキシキンは化学療法

時や糖尿病病態下での神経傷害を保護する作用も有するようである 41,42。 

 メチルドパは、現在も α2 受容体作動薬として高血圧治療に用いられる化合物であり、

治療薬としての臨床での使用量は、成人で 1 日 250–2000 mg である 43。また、メチルド

パについてはこれまでに抗酸化作用あるいは LPO 抑制の報告例はない。 

 以上より本研究では、高い LPO 抑制能を有する化合物としてエトキシキンおよびメ

チルドパを用い、BCAS マウスに対してまず記憶障害、白質病変を保護可能かどうか検

討した。続いて、白質病変に先立って生じる炎症反応の亢進を抑制できるかどうか評価

した。 

  

Figure 5. (a) Prestwick chemical library スクリーニング。リポソームを用いて Prestwick chemical 

library 1 次スクリーニングを行い、酸化開始剤である AAPH、Fe2+ (FeSO4)添加系の活性値をプロ

ットした。本ライブラリに含まれる化合物 1271 種は、全身の幅広い疾患に使用されている特許切

れ医薬品等であり、比較的薬物動態に関する情報や副作用情報が整っている。そのため、同定さ

れた化合物は新規化合物に比べ開発時間の短縮が見込まれる。スクリーニングの結果、既存の脳

梗塞治療薬であるエダラボンよりも高い LPO 抑制能を有する化合物を見出した。(b) エトキシキ

ンおよびメチルドパの化学構造。 



11 

 

2-2. 方法 

試薬・機器 

 エトキシキンおよびメチルドパは東京化成工業より購入した。その他の試薬は、

Sigma-Aldrich、富士フィルム和光純薬株式会社、東京化成工業、ナカライテスク株式会

社より購入したものを用いた。染色切片の観察・撮像は、株式会社キーエンスの BZ-X810

にて行った。Western blotting では、ChemiDoc MP を用いて検出した。 

 

動物実験 

 雄性 C57BL/6J マウス (9 あるいは 10 週齢)をジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株

式会社より購入し、12 時間の明暗サイクル環境下で 1–2 週間馴化させたのち、実験に

用いた。馴化中は水道水および餌 (CE-2; CLEA JAPAN, INC.)を与えた。なおすべての動

物実験は、九州大学動物実験倫理委員会による承認を受けた。動物の飼育方法は、九州

大学大学院薬学研究院のガイドラインに従って実施した。 

 

BCAS 処置および化合物投与 

 一連の作業は実体顕微鏡下で行った。雄性 C57BL/6J マウス (10–12 週齢、24–29 g)に

対し、先行研究で報告された方法 44を一部修正し BCAS 処置を行った。マウスは 2–3%

イソフルランで麻酔を開始し、その後 1.5%イソフルランを吸入させ、麻酔状態を維持

した。頚部腹側の皮膚を正中切開し、総頚動脈を露出した。その後マイクロコイル(piano 

wire diameter 0.08 mm, coiling pitch 0.5 mm, total length 2.5 mm, inner diameter 0.16 mm and 

0.18 mm; サミニ株式会社より購入)を左右の総頚動脈に適用した。まず右総頚動脈に内

径 0.16 mm のマイクロコイルを装着し、続いて左総頚動脈に内径 0.18 mm のマイクロ

コイルを装着した。切開部位の縫合後、持続麻酔を止め、マウスの覚醒を確認しケージ

に戻した。Sham 群では、マイクロコイルによる狭窄を除いた同様の処置を行った。 

 BCAS 処置を行ったマウスは以下に示す複数の群に分けた。[(1) vehicle、(2) エトキシ

キン (50 or 100 µmol/kg)、(3)メチルドパ (100 or 200 µmol/kg)] エトキシキンおよびメチ

ルドパは 50% polyethylene glycol (PEG)300 を含有する phosphate-buffered saline (PBS)に

溶解させ、マウス用鉄ゾンデを用いて経口投与した。エトキシキンは 10 or 20 mM の溶

液を 5 mL/kg (50 or 100 µmol/kg)の量で BCAS 処置 30 分前および術後は週に 3 回反復投

与した。メチルドパは、20 or 40 mM の溶液を 5 mL/kg (100 or 200 µmol/kg)の量で BCAS

処置 30 分前および術後は週 5 回反復投与した。術後 1 週のマウスを western blotting に

使用した。また、術後 4 週のマウスは行動試験の実施後、組織染色に用いた。なお、グ

リア細胞活性化マーカータンパク質の測定時には Tempol (5 mM)投与群を作成した。

Tempol は水道水に 5 mM を溶解し、BCAS 処置 3 日前より自由飲水させた (Fig. 6)。 
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脳血流量 (cerebral blood flow; CBF)測定 

 脳血流量は Laser-Doppler 血流計(Laser Doppler ALF21; ADVANCE)を用いて 頭部皮膚

切開のみを行い、頭蓋骨上で測定した。Bregma より尾側 1 mm および右側 2 mm の位置

にプローブを当て、BCAS 処置直前、直後、術後 1、3、7、14、28 日に測定した。CBF

値は術前の値に対する比率 (%)で評価した。 

 

Klüver-Barrera (KB)染色 

 BCAS 術後 4 週のマウスから大脳を摘出し、右半球を 4%パラホルムアルデヒド液を

入れたチューブに加え 4°C で一晩静置した。その後のパラフィン包埋および KB 染色は

九州大学大学院医学研究院病理病態学に依頼した。 

 完成したスライドはキーエンス蛍光顕微鏡 (BZ-X810)にて観察、撮像した。白質傷害

スコアは先行研究に従い 45、以下のように数値付けした。[0 (normal), 1 (nerve fiber 

disarrangement), 2 (marked vacuole formation), 3 (dis- appearance of myelinated fibers)] 

 

 

 

Figure 6. BCAS マウスにおけるエトキシキンおよびメチルドパの投与スケジュール。エトキシキン

およびメチルドパは目的の投与量となるように 50% PEG300 PBS に溶解させ、まず術前 30 分に 5 

mL/kg 投与した。その後、エトキシキンは週 3 回、メチルドパは週 5 回経口投与した。Tempol は

BCAS 処置 3 日前より水道水に 5 mM となるよう溶解し自由飲水させ、2 日に 1 回新しく溶解させ

たものと交換した。 
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新奇物体認識課題 

 BCAS 術後 4 週のマウスに対し実施した。本試行の前日、マウスを物体以外のすべて

の条件が本試行と同じ環境で、10 分間探索させた。当日、まずマウスを 2 つの同じ物

体 (馴染物体; 茶褐色瓶)が置かれたケージで 5 分探索させた。90 分のインターバルの

後、物体の 1 つを異なる形状物 (新奇物体; カラーブロック)に置き換え、マウスをさら

に 5 分探索させた。新奇物体に置き換えた試行において、両対象物の探索時間に対する

新奇物体の探索時間の割合を discrimination index として算出した。 

 

Y 迷路 

 BCAS 術後 4 週のマウスに対し実施した (ただし新奇物体認識課題とは独立)。長さ

41.5 cm、高さ 10 cm、幅 4 cm の通路が 3 方向に伸びた装置 (YM-03M; 室町機械)を使

用した。マウスを開始時点で中央に置き、8 分間迷路内を自由に移動させた。マウスが

通路領域内に進入した回数を総進入数とし、3 回連続で異なる通路に進入した割合を

Alteration rate として算出した。8 分間に通路に進入した回数が 14 以下のマウスは結果

から除外した。 

 

タンパク質の抽出および Western blotting 

 脳梁、海馬組織あるいは白質領域 (脳梁と線条体を含む)は 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride と 10 mM NaF、1 mM sodium orthovanadate および 1% protease inhibitor cocktail (ナ

カライテスク株式会社)を含む 20–40 倍量の lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5; 150 mM 

NaCl; 0.1% SDS; 1% Triton X-100; and 1% sodium deoxycholate)を用いて氷上、超音波破砕

によってホモジネートを作成した。なお、本研究に利用した各脳領域を Figure 7 に示し

た 46。ホモジネートは、氷中で 30 分インキュベート後、遠心分離 (16000 g、4°C、10 分)

を行い、上清を Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific)を用い BCA 法によ

り測定した。loading buffer (54.1% Glycerol、0.05% Bromophenol blue、158.9 mM Tris-HCl 

(pH 6.8)、4.76% SDS)と混合したタンパク質 20 µg を、SDS-PAGE により電気泳動し分離

した。その後 PVDF 膜へ転写し、ブロッキングワン (ナカライテスク株式会社)でブロ

ッキングを行い、抗体を用いて目的タンパク質を検出した。一次抗体は以下のメーカー、

濃度で実施した。ionized calcium binding adapter molecule 1 (IBA1): 富士フィルム和光純

薬株式会社  (1/2000) 、 glial fibrillary acidic protein (GFAP): Gene Tex (1/1000) 、

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH): MBL (1/4000)。 以上の抗体は Can get 

signal (東洋紡株式会社)あるいは Signal Enhancer HIKARI (ナカライテスク株式会社)で希

釈し、4°C で一晩反応させた。二次抗体は抗マウス IgG 抗体 (Millipore)、抗ラビット IgG

抗体 (R&D systems)を Can get signal あるいは Signal Enhancer HIKARI にそれぞれ 1/4000

に希釈し室温で 1 時間反応させた。検出試薬には Ez West Lumi plus (ATTO)を用いた。
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結果は Image Lab (Bio-Rad)で発光強度を算出し、GAPDH 発現量で補正した後、Sham 群

に対する比率で評価した。 

 

 

 

統計解析 

Data are expressed as the mean ± standard error of the mean for each group. Statistical 

significance was evaluated using one-way ANOVA, followed by Dunnett’s multiple comparison 

test. p < 0.05 was considered statistically significant. Analyses were performed using GraphPad 

Prism version 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA)  

Figure 7. マウス脳部位の図。Allen Mouse Brain Atlas および Allen Reference Atlas - Mouse Brain の

Nissl（左半球）と解剖学的注釈（右半球）を示し、加筆した。本実験には脳梁 (corpus callosum)、

海馬 (hippocampus)、線条体 (striatum、特に caudoputamen)を使用した。Allen Mouse Brain Atlas, 

mouse.brain-map.org and atlas.brain-map.org. 

http://mouse.brain-map.org/
http://atlas.brain-map.org/
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2-3. 結果 

LPO 抑制剤投与時の BCAS マウスにおける脳血流量の変化 

 BCAS マウスでは、両総頚動脈へのマイクロコイルの装着により手術直後から脳血流

量が低下する 31。そこで、Laser-Doppler 血流計を用いて BCAS 手術時のマウス脳血流量

を測定した。Laser-Doppler 血流計のプローブを頭蓋骨に固定し、中大脳動脈と前大脳動

脈の境界部 (Bregma)位置より尾側へ 1 mm、右側へ 2 mm 移動させた点における血流量

を BCAS 手術直前、直後、1 日、1 週、2 週、3 週、4 週後に測定した。その結果、BCAS

処置を行ったマウスでは脳血流量が低下していた。脳血流量は手術直後に術前の約 58%

となり、その後ゆるやかに上昇し、4 週後には術前の 75%まで回復した。また、LPO 抑

制剤を投与した群においても脳血流量測定を行ったところ、vehicle 群同様に手術直後

より脳血流量が低下し徐々に回復した。このとき、BCAS 処置を行ったマウスの群間に

有意な差は観察されなかった (Fig. 8) すなわち、これら化合物は脳血流量変化に影響を

与えないことが示された。 

 

Figure 8. 化合物投与時の BCAS マウス脳血流量への影響。Laser-Doppler 血流計を用い、BCAS 手

術直前、直後、1 日、1、2、3、4 週後のマウス頭部脳血流量を測定した。手術直前の脳血流量を

100％とし、各脳血流量を手術直前との比率で表した。MD: methyldopa, EQ: ethoxyquin. MD (L): 

100µmol/kg, MD (H): 200 µmol/kg. (n = 3–5, presented as the mean + SEM) 
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LPO 抑制剤投与時の BCAS マウスにおける白質病変への影響 

 BCAS マウスでは術後約 1 ヶ月で脳梁や線条体といった白質部位に障害が生じる 31。

そこで、術後 4 週目に白質傷害の程度を調べるために、KB 染色による髄鞘染色性、及

び先行研究で用いられている評価基準に従い傷害スコア 45を評価した。その結果、BCAS

マウス術後 4 週において脳梁部位の染色性が低下し、白質病変スコア (Severity of the 

white matter lesions [WML])が上昇した。またエトキシキンおよびメチルドパの投与は、

BCAS マウスにおける髄鞘染色性の低下や空胞形成を抑制した。同時に、白質病変スコ

アの有意な低下、あるいは低下傾向が観察された (Fig. 9a and b)。 

 

 

BCAS マウスにおける記憶障害と LPO 抑制剤の影響 

 次に、BCAS マウスの作業記憶障害を評価するため、行動試験として新奇物体認識課

題 (novel object recognition test; NORT)を実施した。本評価系は、新奇性を好むげっ歯類

の特性を利用した課題であり、強化因子を必要としない非空間的な作業記憶の指標とな

る 47。観察箱にあらかじめ同一物体を置いた状態でマウスに探索させ、一定時間後に一

方を異なる物体に変更させた際に、2 つの物体のうち、新しい物体を探索した時間の割

合で評価した (Fig. 10a)。Sham 群では、試行時における新奇物体探索割合が約 67%であ

ったのに対し、Vehicle を投与した BCAS 群では、新奇物体への探索割合が有意に減少

Figure 9. BCAS 術後 4 週の脳梁における白質の形態学的変化。(a)マウス右脳梁を KB 染色によっ

て観察した (scale = 25 µm)。KB 染色により髄鞘が青色に染色され、髄鞘の脱落により染色が低下

する。 (b) 脳梁の白質病変の重症度をスコア化した。 (n = 8, presented as the mean + SEM. *p < 0.05, 

**p < 0.01 compared with BCAS vehicle group by one-way ANOVA followed by Kruskal–Wallis' and 

Dunn's post-test 
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した。また、馴染物体と新奇物体の探索時間は同程度であった。一方で、エトキシキン

およびメチルドパを投与した群では、新奇物体への探索割合の低下が抑制された (Fig. 

10b)。 

 さらに、別の行動試験として Y 迷路を用いて作業記憶障害を評価した。Y 迷路は、3

つの通路を自由に探索させ、通路の総進入回数を自発行動量として評価した。そして 3

回異なる通路へ進入した場合を成功とみなし、成功数の割合 (Alternation rate)を空間作

業記憶として評価した (Fig. 10c)。BCAS 各群に対し術後 4 週で評価をしたところ、い

ずれの群においても自発行動量に差は観察されなかった (Fig. 10d)。Vehicle を投与した

術後 4 週の BCAS 群では、Y 迷路における Alternation rate が有意に減少したのに対し、

エトキシキンおよびメチルドパを投与したBCASマウスではAlternation rateの減少が抑

制、もしくは抑制傾向であった (Fig. 10e)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. (next page) BCAS 術後 4 週のマウス作業記憶評価。 (a)NORT 実験スキーム。前日にマウス

を同環境に適応させたのち、同じ 2 物体をマウスに提示した、90 分後、1 つを異なる物体に変え再び

マウスに提示した。 (b)総探索時間のうち、新奇物体を探索していた時間の割合。 (c)Y 迷路実験スケ

ール。3 方向に展開された通路内にマウスを入れ、8 分間探索させた。各通路への進入の総数、また、

2 つ前までと異なる通路へ入った場合を成功、重複して通路に入る場合を失敗とし、成功割合を評価

項目とした。 (d)総進入数および (e)異なる通路進入の成功割合。(n = 11–16, presented as the mean + 

SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with BCAS vehicle group by one-way ANOVA followed 

by Dunnett’s multiple comparison test.)  
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BCAS マウスにおけるグリア細胞の活性化 

 BCAS マウスでは、白質病変や記憶障害に先立ち、術後約 1 週よりミクログリアやア

ストロサイトが活性化し 31、その結果炎症反応の亢進が生じる 48。そこで BCAS 術後 1

週のマウスの脳組織よりタンパク質を抽出し、グリア細胞マーカーの発現をウエスタン

ブロットにより測定した。 

 まず、エトキシキンによる保護能評価のため、BCAS 術後 1 週の白質領域 (脳梁およ

び線条体)におけるグリア細胞マーカーの発現を測定した。また本検討では、これまで

の半分量であるエトキシキン 50 µmol/kg を投与した群と、既に先行研究にて保護効果

が示されており、抗酸化能を有する化合物である Tempol を飲水させた群も同時に評価

した 16。BCAS 術後 1 週において、白質領域におけるミクログリアマーカータンパク質

IBA1およびアストロサイトマーカータンパク質GFAPの発現は増加した。その一方で、

エトキシキンの投与群では、投与量に関わらず各グリア細胞マーカータンパク質の発現

増加を有意に抑制した (Fig. 11)。同様に Tempol 飲水群では各グリア細胞マーカータン

パクの発現は抑制および抑制傾向が示された (Fig. 11)。 

Figure 11. エトキシキン投与時の BCAS 術後 1 週のマウス白質領域におけるグリア細胞マーカータン

パク質の評価。ミクログリアマーカーIBA1 (a)およびアストロサイトマーカーGFAP (b)タンパク質発

現量をウエスタンブロットで測定した。 EQ (L): 50 µmol/kg, EQ: 100 µmol/kg. (n = 6–7, *p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.001 compared with BCAS vehicle group) Each significance was analyzed using one-way ANOVA 

with Dunnett’s multiple comparison test. 
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 次に、メチルドパ 200 µmol/kg 投与群における保護能を評価した。ここでは、脳梁部

位(線条体領域を含まない)および海馬部位での測定をそれぞれ実施した。脳梁部位にお

いては、IBA1 が BCAS 術後 1 週で増加し、メチルドパの投与はその増加を抑制した 

(Fig. 12a)。一方、アストロサイトマーカーGFAP は、いずれの群においても有意差は得

られなかった (Fig. 12b)。海馬部位においては、各グリア細胞マーカータンパク質は

BCAS 術後 1 週で増加および増加傾向を示し、メチルドパの投与時には、有意な抑制あ

るいは抑制傾向が観察された (Fig. 12c and d)。 
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Figure 12. メチルドパ投与時の BCAS 術後 1 週のマウス脳梁および海馬におけるグリア細胞マーカー

タンパク質の評価。 (a, b)マウス脳梁におけるミクログリアマーカーIBA1 (a)およびアストロサイトマ

ーカーGFAP (b)タンパク質発現量をウエスタンブロットで測定した。(c, d)マウス海馬における IBA1 

(c)および GFAP (d)タンパク質発現量をウエスタンブロットで測定した。(n = 4–8, *p < 0.05, compared 

with BCAS vehicle group) Each significance was analyzed using one-way ANOVA with Dunnett’s multiple 

comparison test. 
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2-4. 考察 

 本研究で我々は、ハイスループットスクリーニングにより見出された LPO 抑制剤と

して、エトキシキンおよびメチルドパを VaD モデルマウスに適用した。その結果、エト

キシキンおよびメチルドパは共に BCAS マウスにおける作業記憶障害および白質病変

を保護した。さらに、これら障害に先立って生じるミクログリアおよびアストロサイト

の活性化を抑制した。本結果は LPO の抑制が脳血管障害、特に慢性脳低灌流に対する

有効な治療ターゲットとなることを示唆するものである。 
 これまで、脳血管障害と酸化ストレスの関与は報告されてきたものの、その主な対象

は水溶性の ROS であった。一方で脳組織は酸化されやすい脂質が豊富であり、ROS は

多くの酸化脂質生成をもたらすことが考えられる。さらに近年は脂質の酸化によって生

じた生成物の生理活性や、酸化脂質に依存した細胞死誘導機序も報告されている 49,50。

エトキシキンは脂溶性の抗酸化剤であるため、経口投与であっても容易に BBB を通過

し、病態モデルマウス脳内の酸化脂質生成を抑制できたと考えられる。また、メチルド

パは L-type amino acid transporter (LAT)を介し脳へ移行可能である。LAT は脳組織に広範

に発現しており 51、また実際にラットに対しエトキシキンおよびメチルドパを投与した

際に脳への移行が観察されている 52,53。 

 これまで、エトキシキンにはⅡ型糖尿病での末梢神経障害、化学療法時の神経毒性を

保護したという報告があり 41,42、投与後脳に到達することにより、神経細胞に対する傷

害を抑制可能であることが示唆されている。さらに、エトキシキンは心筋症モデルにお

いてフェロトーシスを抑制し、保護効果をもたらした 54。 

 本研究で投与したエトキシキンの量は、マウスにおける LD50の 5%に満たず、実際に

エトキシキンを投与した際に体重減少は観察されなかった。このエトキシキンの用量

100 µmol/kg (21.7 mg/kg)は、FDA のガイダンスに従ったヒト (60 kg)用量換算時では 1.76 

mg/kg となるが、世界保健機関（WHO; https://apps.who.int/pesticide-residue-jmpr-database）

が報告している許容一日摂取量（0–0.005 mg/kg）または急性参照用量（0.5 mg/kg）より

は高い。本研究では、VaD 病態における LPO の関与を明らかにするため、高用量でエ

トキシキンを使用した。しかしながら、BCAS マウスの白質におけるミクログリアおよ

びアストロサイトマーカータンパク質の発現量減少は、半分の用量でエトキシキンを投

与した場合も観察された (Fig. 11)。さらに、投与回数や投与経路の最適化、高活性な誘

導体の開発によって、より低用量での保護が可能になることが期待される。 

 メチルドパは高血圧治療薬として臨床で用いられている化合物である。メチルドパの

ヒト投与量は初期で 250–750 mg/day であり、通常維持量は 250–2000 mg/day である。本

研究で保護効果を示したメチルドパの用量は 200 µmol/kg (42.2 mg/kg)であった。マウス

経口投与での LD50は 5,370 mg/kg (25 mmol/kg)であること、本投与量をヒト投与量に換

算すると 3.43 mg/kg であることから、毒性は小さいと考えられる。またメチルドパの主
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作用は α2 受容体活性化を介した降圧作用であるが、臨床での投与量と比較してかなり

低用量で用いており、実際に BCAS マウスにおける脳血流量に影響を及ぼさなかった 

(Fig. 8)。このことから、メチルドパの保護作用は α2 受容体には依存しないと考えられ

る。 

 本研究では、LPO 抑制剤としてエトキシキンおよびメチルドパを BCAS マウスに投

与することでミクログリアおよびアストロサイトのマーカータンパク質増加を抑え、グ

リア細胞活性化の抑制が示唆された。過去の報告より、ミクログリアとアストロサイト

は両者が病態悪化に寄与していることが示唆されている。中枢では主にミクログリアに

発現する Transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2)をノックアウトしたマウスでは、

ミクログリア活性の低下と BCAS マウス術後 4 週の作業記憶障害の悪化が抑制された

48。またアストロサイト特異的に IκBα ドミナントネガティブ体を発現させたマウスに

BCAS 処置を行った際も、作業記憶障害の抑制が観察されている 55。ただし両グリア細

胞が病態下で必ずしも同じ挙動を示すわけではなく、BCAS マウス中のグリア細胞の活

性化を経時的に評価した研究では、アストロサイトの活性化はミクログリア活性化より

少し遅れて、術後 2 週より観察されている 31。また、脳梁と海馬に分布するアストロサ

イトの形態は異なっており、脳梁アストロサイトの GFAP 発現は定常時でも高い 56。こ

うしたことが、本研究のアストロサイト活性評価で、脳領域に異なる結果が得られた一

因と考えられる。 

 まとめると、本研究では、VaD モデルマウスの疾患進展に対し、LPO 抑制剤として見

出されたエトキシキンおよびメチルドパが病態を保護することを明らかにした。慢性脳

低灌流により生じる細胞傷害および炎症反応亢進は長期的に脳の状態を悪化させ認知

機能の低下などをもたらす可能性がある。エトキシキンおよびメチルドパによる病態保

護効果より、我々は LPO が慢性的な脳血管障害、それに付随する VaD の治療ターゲッ

トとなりうるものと考えている。 
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2-5. 小括 

 本章では、VaD モデルマウスとして慢性脳低灌流により白質病変および作業記憶障害

をもたらす BCAS マウスを用い、所属研究室のハイスループットスクリーニングで見

出されたLPO抑制剤であるエトキシキンおよびメチルドパの病態保護効果を評価した。 

 その結果、BCAS マウスにおいて術後 4 週で観察された脳梁部位の白質病変は、各化

合物の投与により抑制された。加えて、各化合物の投与は BCAS 術後 4 週で観察される

作業記憶障害を有意に抑制した。BCAS マウスでは白質病変や作業記憶障害に先立って、

グリア細胞の活性化による炎症反応の亢進が明らかとなっている。そこでミクログリア

およびアストロサイトのマーカータンパク質を測定したところ、BCAS 処置後 1 週にお

いて増加した各マーカータンパク質発現は化合物投与により抑制された。両化合物によ

る BCAS マウスの病態保護効果は、LPO が慢性脳低灌流による脳血管障害、それに付

随する VaD の有用な治療ターゲットであることを示す結果である。 

 次章では、LPO によって生じる酸化脂質に着目し、慢性脳低灌流により生じる酸化脂

質の生成およびその分子種について明らかにする。また BCAS マウスに LPO 抑制剤と

してメチルドパを投与し、生成した酸化脂質が抑制されるかを検証した。 
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第三章 

 

 

 

 

血管性認知症モデルマウスにおける酸化脂質生成 

およびメチルドパによる抑制機構の解析 
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3-1. 序論 

脳組織における脂質組成について 

 序論にも述べた通り、脳組織には PUFA が豊富に含まれている。しかしながら脳の領

域によって脂質の分布は多様である。髄鞘が含まれる白質領域は灰白質に比べ構成成分

中の総脂質の割合が高いが、脂質種として多いのは主に飽和脂肪酸や一価不飽和脂肪酸

を含むスフィンゴ脂質である。またリン脂質は、phosphatidylserine は白質・灰白質の間

に大きな差はなく、phosphatidylcholine (PC)および PE はむしろ灰白質の方が多いようで

ある 18。さらに PUFA を含むリン脂質の割合は、灰白質により多く含まれている 19。

Sugiura らはマウスの脳を用いて PC の質量分析イメージングを実施し、AA 含有 PC は

特に海馬領域に多く局在していることを報告している 57。その一方で、白質において髄

鞘を形成するオリゴデンドロサイトには高濃度の鉄が含有されている 58。酸化ストレス

の亢進時には、細胞内鉄によるフリーラジカル生成が起こるため、膜脂質の酸化が生じ

ると考えられる。以上より、脳血管障害時には脳領域選択的に LPO が亢進し、酸化さ

れる脂質種が部位ごとに異なることが想定される。 

 

VaD 病態中の酸化脂質生成のタイミングおよび LPO 抑制機構 

 神経変性疾患において、酸化脂質が生成する機序の一つにフェロトーシスが挙げられ

る。フェロトーシスは鉄依存的であり酸化脂質の蓄積を特徴とする 59。本細胞死は、主

に過酸化リン脂質を還元する抗酸化酵素である glutathione peroxidase 4 (GPx4)の活性が

低下することで誘導される。また脳血管障害時には、傷害を受けた神経細胞や脳血管障

害に応答したグリア細胞よりグルタミン酸が放出されるが 60,61、細胞外グルタミン酸濃

度の上昇は、シスチン・グルタミン酸アンチポーターである xCT 輸送体を介した細胞

内へのシスチン取り込みを阻害する 59。これにより、細胞内グルタチオンの枯渇が生じ、

フェロトーシスが生じることが考えられる。実際これまでに、脳虚血再灌流モデルマウ

スに対しフェロトーシス抑制剤である Liproxstatin-1 を投与すると、マウスの脳梗塞巣

のサイズが減少することが報告されている 62。さらに、前頭葉ニューロン中 GPx4 を欠

損させたマウスでは認知機能障害と神経変性が観察されている 63。 

 また、モデルマウスの脳を用いた研究では、病態時に酸化の基質となるリピドームの

変化や酸化脂質の生成が観察されており、例えば、脳外傷モデルマウスでの組織測定時

には、多様な構造を持った酸化カルジオリピンや酸化遊離脂肪酸が増加している 64,65。

また脳以外の、複数の臓器でも虚血再灌流障害による酸化リン脂質が増加しているとの

報告がある 66,67。 

 しかしながら、脳組織での酸化脂質評価は、いずれも急性期のモデルを用いて行われ

てきた。上記のようなこれまでに報告されてきた脳組織での酸化脂質評価は、多くが急

性期の障害を反映している。一方で、慢性脳低灌流をはじめとした脳血管障害時の LPO
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亢進の評価は、主に LPO 最終産物である 4-HNE の生成や 2-thiobarbituric acid reactive 

substances (TBARS)法による MDA の検出によるものであった 44。そのため、脳血管障害

時、特に慢性疾患では、いつ、どの部位で、どのような酸化脂質が生成されるかについ

ては全く不明であった。 

 そこで本研究では、慢性脳低灌流モデルである BCAS マウスを用い、フェロトーシス

の寄与および生成する酸化脂質の変動タイミングやその種類について検討を行った。

BCAS マウスの脳血流量はマイクロコイル装着直後が最も低下する 31。そのため、急性

時の病態に近いと考えられる術直後 (6 時間、1 日)、グリア細胞活性化が生じる前であ

る術後 3 日、実際に活性化が生じる術後 1 週間、白質病変の生じる術後 4 週の時期に分

け、各種測定を行った。また、LPO 抑制剤としては第二章で用いたメチルドパを用い、

酸化脂質の生成に対する効果について評価した。 
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3-2. 方法 

試薬・機器 

 メチルドパは東京化成工業より購入した。その他の試薬は、Sigma-Aldrich、和光純薬

株式会社、東京化成工業より購入したものを用いた。ReverTra Ace qPCR RT Master Mix、

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix は東洋紡株式会社から購入した。サンプル溶液中の

RNA 濃度測定は、サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社の NanoDrop One

にて行った。逆転写による cDNA の合成には、バイオ・ラッド ラボラトリーズ株式会

社の T100 サーマルサイクラーを用いた。リアルタイム PCR は、CFX Connect リアル

タイム PCR 解析システムにて行った。ウエスタンブロット解析では、ChemiDoc MP を

用いて検出した。液体クロマトグラフ質量分析計  (liquid chromatograph–mass 

spectrometry; LC–MS)には、LCMS-8060 (株式会社島津製作所)を用いた。 

 

BCAS 処置および化合物投与 

 BCAS マウスは第二章と同様に処置した。術後 3 日、1 週、4 週のマウスを western 

blotting に、1 日、3 日、1 週のマウスを RT-PCR に、また術後 6 時間、1 日、3 日、1 週

のマウスを脂質の測定に用いた。 

 

RNA 抽出および RT-PCR 

 脳梁組織あるいは線条体組織に ISOGEN Ⅱ (ニッポンジーン)を添加し、ホモジネー

トを作成した。ISOGEN Ⅱ添付のプロトコルに従い、RNA を抽出した。その後、ReverTra 

Ace qPCR RT Master Mix を用いて cDNA を合成した。これを Nuclease-free 水にて 0.5 

ng/µL に希釈し、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix を用いてリアルタイム PCR を行っ

た。リアルタイム PCR は CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)にて、

95°C 15 秒、55–60°C 60 秒を 45 サイクル行い、最後に融解曲線解析を実施した。各遺伝

子の mRNA 量は Gapdh の mRNA 量で補正した。使用したプライマーの配列は Table 1

に示した。なお、PCR に使用したプライマーは Eurofins genomics に合成を依頼した。 

 

脂質抽出および LC/MS/MS 測定 

 凍結させた組織試料 (脳梁および海馬)を、100 µM の dibutyl hydroxytoluene および内

部 標 準 と し て 100 nM 18:1-d7 LysoPC (Avanti Polar Lipids) を 含 む 抽 出 液 

(methanol:chloroform:water = 5:2:2)1 mL 中 (海馬)および 500 µL 中 (脳梁)に加え、マイク

ロスマッシュホモジナイザーを用いて試料をホモジナイズした。抽出液を氷浴中で 5 分

間超音波処理し、遠心分離 (6000 g、10 分、4°C)後、上清 700 µL を回収し、235 µL の

chloroformおよび 155 µLの精製水を加えた。この時脳梁は各組織上清 350 µLを回収し、

2 組織分を 1 サンプルに集めた。ボルテックスおよび遠心分離 (16000 g、2 分、4°C)後、
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下層 (有機層)200 µL を新しいチューブに移し替え、N2 ガス下で乾固し、methanol 250 

µL に再溶解した後、0.45 µm シリンジフィルターで濾過を行い、測定時まで−80°C にて

保存した。酸化リン脂質の測定は抽出液を希釈せずに行い、未酸化リン脂質の測定は

MeOH で 50–200 倍希釈して測定に用いた。 

 脂質抽出液はLCMS-8060 (島津製作所)を用い、multiple reaction monitoring (MRM) mode

で測定した。未酸化 PC および lysoPC は negative ion mode で脂肪酸アシル部位に由来す

るプロダクトイオン、positve ion mode で極性頭部 (phosphocholine)に由来するプロダク

トイオンを測定することでピークを同定した。PE 38:4;O2 および oxPC は先行研究 68お

よび脳組織を AAPH で ex vivo 酸化したサンプルにおけるデータを基に、極性頭部に由

来するプロダクトイオンの測定よりピークを決定した。解析は LabSolutions (株式会社

島津製作所)あるいは Multi-ChromatoAnalysT (株式会社ビーフォース)で行った。各脂質

の存在量は、ピーク面積値を内部標準脂質のピーク面積値および組織重量で除し、Sham

群の平均を 1 とした際の相対値で表した。本分析に用いたイオントランジションを

Table 2 に示した。 

 

LC/MS/MS 測定条件 

Column: GL Sciences, InertSustain C18 column (2.1 mm × 150 mm, 3 μm particle size, GL 

Sciences) 

Column Temperature: 40°C 

Mobile Phase: A: 5.0 mM Ammonium formate in acetonitrile:H2O = 2:1 

B: 5.0 mM Ammonium formate in isopropanol:MeOH = 95:5 

Time Program (B%): 0–22.5 min, 0–100%; 22.5–27.5 min, 100% 

Flow Rate: 0.4 mL/min 

Injection Volume: 5 or 10 µL 

Autosampler temperature: 4°C 

 

タンパク質抽出および Western blotting 

 タンパク質抽出および Western blotting は第二章と同様に行った。使用した抗体は以

下である。1 次抗体: anti-4-HNE (1/2000; abcam) 2 次抗体: anti-rabbit IgG (1/4000; R&D 

systems)なお、4-HNE 修飾タンパク質の発現量は Image Lab (Bio-Rad)で発光強度を算出

し、Coomassie brilliant blue (CBB)染色による総タンパク質量で補正した後、Sham 群に対

する比率で評価した。 

 

統計解析 

Data are expressed as the mean ± standard error of the mean for each group. Statistical 

significance was evaluated using one-way ANOVA, followed by Dunnett’s multiple comparison 
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test. p < 0.05 was considered statistically significant. Analyses were performed using GraphPad 

Prism version 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) 
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Table 1. RT-PCR プライマーリスト 
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Table 2. 各リン脂質測定時のイオントランジション一覧 
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3-3. 結果 

BCAS マウスにおけるフェロトーシス関連因子の測定 

 まず、慢性脳低灌流時にフェロトーシスが亢進しているかどうかを明らかにするため、

BCAS マウス白質領域におけるフェロトーシスマーカーについて測定した。ここでは、

過酸化脂質を還元することでフェロトーシス抑制に寄与する Gpx4、および AA 代謝酵

素でありフェロトーシス誘導時に発現量が増加するとされる prostaglandin peroxidase 

synthase 2 (Ptgs2)の mRNA 発現量を評価した 69。測定の結果、BCAS 術後 1 日、3 日、

および 1 週にて Gpx4 および Ptgs2 の発現量は有意に変動しなかった (Fig. 13a and b)。 

 また、フェロトーシス細胞では、AA またはアドレン酸 (Adrenic acid; AdA)を有する

PE の二酸化物および三酸化物が増加するとされている 25。AdA 含有 PE は AA 含有 PE

と比べ存在量が少ないことから、PE 18:0/20:4 に由来する酸化 PE を含む PE 38:4;O2 を

BCAS 術後 6 時間、1 日、3 日および 1 週のマウス脳梁および海馬を用いて LC/MS/MS

で測定した。脳梁は採取できるサンプル量が少ないため、2 匹分を 1 サンプルにプール

して使用した。測定の結果、いずれの組織、術後期間においても PE 38:4;O2 は有意に増

加しなかった (Fig. 13c and d)。 
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BCAS マウスにおける酸化脂質の生成評価 

 次に、BCAS マウスにおいて LPO が亢進する時期を追跡した。BCAS 術後 3 日、1 週

および 4 週のマウスより脳梁および海馬のタンパク質を抽出し、western blotting にて 4-

HNE 修飾タンパク質の発現を測定した。その結果、脳梁部位では有意な増加は観察さ

れなかった一方で、海馬領域では、術後 1 週において 4-HNE 修飾タンパク質に由来す

る一部のバンド強度が増加した (Fig. 14)。 

Figure 13. BCAS マウスにおけるフェロトーシス関連因子の変動評価。(a, b)BCAS 術後 1 日、3 日のマ

ウス線条体 (a)および BCAS 術後 1 週のマウス脳梁 (b)における Gpx4 および Ptgs2 の mRNA 発現量

を RT-PCR で測定した。各遺伝子の発現量は Gapdh に対する相対発現量として算出した。 (n = 4–12, 

compared with sham group) (c, d)BCAS 術後 6 時間から 1 週におけるマウス脳梁 (c)および海馬 (d)領域

における PE 38:4;O2 の相対生成量。PE 38:4;O2 に相当する MS ピーク面積を組織重量および内部標準

で補正した後、Sham に対する比を求め評価した。(n = 4–8, compared with sham group) Each significance 

was analyzed using one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. 
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 続いて、LC/MS/MS を用いて BCAS マウス中で生じる oxPC を網羅的に解析した。解

析した oxPC は、sn-1 位に飽和脂肪酸であるパルミチン酸 (16:0)、ステアリン酸 (18:0)

または一価不飽和脂肪酸であるオレイン酸 (18:1)を、sn-2 位に PUFA であるリノール酸 

(linoleic acid; LA) (18:2)、AA (20:4)または DHA (22:6)を有し、その中で脳に多く存在す

る上位の PC に由来する oxPC を測定した。測定対象の酸化物は、一酸化物、二酸化物、

断片化して生成するアルデヒドおよびカルボン酸のうち全サンプルでピーク検出が可

能な分子種とした。MRM トランジションには、各 oxPC をプリカーサーイオン、PC 極

性頭部である phosphocholine に由来する m/z 184.05 をプロダクトイオンに設定し、

Figure 14. BCAS マウスにおける 4-HNE 修飾タンパク質の発現変動評価。BCAS 術後 3 日、1 週、4 週

のマウスの脳梁 (a)および海馬 (b)からタンパク質を抽出し、4-HNE 修飾タンパク質の発現をウエス

タンブロットで測定した。発現量は、37–50 kDa のバンド強度を CBB 染色による総タンパク質量で補

正し、Sham の平均強度を 1 とした相対値で評価した。 (n = 4–6, *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001, 

compared with sham group) Each significance was analyzed using one-way ANOVA with Dunnett’s multiple 

comparison test. 
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positive ion mode で測定した。また、脳領域は脳梁および海馬を選択し、BCAS 術後 6 時

間から 1 日、3 日、1 週間の 4 点のサンプルを使用した。各 oxPC 量は、MS/MS クロマ

トグラムのピーク面積値を算出し、組織重量および内部標準脂質の面積値で補正した。 

 脳梁における oxPC を測定した結果、一酸化物、断片化 oxPC は術後いずれの期間に

おいても変動しなかった。その一方で、二酸化物において PC 36:3;O2 についてのみ、

BCAS 術後 3 日および 1 週のマウス脳梁で有意に増加した (Fig. 15a–d)。 

 次に海馬における oxPC を測定したところ、アルデヒド、カルボン酸を含むいずれの

酸化リン脂質種においても有意な増加は観察されなかった (Fig. 15e–h)。 

Figure 15. (next page) BCAS マウスにおける oxPC の評価。BCAS 術後 6 時間、1 日、3 日、1 週のマウ

スの右脳梁 (a–d)および右海馬 (e–h)を採取した後、各組織の脂質を抽出し、LC/MS/MS にて各酸化リ

ン脂質に相当する分子量を選択し、MRM で測定した。脂質抽出の際、脳梁は 2 匹を 1 サンプルにま

とめて測定した。Full length の一酸化物 (a and e)、二酸化物 (b and f)、断片化 oxPC のアルデヒド (c 

and g)およびカルボン酸 (d and h) に相当する MS ピーク面積を組織重量および内部標準で補正した

後、Sham に対する比を求め評価した。(n = 4–8, *p < 0.05 and ***p < 0.001 by two-way ANOVA followed 

by Dunnett’s multiple comparison test.)  
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メチルドパ投与時の BCAS マウス中酸化脂質の測定 

 以上の結果より、BCAS 処置を行ったマウスにおいて一部のみではあるが術後 3 日で

oxPC が増加していた。そこで次に、LPO 抑制剤が BCAS 術後 3 日で観察された oxPC

の増加を抑制可能かどうかについて検討した。 

 本検討では、LPO 抑制剤としてメチルドパを BCAS マウスに投与し、BCAS 術後 3 日

の脳梁および海馬中の oxPC 変動を測定した。その結果、脳梁中の PC 36:3;O2 はメチル

ドパ投与マウスにおいて、BCAS-vehicle 群と比較しても有意に増加していた (Fig. 16)。

他一部の二酸化物においても、メチルドパ投与における増加が観察された。一方で、メ

チルドパの投与により有意に減少する oxPC は無かった。海馬での測定の結果、PC 

36:3;O2 は増加しなかった。一方で、異なる複数の oxPC 二酸化物がメチルドパの投与

で増加した(Fig. 17)。 
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Figure 17. BCAS マウス術後 3 日におけるメチルドパ投与時の oxPC の評価。マウスの右海馬を分取し

た後、脂質を抽出し、LC/MS/MS にて各酸化リン脂質に相当する分子量を選択し、MRM で測定した。

Full length の一酸化物 (a)、二酸化物 (b)、断片化 oxPC のアルデヒド (c)およびカルボン酸 (d) に相当

する MS ピーク面積を組織重量および内部標準で補正した後、Sham に対する比を求め評価した。(n = 

8–10, *p < 0.05 and **p < 0.01) Each significance was analyzed using two-way ANOVA with Tukey’s post hoc 

test. 

Figure 16. BCAS マウス術後 3 日におけるメチルドパ投与時の oxPC の評価。マウスの右脳梁を分取し

た後、脂質を抽出し、LC/MS/MS にて各酸化リン脂質に相当する分子量を選択し、MRM で測定した。

脂質抽出の際、脳梁は 2 匹を 1 サンプルにまとめて測定した。Full length の一酸化物 (a)、二酸化物 

(b)、断片化 oxPC のアルデヒド (c)およびカルボン酸 (d) に相当する MS ピーク面積を組織重量およ

び内部標準で補正した後、Sham に対する比を求め評価した。(n = 4–5, *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 

0.001, compared with sham group) Each significance was analyzed using two-way ANOVA with Tukey’s post 

hoc test. 
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メチルドパ投与時の BCAS マウス中未酸化 PC および lysoPC の生成評価 

 続いて、BCAS 術後 3 日およびメチルドパの投与により、基質となる未酸化の PC の

組成が変動しているかどうかを測定した。oxPC 測定時に用いた、PUFA 3 種を含有する

PC の他、飽和脂肪酸および一価不飽和脂肪酸のいずれかで構成されている PC を選択

し、脂肪酸アシル部位をプロダクトイオンとした negative ion mode で測定した。また、

既報で観察していたその他の脂肪酸を含有する PC のうち、検出可能であった種も測定

に加えた 70。その結果、BCAS 術後 3 日の脳梁では、メチルドパの投与の有無に関わら

ず未酸化 PC は変化しなかった (Fig. 18a–c)。また、生体内で PUFA を含有するリン脂

質が酸化されると、一部の酵素により酸化された脂肪酸が加水分解され、リゾリン脂質

が生成されることがこれまでに明らかとなっている 71。そこで、BCAS 術後 3 日および

メチルドパの投与により、脳梁においてリゾリン脂質が生成するかどうかについて評価

した。しかしながら、いずれのリゾリン脂質も変動しなかった (Fig. 18d)。 
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メチルドパ投与時の BCAS マウス中ホスホリパーゼの発現評価 

 以上のように、一部の酸化リン脂質のみで BCAS 処置や、メチルドパ投与によっても

増加亢進していたことから、慢性脳低灌流の環境下では、酸化リン脂質を特異的に認識

して除去する機構が亢進しているのではないかと考えた。そこで、酸化リン脂質を認識

して切断し得る酵素としていくつかのホスホリパーゼ (phospholipase; PLA)を評価する

こととした。ここでは酸化脂質測定と同一の個体で測定を行うために、白質領域のうち

脳梁に次いで慢性脳低灌流による障害を受ける線条体領域を用いることとした。線条体

サンプルより RNA を抽出し、酸化脂質を認識することが明らかとなっている 5 種 

(Pla2g7, Patatin like phospholipase domain containing [Pnpla]8, Pla2g6, Pla2g15, 

Peroxiredoxin [Prdx]6)71、BCAS マウス術後 1 週の脳組織中で発現が亢進する 2 種 

(Pla2g16, Pla2g4e)72、脳虚血再灌流モデルにおいて病態保護に寄与する PLA および発現

誘導もしくは抑制され、PC を認識する 3 種 (Pla2g2e, Pla2g4a, Pla2g5)を選択し mRNA

発現量を評価した 73。その結果、Pla2g16 の発現が BCAS 術後 3 日の線条体で上昇し、

メチルドパ投与群において上昇が抑制された (Fig. 19f)。その他の PLA に有意な変動は

なかった (Fig. 19a–e, g–j)。 

Figure 18. BCAS マウス術後 3 日におけるメチルドパ投与時の未酸化 PC および lysoPC (LPC)の評価。

マウスの右脳梁を分取した後、脂質を抽出し、LC/MS/MS にて各酸化リン脂質に相当する分子量を選

択し、MRM で測定した。PUFA 含有 PC (a)、主要な飽和脂肪酸および一価不飽和脂肪酸で構成された

PC (b)、他脂肪酸含有 PC (c)、LPC (d)に相当する MS ピーク面積を組織重量および内部標準で補正し

た後、Sham に対する比を求め評価した。(n = 4–5, two-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple 

comparison tests.)  
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Figure 19. メチルドパ投与時の BCAS マウスにおけるホスホリパーゼの発現評価。BCAS 術後 3 日の

マウス右線条体を分取した後、RNA を抽出し、RT-PCR にて各遺伝子の発現量を測定した。各遺伝子

の発現量は Gapdh に対する相対発現量として算出した。 (n = 8–10, *p < 0.05 by one-way ANOVA 

followed by Dunnett’s multiple comparison test.)  
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3-4. 考察 

 著者は本研究で、VaD 病態にどのような酸化脂質が生じているのかを明らかにするた

めに、まずフェロトーシスの関与を調べ、その後 BCAS マウス中で生成する酸化脂質を

明らかにすることとした。 

 慢性脳低灌流時の脳組織は、血液供給の低下により正常な代謝の維持が不可能な状況

である。そのような環境下で LPO が亢進する原因として、微小環境での細胞死がその

後の慢性的な病態の引き金になっているのではないかと考えた。そこでまず、BCAS 処

置を行ったマウスにおける脳中でフェロトーシスに関わる因子の増減が生じているか

について、関連遺伝子および酸化脂質を測定した。その結果、Gpx4 および Ptgs2 はまだ

炎症反応が亢進していない術後 1 日から、実際にグリア細胞の活性化が起こる術後 1 週

までのいずれの時期においても変動しなかった。また、フェロトーシス誘導時に特徴的

な酸化リン脂質である PE 18:0_20:4 に由来する酸化 PE を含む PE 38:4;O2 の生成量も有

意に増加しなかった。これまでに虚血再灌流モデルや脳出血モデル等の急性期モデルの

脳組織に対しては、GPx4 の減少、およびフェロトーシス抑制剤での保護効果が観察さ

れており、フェロトーシスの関与が示唆されている 62,74。しかしながら、本結果より、

慢性脳低灌流時にはフェロトーシスの顕著な亢進が生じないことが示された。 

 その一方で、慢性脳低灌流時には、鉄の代謝異常が生じることが考えられている 75。

ラットにおける慢性脳低灌流処置では、鉄の貯蔵に関わるフェリチンおよびトランスフ

ェリン受容体が発現亢進し、病態下での細胞内鉄の増加が示された 76。また実際に本研

究においても、BCAS術後 1週のマウスにおいてヘム分解酵素Heme oxygenase-1 (Hmox1)

の発現増加が観察され (Fig. 20)、病態マウスにおいて遊離鉄の含有量が増加する可能性

がある。鉄は PUFA と反応し LPO を亢進させるため 77、慢性脳低灌流時には顕著なフ

Figure 20. BCAS 術後 1 週のマウス脳梁における Hmox1 発現量。Hmox1 の発現量は Gapdh に対する相

対発現量として算出した。(n = 12, **p < 0.01 by two-tailed unpaired t-test.) 



45 

 

ェロトーシスは生じない一方で鉄の代謝異常による LPO の亢進が起こっていると考え

られる。 

 またこれまでに、髄鞘形成が可能な成熟オリゴデンドロサイト細胞数が BCAS 処置

により継続的に低下し、オリゴデンドロサイト前駆細胞の分化阻害が生じていることが

報告されている 78。オリゴデンドロサイトは脳組織における鉄代謝を制御していること

から 79、本細胞の機能・分化異常が脳組織における鉄代謝異常を誘導していることが考

えられる。 

 その他の経路によっても、慢性脳低灌流による LPO の亢進が示唆されている。BCAS

マウスでは、アポトーシスに関与する cleaved caspase-3 の発現が一時的に増加する 80。

アポトーシスによる細胞死ではミトコンドリアから ROS が生成し、膜脂質の酸化を亢

進することが考えられる。また、脳血管障害時には、傷害された細胞や活性化したグリ

ア細胞よりグルタミン酸が放出される。グルタミン酸による興奮毒性は神経細胞を過剰

に活性させることで、神経細胞内の脂肪酸を酸化させることが明らかになっている 81。

このことから、フェロトーシスに由来しない LPO の亢進が病態下で生じることは十分

考えられる。 

 続いて、BCAS マウスにおける LPO の亢進時期を特定するため、LPO の代謝産物で

ある 4-HNE の修飾タンパクを western blotting で測定した。その結果海馬における一部

のバンドが術後 1 週間で有意に増加することが分かった (Fig. 14)。 

 これまでに BCAS マウスで LPO 産物を評価した 2 報の論文は、いずれも脳梁領域で

の評価であった。一方は TBARS 法にて MDA 量を評価しており、術後 28 日に MDA が

増加していた 44。もう一方は 4-HNE 修飾タンパク質を免疫組織染色で観察しており、7

日、14 日、28 日の測定で経時的に増加するようである 82。その他の脳組織においては、

これまでの報告はない。本研究では、BCAS マウス脳梁において 4-HNE 修飾タンパク

質の増加は観察されなかった。この結果については異なるメーカーの 4-HNE 抗体を使

用したことに由来する可能性を考えている。 

 BCAS マウスの海馬においては、4-HNE 修飾タンパク質の増加が観察された。また修

飾タンパク質の発現量は術後 1 週ほどでピークとなり、その後術後 4 週のマウスでは、

その増加の程度が低下した。海馬は脳梁と異なり、AA を含有するリン脂質が豊富に含

まれる部位であり 57、さらに 4-HNE は主にリノール酸および AA の酸化によって生成

されるアルデヒドである 83。そのため、海馬領域において 4-HNE がより生成され、タ

ンパク質修飾が生じたと考えられる。 

 当初、4-HNE 修飾タンパク質を western blotting にて評価する際、より多くのタンパク

質が 4-HNE 修飾を受けると予想した。しかしながら、本研究では特定の分子量のタン

パク質のみが変動していた。筋組織を用いた先行研究においても LPO の亢進により、

一部のタンパク質に由来する 4-HNE 修飾タンパク質のバンドのみが変動したことが報

告されている 84。本研究ではどのようなタンパク質種が 4-HNE によって修飾されたか
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は不明である。本研究で変動が生じたバンドとは異なる分子量であるが、これまでにヒ

ートショックプロテインやプロテインジスルフィドイソメラーゼといったタンパク質

が 4-HNE との付加体を形成することが報告されている 83。4-HNE はタンパク質中のリ

ジン、ヒスチジン、システイン残基と反応し付加体を形成することから、BCAS マウス

ではこれらのアミノ酸残基が豊富に含まれるタンパク質選択的に修飾が生じたと想定

している。 

 BCAS 中 4-HNE 修飾タンパク質が 1 週から 4 週にかけて減少したことについては、

慢性脳低灌流に対する自律的な保護機構が働き、LPO 産物を消去する機能が亢進した

と推察している。実際に BCAS マウスではアストロサイトの Transient receptor potential 

ankyrin 1 (TRPA1)活性化は leukemia inhibitory factor (LIF)の産生を誘導し、オリゴデンド

ロサイト前駆細胞の分化を促進することで病態保護に働く 85。TRPA1 は複数の酸化ス

トレス関連分子によって活性化されるが、4-HNE もその一つである 86。そのため、術後

1 週までに LPO が亢進し生じた 4-HNE が TRPA1 を介した組織修復経路を活性化させ、

それ以降の4-HNE生成が抑制されたと考えられる。また虚血再灌流モデルマウスでは、

処置後初期は炎症反応の亢進が生じるが、その後数日ほどでミクログリア等での炎症収

束因子発現が亢進する 87,88。本研究で用いた右総頚動脈に 0.16 mm のコイルを装着する

モデルでは、白質のみならず海馬や皮質領域の灰白質梗塞も生じる。このため、0.16 mm

装着時には強い狭窄に応答し細胞が傷害を受けた後、虚血再灌流時と同様に修復応答が

生じている可能性がある (Fig. 21)。 

 

 

 LPO 代謝物の評価に続いて、BCAS 術後 1 週までに生じる酸化リン脂質の生成量変動

について評価した。第二章では、BCAS 術後 1 週のマウスにおけるミクログリアやアス

Figure 21. 慢性脳低灌流時において推定される LPO 亢進システム。低灌流により傷害を受けた細胞膜

において LPO が亢進し、1 週においてピークとなる。生じた酸化脂質がミクログリアやアストロサイ

トを活性化させるが、炎症反応の亢進とともに修復因子の産生や貪食能の亢進が起こることで、LPO

亢進が徐々に弱まっていったことが想定される。 
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トロサイトの活性化をエトキシキンおよびメチルドパが抑制可能であることを示した。

この結果より、慢性脳低灌流において LPO の亢進で生じる酸化脂質が DAMPs として

グリア細胞を活性化させ、炎症反応を亢進させているのではないかと考えた。加えて、

BCAS 処置直後は脳血流量が最も低下しており、低灌流の程度が強い (Fig. 8)。そのた

め、マイクロコイル装着後の最初期に病態進行を引き起こす酸化脂質生成が生じやすい

可能性も考慮した。そこで、術後 6 時間から 1 週間の BCAS マウス脳組織における酸化

リン脂質変動を経時的に測定した。 

 BCAS 処置を行ったマウスの脳梁および海馬中における酸化リン脂質を測定した結

果、海馬ではいずれの酸化リン脂質の増加も観察されなかった。また、脳梁において

BCAS 処置 3 日以降で一部の oxPC が増加した (Fig. 15)。 

 海馬には PUFA 含有リン脂質が豊富に存在し、また 4-HNE 修飾タンパク質の増加が

観察されているにも関わらず、長鎖および断片化 oxPC は増加しなかった。その要因と

して、LPO の亢進によって酸化リン脂質のような中間生成物はより酸化され、結果とし

て 4-HNE をはじめとしたアルデヒド体などの最終産物が増加したことが想定される。

炭素鎖中に複数の二重結合を有する PUFA は ROS と反応すると二重結合に挟まれた活

性メチレン部位より水素が引き抜かれることで LPO が開始するが、その後の連鎖的な

LPO によって脂肪酸鎖が切断される場合がある 89。LPO による脂肪酸鎖切断を含めた

脂質酸化により、二重結合を多く含むほど多様な構造を有する生成物が生じる (Fig. 22)。

そのため、中間生成物が生じた後に周囲の PUFA と連鎖的に反応し、リン脂質の酸化体

として検出されなかったことが考えられる。また酸化リン脂質の増加が観察されなかっ

た他の可能性としては、リン脂質の酵素的な分解を挙げる。抗炎症性のメディエーター

として作用する Epoxyeicosatrienoic acids (EETs)は AA がチトクローム P450 により酸化

Figure 22. PUFA 含有リン脂質の酸化メカニズム。例として PC 16:0_20:4 の構造を示した。赤丸で囲ま

れた活性メチレン部位から水素が引き抜かれることにより、脂質ラジカルが精製し、酸素と反応する

ことでペルオキシラジカル (LOO•)、脂質ペルオキシドが生成する。また脂質ペルオキシドと鉄が反

応することでアルコキシルラジカル (LO•)が生成する。PUFA では活性メチレン部位の数、さらに酸

化の程度により多様な構造を有する酸化脂質が生じる。 
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されることにより産生されるが、soluble epoxide hydrolase (sEH)はこれを加水分解し、活

性の弱いジオール体へと変換する。実際、BCAS マウスに sEH 阻害薬を投与すると、白

質病変を抑制したことが報告されており 90、BCAS 処置時には酵素的な酸化脂質の産生

や分解が亢進している可能性が考えられる。 

 上記の考察は脳梁領域においても当てはまる一方で、一部の PC 二酸化物のみ有意な

増加が観察された。上昇した脂質は PC 36:3;O2 であった。二酸化物は脂質ラジカルに

酸素が反応することで生成する酸化脂質である (Fig. 22)。また、いくつかの二酸化物は

lipoxygenase (LOX)により酵素的に生成される。本研究の結果では一部の酸化物の上昇

のみ観察されたことから、この酸化物の生成は非酵素的な酸化に由来するものではなく、

LOX 等の酵素的な酸化により増加しているのではないかと考えている。 

 メチルドパを投与した BCAS マウスでは、当初 LPO を抑制し oxPC の生成量が減少

するのではないかと考えた。しかしながら、術後 3 日の脳組織中において、oxPC は減

少せず、かえって、PC 36:3;O2 をはじめとしたいくつかの oxPC がさらに増加していた 

(Fig. 16)。 

 そこでまず、メチルドパの LPO 抑制能について考察する。所属研究室で行われたリ

ポソーム膜酸化に対する抑制能評価では、メチルドパは鉄、AAPH いずれの刺激に対し

ても保護効果を示した (Fig. 5)。鉄刺激ではアルコキシルラジカルが、また AAPH 刺激

ではペルオキシラジカルが生成する 91。そのため、メチルドパはこれら脂質ラジカルの

生成を抑制することで、LPO の亢進を抑えることが出来ると想定される。 

 また、第二章の結果よりメチルドパの投与は BCAS マウスの基本病態を抑制するに

も関わらず、いくつかの二酸化リン脂質の増加をもたらした。このことから、増加した

二酸化リン脂質はこのままの状態であれば活性が弱いが、構造が変化し、例えば遊離脂

肪酸の状態となった場合に病態に寄与するのではないかと考えた。 

 未酸化リン脂質である PC36:3 について脂肪酸鎖の構成を MS/MS により測定したと

ころ、主に PC 18:1_18:2 あるいは PC 16:0_20:3 であることが分かった (Fig. 23)。同一の

m/z を有する PC としては PC 18:0_18:3 も想定されたが、本検討では検出限度以下であ

った。そのため、PC36:3;O2 については LA あるいはジホモガンマリノレン酸 (dihomo-

γ-linolenic acid; DGLA)が酸化された構造であることが考えられる。しかしながら、上記

2 種のリン脂質が酸化された際に生理活性を有するかについては文献情報がない。一方

で、上記 2 種の遊離脂肪酸の代謝物については、脳血管障害時等における生理活性が明

らかにされている。例えば、LA 由来のメディエーターは虚血時に神経活動を制御する

ことが示唆されている 92。脳虚血再灌流マウスでは、DGLA 由来の脂質メディエーター

である 15-hydroxy eicosatrienoic acid (15-HETrE)が梗塞周辺部位で生成され、梗塞巣の修

復に寄与している 73。一方でアテローム性動脈硬化症では LA 由来の 9-

hydroxyoctadecadienoic acid (HODE)および 13-HODE がそれぞれ炎症促進あるいは抗炎

症効果をもたらすことが明らかとなっている 93。 
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 生成された酸化リン脂質が病態の進展に伴い切断され、脂肪酸代謝物として機能する

可能性を考え、BCAS マウスにおけるホスホリパーゼの発現を測定した。その結果、

BCAS 術後 3 日の線条体部位において Pla2g16 の mRNA 発現量が増加した (Fig. 19f)。

PLA2G16 は AdPLA との呼称もあり、脂肪組織におけるホスホリパーゼとして発見、同

定された 94。リン脂質の sn-1 位および sn-2 位を切断する PLA1/2活性を有しており、他

の極性頭部と比較し PC あるいは PE に選択性を有する一方で、脂肪酸鎖への選択性は

報告されていない 94,95。また別の報告では、PLA2G16 のアシルトランスフェラーゼ活性

も報告されている 96。脳は脂肪組織に次いで PLA2G16 の RNA 発現量が多く、特に白質

領域に豊富である 97。本結果より、BCAS 処置を行い増加した酸化リン脂質が、PLA2G16

によって加水分解されたのではないかと考えられる。また、PLA2G16 の有するアシル

トランスフェラーゼ活性により、生成したリゾリン脂質には異なる脂肪酸が結合し、加

水分解で遊離した酸化脂肪酸が何らかの生理機能を有していることを想定している。 

 以上より、本研究では BCAS マウスにおいて炎症反応の亢進に先立って LPO が亢進

し、一部の酸化リン脂質は白質病変が生じる脳梁領域で観察された。また、メチルドパ

投与群における酸化リン脂質の増加とホスホリパーゼ発現の抑制より、遊離脂肪酸の生

成をメチルドパが抑制した可能性がある。以下に今後の展望について記載する。 

 本研究では海馬を 1 匹由来、脳梁は 2 匹由来を 1 サンプルとして MS/MS 測定を行っ

た。しかしながら、今回検出できたのは酸化リン脂質の極性頭部由来のフラグメントの

みであり、検出感度が低い脂肪酸鎖由来のフラグメントは検出できていない。そのため、

脳組織の脂質をより濃縮するなどして、酸化リン脂質脂肪酸部位を検出することが必要

である。生じた酸化脂質の構造が明らかに出来れば、初代培養細胞に添加した際の細胞

Figure 21. マウス脳梁における PC 36:3 で表されるリン脂質の解析。脳梁部位の脂質抽出液を 200 倍

希釈し、LC/MS/MS にて各酸化リン脂質に相当する分子量を選択し、positive ion mode および negative 

ion mode にて MRM で測定した。 
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応答を評価することや、また酸化脂質によって活性化される受容体の特定にもつながる

と期待出来る。これまでの報告では、TREM2、TLR4、CD36 などの受容体が酸化脂質に

応答するとされている 98。この他にも、TRP チャネルは LPO 産物をリガンドとして活

性化することも明らかになっている 86。そこでこれら受容体を候補として、病態下にお

ける酸化脂質の生理活性機序の解明を目指す。 

 また BCAS マウスは慢性的な病態モデルである。そのため、酸化脂質は本研究で測定

した 1 週以降も生成されていることが想定される。より BCAS 処置後長期のマウス脳

組織において酸化リン脂質を測定することで、実際に生体内で酸化脂質を除去する作用

が亢進しているのか、異なる酸化脂質生成が亢進しているかについて明らかに出来ると

考える。 

 今後、実際に生じた酸化脂質の構造解析、および生じた酸化脂質の生理活性を明らか

にすることが出来れば、LPO を起点とした VaD の発症メカニズムの解明の達成が期待

される。本機構の解明は、VaD のみならずこれまでに LPO や酸化ストレスが関与する

と報告されてきた疾患に対しても新たなメカニズムや治療標的の探索のための重要な

情報を提供可能であると考える。 
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3-5. 小括 

 本章では、第二章に引き続き VaD モデルである BCAS マウスを用い、病態中で生成

する酸化脂質生成機構について明らかにすることとした。 

 まず、酸化脂質依存的な細胞死であるフェロトーシスが関与しているかどうか明らか

にするために関連因子の測定を行ったが、BCAS マウス中でのフェロトーシスマーカー

の有意な変動は生じなかった。 

 続いて、BCAS マウスにおける LPO 亢進時期を明らかにするために、LPO 産物であ

る 4-HNE 修飾タンパク質の発現を評価したところ、グリア細胞の活性化が起こる時期

である術後 1 週で最も増加することが明らかとなった。そこで、BCAS マウス術後 1 週

までに生成する酸化脂質の網羅的な解析を LC/MS/MS により実施した。 

 BCAS 術後 1 週までのマウス脳梁および海馬の oxPC 測定の結果、脳梁において術後

3 日で特定の酸化脂質が増加した。第二章で BCAS マウスにおける病態保護能を示した

メチルドパを再び適用し oxPC を測定した結果、PC 36:3;O2 のさらなる増加が観察され

た。一方で、ホスホリパーゼの発現量を評価した結果、PLA2G16 が BCAS 術後 3 日で

増加し、メチルドパの投与によって抑制された。 

 以上の結果より、慢性脳低灌流時には単に LPO が亢進し酸化リン脂質が増加するの

みならず、低灌流に応答したリン脂質の加水分解が生じていることが示された。またメ

チルドパは、酸化リン脂質から脂肪酸の遊離を抑制することによって病態保護効果をも

たらすことが示唆された。今後、病態モデルでの LPO 亢進と共に、それに伴った酸化

脂質除去機構、病態下での修復機構にも着目することで、VaD のさらなる機序解明につ

ながると考えた。 
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 血管性認知症 (VaD)は脳血管障害により引き起こされる認知症状であり、現在までに

有効な治療薬がなく、治療ターゲットの探索が喫緊の課題であった。その一方、脳組織

は酸化を受けやすい多価不飽和脂肪酸が豊富に含まれていること、酸素消費量が多い組

織であることから、脂質過酸化反応 (LPO)が亢進しやすい環境である。また実際に VaD

患者では LPO 産物の有意な増加が観察されている。加えて、LPO により生成される酸

化脂質は神経細胞やオリゴデンドロサイトの細胞死を誘発すること、ミクログリアやア

ストロサイトを活性化し炎症反応を亢進させることも報告されている。以上の報告から、

LPO および生成された酸化脂質が原因となり VaD 病態を進展させ、認知機能障害をも

たらしているのではないか、すなわち LPO の抑制は効果的な VaD 治療ターゲットにな

るのではないかと考えた。そこで、所属研究室で見出した高い LPO 抑制能を有する化

合物を VaD モデルマウスに適用し、酸化脂質の関与について調べることとした。 

 第二章では、LPO 抑制剤の VaD モデルマウスに対する基本病態の保護作用について

評価した。ここでは VaD のサブタイプとして最も多い皮質下血管認知症を再現し、慢

性的な脳低灌流状態となる両側総頚動脈狭窄モデル (BCAS)マウスを用いた。また、

LPO 抑制剤には所属研究室でスクリーニングにより見出された化合物であるエトキシ

キンおよびメチルドパを用いた。BCAS マウスにエトキシキンあるいはメチルドパを投

与したところ、各化合物は術後 4 週に生じる白質病変を抑制した。また、BCAS マウス

術後 4 週に生じる作業記憶障害を各化合物が有意に抑制した。さらに、作業記憶障害や

白質病変に先立って生じるミクログリアおよびアストロサイトの活性化も、各化合物の

投与により抑制された。このことから、LPO の抑制が VaD における基本病態を抑制可

能であることが示された。本結果は、VaD 治療に対する LPO 抑制の有用性を示すもの

である。 

 第三章では、VaD 病態における LPO がいつ生成するか、またどのような酸化脂質が

生成するかについて評価した。ここでは引き続き慢性脳低灌流モデルである BCAS マ

ウスを用いて、発生時期および酸化脂質生成部位の検討を行った。その結果、BCAS マ

ウスでは酸化脂質依存的な細胞死であるフェロトーシスの関連因子は変動しなかった。

その一方で、術後 1 週までに LPO が亢進しており、また BCAS 術後 3 日には、一部の

PC の二酸化物で増加が観察された。そこで第二章で用いた LPO 抑制剤のうちメチルド

パを用い、増加した酸化脂質の生成を抑制可能かどうか検討した。その結果、BCAS 術

後 3 日で増加した oxPC は、メチルドパの投与によりさらに増加していた。慢性的な脳

低灌流時には、継続的に酸化脂質が生じており、それと同時に酸化脂質を還元もしくは

加水分解することで切断する機構が働いているのではないかと考え、BCAS マウスモデ

ル初期の脂質代謝酵素の遺伝子発現を検討した。その結果、ホスホリパーゼの術後 3 日

での増加が観察された一方で、その増加はメチルドパの投与により抑制された。このこ

とから、メチルドパは酸化リン脂質から切り出されて生成する脂質メディエーターの産

生を抑制し、病態進行を抑制することが示唆された。 
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 本研究では、VaD における LPO の関与を、抑制剤を用いて明らかにし、実際に生じ

る酸化脂質の解析を行った。生じた酸化脂質が本病態の原因分子となるか、またどのよ

うな生理活性を有するかは未だ不明である。しかしながら、今後生じた酸化脂質を分取

もしくは合成し、神経細胞、オリゴデンドロサイト、ミクログリアもしくはアストロサ

イトといった脳実質細胞へ添加した際の応答を評価することで、細胞毒性や炎症反応へ

の寄与を明らかにすることが可能であると考える。さらにそうした評価は、酸化脂質が

VaD 病態を促進するメカニズムや、その下流のターゲット分子の解明にもつながること

が期待される。 
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