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緒緒  言言  

 
これまでに、脳卒中及びその予後改善に向けて多くの医薬品開発が行われてきたが、十分な脳保護作用を呈す

る医薬品の開発には至っていない。この原因の一つは、脳卒中治療薬の開発が神経細胞のみを標的にした戦略で

行われてきたためと考えられる。最近の脳科学の進歩により、脳機能は神経細胞と「グリア細胞」との相互作用

により担われていることが明らかにされつつある。したがって、脳虚血に対する治療薬を開発するための戦略と

して、グリア細胞を視野に入れることが、もはや必須であると考えられる。これまでに我々は、グリア細胞の一

種であるアストロサイトが「虚血耐性」による脳保護作用において重要な役割を果たしていること、さらにその

分子メカニズムの一端も明らかにしてきた［1～3］。虚血耐性とは、先行して非侵襲的な短時間虚血（PC：

preconditioning）を経験することにより、その後の侵襲的な長時間虚血に対する抵抗性を獲得する現象である。

この強力な脳保護効果の誘導には、PC によって活性化したアストロサイトで発現亢進する「P2X7 受容体」が必

須であることが分かっているが、その下流のメカニズムについては不明であった。 
P2X7 受容体は ATP 受容体の 1 つであり、特異的な長い C 末構造があるため、イオンチャネル型受容体であ

りながら、様々なシグナル伝達も担っている。このアストロサイト P2X7 受容体依存的に誘導される虚血耐性の

メカニズムを解明するために、虚血中に大きく変化する脳のエネルギー代謝に注目したところ、虚血耐性モデル

における長時間虚血中の細胞外乳酸濃度が P2X7 受容体依存的に顕著に上昇することを予備実験にて明らかにし

た。乳酸は、嫌気性代謝によって産生される老廃物であり、細胞内に蓄積するとアシドーシスにより神経障害因

子の放出や細胞死等の有害作用を誘導することが知られている。一方で、細胞外に放出された乳酸は脳虚血障害

に対して保護作用を誘導することも分かっている。アストロサイトは乳酸の供給源であるグリコーゲンを大量に

貯蔵していることを考慮すると、虚血耐性による脳保護効果は、活性化アストロサイトの P2X7 受容体が誘導す

る「乳酸放出の亢進」が関与していることが考えられる。しかし、P2X7 受容体がどのように乳酸放出を制御し

ているか、放出された乳酸は脳虚血耐性獲得に関与するか、またその分子メカニズムについては全く分かってい

なかった。 
本研究により、脳虚血耐性による保護作用はアストロサイト P2X7 受容体依存的な乳酸放出の促進により誘導

されること、またその分子メカニズムの一端が明らかとなった。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

  

11．．脳脳虚虚血血耐耐性性モモデデルルににおおけけるる PP22XX77 受受容容体体にによよるる乳乳酸酸放放出出のの制制御御  
  一過性脳虚血モデルであるマウス中大脳動脈閉塞（MCAO）と in vivo マイクロダイアリシス法を用いて、長

時間虚血中の細胞外乳酸濃度を測定した。本研究では、短時間虚血（PC）として 15 分間 MCAO、長時間虚血と

して 1 時間 MCAO を用い、虚血耐性モデルを作製した。長時間虚血中の細胞外乳酸濃度は Control と比べて上

昇しており、予め 3 日前に PC を負荷しておいた虚血耐性モデルでは、それよりもさらに上昇していた（図 1）。
しかし、P2X7 受容体欠損（P2X7-KO）マウスでは、PC による細胞外乳酸濃度上昇は見られなかった。これら
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の結果から、虚血耐性モデルにおける長時間虚血中の細胞外乳酸濃度は P2X7 受容体依存的に上昇することが明

らかとなった。 

 
図 1．P2X7 受容体依存的な細胞外乳酸濃度の上昇 

短時間虚血（PC）は 15 分間 MCAO、長時間虚血（severe MCAO）は 1 時間 MCAO を   

用いた。1 時間 MCAO 中の細胞外乳酸濃度については、in vivo マイクロダイアリシス法に

て乳酸を潅流液に回収し、Lactate Assay Kit にて測定した（n＝2～4）。 
**P＜0.01（Tukey’s test）。 

 
22．．脳脳虚虚血血障障害害にに対対すするる乳乳酸酸のの保保護護効効果果  
脳虚血障害に対する乳酸の影響を調べるために、100 mM 乳酸を 1μL 脳室内に投与して外因的に細胞外乳酸

濃度を上げ、1 時間 MCAO 処置後の脳梗塞体積を Control と比較した。虚血後の傷害部位は TTC 染色により染

め分けた。Control と比較して乳酸投与マウスでは虚血による傷害が抑制された（図 2）。 

 

図 2．脳虚血障害における乳酸の保護作用 
100 mM 乳酸 1μL を脳室内に投与し、1 日後に 1 時間 MCAO を処置し、さらに 3 日

後に TTC 染色により脳梗塞体積を評価した（n＝6～9）。 
**P＜0.01（t-test）。Scale bar：2 mm。 

 
33．．PPCC にによよるる乳乳酸酸輸輸送送関関連連分分子子のの発発現現変変化化  

PC による長時間虚血中の細胞外乳酸濃度上昇のメカニズムを解明するために、まず乳酸輸送関連分子の発現

パターンを免疫組織化学による二重染色にて調べた。その結果、アストロサイトにおける乳酸放出を担う輸送  

担体 monocarboxylate transporter 1（MCT1）と MCT4［4］、それら輸送体の細胞膜上での発現を促進する膜糖

タンパク質 CD147 が PC により活性化したアストロサイトで発現増加していることがわかった（図 3）。  
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図 3．PC 後の活性化アストロサイトにおける乳酸輸送関連分子の発現 
PC から 3 日後の乳酸輸送関連分子 MCT1、MCT4、CD147 の発現パターンについて、免疫組織

化学による二重染色にて解析した。GFAP はアストロサイトのマーカーとして用い、虚血側と 

非虚血側とで発現パターンを比較した。Scale bars：main images 20μm、insets 8μm。 
  
44．．初初代代培培養養アアスストトロロササイイトトににおおけけるる PP22XX77 受受容容体体依依存存的的なな CCDD114477 発発現現増増加加  
次に、アストロサイトにおける MCT1、MCT4、CD147 の発現増加は P2X7 受容体依存的か否かを明らかにす

るために、初代培養アストロサイトを用いて P2X7 受容体アゴニストである BzATP の効果を検討した。タンパ

ク質の発現量はウエスタンブロッティングにて確認した。BzATP 刺激により濃度依存的に CD147 のタンパク量

が発現増加したが、MCT1 と MCT4 の発現量は変化しなかった（図 4）。 
 

 
 

図 4．P2X7 受容体活性化による CD147 発現亢進 
初代培養アストロサイトを用いて、P2X7 受容体アゴニスト BzATP 刺激から 24 時間

後の MCT1、MCT4、CD147 のタンパク発現量をウエスタンブロッティングにて解析

した（n＝4）。*P＜0.05 versus control（Tukey’s test）。 
 

55．．CCDD114477 をを介介すするる MMCCTT11 とと MMCCTT44 のの細細胞胞膜膜移移行行  
CD147 は MCT1 と MCT4 のシャペロンとして働き、MCT1 と MCT4 の細胞膜上での発現を促進することが

知られている［5］。そこで、初代培養アストロサイトにおける P2X7 受容体アゴニスト BzATP 刺激によるそれ

ら輸送体の局在の変化を免疫細胞染色にて解析した。その結果、BzATP 刺激により MCT1 と MCT4 の局在が核

周囲から細胞表面上に移行することがわかった（図 5a）。また、膜タンパク質抽出キットを用いて膜タンパク質

を分離し、ウエスタンブロッティングにて発現量を確認したところ、BzATP 刺激により MCT1 と MCT4 の細胞
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膜上での発現量は増加しており、その増加は CD147 中和抗体によって抑制される傾向があった（図 5b）。以上の

ことから、アストロサイト P2X7 受容体の活性化は MCT1 と MCT4 の発現量には影響しないが、CD147 を介し

てそれら輸送体を細胞膜上へ移行させることが示唆された。 
  

図 5．P2X7 受容体活性化による CD147 を介した MCT1・MCT4 の膜移行 
a） 初代培養アストロサイトを用いて、P2X7受容体アゴニストBzATP刺激から24時

間後のMCT1、MCT4の局在を免疫細胞染色にて解析した。Scale bar：20μm。 
b） 初代培養アストロサイトを用いて、BzATP刺激から24時間後の細胞膜上のMCT1、

MCT4のタンパク発現量をウエスタンブロッティングにて解析した（n＝1）。 
  
66．．脳脳虚虚血血耐耐性性モモデデルルににおおけけるる CCDD114477 にによよるる乳乳酸酸放放出出のの制制御御  
上記 in vitro 実験で得られた結果から、虚血耐性モデルにおける長時間虚血中の細胞外乳酸濃度が P2X7 受容

体依存的に上昇するのは、CD147 を介する MCT1、MCT4 の膜移行促進によるものと考えられた。そこで、     
in vivo 実験にて CD147 中和抗体の細胞外乳酸濃度への影響を検討した。その結果、虚血耐性モデルにおける 

長時間虚血中の細胞外乳酸濃度上昇は、CD147 中和抗体（1 mg/mL）1μL を脳室内に投与することにより抑制

されることがわかった（図 6）。 
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図 6．CD147 依存的な細胞外乳酸濃度の上昇 

短時間虚血（PC）は15分間MCAO、長時間虚血（severe MCAO）は1時間MCAOを

用い、CD147中和抗体（1 mg/mL）はPCから2日後に脳室内に1μL投与した。1時間

MCAOの前と虚血中の細胞外乳酸濃度については、in vivoマイクロダイアリシス法

にて乳酸を潅流液に回収し、Lactate Assay Kitにて測定した（n＝3～5）。 
**P＜0.01（Tukey’s test）。 

 
77．．CCDD114477 依依存存的的なな虚虚血血耐耐性性のの獲獲得得  
  最後に CD147 中和抗体の虚血耐性効果への影響を検討した。CD147 中和抗体（1 mg/mL）1μL を脳室内に

投与すると、脳虚血耐性による保護効果が消失することがわかった（図 7）。 
 

 

 

図 7．CD147 中和抗体による虚血耐性の消失 
短時間虚血（PC）は 15 分間 MCAO、長時間虚血（severe MCAO）は 1 時間

MCAO を用い、CD147 中和抗体（1 mg/mL）は PC から 2 日後に脳室内に 1μ
L 投与した。1 時間 MCAO の処置から 3 日後に TTC 染色により脳梗塞体積と脳

浮腫を評価した（n＝4～6）。**P＜0.01（t-test）。Scale bar：2 mm。 
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考考  察察  

 
我々はこれまでに、アストロサイト依存的脳虚血耐性には PC によって活性化したアストロサイトで発現亢進

する「P2X7 受容体」が必須であることを明らかにしてきたが、その下流のメカニズムについては不明であった。

本研究により、PC により活性化したアストロサイトは P2X7 受容体を介して CD147 を発現誘導し、MCT1、
MCT4 の細胞膜上での発現を促進することで長時間虚血中に細胞外へ放出する乳酸を増やすことができ、その結

果脳保護作用が得られる（虚血耐性を獲得する）ことが示唆された。 
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