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脳塞栓症による血管内皮細胞障害と新規血管保護薬
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Microsphere embolism-induced up-regulation of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in endothelial cells of
brain microvessels was found after brain ischemia. The eNOS induction preceded disruption of the blood-brain barrier
following ischemia. In vascular endothelial cells, microsphere embolism-induced eNOS expression was associated with
protein tyrosine nitration, which is a marker of generation of peroxynitrite. To determine whether eNOS expression and
protein tyrosine nitration in vascular endothelial cells mediates the blood-brain barrier disruption in the microsphere em-
bolism brain, we tested the eŠect of a novel calmodulin-dependent NOS inhibitor, DY-9760e, which inhibits eNOS activ-
ity and in turn protein tyrosine nitration. Concomitant with inhibition of protein tyrosine nitration in vascular en-
dothelial cells, DY-9760e signiˆcantly inhibited BBB disruption as assessed by Evans blue excretion. DY-9760e also in-
hibited cleavage of poly(ADP-ribose) polymerase as a marker of the apoptotic pathway in vascular endothelial cells.
Taken together with previous evidence in which DY-9760e inhibited brain edema, microsphere embolism-induced eNOS
expression in vascular endothelial cells likely mediates BBB disruption and in turn brain edema.

Key words―blood-brain barrier; microsphere embolism; endothelial cells; nitric oxide synthase; tyrosine nitration;
calmodulin

1. はじめに

中枢神経系において一酸化窒素合成酵素（NOS）

により産生される一酸化窒素（NO）は神経可塑性

や脳血流量の調節など生理的に重要な働きをしてい

る．一方，脳虚血や神経変性疾患においては細胞障

害性に働くことが知られている．これまでの研究か

ら脳虚血においては神経型一酸化窒素合成酵素

（nNOS）と誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）は

神経細胞に対して障害性に，内皮型一酸化窒素合成

酵素（eNOS）は保護的に働くことが知られてい

る．1)たとえば，内皮細胞由来 NO は血圧調節，微

小循環改善，血小板凝集抑制を介して脳保護的に働

く．2―4)最近 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A

(HMG-CoA) reductase の阻害剤であるスタチン類

が血管内皮細胞において eNOS を誘導して，血管

内皮機能を改善することが示された．5,6)このことは

スタチン類が脳梗塞のリスクを減少させることを示

している．しかし，脳虚血後に脳毛細血管内皮細胞

において eNOS が誘導されるかどうか明らかでは

ない．

血液脳関門（blood-brain barrier; BBB）は脳毛

細血管内皮細胞，グリア細胞，基底膜から構成さ

れ，特に，毛細血管内皮細胞は物質透過の物理的，

電気的及び代謝的障壁となる．本論文では多発性脳

塞栓症に類似した病態を示すラットマイクロスフェ

ア脳塞栓モデルを用いて，脳毛細血管内皮細胞にお

ける eNOS の誘導と内皮細胞障害の関連性，さら

に内皮細胞における eNOS による障害を抑制する

新規カルモデュリン阻害剤が脳虚血に伴う BBB の

障害を抑制するメカニズムを明らかにする．

2. 脳虚血による一酸化窒素の誘導

われわれは砂ネズミに虚血耐性を誘導する短時間

（2 分間）脳虚血を施した際に，脳毛細血管内皮細
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胞で eNOS が誘導されることを見出した．7)この

eNOS の誘導は phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)

/Akt の活性化反応を介しており，虚血耐性現象に

関与していた．すなわち，PI3K の阻害剤である

wortmannin をあらかじめ処置して，短時間脳虚血

を負荷すると eNOS の誘導は完全に抑制された．

同時に虚血耐性現象も消失した．7)しかし，致死的

な脳虚血（5 分間虚血）を施した際にも，脳内で持

続的な NO の上昇を観察した．7)特に，虚血後亜急

性期（24―48 時間後）にみられる脳内 NO 上昇は

eNOS の誘導と一致していた．このように虚血後亜

急性期に誘導される eNOS が神経細胞と血管内皮

細胞に対して，障害的あるいは保護的に働くのか不

明である．アルツハイマー病の死後脳においては神

経細胞とグリア細胞で顕著な NOS の誘導がみられ

る．9)神経細胞では主に nNOS がグリア細胞では

iNOS と eNOS の誘導が顕著である．脳虚血では過

剰に産生された NO は活性酸素（O･－
2 ）と反応して

パーオキシナイトライト（ONOO－）を生じる．パー

オキシナイトライトはタンパク質，脂質，核酸のラ

ジカル障害を引き起こす以外に，タンパク質のチロ

シン残基をニトロ化してその機能を傷害する．例え

ば抗酸化作用を有するマンガン・スーパーオキシ

ド・ジスムターゼ（Mn-SOD）はニトロチロシン化

されて活性を失う．10)

われわれは致死的な脳虚血における脳毛細血管内

皮細胞での eNOS の発現が内皮細胞に対して障害

性に働くのかどうか，ラットマイクロスフェア脳塞

栓モデルを用いて検討した．50 mm のマイクロスフ

ェアを 20％デキストランに懸濁して，左内頸動脈

に約 1000 個注入して永久多発性脳閉塞モデルを作

成した．虚血後 0.5―48 時間後に断頭して，マイク

ロスフェアを注入した同側の皮質・線条体をホモジ

ナイズ後，免疫ブロットにて eNOS の発現量を測

定した．11) Figure 1 に示すように eNOS は虚血後 2

時間で有意に上昇して，24―48 時間ではさらに，

顕著に上昇した．nNOS と iNOS についても検討し

た．nNOS では 2―48 時間で 20―30％のわずかに

上昇がみられたが，iNOS の発現量には変化がみら

れなかった．11)以前，筆者らは虚血後 24 と 48 時間

の線条体で一酸化窒素（NO）の上昇を観察してい

る．12)顕著な eNOS の発現上昇は NO 産生亢進と一

致している．eNOS は一般的には血管平滑筋弛緩作

用により局所血流を増加して，脳保護的に働いてい

る．しかし，脳虚血時のミトコンドリアで過剰に産

生されるスーパーオキシドと NO はパーオキシナ

イトライト，ヒドロキシラジカルを発生して細胞に

障害性に働く．さらに，重要なことは脳虚血では血

管内皮細胞では NOS の補酵素であるテトラハイド

ロバイオプテリン（BH4）が不足して，NOS は NO

ではなく毒性の強いスーパーオキシドを産生する．

これがパーオキシナイトライトの過剰な産生につな

がる．NOS のスーパーオキシドの産生の状態をア

ンカップリング状態という．パーオキシナイトライ

トはタンパク質のチロシン残基をニトロ化してタン

パク質機能を傷害する．

われわれは皮質・線条体の脳梗塞周囲（ペナンブ

ラ）で eNOS とニトロチロシン化タンパク質を認

識する抗体を用いて免疫染色を行った．11) Figure 1

に示すように，eNOS は主に毛細血管内皮細胞に発

現しおり，ニトロチロシンの染色性はコントロール

（sham）では低い．しかし，虚血後 24 時間では毛

細血管内皮細胞での発現がさらに強くなり，同時に

ニトロチロシンの強い免疫染色性が内皮細胞でみら

れ，eNOS の発現部位と一致している．このことは

虚血により誘導された eNOS が NO と同時にスー

パーオキシドを産生して，パーオキシナイトライト

が生じ，タンパク質のニトロチロシン化反応が起こ

ることを示している．

3. タンパク質ニトロチロシン化反応と血液脳関

門障害

タンパク質ニトロチロシン化は Mn-SOD のよう

に活性を低下させ，細胞に備わった酸化ストレスに

対する防御機能を低下させる．さらに，リポポリサ

ッカライド（LPS）を投与し，炎症を惹起したラッ

ト肝臓ではミトコンドリアに局在する多くのタンパ

ク質がニトロチロシン化され，ミトコンドリア障害

を引き起こす．13)さらに血管内皮細胞や神経におい

てはニトロチロシン化タンパク質より放出される遊
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Fig. 1. A: ME Ischemia-induced Expression of Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) Expression in Rat Brain, B: Fluorescent
Immunohistochemical Staining with Anti-eNOS and Anti-nitrotyrosine Antibodies in the Cortical Microvessels of ME Rats

The strong anti-eNOS and anti-nitrotyrosine immunoreactivities were seen 24 hours after ME compared to those in sham-operated animals (modiˆed from Ref.
11).
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離ニトロチロシンが DNA 障害を引き起こす．14)し

たがって，虚血でみられる毛細血管内皮細胞でのタ

ンパク質ニトロチロシン化は内皮細胞障害に関与す

ると考えられる．そこで，BBB を通過しない高分

子タンパク質を末梢から投与して，脳内毛細血管か

らの漏出を測定すると，抗ニトロチロシン抗体で強

く染色される血管内皮細胞において高分子タンパク

質の漏出が観察された．さらに，細胞障害（アポ

トーシス）のマーカーである poly(ADP-ribose)

polymerase(PARP）の分解産物を認識する抗体で

免疫染色するとニトロチロシンで傷害された内皮細

胞特異的に PARP の分解産物が認められた．11)

PARP の限定分解は内皮細胞においてカスパーゼ

-3 が活性化されたことを示しており，脳毛細血管

内皮細胞においてアポトーシスが誘導されることを

意味している．脳毛細血管内皮細胞の不可逆的な障

害は BBB の破綻と脳浮腫の発現につながる．ヒト

脳梗塞の病態においても脳浮腫の管理は脳梗塞の予

後を左右すると考えられている．マイクロスフェア

脳塞栓での BBB の破綻の時間経過をエバンスブ

ルー（EB）漏出法で測定した．EB の漏出は虚血後

6 時間目から顕著になり，24 時間でピークを示し

て，以後変化は示されなかった．これらの時間経過

は eNOS の誘導，ニトロチロシン化反応，カス
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Fig. 2. BBB Disruption in the Ipsilateral Hemisphere after ME Ischemia
A: Extensive Evans blue (EB) dye extravasation (dark areas) is prominent in the ipsilateral hemisphere of rat brain after ME, B: The eŠect of DY-9760e treat-

ment on BBB permeability 24 hours after ME. Extravasation of EB was determined as mg of EB/g of brain tissue. The data in B are shown as means±S.D. (n＝4 in
each group). p＜0.05 compared with the right hemisphere of the same brain. #p＜0.05 compared with vehicle-treated group (modiˆed from Ref. 11).
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パーゼ -3 の活性化反応とよく一致している．11)

4. カルモデュリン阻害薬の脳血管保護作用

以前にわれわれはカルモデュリン依存性 NOS に

対して強い阻害効果を示すカルモデュリン阻害剤

DY-9760e15) が砂ネズミ一過性脳虚血モデルマウス

で虚血後の NO 産生抑制と脳保護作用を示すこと

を報告した．8)白崎らは DY-9760e がラット永久脳

梗塞モデルで抗脳浮腫作用を示すことを見出した．

しかし，DY-9760e の抗脳浮腫作用のメカニズムは

不明である．われわれは DY-9760e が eNOS の活性

とニトロチロシン化を抑制して血管内皮細胞を保護

すると予想した．DY-9760e (50 mg/kg，腹控内投

与）は虚血による eNOS の発現は抑制しないにも

かかわらず，24―48 時間後の NO 産生とニトロチ

ロシン化反応を完全に抑制した．12)同時に，内皮細

胞でみられるカスパーゼ -3 による PARP の限定分

解も部分的に抑制した．さらに，Fig. 2 に示すよう

に，EB 漏出で評価した BBB 破綻も約 50％抑制し

た．これらの結果は毛細血管内皮細胞における

eNOS の誘導とニトロチロシン化反応は BBB 障害

に部分的に関与することを示唆している．砂ネズミ

一過性脳梗塞モデルとマイクロスフェア脳塞栓モデ

ル（永久閉塞）ではニトロチロシン化反応に違いが

みられる．前者は損傷部位が海馬に限定されてお

り，脳浮腫はみられない．海馬におけるニトロチロ

シン化反応はニューロンに限局しており一過性であ

る．これに対して永久閉塞であるマイクロスフェア

脳塞栓症では eNOS とニトロチロシンの発現は持

続的であり，特に，血管内皮細胞において 24 時間

以降顕著である．この内皮細胞でのニトロチロシン

化反応は脳浮腫の引き金なると考えられる．DY-

9760e の抗脳浮腫作用を最初に報告した佐藤らは単

層培養したヒト脳毛細血管内皮細胞の［3H]- イヌ

リン透過性を指標にして DY-9760e が TNFa による

血管透過性亢進を抑制することを報告している．16)

カルモデュリン阻害剤であるトリフルオペラジンに

も同様の血管透過性亢進抑制がみられることから，

これらの作用の細胞内メカニズムは不明であるがカ

ルモデュリン阻害作用に起因している． 面白いこ

とに DY-9760e はカルモデュリン結合タンパク質で

細胞骨格タンパク質であるフォドリン（スペクトリ

ン）のカルパインによる分解を抑制する．17)毛細血

管内皮細胞のタイトジャンクションを構成する

ZO-1, connexin-43 はフォドリンと結合している．

DY-9760e によるフォドリン分解抑制によるタイト

ジャンクションの保護も BBB の保護にかかわって

いると考えられる（Fig. 3）．

一般に脳梗塞での神経保護薬による治療は治療有

効時間域（therapeutic time window）が狭く虚血後

なるべく早期に投与することが望まれる．しかし，
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Fig. 3. A Schematic Illustration of the Mechanism Under-
lying Brain Edema Following Brain Ischemia and Possible
Sites of Vasoprotective Action of DY-9760e

The induction of eNOS following ME-induced permanent ischemia
produces a marked increase in protein tyrosine nitration, predominantly in
vascular endothelial cells. The eNOS-induced protein tyrosine nitration likely
accounts for ME-induced BBB disruption, thereby causing brain edema. A
novel vasoprotective agent, DY-9760e, is an attractive therapeutic drug ex-
hibiting a potent protective action of capillary endothelial cells through inhi-
bition of eNOS and protection of tight junction.
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再灌流直後のラジカルスカベンジャー投与と同時の

脳血管保護薬の投与は脳梗塞急性期の治療にもう 1

つの選択肢を増やすことになる．特に，今回みられ

た eNOS の誘導はラットでは 24 時間以降であり，

DY-9760e の治療有効時間域が広いことを示唆して

いる．また，フリーラジカルスカベンジャーと同様

に，脳梗塞との診断がつけば血栓溶解療法の前に投

与することも可能である．

実際に，アルツハイマー型認知症のヒト脳では顕

著な NOS の誘導とニトロチロシン化反応の上昇が

みられる．9) nNOS の発現は，主に神経細胞におい

てみられ，eNOS と iNOS の誘導はアストログリア

細胞にみられる．同時にこれらの神経細胞，アスト

ログリア細胞ではニトロチロシンの免疫反応がみら

れる．アルツハイマー型認知症の原因であるアミロ

イドベータタンパク質の蓄積がアルツハイマー病初

期は脳毛細血管にみられることも多く，血管内皮細

胞での DY-9760e の eNOS 活性とニトロチロシン化

反応の抑制作用は徐徐に進行する脳変性疾患の血管

保護薬としても有用であると考えられる．一般的に

は eNOS により産生された NO は血管拡張作用，

抗血栓作用，抗炎症作用により毛細血管に対して保

護的に働くと考えられている．しかし，血流低下や

酸化ストレスで BH4 が低下したアルツハイマー病

脳では eNOS がアンカップリング状態でスパーオ

キシドを産生する可能性は高い．このことがさらに

炎症を悪化させる要因になる．BH4 もこの点から

血管保護薬としての可能性も指摘されている．

DY-9760e はカルモデュリン阻害剤であり，平滑筋

の収縮を抑制するとの懸念があるが，平滑筋のミオ

シン軽鎖キナーゼはほとんど抑制しないことから，

循環系への影響は低い．15)

5. おわりに

本研究ではマイクロスフェア脳塞栓モデルラット

を用いて脳毛細血管内皮細胞での eNOS の誘導と

脳虚血後の血管病変との係わりについて示した．

eNOS 誘導がニトロチロシン化反応を引き起こし，

血管内皮細胞においてカルパーゼ -3 による PARP

の分解，アポトーシスを引き起こす可能性を示唆し

ている．しかし，内皮細胞でニトロチロシン化され

るタンパク質の同定と血管障害との因果関係は不明

であり，今後の課題である．DY-9760e による

eNOS の活性化とニトロチロシン化反応の抑制は毛

細血管内皮細胞を保護して，脳浮腫を抑制すること

を明らかにした（Fig. 3）．これまでにわれわれは

DY-9760e の脳保護作用を報告してきたが，本薬物

の持つ脳毛細血管内皮細胞保護作用もまた重要な薬

理作用を担っていると考えられる．スタチン系薬物，

BH4 に加えて新規カルモデュリン阻害剤もまた，

血管保護薬として動脈硬化による脳梗塞の治療薬と

して有効であることが示された．
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