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脳虚血におけるバナジウム化合物の神経新生亢進作用
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Generation of neural precursors persists throughout life in the forebrain subventricular zone (SVZ) and dentate gy-
rus (DG) subgranular zone (SGZ) in rodent and human brains. In addition, newborn granule cells in the hippocampal
DG are important for learning and memory formation. Brain injuries such as seizures or trauma could trigger en-
dogenous programs for adult neurogenesis. Although brain ischemia also increases proliferation of neural progenitor
cells in SVZ and SGZ, most neural progenitor cells are dead within 2 weeks after brain ischemia. In addition, there is no
therapeutic agent to promote neurogenesis in the adult brain following brain injury. Here we found that intraperitoneal
administrations of vanadium compounds, a stimulator of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt and extracellular
signal regulated kinase (ERK) pathways markedly enhances brain ischemia-induced neurogenesis. Thus, vanadium
compounds are potential therapeutic agent to enhance ischemia-induced neurogenesis through PI3K/Akt and ERK acti-
vation.
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1. はじめに

脳を構成する細胞，すなわちニューロンやグリア

は，もともと神経管の内側の脳室下帯に存在する未

分化な神経幹細胞が増殖・分化することにより作ら

れる．これまでヒトやげっ歯類の成体の脳では神

経細胞は増えることはないと考えられていたが，

近年，海馬歯状回顆粒細胞下層 subgranular zone

(SGZ）と脳室下帯 subventricular zone (SVZ）に

神経幹細胞が存在しており，絶えず新しいニューロ

ンが生まれることが分かった．1,2) SVZ で産生され

た新生ニューロンは分裂しながら，rostral migrato-

ry stream (RMS）と呼ばれる経路に沿って前方の嗅

球へと移動し，最終的に嗅脳の顆粒細胞及び傍糸球

体細胞に分化する．一方，SGZ で産生された新生

ニューロンの一部は，海馬歯状回顆粒細胞層へ移動

する．新たに産み出されたニューロンは，実際に神

経ネットワークに組み込まれて機能する可能性が高

い．海馬の神経幹細胞は，学習や豊かな環境下でそ

の増殖頻度が上昇し，逆にストレス負荷，3)加齢4)

によって低下することが報告されている．また，海

馬歯状回における神経前駆細胞が痙攣発作5,6)や外

傷性脳損傷7)また，脳虚血811)によって一過性に増

加することが明らかとなった．しかし，脳虚血にお

いて発生する神経前駆細胞は短命であり，機能的な

神経細胞には分化し難いと考えられる．さらに，機

能的な神経細胞への分化を促進する薬物もない．

近年，脳虚血後の内在性神経細胞新生を促進する

ために細胞膜チロシンキナーゼ受容体を活性化する

神経栄養因子 epidermal growth factor (EGF), ˆbro-

blast growth factor-2 (FGF-2）を脳室内へ持続的に

投与する実験が行われている．12,13)しかし，タンパ

ク質である神経栄養因子の脳室内投与による臨床へ
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の応用は困難である．バナジウムは，インスリン様

作用を持っており，糖尿病の治療などにも効果があ

る元素である．14)バナジウムは細胞内でリン酸化チ

ロシンホスファターゼを阻害すること15)により，非

特異的に細胞膜チロシンキナーゼ受容体を活性化す

ることが可能である．本論文では低分子量バナジウ

ム化合物の末梢投与による神経新生効果について，

げっ歯類脳虚血モデルを用いて明らかにした．脳虚

血後の神経再生薬としてのバナジウム化合物の有用

性について報告する．

2. 脳虚血における 5 価バナジウム化合物（オル

トバナジウム酸）による SVZ での神経新生促進作

用

われわれはリン酸化チロシンホスファターゼ阻害

剤であるオルトバナジウム酸（Na3VO4）が細胞の

生存シグナルであるプロテインキナーゼ B（Akt）

と mitogen-activated protein kinase (MAPK）であ

る extracellular signal regulated kinase (ERK）を活

性化することにより細胞保護作用を有することを明

らかにした．16)オルトバナジウム酸は insulin-like

growth factor-1 (IGF-1）と同程度の強力な脳保護

作用を示した．神経新生においても Akt と ERK の

活性化が重要な役割を担っている．例えば，ラット

の大脳皮質神経上皮細胞から単離した神経前駆細胞

はカルバコール刺激により Akt と ERK 経路を活性

化し，DNA 合成を促進する．17)また，マウスの大脳

皮質培養細胞を Heparin-binding epidermal growth

factor-like growth factor (HB-EGF）で刺激すると

Akt と ERK 経路を活性化し，神経前駆細胞の増殖

を促進する．それらの DNA 合成や増殖はそれぞ

れの特異的な阻害剤（Akt 阻害剤；wortmannin,

LY294002），（MEK 阻害剤；PD98059, U0126）の

どちらの投与によっても抑制される．18)また，低酸

素条件下のマウス由来神経前駆細胞の増殖も，同様

にそれぞれの阻害剤によって抑制される．19)

本研究で，われわれは Akt と ERK を活性化する

オルトバナジウム酸が脳虚血後の神経新生を亢進す

るか検討した．実験方法として，成熟雄性ラットに

90 分間の中大脳動脈閉塞を行い，その 1 日後から

bromodeoxyuridine (BrdU, 50 mg/kg, i.p.）とオル

トバナジウム酸（2 ml/kg of 12.5 or 25 mM, i.p.）を

7 日間投与し，8 日目に灌流固定を行い，SVZ での

新生細胞数について免疫染色法を用いて検討した．

オルトバナジウム酸投与によって，Sham 群におい

ては BrdU 陽性細胞数に優位な変化はみられなかっ

た．しかし，脳虚血群においては用量依存的かつ有

意な BrdU 陽性細胞数の増加がみられた（Fig.

1）．20)また，オルトバナジウム酸投与によって増加

した BrdU 陽性細胞は nestin 陽性細胞であるだけで

なく，未成熟な神経細胞のマーカーである

doublecortin (DCX）によって染色され，未成熟の

神経前駆細胞であることが示された．さらに，それ

ら神経前駆細胞は Akt と ERK のリン酸化抗体で染

色されることから，バナジウム化合物が脳虚血にお

いて Akt と ERK を活性化して神経前駆細胞数を増

加させることが示された．また，脳虚血 8 日目にお

ける神経細胞死に対する影響を TUNEL 染色によ

って検討したところ，脳虚血群とオルトバナジウム

酸投与群との間に優位な差はみられなかった．以上

の結果により，オルトバナジウム酸による神経前駆

細胞の増加は神経保護効果によるものではないこと

が示唆された．

3. 脳虚血における 4 価バナジウム化合物 VO

(OPT）による SGZ での神経新生促進作用と認知

機能改善効果

海馬歯状回における神経新生は学習や記憶の形成

に重要であることが示唆されている．例えば，X

線照射によって歯状回の神経新生を抑制したラット

では海馬依存性の学習が低下する．21)脳虚血におけ

る学習・記憶などの神経機能の障害を改善するに

は，虚血直後の神経細胞死を抑制するだけでなく，

その後の神経新生を促進し，神経機能を回復する必

要がある．海馬歯状回に X 線照射した動物に対し

て脳虚血処置を行うと，照射しなかった動物に比較

して水迷路試験の成績が悪いことからも，22)神経新

生が脳虚血によって低下した認知機能に係わってい

ることが示唆される．脳虚血による神経回路の回復

には，障害を受けた脳領域への適切な神経前駆細胞

の移動と成熟が不可欠である．これまでの報告で，
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Fig. 1. Evaluation of the Density of BrdU-positive Cells
A to D, laser-scanning confocal microscopic images of immunohistochemical staining for BrdU in the SVZ on the eighth day after middle cerebral artery occlu-

sion (MCAO). A and B, ischemic rats. C and D, nonischemic rats. A and C, sodium orthovanadate (SOV)-treated. B and D, saline-treated. Scale bar, 100 mm. E,
quantitative analysis of the density of BrdU-positive cells in the ipsilateral and contralateral SVZ of ischemic rats treated with 25 or 12.5 mM SOV or with saline.
Each group consisted of 15 rats. p＜0.05 versus other groups; #p＜0.05 versus contralateral. F, quantitative analysis of the density of BrdU-positive cells in the ip-
silateral SVZ of nonischemic rats treated with 25 mM SOV or with saline (modiˆed from Ref. 20).
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脳虚血後において，新生した神経の増殖10,11)や移

動23,24)が起こることが示されているが，脳虚血によ

り低下した認知機能の神経新生促進による改善効果

についての報告はない．オルトバナジウム酸は脳内

移行性が悪く，5 価のバナジウムを含むことから毒

性発現により安全域が狭い．そこで，われわれは 5

価よりも低毒性である 4 価のバナジウムを使用し

て，脳内移行性と毒性を改善した 4 価バナジウム有

機化合物 bis(1-oxy-2-pyridinethiolato)oxovanadium

(IV) [VO(OPT)]14)を合成し，薬効を解析した．

VO (OPT）は脳虚血における神経細胞死に対して

オルトバナジウム酸よりも低用量で，強力な脳保護

効果を示した．25)また，VO (OPT）は Akt の下流

の Forkhead 転写因子の活性化を抑制し，細胞死因

子である Fas-ligand の転写活性を抑制することで

脳虚血による神経細胞死を抑制することを明らかに

した．26,27)

本研究でわれわれは，VO (OPT）を用いて脳虚

血後の海馬歯状回における神経新生効果の検討を行

った．さらに，VO (OPT）による認知機能の回復

を評価するために行動解析を行った．方法として，

C57BL/6 マウスを用いて 30 分間の中大脳動脈閉塞

モデルを作成した．その後，遅発性神経細胞死がほ

とんど終了する脳虚血 1 週間後から BrdU (50 mg/

kg/day, i.p.）と VO (OPT）（0.1, 0.5, 1.0 V mg/kg/

day, i.p.）の投与を 4 日間行い，脳虚血 2 週間後に

灌流固定を行い，SGZ での新生細胞について免疫

染色法を用いて検討した．

VO (OPT）の投与により脳虚血による神経新生

が用量依存的に亢進し，同時に，新生した神経細胞

の hilus border から顆粒細胞層への移動も促進され

た．また，VO (OPT）の投与により亢進した新生

細胞は Akt と ERK のリン酸化抗体で染色されるた

め，VO (OPT）もオルトバナジウム酸と同様，新

生細胞で Akt と ERK を活性化することが示され

た．さらに，それぞれの阻害剤である wortmannin,

U0126 を脳室内に投与し検討を行ったところ，VO

(OPT）投与によって増加した新生細胞数と顆粒細

胞層への移動がどちらの薬物処置によっても阻害さ

れた．Y 字迷路試験，新規物質認知試験，及び受動

回避試験の行動解析により VO (OPT）の投与が脳

虚血後の認知機能低下を改善することを確認した．

これらの結果より，脳虚血における VO (OPT）投

与による神経新生には Akt と ERK の両方の活性化

が必要であること，VO (OPT）は新生ニューロン

を成熟させ，脳虚血により低下した認知機能を改善
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Fig. 2. Schematic Representation of Neurogenesis Enhance-
ment by Vanadium Compounds after Brain Ischemia

Vanadium compounds activate Akt and ERK activities by inhibiting
protein tyrosine phosphatases (PTP), and promote activation of down-
stream targets (HIF-1,a, GSK-3b and CREB), thereby eliciting neurogenesis
enhance factors (VEGF, erythropoietin (EPO), b-catenin, Bcl-2 and
BDNF).
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することが示唆された．

4. 海馬における神経新生を亢進させる薬物とそ

の作用機序

神経栄養因子以外で海馬の神経新生を亢進する薬

物として，バルプロ酸ナトリウムや炭酸リチウムな

どの気分安定薬が知られている．バルプロ酸ナトリ

ウムは ERK 経路を活性化して cAMP-response

element-binding protein (CREB）を介して抗アポ

トーシス因子である Bcl-2 の発現を高め，成体ラッ

トの海馬 SGZ で神経新生が促進されるという報告

がある．28)炭酸リチウムも同様に Bcl-2 の誘導が報

告されている．29)また，CREB のドミナントネガテ

ィブ変異マウスでは，脳虚血による海馬歯状回の神

経新生が抑制される30)ことから，Bcl-2 のみならず，

brain-derived neurotrophic factor (BDNF）等のほ

かの CREB 下流遺伝子も神経新生に関与する可能

性が考えられる．一方，アルツハイマー治療薬であ

るドネペジルやメマンチンの投与によっても海馬の

神経新生が亢進されることが報告されている．31,32)

これらの薬物の神経新生効果は，脳内アセチルコリ

ン神経系が神経新生に関与することを示唆してい

る．ドネペジルは，ニコチン性アセチルコリン a7

受容体を介して Akt を活性化し神経細胞死を抑制

するという報告がなされている．33)また，Akt の下

流分子に glycogen synthesis kinase-3b (GSK-3b）や

低酸素誘導因子 hypoxia inducible factor-1a (HIF-

1,a）がある．Akt の活性化は GSK-3b の活性を抑

制する．GSK-3b の活性抑制はその下流の b-catenin

のリン酸化の抑制を引き起こし，核内移行した b-

catenin が転写調節因子 lymphoid enhancer-binding

factor-1 (Lef-1）を介して neurotrophin-3 等を発

現，34)神経新生を促進すると考えられる．一方，

HIF-1a の下流遺伝子として vascular endothelial

growth factor (VEGF），エリスロポエチンが誘導さ

れる．これらは血管新生に関与するサイトカインで

ある．例えば，脳虚血後のラットに VEGF 受容体

阻害剤を投与すると，新生細胞の分化や増殖が抑制

される．35)また，エリスロポエチン受容体欠損マウ

スでも脳虚血後，新生細胞の増殖や障害領域への移

動が減少するという報告がある．36)脳虚血により産

生された神経前駆細胞に対して血管を介して栄養を

供給するために，VEGF やエリスロポエチンによ

る血管新生は神経新生に不可欠であると考えられ

る．上述したように，神経新生を促進するためには，

Akt と ERK 経路の活性化によるその下流の転写因

子が鍵となる（Fig. 2）．

5. 終わりに

本研究では，バナジウム化合物の末梢投与による

脳虚血後の神経新生促進効果について明らかにし

た．バナジウム化合物は Akt と ERK 経路を活性化

することによって SVZ, SGZ の両部位で脳虚血後

の神経新生を促進した．さらに，海馬歯状回の神経

新生効果によって脳虚血により低下した認知機能を

改善することから，バナジウム化合物は脳虚血障害

に対して，急性期の神経保護作用だけでなく，神経

新生効果も期待できる有用な薬剤である．今後は，

バナジウム化合物が Akt と ERK 経路の下流のどの

因子を活性化しているのか検討する必要がある．こ

のバナジウム化合物をシード化合物として，神経再

生治療薬が開発されることを願っている．
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