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研究成果の概要（和文）：脳梗塞後の小胞体ストレス応答(UPR)の重要性を明らかにする為、UPRの主幹転写因子ATF6α
を欠損したATF6α KOマウスを用いて中大脳動脈閉塞モデルを作製した。その結果、野生型（WT）マウスに比し脳梗塞
巣の拡大を認め、その原因として、アストロサイト活性化の低下、及びグリア瘢痕の低形成による組織障害の拡大が示
唆された。更に培養アストロサイトを用いた解析から、ATF6α KOアストロサイトではSTAT3-GFAP経路の活性化が低下
していることが明らかになった。本研究により、脳虚血後のアストロサイト活性化、グリア瘢痕形成、そして神経保護
にUPRが重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To dissect the role of the unfolded protein response (UPR) in brain ischemia, we 
investigated the relevance of ATF6α, a master transcriptional factor in the UPR, after middle cerebral 
artery occlusion (MCAO) in mice. Enhanced expression of GRP78, a downstream molecular chaperone of 
ATF6α, was observed in the peri-infarct region of wild-type mice after MCAO. Analysis using wild-type 
and Atf6α-/- mice revealed a larger infarct volume and increased cell death in the peri-ischemic region 
of Atf6α-/- mice 5 days after MCAO. These phenotypes in Atf6α-/- mice were associated with reduced 
levels of astroglial activation/glial scar formation, and a spread of tissue damage into the non-infarct 
area. Further analysis in mice and cultured astrocytes revealed that STAT3-GFAP signaling was diminished 
in Atf6α-/- astrocytes. These results suggest a critical role of the UPR for regulating astroglial 
activation and neuronal survival after brain ischemia.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： 脳虚血
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１．研究開始当初の背景 
（１）脳血管障害（脳卒中）は日本人死因の
第３位を占め、また、後遺症や再発の危険も
多いことから、その対策は超高齢社会を向か
えた我が国にとって重要かつ急務の課題で
ある。現在、脳梗塞の治療としては組織型プ
ラスミノゲンアクティベーター（t-PA）によ
る血栓溶解療法が行われているが、適応が発
症後 3 時間以内の症例に限られ、また出血の
危険も伴うことから、未だ一般的な治療法と
は言い難い。また、多くのグループが細胞内
ストレス制御を基盤にした新規の神経保護
物質の開発に取り組んでいるが、未だ新たな
治療薬の開発には至っていない。 
 
（２）我々は、これまで虚血ストレスがエネ
ルギー枯渇や細胞内 Ca2+の上昇を介して重
篤な小胞体障害（小胞体ストレス）を引き起
こすこと、また、同ストレスに対する防御系
Unfolded protein response (UPR)に属する
小胞体内分子シャペロン ORP150 や抗酸化
遺伝子ヘムオキシゲナーゼ-1 (HO-1)が、脳虚
血を含む複数の病態で神経保護作用を示す
ことを報告してきた。更に申請者らは、独自
に構築した細胞スクリーニング系を用いて
４種類の小胞体ストレス制御化合物を同定
し、その中の一種、UPR 活性化物質タンゲレ
チンが神経保護作用を有することを発見し
た。 
 
２．研究の目的 
我々は、以下の３つの目的をもって本研究を
推進した。 
 
（１）ATF6 よる神経細胞死抑制のメカニズ
ム解明：我々は既に、UPR の主幹転写因子
ATF6 のノックアウト(KO)マウスでは、野生
型(WT)マウスに比べて脳梗塞巣が増大する
ことを見出しており（Fig.1）、本研究により
そのメカニズムを明らかにする。具体的には
中大脳動脈閉塞(MCAO)後の WT 及び ATF6
ノックアウトマウスにおける細胞内ストレ
ス、グリア活性化、炎症の状態について評価
する。更に、WT 及び ATF6 ノックアウトマ
ウスからアストロサイトを単離培養し、
ATF6 の発現がグリアの活性化（形態変化、
ストレス応答、炎症物質産生）に直接与える
影響について検討する。 
 
（２）ATF4 よる神経細胞死抑制：ATF6 と
同様、UPR の主幹転写因子 ATF4 のノック
アウトマウスについて、同様の神経保護結果
が得られるか否か MCAO モデルを用いて検
討する。 
 
（３）小胞体ストレス制御物質 4-PBA、及び
タンゲレチンによる神経保護作用、グリア細
胞活性化作用、炎症制御作用：神経系細胞株
(SH-SY5Y 細胞)、培養アストロサイトを
4-PBA 或いはタンゲレチンで処理し検討す

る。 

 
 
３．研究の方法 
（１）ATF6 による神経細胞死抑制のメカニ
ズム解明：野生型及び ATF6 ノックアウトマ
ウスにおける脳虚血後の変化（細胞内ストレ
ス、グリア活性化、炎症）を以下の方法で検
討する。MCAO は生後 8－10 週齢♂（体重
20-25g, C57BL/6 背景）マウスを用い、中大
脳動脈を電気凝固し作製した。MCAO を施行
後、12 時間、1，3，5 日後に脳切片を作製し、
3-ニトロチロシン（酸化ストレス）、GRP78、
ORP150（小胞体ストレス）、iNOS、TNF、
IL-6（炎症）、GFAP、Iba1（活性型グリア）、
NeuN（神経細胞）、CD31（血管内皮）に対
する免疫染色を行った。また、MCAO 施行後、
上記時間経過後に大脳皮質及び線条体より
蛋白質及び RNA を抽出し、上記分子に対す
る特異的抗体を用いたウエスタンブロット、
或いは特異的プライマーを用いたqPCRを行
った。更に、生後 1 日以内の野生型及び ATF6
ノックアウトマウスからアストロサイトを
単離培養し、ATF6 の発現がグリアの活性化
に直接与える影響について、GFAP、p-STAP3
に対する特異的抗体を用いたウエスタンブ
ロットにより検討した。 
 
（２）ATF4 よる神経細胞死抑制：野生型及
び ATF4 ノックアウトマウスを用いて
MCAO 作製し、その後 1，3，5 日の段階で、
脳切片を作製し、TTC 染色を行い、Image 
J(Version 1.42, Wayne Rasband, National 
Institutes of health)を用いて脳梗塞体積を
算出し評価した。 
 
（３）小胞体ストレス制御物質 4-PBA、及び
タンゲレチンによる神経保護作用、グリア細
胞活性化作用、炎症制御作用：神経系細胞株

TTC
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図１ATF6ノックアウトマウスにおける脳梗塞巣の拡大
A.WT及びATF6ノックアウトマウスを用いて中大脳動
脈閉塞(MCAO)モデルを作製し、5日後にTTC染色を
行った。B.TTC染色を基に脳梗塞体積を計算し、その
経時的変化を見た。



(SH-SY5Y 細胞)、培養アストロサイトを小胞
体ストレス制御化合物 4-PBA、又はタンゲレ
チンで処理し、各種ストレスに対する抵抗性
を MTT アッセイで、アストロサイト活性化
に対する影響を GFAP、p-STAP3 に対する特
異的抗体を用いたウエスタンブロットにて
検討した。 

 
 
４．研究の成果 
（１）マウス脳梗塞モデル（中大脳動脈閉塞
モデル）を作製すると、梗塞巣周囲の生存領
域に小胞体ストレス応答(UPR)の増強が認め
られる。本研究では主幹転写因子 ATF6 を欠
損したマウス（ATF6 KO マウス）を用いて脳
梗塞モデルを作製し、野生型(WT)マウスと比
較検討した。その結果、脳虚血後５日の段階
で、WT マウスに比し ATF6 KO マウスに脳梗塞
巣の拡大を認めた(Fig.1)。更にその原因と
して、ATF6 KO マウスにおけるアストロサイ
ト活性化の低下、及びグリア瘢痕の低形成が、
梗塞巣周囲部での組織障害、及び細胞死をも
たらしている可能性が示唆された(Fig.2)。
興味深いことに、ATF6 KO マウスでは IL-6 や
LIF など、アストロサイト活性化を誘導する
液性因子の発現量には明らかな低下は認め
ず、アストロサイトの活性化に重要なシグナ
ル分子 STAT3 の活性化低下を認めた。 
 
（２）上記結果のメカニズムを解析する為、
WT及び ATF6 KO マウスからアストロサイトを
単離培養し、STAT3 のリン酸化、GFAP の発現
を指標に活性化の程度を比較した。その結果、
ATF KO アストロサイトに於いて、STAT3-GFAP
経路の活性化が有意に低下していること、小
胞体ストレスを軽減するケミカルシャペロ
ン 4-PBA 処理によりそれらが回復すること、

逆に、小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシン
やタプしガルギン処理により増悪する事が
明らかになった(Fig.3)。以上より、ATF6 は
小胞体ストレスを制御することでアストロ
サイトの活性化を促進している可能性が示
唆された。小胞体ストレス下で STAT3 活性が
低下する原因として、小胞体ストレスによる
内在世のチロシンフォスファターゼ TC-PTP
の発現増強が考えられた。 

 
 
（3）ATF4 ノックアウトマウスについてはホ
モ接合体の発達障害が強く、脳虚血実験（中
動脈平湖す）を行うことができなかった。ヘ
テロ接合体は野生型と脳梗塞の大きさに有
意な差は認めなかった。 
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