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緒　言

　脳卒中（脳虚血）は高齢者の寝たきりになる主原因
となっている．脳において虚血性の障害が生じた場
合，短期間ではその後に起きると考えられる重篤な
虚血性傷害に対する保護作用が誘導される．これは
プレコンディショニング（PC）により誘導される神
経虚血耐性として知られている．この耐性因子の候
補としてVinay K. Dhoddaらは，プロテオミクス解
析によりラット脳において虚血耐性前処理により誘
導される内因性メディエーターを推測した．この研
究結果において，HSP70，HSP27，HSP90，グアニ
ル酸シクラーゼ，muskelin，血小板活性化因子受容
体，および β-Actinの発現増加が認められたとされ
ている1)．また，Patrick Geleらは，脳虚血処置の前に
Peroxisome proliferator-activated receptor（PPAR）
アゴニスト（Atorvastatin，Fenofibrate）投与による
神経保護療法を行い，虚血処置後の脳のプロテオー
ム解析を行い，結果として，14-3-3 protein，TUC-4 
pro te in，Pro te in  Disu l f ide  I somerase  A3（PDI），
HSP70が PPARアゴニストAtorvastatinの投与により
発現量が増大したことに注目した．特にPDIの過発現
が PPARアゴニストであり前投与により顕著に抑制さ
れた事から治療のターゲット因子として重視した2)．
　ヒドロキシ桂皮酸誘導体の 1つであるフェルラ酸
（FA）は，抗認知症作用を持つ物質として報告されて
おり3)，血管保護作用も期待されている．岡崎，坂本ら
は，ヒドロキシ桂皮酸類であるシナピン酸（SA）の誘
導体を数種類設計・合成し，その 1つである FAD012
の連続投与が，両側総頸動脈結紮をした低灌流脳虚
血モデルラットの生存率を上昇させ，脳障害を軽減さ
せる作用があることを見出した．今回我々は，これら
の脳虚血モデルラットを用いFA投与群，FAD012 投
与群，非投与群に関して，脳の海馬，大脳皮質，血管
等の部位を主としたプロテオーム解析を遂行すること
により，将来的に治療目的の基盤となることを目指し

て脳障害の軽減作用の根底にある分子メカニズムを検
討した．
　プロテオーム解析の結果，FAD012 を投与した群
に，リン酸化を受けていない可能性のある蛋白質ス
ポットがみとめられ，Glyal fibrillary acidic protein
（GFAP）であると同定された．また，FA群，FAD012群
におけるHSP70，β-Actin，Actin cytoplasmic 2量的
増加がみられ，これは報告されている結果1, 2)と一致
していた．

材料と方法

　10週齢の雄SDラットを用いて脳虚血実験を行った．
ラットは Sham群（擬似手術），2VO群（両側総頸動脈
を 永 久 結 紮 ），FA群（10 mg / kg FA投与），FAD012
群（10 m g / k g  FA D 0 1 2 投与）の4群とした．FA，及び
FAD012は，0.5% Carboxymethylcellulose（CMC）で
溶解し経口投与した．24 時間後，イソフルラン麻酔
下でラットの両側総頸動脈を永久結紮し，2VOモデ
ルを作製した．Sham群は，総頸動脈結紮以外を同様
に処置した．処置後，ラットを解剖し，海馬・皮質を
摘出し，液体窒素で凍結後，−80 ℃の冷凍庫で保存
した．
　プロテオーム解析は，各サンプルより可溶性蛋白
質を抽出し，二次元電気泳動を行った．二次元電気泳
動装置は，Auto-2D（SHARP社製BM-100）を用いた．
1次元目の IEFチップは pH勾配 3〜10，2次元目の
SDS-PAGEチップはゲル濃度 12.5 ％（ゲルサイズ
70×45mm）を使用した．泳動条件は装置に設定され
ている推奨プロトコルを使用した．蛋白発現量の解析
には PDQuest（BIO-RAD社製）を用いた．蛋白スポッ
トの発現差異がみとめられた蛋白スポットについて
ゲルから切り出し，トリプシンによるインゲル消化
を行った．インゲル消化法は，近藤ら（国立がんセン
ター）のプロトコルを用いた．蛋白スポットの消化物
は，飛行時間型質量分析装置（MALDI-TOF-MS，島津
社製：AXIMA-CFR）を用いて分析し，Masco t  Sea rch
により PMF（Peptide Mass Fingerprint）検索を行っ
て目的スポットの蛋白質の同定を行った．
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結　果

　各群より抽出した海馬の可溶性蛋白質の 2次元電気泳動
画像（図1）により，蛋白のPIが塩基性側にシフトしたSpot 5
が見られた．Spot 5について蛋白質の同定解析を行った結
果，Glial fibrillary acidic protein（GFAP）と同定された．今
回の実験結果ではFAD012を投与した群（図1．E）のSpot 5は
4群のゲルで最も塩基性側に位置し，リン酸化を受けてい
ない可能性がある．また，Sham群，2VO群と比較し，FA群，
FAD012群は，HSP70（Spot 1），β-Actin（Spot 6），Actin 

cytoplasmic 2（Spot 4）の量的増加がみとめられた（図1．B，
C，D，E）．同定した蛋白スポットの結果は，表1に示した．
量的変動が見られなかった蛋白スポットも含め，21スポッ
ト（17種）の蛋白質を同定した．
　いくつかのスポットは泳動ゲル上と，データーベース検
索によりハイスコアで同定された蛋白質の分子量とPI値
に差がみられたが，同定されたアミノ酸の全配列を調べる
と，蛋白質の一部分が欠落しており，そのため分子量やPI
値が変動したと考えられた．

図 1.	海馬より抽出されたタンパクの2D-PAGE画像　A: Sham群，pI3-10，12.5 %ゲルの全体像　B〜E: 
Aの四角に相当する部分の各群の拡大　B: Sham群　C: VO2投与群　D: FA投与群　E: FAD012投
与群．

表 1.	海馬より抽出された2D-PAGEゲルより同定された蛋白
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考　察

　今回の結果により，Spot 5 として同定された，GFAP
はグリア細胞にMajorに発現し，アレキサンダー病等
の神経系の病気の原因蛋白であることが知られている．
また，低酸素による脳障害時にGFAPのリン酸化が生じ
細胞死に至るとの報告が近年されているが，そのメカ
ニズムは不明である 4)．今回，血管保護作用が期待され
ているFA群よりも，さらに，FAD012 群はリン酸化を受
けていないことから，脳障害時の細胞死を防いでいる可
能性が見いだされた．これは，岡﨑，坂本らが見出した
脳障害を軽減させる作用のメカニズムの解明につながる
ものと期待された．同様に，FA群，FAD012 群における
HSP70，β-Actin，Actin cytoplasmic 2 の量的増加がみ
とめられ，これまでに研究報告 1, 2)と同様の結果が得ら
れた．
　従来のプロテオーム解析は，ラージゲル （240 ×
180 mm）を用い，ゲル 1 枚あたり，1 mgの蛋白を用い，
泳動には数日を要していたが，本研究で使用した 2 次元
電気泳動装置Auto-2D（SHARP社製 BM-100）は，ミニ
ゲルに対応しており，従来の 1 / 20～ 1 / 10 と少ない蛋
白量で検出でき，泳動時間は 2 時間 30 分である．また，
CBB染色（蛋白量：100 µg / gel）で識別可能な蛋白スポッ
トに関しては，通常のサンプルプレートを用いたPMF解
析による蛋白同定が可能であった．
　今回CBB染色に用いたサンプルを，より微量の蛋白量
で染色可能な蛍光染色（SYPRO Ruby）を行い，ディファ
レンシャル解析を行ったところ，より多くの蛋白スポッ
トが検出され，量的変動のみられるスポットも確認さ
れた．しかし，蛍光染色（蛋白量：10 µg / gel）のゲルス
ポットは，1スポットあたりの蛋白も微量であるために，
MALDI-TOF-MS解析を行うためには，濃縮サンプルプ
レート使用や，高感度検出に利用可能な，マトリックス
物質（CHCA-Cl）5)の選択などの分析手法の検討が必要と
思われ，現在，複数のマトリックス物質についても検討
を加えている．今後，さらに発現差異のみられた微量蛋
白の解析を遂行し，FAD012 投与による脳障害の軽減作
用の分子メカニズムの解明を進める．
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