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脳血管障害により、世界中では多くの人が毎年死亡し、死因として２番目に多い【1, 

2】。脳血管障害生存者の多くが神経脱落症状を有している【3】。脳血管障害は、出血性脳

血管障害と虚血性脳血管障害の 2つのタイプに分類できるが、後者が約 70 ～85 %を占め

る【1】。脳血流の遮断は、虚血カスケードといわれる一連の有害事象を引き起こし、最終

的には不可逆的な脳損傷につながる【4】。様々な虚血カスケードの反応により、アポトー

シスおよびネクローシスを誘発し、大量の神経細胞死、さらには深刻な神経学的障害を引

き起こす 【5, 6】。現在、脳梗塞後に対する治療は、機械的血栓回収療法や血栓溶解療法

がある。しかし、時間的な制限や適応の禁忌、慎重使用項目のために急性虚血性脳血管障

害患者の 1 ～ 10% 程度しか治療できないのが実状である。【7, 8】虚血や外傷により直接

受ける脳障害を一次性脳損傷と呼び、一次性脳損傷によって脳組織に発生する病態を二次

性脳損傷と呼ぶ。多くの症例は脳梗塞後の二次性脳損傷を軽減させることが重要になる。

しかし、二次性脳損傷の治療法は確立されていない。 

脳浮腫は、一次性脳損傷に伴う二次性脳損傷病態形成の一つである。虚血性浮腫は、脳

梗塞患者の主な死因となっている【9】。特に中大脳動脈の梗塞では、広範囲脳梗塞の結果

起こる悪性脳浮腫症候群を引き起こし、死亡率は 80% 程度と高く、非常に予後が悪いこ

とがしられている【10】。悪性脳浮腫症候群の頻度は、脳梗塞全体の約 5％と言われてい

る。臨床経過は脳梗塞発症から 2～5 日後に急激に脳ヘルニアが進行することにより意識

障害が悪化して死亡するとされている【11】。病理学的には，脳の毛細血管レベルで内皮細

胞の機能障害が生じ，BBBの破綻が起きることで，広範囲の細胞障害性浮腫が起きる

【12】。脳浮腫が起こったのちの治療は、外減圧術やグリセオールや D-マンニトールなど

の浮腫改善薬が使用されることがある【13, 14】。しかし、脳浮腫そのものを改善させる治

療は確立されていない。 

一次性・二次性脳損傷の結果引き起こされる細胞死に重要な役割をはたしているのが

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)である。MAPKs は、セリン/スレオニンプロテイ



ンキナーゼであり、細胞の増殖・分化、ストレス応答、およびアポトーシスを含む細胞機

能を調節している【15】。p38 MAPK は、MAPK ファミリーの 1 つである。活性化され

た p38 MAPK が炎症反応、アポトーシス、オートファジー、細胞生存、および細胞死を

調整することが報告されている【16-20】。脳虚血、外傷、腫瘍の研究で p38 MAPK 活性の

増加が神経細胞死において重要な役割を果たし、p38 MAPK の阻害が神経保護の役割を果

たすことが知られている【16, 21, 22】。 

Exchange protein activated by cAMP (Epac) は、1998 年に初めて同定され、慢性閉塞性肺

疾患や心血管疾患に関与していることが明らかになった【23】。Epacには、Epac1 と 

Epac2 の 2 つアイソフォームがあり、Epac2はさらに Epac2A、Epac2B、Epac2Cに分けら

れる。Epac2Aは脳、下垂体、膵臓に発現しており、Epac2Bは副腎及び精巣に由来するス

テロイド産生細胞、Epac2Cは肝臓で発現している【24】。Epac1は細胞膜に局在し、Epac2

は細胞質内に局在している【25】。cAMPはセカンドメッセンジャーとして protein kinase A 

(PKA) を活性化し、下流にシグナルが伝わり細胞死を促進的に働く事が知られている。

Epacは、cAMP依存する過程の重要なメディエーターであり、細胞死にも関わっているこ

とが報告されている【23, 26】。Epac の役割は腫瘍で広く研究されているが【45】、中枢神

経系の細胞死、特に虚血性脳血管障害に対する Epac の役割については未だ不明な点が多

い。外傷性脳損傷の基礎研究において Epac2 の刺激がアポトーシスを減少させることが報

告されている 【27, 28】。Epac2 は、糖尿病、がん、心血管疾患の治療の有望な標的とし

ても期待されている【15, 29, 30】。ただし、脳梗塞または脳梗塞に誘発されるアポトーシ

ス経路における Epac2の分子的役割を示す研究は行われていない。本研究では、様々な細

胞におけるアポトーシス制御に関与している Epacと、細胞死に重要な役割をしている p38 

MAPKに注目した。脳梗塞とそれによって引き起こされる p38 MAPK活性への Epac2の役

割とアポトーシスへの影響を解明することを目的とした。また、Epac2 特異的阻害剤 ESI-

05 の治療の可能性を評価した。 



実験方法は、雄 Sprague-Dawley (SD) ラット 62 頭を用いて naïve群 (n = 6) 、sham (手術

操作のみ施行) 群 (n = 14) 、脳梗塞群 (n = 14)、脳梗塞－コントロール群 (n = 14) 、脳梗塞

－ESI-05投与群 (n = 14) を作製した。脳梗塞－ESI-05投与群は、脳梗塞の 30分前より腹腔

内に薬液を投与し、ESI-05 の投与を行った。脳梗塞－コントロール群は、同時期に ESI-05

の溶解剤として用いた dimethyl sulfoxide (DMSO) のみを腹腔内投与した。24時間後に脳を

摘出し、脳の冠状断切片を作製した。検体を梗塞側の梗塞範囲・非梗塞範囲と非梗塞側に分

けた。各脳切片を。2％2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC) 溶液に 37℃15分間浸漬、染

色し、ImageJを用いて梗塞範囲、脳浮腫範囲を測定した。 

それぞれの検体を用いて、Epac2、cleaved caspase 3、p38、 phospho-p38、beta-actin の発

現をWestern blotting法で評価した。水分含有割合を、modified wet-dry weight法を用いて測

定した。また、各群の Epac2、cleaved caspase3、Fluoro Jade C (FJC) 、TdT-mediated dUTP-biotin 

nick end labeling (TUNEL) 染色について評価し、Epac2の発現とアポトーシスの関係につい

て調べた。 

梗塞面積 (梗塞面積) は、脳梗塞群では 72.6 ± 5.7  %であり、脳梗塞－コントロール群の

72.9 ± 2.5 % と比較し有意差はなかった。脳梗塞－ESI-05投与群は 65.3 ± 2.1 % であり、脳

梗塞－コントロール群と比較して、脳梗塞面積が小さく両群間で統計学的有意差を認めた 

(p＜0.05) 。脳浮腫面積は脳梗塞群で 30.7 ± 3.9 %であり、脳梗塞－コントロール群の 31.0 ± 

2.2 % と比較し有意差はなかった。脳梗塞－ESI-05投与群は 20.4 ± 2.7 % であり、脳梗塞－

コントロール群と比較して脳浮腫面積が小さく、両群間で統計学有意差を認めた (p＜0.05) 。

脳水分含有割合は sham群で 80.5 ± 0.6 % であり、脳梗塞群は 82.5± 0.7 %であった。脳梗

塞により脳水分含有割合の増加を認めた (p＜0.001) 。脳梗塞－コントロール群の脳水分含

有割合は 82.4 ± 0.7 % であり、脳梗塞群と比較し、有意差は認めなかった。脳梗塞－ESI-05

群では 81.7 ± 1.2 % であり、脳梗塞－コントロール群と比較して脳水分含有量が低下してお

り、両群間で統計学的有意差を認めた (p＜0.05)。神経学的機能評価では脳梗塞によりスコ



アの著名な悪化を認めた (p＜0.001) 。脳梗塞－ESI-05群では 13.5± 0.8 であり、脳梗塞－コ

ントロール群 10.2 ± 1.3と比較してスコアの改善を認めており両群間で統計学的有意差を認

めた (p＜0.001) 。Western blotting法による解析は、脳梗塞辺縁部での比較を行った。Epac2

の発現は、naïve群では 0.72 ± 0.06 であり、sham群の 0.71 ± 0.06と比較し、有意差はなか

った。脳梗塞群は 0.83 ± 0.04 であり、脳梗塞により Epac2の著名な発現増加を認めた (p＜

0.001) 。脳梗塞－ESI-05投与群では 0.71 ± 0.04であり、脳梗塞－コントロール群と比較し

て Epac2の発現を抑制しており、両群間で統計学的有意差を認めた (p＜0.05) (図 10) 。p38

の発現は、各群で統計学的有意差は認めなかった (図 11) 。活性型の p38 である phospho-

p38の発現は、sham群で 0.016± 0.004であり、脳梗塞群の 0.050 ± 0.001であった。脳梗塞に

より phospho-p38 の著名な増加を認めた (p＜0.001) 。脳梗塞－コントロール群は 0.050 ± 

0.02 で、sham 群で有意に phospho-p38 の発現が低値だった (p＜0.05) 。脳梗塞－ESI-05 投

与群では 0.034 ± 0.01であり、脳梗塞－コントロール群と比較して、phspho-p38の発現が低

く、両群間で統計学的有意差を認めた (p＜0.05) 。組織染色による Epac2、アポトーシスの

評価は、脳梗塞層辺縁部で脳梗塞コントロール群と比較し脳梗塞－ESI-05 投与群の比較を

行った。Epac2は、脳梗塞－ESI-05投与群で細胞質の Epac2の発現が低下していた。cleaved 

caspase 3、TUNEL 染色、FJC 染色では脳梗塞辺縁部におけるアポトーシスが抑制されてい

た。 

すべての値は平均値±標準偏差 (mean士 SD) で示し、データの解析には一元配置分散分

析を用いた。分散が等しくないデータに対してはイプシロンで自由度を調整した。分散分

析で要因に有意差が認められた場合のみ、その後の検定を行った。その後の検定には

Tukey-kramer法を用いた。すべて両側検定を行い、p値 0.05以下を有意とした。結果は、

平均値±標準偏差で表記した。統計解析には SPSS Statistics (version21: IBM, USA) を使用し

た。 



リン酸化により活性化された p38-MAPK は、炎症反応、アポトーシス、オートファジ

ー、細胞生存、および細胞死の調節に関与している【18, 31, 32】。本研究においても、脳

梗塞で Epac2が p38-MAPK シグナル伝達経路を介してアポトーシスを起こすことを示唆し

ており、Epac2の制御により p38-MAPK シグナル伝達を減弱させることを確認した。

caspase 3は、アポトーシスにおいて重要な役割を果たす。脳梗塞においても神経細胞のア

ポトーシスで中心的な役割を果たしている【33】。caspase 3 阻害剤である z-DEVD-fmk が

ラット脳梗塞モデルにおいて脳組織細胞のアポトーシスを有意に阻害し、脳組織に保護効

果があることが知られている【33】。本研究においても、脳梗塞で Epac2の発現を介して

アポトーシスが増加した。また、脳梗塞後の Epac2活性増加に伴い cleaved caspase3の有意

な増加を認め、脳内のアポトーシスが増加していることがわかった。FJCおよび TUNEL 

染色でも、Epac2、cleaved caspase 3の増加に伴い脳梗塞後の神経細胞死の増加が確認され

た。Epac2特異的阻害剤である ESI-05の治療により、脳梗塞辺縁領域の神経細胞死が減少

することがわかった。Epac2活性を制御することで、p38のリン酸化および caspase 3の活

性化を減少させ、神経細胞死を減らし、脳浮腫を軽減したと考えられる。また、免疫染色

により、サンプル中の Epac2の発現が確認された。結果は、脳梗塞辺縁領域では ESI-05に

より Epac2の発現は抑制されていることが観察され、ウエスタンブロッティングの結果と

一致した。ESI-05 による治療はアポトーシスを減少させ、Epac2 の制御が 脳梗塞治療に

有用であることを示した。本研究は、Epac2が p38 /caspase3の経路を介して脳梗塞の病因

に大きく寄与していることを示した。Epac2 の阻害は、脳梗塞のラットモデルにおける神

経機能の改善に貢献している。Epac2 は、脳梗塞においても神経細胞のアポトーシスに関

与していた。Epac2が脳梗塞における二次性脳損傷の新しい治療標的である可能性がある

と考える。 
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