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研究成果の概要（和文）：脳で産生される一酸化炭素（CO）の役割の解明するため、野生型とCO量が半分に減弱
したHO-2KOマウスを用い、虚血時に領域特異的に惹起される代謝リモデリングを解析した。HO-2KOマウスのペナ
ンブラでは、乳酸が増加(嫌気的解糖の亢進)したのに対し、野生型マウスでは乳酸の上昇が抑制され、虚血時で
も酸化的リン酸化が担保されることが示唆された。さらに毛細血管径は、野生型とHO-2KOマウスの間で差が認め
られないのに対し、赤血球速度はHO-2KOで顕著に早いこと、つまりCOがないと基底状態で血流量が増加すること
が示された。COは、基底状態で統合的な抑制因子として働くことの証左となった。

研究成果の概要（英文）：Brain generates carbon monoxide (CO) via heme oxygenase (HO) reactions. We 
examined the hypothesis that deletion of HO-2 exacerbates energy metabolism during acute brain 
ischemia. We conducted quantitative imaging mass spectrometry analysis to decipher local energy 
metabolism from wild-type (WT) and HO-2-null mice that underwent a 60-min occlusion of the left 
middle cerebral artery (MCAO). In ipsilateral hemispheres, MCAO caused elevation of AMP, ADP, and 
lactate, and depletion of ATP in both WT and HO-2 null mice. Ischemic core was larger in HO-2-null 
than WT mice. Striking differences were found in the contralateral hemispheres, where levels of ADP,
 AMP and lactate in HO-2-null mice were higher than those in WT mice. It suggests that the HO-2/CO 
system plays roles in protecting against ischemia not only at ischemic cores where severe reduction 
of blood flow occurs, but it also protects effectively in trans-hemispheric regions where only a 
subtle reduction of blood flow takes place.

研究分野： 代謝生化学

キーワード： 一酸化炭素　Heme oxygenase　質量分析イメージング　Neurovascular coupling　エネルギー代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究対象とした脳循環代謝病態においては、ATP産生を支える基質供給機構の同定など、エネルギー代償機転の
分子機構の解明が大きな課題である。ガス分子の作用点を代謝物のin vivo-profilingにより空間的・定量的に
解析することにより、これまでのin situの系では捉えにくかったセンサー蛋白とシグナル分子の相互作用を、
直接的に構築できる可能性を有する点において本研究は独創的である。研究成果は、脳循環障害や神経疾患の病
態を理解し、治療のターゲットを絞りこむための布石となりえ、救急蘇生学などの臨床医学研究への波及効果が
期待される。
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図１  MALDI-IMSとCE/ESI/MSを融合した定量的質量分析イメ
ージング技術の概念図 
約 2mm 厚の脳組織ブロックから代謝物を抽出，CE/ESI/MS によ
りメタボロームデータを収集する。 一方隣接切片を MALDI（マ
トリックス支援レーザー脱離イオン化）により画像化。 
（Kajimura M et al., Respiratory Physiology & 
Neurobiology, 184:139-48. 2012 より改変） 

１．研究開始当初の背景 

ガス分子は蛋白質に結合する補欠分子への結合やアミノ酸残基の翻訳後修飾を介して酵

素反応速度を変化させ, 生物活性を発揮する。しかし複数のガス分子とその受容タンパク質が

時間的・空間的に複雑な相互作用を形成する生体内においては, そのメカニズムや生理作用と

の因果関係は立証されていない。 

研究代表者らは, neuronにより産生される一酸化炭素（CO）とastrocyte由来の硫化水素（H2S）

の 2つのガスが, 代謝経路の末端で産生される老廃物ではなく, 実は分子状酸素の

availability とリンクして, 巧妙に脳血流を制御する極小鍵分子であることを発見した（PNAS, 

109, 1293-1298, 2012）。これらのガス分子に限らず, neurovascular coupling (NVC)に関わ

る多くの低分子代謝物の動態を, 時空的に解析することにより, NVC の分子実体を解明するた

め本研究の立案に至った。 

 

２．研究の目的 

脳は数μMにも及ぶ高レベルの一酸化炭素(CO)生成系を有し, 80%の活性は構成型 heme 

oxygenase2 (HO-2)により恒常的に産生される。しかしながら, 中枢神経系(CNS)における内因

性の COの生理学的意義は未解明であった。近年, 神経細胞が何のタスクも行っていない「基底

状態」で大きなエネルギーを消費することが明らかになった。そこで以下の仮説を立てた。脳

で産生される COは, (1)基底状態で統合的な抑制因子として働くこと, (2)持続的抑制によりス

トレス応答に必要な予備能を担保し, neuron 発振型の fail-safe regulation の根幹を担うガ

スである。COの存在意義は, 「基底状態」の脳の様々な領域でおこる交信活動や, 神経伝播の

fidelity 制御などへと融合・発展する可能性があると考え, 本研究を開始した。本研究の目的

は, 脳で産生されるガスの生成・受容機構を探究し, ガス分子によるエネルギー代謝と微小血

流調節のカップリング機構を解明することである。 

 
３．研究の方法 

定量的質量分析イメージング法 

ガス分子が酵素の金属中心に配位結合する「結合力」は, 金属のレドックス状態によって決

定されるため, 正常あるいは病態

組織中で同一のガスがどのように

作用するかを推し量ることは困難

である. この問題を解決するため, 

我々が開発した「定量的質量分析

イメージング法」を活用した。 一

枚の薄切組織標本を用い, 組織中

に存在する数十種類の物質を

10-150ミクロンの空間分解能で画

像化し, かつ量的情報も付与でき

る画期的な技術である。 本法は, 

マトリクス支援レーザー脱離イオ

ン化質量分析イメージング

(Matrix assisted laser 

desorption ionization imaging 

mass spectrometry: MALDI-IMS)



  
図３ マウス大脳皮質の毛細血管内赤血球速度 
基底状態HO-2KOの血流量は野生型に比べ亢進している。  
(Goto S et al., Journal of Clinical Biochemistry ＆ Nutritionより改変) 

とキャピラリー電気泳動質量分析法（capillary electrophoresis/ electrospray ionization：

CE/ESI/MS)という異なる特性をもつ先端質量分析技術を融合することにより可能となった。 

MALDI-IMSは, 生体組織を破砕することなく組織中の代謝物を, 位置情報を残した状態で直接質

量分析し, 分子に固有な値である質量から分子種を同定し, 質量分析情報を空間的に二次元で

取得し画像化する技術である。 MALDIは同一組織上の異なるポイントでの物質量の相対比較は得

意であるが, 定量性に乏しいことから, 異なる個体間での絶対比較は困難であった。 一方, 

CE/ESI/MSは, 定量性に優れているが, 組織をすり潰し物質を抽出する工程を経るため, 空間分

解能が得られない。 MALDI-IMSとCE/ESI/MSを融合することにより, 組織上の代謝物を定量的か

つまた代謝解剖学的に捉え, 代謝動態を解析するための「代謝物コンテントマップ」の作製が可

能となる（図１）。 

 

４．研究成果 

マウス脳虚血病態における一酸化

炭素の役割 

COによる糖代謝制御の鍵分子を

洗い出すため, 左中大脳動脈閉塞

(MCAO)モデルを作製し, 虚血の度合

いに呼答して領域特異的（e.g. 虚血

コアvsペナンブラ, 皮質vs海馬など）

に惹起される代謝リモデリングを, 

野生型（WT）とHO-2KO（COが半分に

減弱）の両群で比較した。 定量的質

量分析イメージング法を武器に, 皮

質, 海馬, 基底核などの解剖学的な

領域, あるいは, コア, ペナンブラといった血流低下に伴った虚血病態に特異的に形成される

領域で惹起される代謝リモデリングを, in situ で解析した.複数の代謝物の組織内分布及び量

的・質的な変化を解析し, COがどの酵素の活性を修飾するのかを探った。 図２にATP及び乳酸の

質量分析イメージングを示した。 ATPは, 「虚血コア」では完全に消失しているのに対し, 「ペ

ナンブラ」では, 健常側

の同一領域に比して増

加している. 一方野生

型のペナンブラでは顕

著なlactate増加はみら

れず, この領域では酸

化的リン酸化により, 

ATP産生を行っているが

推察された。  

 

さらに二光子励起

顕微鏡を用い, 異なる

微小血管レベル（e. g.  

毛細血管, 前毛細血管, 

細動脈）で惹起される虚

血応答をreal-timeで精

 
 
図２. CO の産生酵素が欠損すると, 低酸素に対する緊急対応
能力が悪くなる。  
左中大脳動脈閉塞後60分後のATPと乳酸の定量的質量分析イ
メージング。 (Goto S et al., Journal of Clinical 
Biochemistry and Nutrition より改変) 



査した. 低酸素性血管拡張は, 基質（O2, グルコース）の要求が最も高い神経細胞の近傍の血

管から拡張シグナルが伝播し, 十分のCOが存在する野生型マウスでは顕著に増幅されると予測

した。 血管径測定に加えて, 赤血球速度を計測し血流量を算定した. 図３に示すように, 毛細

血管径は, 野生型とHO-2KOマウスの間で差が認められないのに対し, 赤血球速度はHO-2KOで顕

著に早いこと, つまりCOがないと基底状態で血流量が増加することが示された。  

CNSで恒常的に産生されるCOの役割は, 基底状態で統合的な抑制因子として働くことのみ

ならず, 持続的抑制によりストレス応答に必要な予備能を担保し, neuron発振型のfail-safe 

regulationの根幹を担うガスであるという一つの証左を得るに至った。 
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