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総論の部 

緒 言 

 

脳血管疾患（脳卒中）は、日本人の死亡原因の第 4 位を占め、「寝たきり」と

なる率が最も高い疾患である 1)。高齢社会に伴う生活習慣病の増加により、その

患者数は増加しており、完治が困難なことや再発率が高いことなどから治療は

もとより予防の重要性が増している 2)。脳血管疾患には、Fig. 1 に示したように

血管が損傷して生じる出血性脳血管障害と、血管の閉塞や狭窄により血流が遮

断されて生じる虚血性脳血管障害があり、後者の罹患率は非常に高い。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Cerebrovascular disease 

一過性脳虚血は、24 時間以内に解消する可逆的な脳血流の閉塞を特徴とする

が、虚血および再灌流時に発生する酸化ストレスが引き金となり、神経細胞死

を誘導する 3)。通常、脳梗塞が発生した場合、急性期の主要な治療法として組織

プラスミノーゲンアクチベータ（t-PA）による血栓溶解療法が行われるが、血流

の再開に伴うフリーラジカルの発生によって 2 次障害を生じる 4, 5)。このように、

虚血性脳障害の発生・進展メカニズムには、酸化ストレスの関与が大きいこと

が知られている 6)。 
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再生能や防御機構が極めて低い脆弱な脳の虚血中心部では、血流の著しい減

少による酸素およびATPの欠乏によって、神経細胞が数分以内に不可逆的壊死に

陥る。虚血周辺部位のペナンブラ領域では、虚血に加えて血流の再開によって

過剰に生成した活性酸素種（ROS）や活性酸化窒素種（RNOS）などのフリーラ

ジカルが、生体内の標的分子に作用して脂質の過酸化反応、蛋白質の変性、酸

化的DNA損傷などを誘起してアポトーシスを誘導する7)。特に、抗酸化酵素の含

有量が少ない海馬CA1領域の錐体細胞や小脳のプルキンエ細胞などが選択的に

障害されやすく、酸化ストレスに対して脆弱であることも知られている8, 9)。 

一方、ペナンブラ領域の神経細胞死は、早期薬物治療が可能であることから、

酸化ストレスの軽減を目的とした抗酸化物質による神経保護療法が注目されて

おり10)、中でも虚血性脳障害に対する抗酸化成分を含有する天然物の保護効果に

ついては、これまでに多くの報告がなされている11-13)。また、近年の生活習慣病

の増加を背景に、抗酸化作用を謳った健康食品が氾濫しているが、個々の科学

的検証は充分でなく、高い安全性と臨床的有用性を持ち合わせた健康食品は数

少ない。これらのことを背景として本研究の第1章では、抗酸化作用をはじめと

した優れた生理活性を有する菌糸体抽出物の椎茸菌糸体培養培地抽出物（LEM）

14)と霊芝菌糸体培養培地抽出物（MAK）15)の虚血性脳障害に対する予防・改善

効果の可能性について検討した。 

糖尿病は、脳梗塞の危険因子の一つであるとともに、肥満を伴う2型糖尿病は、

日本の糖尿病患者数の95%を占めており、食生活の欧米化によって日々増加して

いる生活習慣病である。肥満や2型糖尿病態時の脳では、酸化ストレスの増加に

伴い虚血性脳障害が悪化することが報告されている16, 17)。また、糖尿病患者では

非糖尿病群と比較して2.5～3.6倍の確率で脳梗塞を発症しやすく18)、再発率の上

昇や予後の不良をきたすことが報告されている19)。今回用いた菌糸体抽出物の
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MAKは、すでに、正常マウスにおける虚血性脳障害に対して脳保護作用が認め

られること15)、さらに、肥満を伴う2型糖尿病マウスに対して血糖上昇抑制作用

を示し、インスリン抵抗性を改善することも報告されている20)。そこで、肥満・

2型糖尿病態マウスの虚血性脳障害に対するMAKの脳保護効果について検討す

ることにした。 

これまでに、糖尿病の併発による脳障害の悪化には、糖代謝異常によるROS

産生の増加が原因の一つであるとの報告がある。高血糖に起因する酸化ストレ

スの亢進は、糖尿病における細小血管や大血管の合併症の危険因子として脳虚

血障害を更に悪化させる要因と考えられる21)。さらに、近年、虚血性脳障害には

小胞体（ER）ストレスの関与が知られるようになり、肥満・2型糖尿病の併発に

よる虚血性脳障害の悪化にはERストレスが影響する可能性が示唆された22, 23)。

しかし、その詳細なメカニズムは明らかになっていないことから、第2章では、

肥満を伴う2型糖尿病態時の虚血性脳障害の悪化にERストレスが重要な役割を

果たすと仮定し、脳障害悪化の詳細なメカニズムについて解析するとともに

MAKによる脳保護作用の一つにERストレスの抑制が寄与しているか否かを検

討することにした。 

病態の改善や予防効果を図ることを目的とした本研究計画では、MAK の有効

成分の探索が不可欠となり、活性本体が同定できれば、機能性食品や治療を目

的とした新たな医薬品開発にも貢献できる点で意義あるものと考えた。すでに、

MAK には、霊芝の菌糸体成分に加え水溶性リグニンをはじめとした菌糸細胞に

よる固形培地の分解物や菌糸体の自己消化成分等が多数含まれ、これらの多様

な成分が MAK の生物学的活性を示すものと考えられている 24, 25)。これまでに、

霊芝子実体中の多数の多糖類およびトリテルペノイドに抗酸化作用があること、

この作用にはフリーラジカル消去能、スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）
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やグルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）の活性上昇などが関与していることが

報告されている 26-30)。そこで、これまでに MAK に含有する成分研究と肥満・2

型糖尿病における脳保護作用に関する研究は全くなされていないことから、国

内外での研究状況を総合的に考慮して本研究計画を立案し、遂行することに独

創性があるものと考えた。そこで、第 3 章では、抗酸化活性を指標とした MAK

中の有効成分を探索・同定することを目的とした。MAK の強い抗酸化作用によ

り、正常マウスはもとより肥満・2 型糖尿病の虚血性脳障害に対して脳保護効果

が明らかとなれば、MAK の摂取が一次および二次予防に極めて有効となり、お

のずと有効成分の探索とその活性成分作用メカニズム解析にも学術的な意味が

生じると考えている。従って、第 4 章では、単離した有効成分の神経細胞や動

物モデルに対する保護作用について検討した。 

MAK には、強い抗酸化作用を持つ多糖類およびトリテルペノイドなどの抗酸

化活性成分の存在を予測している。MAK のこのような活性成分が体内酸化スト

レスを軽減し、虚血性脳障害の早期段階で過剰産生される ROS や RNOS などを

減少させ、アポトーシス経路の活性化を抑制することで病態の進展を抑制でき

るものと考える。 

脳梗塞や癌など死因の上位を占める疾病や、糖尿病などの慢性疾患の根治は

難しく、また、これらの病因は食生活をはじめとする生活習慣に大きく依存す

る。つまり、食生活を改善し、食品や食品成分の機能を有効に活用した疾病の

予防あるいは疾病の発症を見過ごさないようにする初期の治療が今後益々重要

になるものと考えられる。 

本研究において、MAK の機能性食品としての有用性が評価できれば、今後、

医薬品に匹敵する効果を持つ食品でありながら脳障害の軽減が期待できる機能

性食品として、さらに疾病の予防にも利用することが十分に期待できる。さら

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E3%82%B0%E3%83%AB%E3%82%BF%E3%83%81%E3%82%AA%E3%83%B3%E3%83%9A%E3%83%AB%E3%82%AA%E3%82%AD%E3%82%B7%E3%83%80%E3%83%BC%E3%82%BC�
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に、活性本体が明らかになれば、治療を目的とした新薬開発にも寄与できるも

のと考えて、研究を進めることにした。 

以下に、虚血性脳障害のメカニズムと本研究の目的をChapterごとに記載した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Ischemic brain injury mechanism reported and overview of the experiment 
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第1章 マウスの虚血性脳障害に対する菌糸体抽出物の脳保護効果 

 

虚血性脳障害は、虚血または再灌流時に増大する酸化ストレスによって脳細

胞のアポトーシスを誘導する。虚血周辺領域の細胞死は、早期薬物治療によっ

てその進行を防ぐことが可能であることから、酸化ストレスの軽減をターゲッ

トとした抗酸化物質による神経保護療法が注目され、これまでに抗酸化活性を

有する天然物による脳保護効果に関していくつか報告されている 10-13)。 

近年、様々な食用キノコ（椎茸、霊芝など）の生理活性が注目され、これら

を原料とした生活習慣病対策用の健康食品が数多く開発されている。そこで、

第 1 章では、強い抗酸化活性を有する椎茸菌糸体培養培地抽出物（LEM）と

霊芝菌糸体培養培地抽出物（MAK）の有効性について検討した。 

現在、健康食品として用いられている LEM と MAK は、バガスと脱脂した

米糠の混合固形培地に椎茸の菌糸体を接種させた LEM あるいは霊芝の菌糸体

を接種させた MAK を約 3.5 ヶ月間培養後、子実体発生直前に、菌が繁茂した

状態で培地ごと粉砕し、熱水抽出、凍結乾燥させたものである。これまでの椎

茸や霊芝に関する報告には、子実体を用いた実験報告が多いものの、子実体は

採取した地域や時期などによって品質が一定でないことから、効果にばらつき

が多いことが報告されている。一方、LEM や MAK は一定の培地と由来が明

確となっている菌糸体を用いて、コントロールされた条件下で培養されており、

品質が安定していることが特徴である。これらの抽出物には、菌糸体成分に加

え、菌糸体による培地の分解物や菌糸体の自己消化成分など多種類の成分が含

まれ、これらの多様な成分が様々な生物学的活性を示すと考えられる。 

これまでに、MAK と LEM には多様な生理活性が明らかとなっているが、

その中でも両抽出物には強い抗酸化活性が認められており、これらの活性を比

較したところ、DPPH フリーラジカル消去能は MAK と LEM で同程度である

ものの、スーパーオキシドアニオン（O2
-）消去能は LEM に比べ MAK が 1.5

倍強いことが分かった。 

そこで、第 1 節では、LEM による脳保護作用を正常マウスを用いて検討し、

第 2 節では、酸化ストレスの増加を伴う肥満・2 型糖尿病モデルマウスに対し
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て LEM よりも抗酸化能が強い MAK の脳保護作用について検討した。 

 

第 1 節：正常マウスの H/I 障害に対する LEM の脳保護作用 14)
  

 

椎茸菌糸体培養培地抽出物（LEM）は、椎茸（Lentinum edodes）の菌糸体を

砂糖キビ搾汁残渣であるバガスと脱脂した米糠からなる固形培地に接種し、一

定期間培養後、子実体発生直前に培地と共に熱水抽出・凍結乾燥したもので、

健康食品としてすでに 40 年近い実績がある。 

Preparation Method of LEM 

 

 

 

 

 

 

LEM に関する基礎研究は数多く、これまでに抗ウィルス作用 31, 32)、抗腫瘍

作用 33, 34)、免疫調節作用 35, 36)など様々な生理活性が明らかにされている。ま

た、肝障害に対する効果についてはすでに臨床研究が行われており、LEM の

摂取が薬剤性肝障害患者 37)や、慢性肝炎患者 38)に対して有効であることが報

告されている。また、LEM はラジカル性肝障害モデルである四塩化炭素処置

ラットの肝障害に対する防御効果を示し、その作用機序にはフリーラジカル消

去による肝ミトコンドリアの脂質過酸化抑制作用が関与することが報告され

ている 39)。加えて、LEM には SOD 様活性やラジカル消去能、過酸化脂質産生

抑制能などの抗酸化作用 40, 41)を有することが報告されており、LEM の多様な

生理活性の発現メカニズムに少なからず抗酸化作用の寄与が推察され、糖尿病

や高血圧、動脈硬化による虚血性疾患などの生活習慣病に対する予防・改善効

果が期待される 42)。 

そこで第 1 節では、正常マウスの虚血性脳障害モデルにおける酸化ストレス

障害に対する LEM の脳保護効果を評価することにした。 
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実験の手順を Scheme 1 に示した。正常マウスとして C57BL/6 Kwl 系雄性マ

ウスを用いた。本研究では、虚血性脳障害モデルとして低酸素脳虚血（H/I）

障害モデルを用いた。左図に示すように、H/I 処置は、右総頚動脈の結紮によ

り脳の血流を低下させ、さらに、低酸素負荷（8% O2 / 92% N2 低酸素、35.5℃

で 30 分間負荷）により脳虚血時の酸素欠乏状態を再現した後、通常の空気に

戻すことによって酸化ストレスによる再灌流障害を誘発した。 

 

Scheme 1 Experimental Protocol 
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 LEM を 0.5%または 1%（w/w）で混合した粉末飼料を 14 日間、自由に摂取

させた結果、通常の粉末飼料のみを与えた Control 群のマウスの体重および摂

食量と比べて、両パラメーターには有意差は認められなかった（Tables 1 & 2）。

因みに、0.5%、1% LEM 投与群の平均体重あたりの LEM 摂取量は、それぞれ

約 0.75 および 1.5 g/kg body weight/day であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、今回用いた LEM の投与量は、動物実験に用いられている LEM の標

準的投与量の範囲内（0.3～2.7 g/kg body weight/day）であった。一方、これは

ヒトを対象とした研究における投与量（約 25～60 mg/kg body weight/day）の数

十倍にあたるが、通常、実験動物に薬物投与を行う場合は、ヒトの 10 倍量を

目安とすることから、妥当な量であると考えられる。 

 

 

 

 

Table 1 Influence of Mice Body Weight during LEM Intake 
 Body weight (g) 

    Group 
Day Control 0.5% LEM 1% LEM 

1 20.49 ± 0.68 20.49 ± 1.04 20.71 ± 0.79 
4 21.00 ± 0.41 21.27 ± 1.37 21.40 ± 0.78 
8 21.52 ± 0.33 21.66 ± 1.78 21.75 ± 0.95 
11 22.38 ± 0.39 22.25 ± 1.69 22.65 ± 0.89 
15 23.20 ± 0.41 22.96 ± 1.44 23.31 ± 1.01 

 
Table 2 Influence of Feed Intake during LEM Intake 

 Feed intake (g) 
   Group 
Day    Control 0.5% LEM group 

(LEM contend) 
1% LEM group 
(LEM contend) 

1 2.98 ± 0.05 2.91 ± 0.03 (14.55 ± 0.15 mg) 3.18 ± 0.09 (31.80 ± 0.90 mg) 
3 3.15 ± 0.02 3.15 ± 0.05 (15.75 ± 0.25 mg) 3.21 ± 0.01 (32.10 ± 0.10 mg) 
6 3.09 ± 0.15 3.22 ± 0.02 (16.10 ± 0.10 mg) 3.19 ± 0.16 (31.90 ± 1.60 mg) 
9 3.14 ± 0.10 3.32 ± 0.16 (16.60 ± 0.80 mg) 3.41 ± 0.13 (34.10 ± 1.30 mg) 
11 3.14 ± 0.09 3.45 ± 0.17 (17.25 ± 0.85 mg) 3.54 ± 0.04 (35.40 ± 0.40 mg) 
14 3.17 ± 0.21 3.50 ± 0.29 (17.50 ± 1.45 mg) 3.30 ± 0.53 (33.00 ± 5.30 mg) 
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また、低酸素脳虚血マウスの体内酸化ストレス度に対する LEM の効果を血

中ヒドロペルオキシド濃度を指標とした d-ROMs テストにより測定した。

Control 群では、H/I 処置前（56.75 ± 8.34 U.CARR）に比べ、H/I 処置 24 時間後

の体内酸化ストレス度が有意に増大した（109.00 ± 16.79 U.CARR）。一方、0.5%、

1% LEM 両群の H/I 処置前の酸化ストレス度は、Control 群と差はなかったが、

H/I 処置 24 時間後の 1% LEM 群の酸化ストレス度は、Control 群よりも有意に

減少（77.00 ± 7.00 U.CARR）した。またデータは示さないが、擬似手術群であ

る Sham 群においては、擬似手術 24 時間後における体内酸化ストレス度の増

大は認められなかった（Fig. 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Effects of chronic intake of LEM on total plasma oxidative stress in the 

mice before H/I (open bar) and 24 hr after H/I (dotted bar) determined by 

d-ROMs test.  The data are represented as means ± S.D. from 4-7 mice in each 

group. ＊＊ P < 0.01 compared with each before H/I, paired t-test. † P < 0.05 

compared with the control group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s 

test. 
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低酸素脳虚血による脳障害に対する LEM の保護効果について、H/I 処置 24

時間後に Table 12（実験の部参照 p. 84）に示した六つの項目に沿って神経症状

を評価した。H/I 処置 24 時間後における Control 群（7.60 ± 1.95）の神経症状

スコアは、症状が全く認められなかった Sham 群（18.00 ± 0）と比べて有意に

低下した。これに対し、0.5% LEM（11.20 ± 2.77）および 1% LEM（15.00 ± 2.45）

群では、Control 群と比較して H/I 処置による神経症状の悪化が有意に抑制さ

れた（Fig. 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Effects of chronic intake of LEM on neurological score determined in the 

mice 24 hr after H/I. The neurological evaluations consisted of the five tests, 

spontaneous activity for 3 min, symmetry in the movement of left forelimb and hind 

limb, floor walking, response to vibrissae touch, and response to side stroking. The 

score for each mouse was the sum of all five individual test scores (Table 12). The 

maximum neurological score of a normal mouse with no deficit is 18. The data are 

represented as means ± S.D. from 4-7 mice in each group. ＊ P < 0.05 compared with 

the control group, Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney U test. 
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 次に、H/I 処置 24 時間後の脳を TTC 染色し、梗塞巣体積を測定した結果、

Sham 群の脳には梗塞は確認されなかったが、Control 群（31.94 ± 9.10%）では、

H/I 処置により右半球の皮質、線条体および海馬の広範囲に梗塞巣が形成され

た。0.5% LEM（15.88 ± 8.37%）および 1% LEM（9.98 ± 6.45%）群の梗塞巣の

形成は、皮質および線条体の一部分にのみ認められ、Control 群と比較して有

意に減少した（Fig. 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Effects of chronic intake of LEM on infarction volume in the mice brain 

determined in the mice 24 hr after H/I by TTC staining.  (A) Representative data 

of triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of sham operated, 

control H/I, H/I with chronic ingestion of LEM. Scale bar = 1 mm.  (B) The data are 

represented as means (% of control) ± S.D. from 4-7 mice in each group. ＊ P < 0.05, 
＊＊ P < 0.01 compared with the control group, one-way analysis of variance followed 

by Tukey’s test. 
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H/I 処置によって誘発された脳実質における O2
-産生に対する LEM の影響を

組織化学的に検討するため、マウス脳冠状切片の DHE 染色を行った。その結

果、Control 群では H/I 処置によって海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感

覚野に多数の DHE 陽性細胞が認められたが、LEM 摂取群では陽性細胞数が有

意に減少した（Fig. 6）。 

また、低酸素脳虚血によるアポトーシスに対する LEM の効果を免疫染色に

より評価した。 

 まず、H/I 処置によって誘発された脳細胞障害に対する LEM の保護効果を

HE 染色により検討した。その結果、Control 群では H/I処置によって海馬 CA1、

CA2 野および大脳皮質体性感覚野に濃縮染色された核を有する死細胞が多数

認められた。しかし、Control 群と比較し、0.5% LEM 群および 1% LEM 群に

おいては、死細胞数が有意に抑制された（Fig. 7）。 

さらに、神経細胞の細胞死に対する LEM の効果を TUNEL 染色により評価

した。その結果、Control 群では H/I 処置により海馬 CA1、CA2 野および大脳

皮質体性感覚野において多数の TUNEL 陽性細胞が認められたが、これと比較

し、LEM 群では TUNEL 陽性細胞数が有意に減少した（Fig. 8）。 

また、アポトーシスを促進するカスパーゼ系の活性化の指標として、Cleaved 

Caspase-3 の免疫染色を行い、陽性細胞数を測定した。Cleaved Caspase-3 陽性

細胞は、TUNEL 陽性細胞の分布とほぼ一致し、TUNEL 染色の結果と同様に

LEM 群では Control 群と比較し、陽性細胞数が有意に減少した（Fig. 9）。 
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Fig. 6 Effects of chronic intake of LEM on the level of superoxide production in 

the mice brain tissue determined 24 hr after H/I by DHE staining.  (A) 

Representative data of DHE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and 

CA2, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, 

control H/I, H/I with chronic LEM ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The values of 

fluorescence intensity of each group are represented as means ± S.D. (n = 4-7) relative 

to those of their respective sham groups. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 compared with 

the respective sham group. †† P < 0.01 compared with the respective control group, 

one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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Fig. 7 Effects of chronic LEM ingestion on the number of cell deaths in the 

hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex area of the 

mice brain determined 24 hr after H/I by HE staining.  (A) Representative data 

of HE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the 

somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, control H/I, 

H/I with chronic LEM ingestion. Scale bars = 500 and 50 µm.  (B) The data are 

represented as means ± S.D. from 4 mice in each group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 

compared with the respective control group, one-way analysis of variance followed by 

Tukey’s test. 
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Fig. 8 Effects of chronic intake of LEM on the number of TUNEL positive cells 

in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex area 

in the mice brain determined 24 hr after H/I by TUNEL staining.  (A) 

Representative data of TUNEL staining in the hippocampus, CA1, CA2 of the 

hippocampus, and the somatosensory area of the cortex from the mice of sham 

operated, control H/I, H/I with chronic LEM ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The 

data are represented as means ± S.D. from 4 mice in each group. ＊＊ P < 0.01 

compared with the respective control group, one-way analysis of variance followed by 

Tukey’s test. 
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Fig. 9 Effects of chronic intake of LEM on the number of cleaved caspase-3 

positive cells in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of 

the cortex in the mice brain determined 24 hr after H/I by immunostaining of 

cleaved caspase-3.  (A) Representative data of cleaved caspase-3 immunostaining in 

the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the 

cortex from the mice of sham operated, control H/I, H/I with chronic LEM ingestion. 

Scale bar = 50 µm.  (B) The data are represented as means ± S.D. from 4 mice in 

each group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 compared with the respective control group, 

one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 

Cortex

CA1

CA2

(A)
Sham Control 0.5% LEM 1% LEM

H/I

50 µm

∗∗

∗∗∗

∗∗

∗∗

∗∗

CortexCA1 CA2

0

20

40

60

80

100

C
le

av
ed

 c
as

pa
se

-3
 

Po
si

tiv
e 

C
el

ls
(%

)

(B)

Control
0.5% LEM
1% LEM

Cortex

CA1

CA2

(A)
Sham Control 0.5% LEM 1% LEM

H/I

50 µm

∗∗

∗∗∗

∗∗

∗∗

∗∗

CortexCA1 CA2

0

20

40

60

80

100

C
le

av
ed

 c
as

pa
se

-3
 

Po
si

tiv
e 

C
el

ls
(%

)

(B)

Control
0.5% LEM
1% LEM

Control
0.5% LEM
1% LEM

 



 18 

第 2 節：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する MAK の脳保護作

用 

 

糖尿病は、虚血性脳障害の危険因子の一つであり、脳梗塞の発症率と共に再

発率を上昇させることが知られている。特に、肥満を伴う 2 型糖尿病は、日本

の糖尿病患者数の約 95％を占めており、酸化ストレスを誘導する肥満や糖尿

病の併発は、脳障害を更に悪化させる点で問題視されている 16, 17)。 

霊芝には、非常に広範な生理作用に影響をおよぼす成分が含まれ、これまで

に薬理学的効果として免疫賦活作用 43)、抗腫瘍作用 44)など多くの報告がある。

霊芝菌糸を由来とする霊芝菌糸体培養培地抽出物（MAK）は、LEM に比べて

抗酸化活性が強く、すでに、正常マウスにおける虚血性脳障害に対して脳保護

作用が認められることが報告されている 15)。さらに、2 型糖尿病モデルマウス

に対して血糖上昇抑制効果を示し、インスリン抵抗性を改善することが明らか

となっている 20)。また、抗酸化作用を有していることも明らかになっており、

ストレプトゾトシン（STZ）によって誘導した 1 型糖尿病態モデルラットにお

いて、上昇した酸化ストレスを緩和し、中大脳動脈閉塞/再灌流（MCAO/Re）

処置による脳梗塞巣を顕著に減少させる 45)。しかし、2 型糖尿病モデルマウス

における虚血性脳障害に対するMAKの脳保護効果については明らかではない。 

Preparation Method of MAK 

 

 

 

 

 

 

そこで第 1 章、第 2 節では、肥満･2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害におけ

る MAK の脳保護作用について評価することを目的とした。 

実験の手順を Scheme 2 に示した。肥満・2 型糖尿病モデルマウスとして

KK-Ay/TaJcl 系雄性マウス（KK-Ay マウス）を用いた。H/I 障害モデルの作製は、
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第 1 節の正常マウスによる H/I モデル作製と同様な手技で行った。ただし、

KK-Ay マウスの場合は、H/I 処置による障害が重篤化して死亡率が高くなるた

め、低酸素負荷ガラス容器内の温度を 36.0℃に維持し、負荷時間を 20 分とし

た。 

Scheme 2 Experimental Protocol  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マウスの体重および摂取量に対する MAK の影響を測定した。MAK 1 g/kg 

body weight/day を 1 週間毎日経口投与した結果、MAK 群あるいは水を投与し

た Control のマウス群間で体重（Table 3）および摂食量（Table 4）に有意な差

は認められなかった。 
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Table 3 Influence of Mice Body Weight during MAK Intake 

Group 
Body weight (g) 

1 Day 4 Day 7 Day 
H/I 37.16 ± 1.28 37.78 ± 1.56 38.38 ± 1.46 

MAK+ H/I 37.00 ± 1.32 37.31 ± 1.34 37.57 ± 1.41 
Control-Sham 37.27 ± 1.66 37.52 ± 1.64 38.00 ± 1.65 
MAK-Sham 36.88 ± 1.02 37.46 ± 1.14 37.97 ± 1.25 

 
Table 4 Influence of Feed Intake during MAK Intake 

Group 
Feed intake (g) 

1 Day 4 Day 7 Day 
H/I 5.99 ± 0.80 6.37 ± 0.65 6.29 ± 0.57 

MAK+H/I 5.98 ± 0.68 6.05 ± 0.65 5.84 ± 0.63 
Control-Sham 5.93 ± 0.70 6.03 ± 0.52 6.40 ± 0.66 
MAK-Sham 6.18 ± 0.66 6.17 ± 0.62 6.06 ± 0.92 
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高血糖状態は、糖化による内在性抗酸化酵素の活性が低下すると共に糖化反

応に伴い活性酸素種の産生が増加する 46-48)。さらに、慢性的な酸化ストレスは

非酵素的抗酸化成分を枯渇させると考えられている 49, 50)。そこで、低酸素脳

虚血マウスの体内酸化ストレス度に対する MAK の効果を、血中ヒドロペルオ

キシド濃度を指標とした体内酸化ストレス度を d-ROMs テストにより測定し

た。MAK を投与した Sham 群では、低酸素負荷前は Control 群との間で差は認

められなかったが、低酸素負荷後は体内酸化ストレス度が有意に抑制された

（Fig. 10A）。H/I処置後では、水投与の Control 群では、H/I処置前（128.33 ± 23.94 

U.CARR）に比べ、H/I 処置 24 時間後（168.29 ± 27.46 U.CARR）の体内酸化ス

トレス度が有意に増大した。これに対して、MAK 群の H/I 処置前は Control

群との間で差はなかったが、H/I 処置 24 時間後（136.29 ± 36.31 U.CARR）では、

Control 群より有意に減少した（Fig. 10B）。 

 

Fig. 10 Effects of chronic intake of MAK on total plasma oxidative stress in the 

mice before H/I and 24 hr after H/I determined by d-ROMs test.  The data are 

represented as means ± S.D. from 8-21 mice in each group. ＊＊＊ P < 0.001 

compared with each before H/I, paired t-test. †† P < 0.01 compared with the control 

group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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H/I処置による脳障害に対するMAKの保護効果を、H/I処置24時間後にTable 

12（実験の部参照 p. 84）に示した六つの項目について神経症状を評価した。

その結果、Control-Sham 群、MAK-Sham 群では、神経症状の悪化は観察され

なかった。これに対して、H/I 処置により症状の悪化が認められたが、H/I 処

置 24 時間後における Control の水投与群（8.53 ± 5.06）と比較し、MAK 投与

群（15.25 ± 2.46）では神経症状の悪化が有意に抑制された（Fig. 11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 Effects of chronic intake of MAK (1 g/kg, p.o.) with neurological score 

determined in the mice 24 hr after H/I. The neurological evaluations consisted of 

five tests (Table 12).  The score for each mouse was the sum of all five individual 

test scores. The maximum neurological score of a normal mouse with no deficit is 18. 

The data are represented as means ± S.D. from 8-21 mice in each group. ＊ P < 0.05, 
＊＊＊ P < 0.001 compared with sham group, †† P < 0.01 compared with the control 

group, Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney U test. 
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また、脳障害に対する MAK の保護効果について、Rota-Rod テストを用いた

H/I 処置前後の運動機能を測定した。その結果、Control と MAK のそれぞれ

Sham 群との間で、低酸素負荷前後の運動機能に変化は認められなかった（Fig. 

12A）。一方、H/I 処置後の Control 群および MAK 群ともに 24 時間後の運動機

能が低下したが、Control 群（72.35 ± 70.66）と比べ、MAK 投与群（190.77 ± 67.53）

では、H/I 処置後の運動機能の低下が顕著に抑制された（Fig. 12B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 Effects of chronic intake of MAK assessed for balance and motor 

coordination assessed in the mice before H/I and 24 hr after H/I.  Sham group (A) 

and H/I group (B). The data are represented as means ± S.D. from 8-21 mice in each 

group. ＊＊＊ P < 0.001 compared with before H/I, paired t-test. † P < 0.05 compared 

with the control group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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次に、H/I 処置 24 時間後に摘出した脳を TTC 染色し、梗塞巣体積を測定し

た結果、Sham 群の脳には梗塞は確認されなかった。一方、水を投与した Control

群では、H/I 処置により右半球の皮質、線条体、および海馬など広範囲に梗塞

巣が形成された。これに対して、MAK を 1 週間投与した群における梗塞巣の

形成は皮質の一部分にのみ認められ、水投与群（30.90 ± 14.72%）と比較して、

MAK 投与群（8.65 ± 11.27%）では梗塞巣が有意に減少した（Fig. 13）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 Effects of chronic intake of MAK on infarction volume in the mice 

brain determined in the mice 24 hr after H/I by TTC staining.  (A) 

Representative data of triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of 

sham operated, control H/I, H/I with chronic ingestion of MAK (1 g/kg, p.o.). Scale 

bar = 1 mm. (B) The data are represented as means (% of control) ± S.D. from 

16-20 mice in each group. ††† P < 0.001 compared with the control group, one-way 

analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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H/I処置によって誘発された脳実質におけるO2
-産生に対するMAKの影響を

組織化学的に検討するために、マウス脳冠状切片を DHE 染色した。その結果、

Control 群では H/I 処置によって海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野

に多数の DHE 陽性細胞が認められたが、MAK 群では陽性細胞数が有意に減

少した（Fig. 14）。 

また、低酸素脳虚血による海馬 CA1、CA2、大脳皮質におけるアポトーシス

に対する MAK の効果を免疫染色により評価した。まず、H/I 処置によって誘

発された脳細胞障害に対する MAK の保護作用を HE 染色によって検討した結

果、Control 群の海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野に濃縮染色され

た核を有する細胞が多数認められたのに対して、MAK 投与群では Control 群

と比較し、その細胞数が有意に減少した（Fig. 15）。 

続いて、H/I 処置によって誘発される脳細胞の細胞死に対する MAK の抑制

効果を評価するため TUNEL 染色により評価した。その結果、Control 群では、

H/I処置によりペナンブラ領域の海馬CA1および大脳皮質体性感覚野に多数の

TUNEL 陽性細胞が認められたが、MAK 投与群では陽性細胞数が有意に減少

した（Fig. 16）。 

さらに、H/I 処置によって誘発された神経細胞のアポトーシスを促進するカ

スパーゼ系活性化の指標として、 Cleaved Caspase-3 の免疫染色を行い、陽性

細胞数を測定した。その結果、Cleaved Caspase-3 陽性細胞は、TUNEL 陽性細

胞と類似の分布を示し、TUNEL 染色の結果と同様に、Control 群と比較して

MAK 群では陽性細胞数が有意に減少した（Fig. 17）。 
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Fig. 14 Effects of chronic intake of MAK on the level of superoxide production 

in the mice brain tissue determined 24 hr after H/I by DHE staining.  (A) 

Representative data of DHE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and 

CA2, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, 

control H/I, H/I with chronic MAK (1 g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) 

The values of fluorescence intensity of each group are represented as means ± S.D. (n 

= 3-5) relative to those of their respective sham groups. ＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 

0.001 compared with control-sham group, † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the 

respective control group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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Fig. 15 Effects of chronic intake of MAK on the number of cell deaths in the 

hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex area of the 

mice brain determined 24 hr after H/I by HE staining.  (A) Representative data 

of HE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the 

somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, control H/I, 

H/I with chronic MAK (1 g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The data are 

represented as means ± S.D. from 5 mice in each group. †† P < 0.01 compared with 

the respective control group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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Fig. 16 Effects of chronic intake of MAK on the number of TUNEL positive 

cells in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex 

area in the mice brain determined 24 hr after H/I by TUNEL staining. (A) 

Representative data of TUNEL staining in the hippocampus, CA1 and CA2 of the 

hippocampus, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham 

operated, control H/I, H/I with chronic MAK (1 g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 

µm. (B) The data are represented as means ± S.D. from 5 mice in each group. †† P < 

0.01 compared with the respective control group, one-way analysis of variance 

followed by Tukey’s test. 
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Fig. 17 Effects of chronic intake of MAK on the number of cleaved caspase-3 

positive cells in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of 

the cortex in the mice brain determined 24 hr after H/I by immunostaining of 

cleaved caspase-3. (A) Representative data of cleaved caspase-3 immunostaining in 

the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the 

cortex area from the mice of sham operated, control H/I, H/I with chronic MAK (1 

g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The data are represented as means ± 

S.D. from 5 mice in each group. † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the respective 

control group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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第3節 本章の小括および考察 

 

本章では、虚血性脳障害に対して、強い抗酸化活性を有する菌糸体抽出物で

ある LEM と MAK の有効性について検討した。 

 

第 1 節：正常マウスの H/I 障害に対する LEM の脳保護作用 

正常（C57BL/6J）マウスにおいて、LEM の長期摂取は、H/I 処置による

体内酸化ストレス度の増大、神経症状の悪化や脳梗塞巣の増大を改善した。

さらに、脳組織での活性酸素種の産生を抑制し、脳細胞のアポトーシスを

抑制した。以上の結果から、LEM は正常マウスにおける低酸素脳虚血障

害に対して保護効果を示すことが明らかになった。 

 

第 2 節：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する MAK の脳保護

作用 

肥満・2 型糖尿病（KK-Ay）マウスにおいて、MAK の経口投与は、H/I

処置による体内酸化ストレス度の増大や神経症状、運動機能障害を改善し、

脳梗塞巣体積を減少させた。さらに、脳組織での活性酸素種の産生を低下

させるとともに、アポトーシスを抑制した。以上の結果から、MAK は肥

満・2 型糖尿病マウスにおける低酸素脳虚血障害に対して保護効果を示す

ことが明らかになった。 

 

本章の結果から、抗酸化作用を有する菌糸体抽出物の長期摂取は、H/I 処置

による脳障害に対して予防あるいは保護に有効であることが明らかになった。

しかし、これら菌糸体抽出物による脳保護作用メカニズムと抽出物中の活性本

体については、十分に明らかにされていない。 

本研究では菌糸体抽出物の脳保護作用メカニズムの解析と抗酸化作用を指

標とした活性本体を探索することも目的の一つとしている。そこで、MAK の

抗酸化活性が LEM より強いことから、以降の研究は MAK に関して検討する

こととし、第 2 章で MAK の H/I 障害に対する脳保護作用様式を、第 3 章で
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MAK 中の有効成分を探索・同定することにした。 
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第2章 肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する MAK

の脳保護作用メカニズムの解析 

 

虚血性脳障害の発現には、虚血または再灌流時に増大する酸化ストレスを原

因としてアポトーシス関連因子、炎症性関連因子、神経栄養因子、神経成長因

子などが複雑に関与する。また、酸化ストレスの増加を伴う肥満や糖尿病の併

発は、脳障害を更に悪化させ、その一因に小胞体（ER）ストレスが関与する

ことが報告されている。ER ストレスは、低酸素や酸化ストレスなどにより誘

導され、糖尿病や肥満は酸化ストレスを増加する危険因子でもある 51-55)。また、

肥満は ER ストレス負荷状態をもたらし、2 型糖尿病を進行させることから 56)、

近年 2 型糖尿病マウスで虚血性脳障害が悪化するメカニズムに、ER ストレス

が重要な役割を果たす可能性が示されたが 57)、その詳細なメカニズムは現在

まで明らかになっていない。また、MAK は、肥満・2 型糖尿病マウスにおけ

る H/I 障害に対して保護効果を示したが、その作用メカニズムについても明ら

かになっていない。 

そこで本章では、肥満を伴う 2 型糖尿病の虚血性脳障害の悪化に ER ストレ

スが関与すると仮定し、その詳細なメカニズムについて解析するとともに

MAK による保護作用の一つに ER ストレス抑制が寄与しているか否かを検討

することにした（Fig. 18）。 

 

  

 

  

 

 

 

Fig. 18 ER stress augmentation of the ischemia brain injury associated with 

comorbid type 2 diabetes and accompanying obesity mice. MAK will be effected at 

an earlier time point in the development of the oxidative stress injury. 
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第1節 H/I 障害のメカニズムと H/I 障害メカニズムにおける MAK の作用 

様式 

 

小胞体は、膜蛋白質や分泌蛋白質などの本来の立体構造を形成する機能を担

っている。一方、酸化ストレスなどの細胞外からの刺激は、異常な蛋白質が小

胞体に蓄積させ、機能障害を起こし小胞体ストレスを誘起する。細胞はその障

害を回避し、恒常性を維持するため、細胞防御の機構を誘導する[ER ストレス

応答 (UPR)]。Fig. 19 に示すように、小胞体膜には PERK、ATF6、IRE1 の 3 つ

のセンサー蛋白質があり、小胞体内に蓄積した異常蛋白質を感知する。いずれ

も正常時では GRP78 などの小胞体膜内シャペロン蛋白質と結合して不活性状

態で存在するが、ER ストレス下では unfolding または異常 folding の蛋白質が

増加すると GRP78 などの小胞体分子シャペロンが蛋白質の foldingに駆り出さ

れ解離し、センサー蛋白質が活性化して次の 3 つの経路を介してそれぞれ下流

へとシグナルを伝達する。①PERK 経路は、新規蛋白質の翻訳を抑制すること

で、小胞体内にさらなる変性蛋白質合成を抑制する。②ATF6 経路は、折りた

たみを助ける分子シャペロン遺伝子の発現を誘導する。③IRE1 経路は、変性

蛋白質を小胞体外で除去・分解する などのストレス応答を生じる。しかし、

変性蛋白質が過剰に蓄積し、小胞体ストレスが細胞の回避機能を超えるとアポ

トーシスが誘導され、神経変性疾患など様々な疾患の原因となることが知られ

ている。 

そこで第 1 節では、ATF6 を介したシャペロン蛋白質遺伝子発現誘導経路が

虚血性脳障害に関与すると仮定して検討することにした。 
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Fig. 19 ER stress and the unfolded protein response (UPR) 

Stress to the ER stimulates the activation of the three endoplasmic reticulum (ER) 

stress receptors, PKR-like ER kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6) 

and inositol-requiring enzyme 1 (IRE1) that are involved in the unfolded protein 

response (UPR). In this study, we pay attention to the ATF6 pathway associated with 

the ischemic brain injury pathway. 
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  まず、ATF6 のシグナル伝達経路と詳細な脳保護作用経路を推定する上で、

脳障害のメカニズムを明らかにするために有用な知見となるWangらの肝臓で

の ER ストレス経路 58)を Fig. 20 に示した。空腹時の肝臓では、転写因子 CREB

が CREB の転写補助因子 CRTC2 と相互作用することによって糖新生遺伝子の

発現が促進して血糖値が上昇する 59, 60)。一方、肥満状態では肝臓での糖新生

が増加するが、その理由としてインスリン抵抗性を亢進する ER ストレスの慢

性的な上昇によると報告されている 61)。しかし、急激な ER ストレス下では、

転写因子 ATF6 は、CRTC2 との相互作用を介して小胞体品質管理遺伝子群の

発現を促進する一方で CREB-CRTC2 の相互作用が低下し、糖新生遺伝子の発

現が減少して、肝臓からの糖放出を抑制することで血糖値が低下するものと考

えるものである 58)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 Role of ER stress in hepatic associated with transcription factor CREB and 

ATF6: CREB coactivator CRTC2 links hepatic ER stress and fasting gluconeogenesis.  
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KK-Ay マウスにおける H/I 処置前後の血糖値の変化を、Fig. 21 に示した。平

常時と比べ、手術による血流が減少する過程では、麻酔や手術などの影響によ

る自律神経の興奮によって一過性に血糖上昇が認められたが、手術 3 時間後の

低酸素負荷前では血糖値はほぼ正常値まで回復していた。続いて、H/I 処置後

の血糖値は、低酸素負荷前と比べて低酸素負荷直後から有意な低下が認められ、

麻酔と血管の剥離のみを行った non-H/I 処置群（血管の閉塞や低酸素負荷をし

ない群）と比べて顕著に低下した。この血糖値の低下は、Fig. 20 に示した肝臓

で報告された機序から判断して、H/I 処置による急激な ER ストレスが誘導さ

れたものと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 Blood glucose level assessed in KK-Ay before and after H/I. The data are 

represented as means ± S.D. from 22 mice in each group. ＊ P < 0.05, ＊＊P < 0.01 

compared with before hypoxia, paired t-test. †† P < 0.01, ††† P < 0.001 compared with 

the respective non-H/I group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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およびこの相互作用に依存した脳障害に関する報告はない。 

そこで、H/I 処置による ER ストレスと脳障害との関連について検討するこ
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とにした。Fig. 22 では、H/I 処置による脳障害メカニズムの仮説（Ⅰ）を示し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 Hypothesis (Ⅰ): Mechanism of the hypoxia-ischemia brain injury in 

obesity and type 2 diabetic mice and protective effect of MAK underlying this 

mechanism. 

 

脳において転写因子 CREB は、CRTC2 との相互作用によって、神経栄養因

子 Bdnf、抗アポトーシス因子 Bcl-2 などの保護因子を誘導する。H/I 処置によ

る急激な ER ストレスは、小胞体膜蛋白質であり ER ストレスセンサーの ATF6

が活性化して核内に移行し、CRTC2 と結合して小胞体品質管理遺伝子群のシ

ャペロン蛋白質の発現を促進する。同時に、CREB と CRTC2 の相互作用を低

下させ、CREB によって誘導される Bdnf や Bcl-2 などの保護因子の発現が減少

して脳障害が進行すると考えられる。特に、ミトコンドリアでは、抗アポトー

シス因子 Bcl-2 の減少によってアポトーシス促進因子 Bax とのバランスが崩れ

機能障害が生じてアポトーシスが誘導される。 

このような機序のもとで、MAK の脳保護作用は、脳障害の早期段階の ER
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ストレスを抑制するためではないかと考え調査することにした。まず、KK-Ay

マウスの H/I 処置 24 時間後に採取した脳皮質のペナンブラ領域を用いて、ER

ストレスによって誘導されるシャペロン蛋白質 Hsp70 の発現量を Real Time 

RT-RCR 法により解析した。H/I 処置によって Control および MAK の両群にお

いて Sham 群と比べて、Hsp70 の発現が有意に増加した。さらに、ER ストレ

スのマーカーでアポトーシス促進因子 Chop の遺伝子発現は、 Sham 群と比べ

て H/I 処置 24 時間後において変化は認められなかったが、H/I 処置 6 時間後の

早期に一過性に発現が増加した。一方、MAK 群では Chop の発現が低下する

傾向が認められ、H/I 処置による ER ストレスの増大を MAK が抑制すると考

えられた（Fig. 23）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23 Expression levels of ER stress-related factors in the brain of penumbral 

cortex after H/I determined by Real Time RT-PCR analysis. The data are 

normalized to β-actin and are expressed as means ± S.D. (n = 6-7) relative to the 

sham-control group. ＊＊＊ P < 0.001 compared with control-sham group, one-way 

analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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導される Bdnf および Bcl-2 の遺伝子発現量の変化を Real Time RT-PCR 法によ

り検討した。その結果、抗アポトーシス因子である Bcl-2 の発現量は、Sham
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かった。一方、アポトーシス促進因子 Bax の発現量に大きな変化が認められな

かったことから、Bcl-2 と Bax の発現量の比は、Sham 群と比べて H/I 処置群で

Bcl-2/Bax 比が有意に減少し、アポトーシスが亢進していると考えられた。こ

れに対して、MAK 群では、Sham 群と同レベルに維持されていた（Fig. 24A, C, 

D）。また、Bdnf 遺伝子の発現量を検討した結果、H/I 処置 24 時間後、その発

現量が有意に減少したが、MAK 群ではその低下が抑制されていた（Fig. 24B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 Expression levels of the transcription factor CREB induced factors  

(A) Bcl-2 and (B) Bdnf and (C) Bax mRNA in the brain of penumbral cortex 

after H/I determined by Real Time RT-PCR analysis.  (D) Show the relation of 

Bax (an apoptosis promoter) to Bcl-2 (an apoptosis inhibitor) mRNA ratio. The data 

are normalized to β-actin and are expressed as means ± S.D. (n = 5-7) relative to the 

control-sham group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 compared with control-H/I group, † P 

< 0.05, ††† P < 0.001 compared with the control-sham group, one-way analysis of 

variance followed by Tukey’s test. 
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第 2 節：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害の悪化メカニズムの解析 

 

肥満・2 型糖尿病マウスの H/I モデルにおける脳障害の悪化には、ER スト

レスの関与が重要な役割を果たすと考え、そのメカニズムをさらに詳細に解析

するために仮説（Ⅱ）を示した（Fig. 25）。 

正常マウスでは、H/I 処置によって ER ストレスが誘導され、CRTC2 と CREB

の相互作用が減少し、BDNF や Bcl-2 の減少により脳障害が悪化する。一方、

CRTC2 は転写因子 ATF6 との相互作用により、HSP70 の発現が増加するため

脳障害が抑制されると考えられる。 

一方、肥満・2 型糖尿病では、平常時から慢性的な ER ストレス状態である

ことから、推測①：H/I 処置時に急激な ER ストレスが誘発する。その結果、

BDNF や Bcl-2 が正常マウスと比べて急激に低下し、脳障害がさらに悪化する。

推測②：急激な ER ストレスに応じて HSP70 の発現も増加するはずであるが、

KK-Ay マウスではその発現量が低下している知見が得られており、これが脳障

害を悪化させる原因の一つであると考えられる。Hsp70 遺伝子発現の低下は、

ATF6 量の減少によるものと考え、その理由は、肥満･2 型糖尿病態では平常時

から慢性的な ER ストレス状態となり、小胞体膜の ATF6 を核内に移行してシ

ャペロン蛋白質を供給し続ける。そのため、小胞体膜の ATF6 は欠乏状態とな

り、急激な ER ストレスに応答できる量が確保できないことから、シャペロン

蛋白質遺伝子群の誘導が困難になると考えるものである。 

仮説（Ⅱ）を証明するため、C57BL/6J マウスと KK-Ay マウスを用いて検討

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 Hypothesis (Ⅱ): The aggravating mechanism of the hypoxia/ischemia (H/I) 

brain injury in obesity and type 2 diabetes mice. 
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H/I 処置 24 時間後に摘出した脳の梗塞巣体積は、C57BL/6J マウス（2.00 ± 

2.00）と比較して KK-Ay マウス（28.50 ± 13.45）では著しく悪化し、広範囲に

梗塞の形成が観察された（Fig. 26）。この結果から、正常マウスに比べて肥満・

2 型糖尿病マウスで、脳障害が悪化することが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 Infarction volume in the C57BL/6J and KK-Ay mice brain determined 

in the mice 24 hr after H/I by TTC staining. (A) Representative data of 

triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of H/I treatment. Scale 

bar = 1 mm.  (B) The data are represented as means (% of control) ± S.D. from 4-20 

mice in each group. ††† P < 0.001 compared with the normal C57BL/6J group, 

one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 

 

そこで、未処置の C57BL/6J マウスと KK-Ay マウスの平常時のパラメータを

測定した。その結果、C57BL/6J マウスと比べて、肥満・2 型糖尿病の KK-Ay

マウスの体重（約 1.65 倍）と血糖値（約 3.11 倍）は有意に増加していた。ま

た、体内酸化ストレスは、C57BL/6J マウス（57.80 ± 9.86）と比べて KK-Ay（128.33 

± 23.94）で約 2.3 倍高かった（Fig. 27）。 
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Fig. 27 At the normal time, measurement of physiological characteristic 

parameters in C57BL/6J and KK-Ay mice. (A) Body weight and (B) blood 

glucose were measured at 9 weeks old. (C) Level of total plasma oxidative stress 

determined by d-ROMs test. The data are represented as means ± S.D. from 6-20 mice 

in each group. ††† P < 0.001 compared with the normal C57B/6J mice, one-way 

analysis of variance followed by Tukey’s test. 

 

ER ストレスは、低酸素や酸化ストレスなどにより生じ、さらに、肥満は

ER ストレスを増大することが報告されていることから、KK-Ay マウスでは平

常時から ER ストレス状態下にあると考えられる。そこで、平常時の ER スト

レス状態を評価するため、ER ストレスマーカーの Grp78 と Chop の遺伝子発

現量を Real Time RT-PCR 法により測定した。その結果、平常時の KK-Ay マウ

スでは、C57BL/6J マウスと比べ Grp78（約 1.46 倍）と Chop（約 1.4 倍）の遺

伝子発現が有意に増加していた（Fig. 28A, B）。また、ER ストレスによって転

写因子 CHOP の発現が誘導されることから、CHOP の活性化状態を評価するた

めに、脳の核抽出液中の CHOP 量を解析した。その結果、正常マウスと比べ

て KK-Ay マウスで CHOP 量が約 2.5 倍増加していた。これらのことから、KK-Ay

マウスは慢性的な酸化ストレス状態であると共に、平常時から慢性的な ER ス

トレス状態であると考えられた（Fig. 28C）。 
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Fig. 28 At the normal time, expression levels of ER stress related factors (A) 

Grp78, (B) Chop mRNA and (C) CHOP protein in the brain of cortex time 

determined in C57BL/6J and KK-Ay mice by Real Time RT-PCR and Western 

blot analysis. Regarding the mRNA analysis, the data are normalized to β-actin and 

are expressed as means ± S.D. (n = 6) relative to the normal C57BL/6J mice non-H/I 

group. † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the normal C57BL/6J mice non-H/I 

group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. Representative Western 

blot of CHOP in cytoplasm and nucleus extracts from the C57BL/6J and KK-Ay mice 

cortex. 

 

さらに、障害が悪化する原因として、推測①の H/I 処置による急激な ER ス

トレスであることを示すために、ER ストレスによって発現が低下する保護因

子 Bcl-2 と Bdnf について検討した。その結果、H/I 処置によって C57BL/6J マ

ウスでは、Bcl-2 と Bdnf の両因子の発現が低下する傾向を示し、KK-Ay マウス

では、保護因子の発現が両者ともに顕著に低下（約 59%）していた（Fig. 29）。 
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Fig. 29 Expression levels of the transcription factor CREB induced factors (A) 

Bcl-2 and (B) Bdnf mRNA in the brain of penumbral cortex after H/I determined 

by Real Time RT-PCR analysis. The data are normalized to β-actin and are 

expressed as means ± S.D. (n = 6) relative to the normal C57BL/6J mice non-H/I 

group. ＊＊ P < 0.01 compared with KK-Ay mice non-H/I group, one-way analysis of 

variance followed by Tukey’s test. 

 

さらに、推測②にもとづいて ATF6 の減少による HSP70 の発現低下を確認

するため、H/I 処置 24 時間後の Hsp70 の発現量を比較した。その結果、H/I 処

置後の C57BL/6J マウスでは、Hsp70 発現が 30 倍程度増加した。一方、KK-Ay

マウスでは H/I 処置による Hsp70 の発現が 2 倍程度の増加に過ぎず、C57BL/6J

マウスに比べ約 10 分の 1 程度と著しく低いことから、これが脳障害悪化の原

因と考えられた。また、注目すべきは、平常時（non-H/I）の Hsp70 発現量は、

C57BL/6J マウスと比べて KK-Ay マウスで 2 倍程度発現が上昇している点であ

った（Fig. 30A）。 

 ATF6は、小胞体に埋め込まれ恒常的に発現している膜結合性転写因子（90 

kDa）であり、小胞体ストレス下では小胞体内に高次構造の異常な蛋白質の蓄

積がシグナルとなって、本蛋白質の部分的な分解で活性化する。つまり、小胞

体ストレス膜から遊離した細胞質側の転写因子領域（50 kDa）が核へ移行し、
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主として標的遺伝子シャペロン蛋白質などの転写を誘導すると考えられてい

る。そこで、ATF6の活性化状態をWestern blotにより解析した。その結果、平

常時と比べて、H/I処置後では、核内のATF6が増加し、さらに、平常時の核内

では、正常マウスに比べ、KK-AyマウスでATF6が約4倍増加していた。また、

平常時の細胞質のATF6は、正常マウスに比べて、KK-Ayマウスですでにその存

在量は極めて少ないことが確認できた（Fig. 30B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30 (A) Expression levels of ER quality control genes Hsp70 mRNA in the brain 
of penumbral cortex after H/I determined by Real Time RT-PCR analysis. The data 
are normalized to β-actin and are expressed as means ± S.D. (n = 6-7) relative to the 
KK-Ay mice non-H/I group. ＊ P < 0.05, ＊＊＊ P < 0.001 compared with their 
respective normal mice groups, †† P < 0.01, ††† P < 0.001 compared with their 
respective non-H/I groups, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test.  
(B) ATF6 protein in the brain cortex at the normal time and nuclear translocation after 
the H/I in C57BL/6J and KK-Ay mice. Representative Western blot of inactive AFT6 
(90 kDa) in cytoplasm extract and the transcriptionally active ATF6 (50 kDa) in the 
nucleus extract. 
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第3節  本章の小括および考察 

 

第 1 節：H/I 障害のメカニズムと H/I 障害メカニズムにおける MAK の作用

様式  

肥満・2 型糖尿病における低酸素脳虚血障害には、ER ストレスが関与

し、仮説（Ⅰ）の経路に沿ってアポトーシスが誘導される可能性が示唆さ

れた。  

 

第 2 節：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害の悪化メカニズムの解析 

① 肥満・2 型糖尿病態における脳障害の悪化 

・正常（C57BL/6J）マウスと比べ、肥満・2 型糖尿病（KK-Ay）マウス

で脳障害が著しく悪化することが確認できた。 

 

② 仮説（Ⅱ）：脳障害の悪化における慢性的な ER ストレスの関与  

 ・肥満・2 型糖尿病マウスの体内酸化ストレスは正常マウスに比べて約

2.3 倍高く、平常時から慢性酸化ストレスや ER ストレスが亢進してい

る可能性が示唆された。 

 

 ・推測①の通り、H/I 処置時に Bcl-2 や Bdnf などの神経細胞保護因子の

発現が、正常マウスに比べて急激に減少した。 

 

 ・推測②の通り、H/I 処置後、シャペロン蛋白質遺伝子群の発現量が正

常マウスに比べて少ないことから、慢性 ER ストレスにより ATF6 が

欠乏状態となり、ストレスに対応できる量のシャペロンが確保できな

い可能性が示唆された。 

 

本章の結果から、肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害には、仮説（Ⅰ）

の ER ストレス経路を経由する可能性が示唆された。これに対して、MAK

は酸化ストレスの軽減と共に ER ストレスを減少させ、脳障害を軽減すると
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考えられる。また、脳障害の悪化には、仮説（Ⅱ）の慢性的な ER ストレス

が起因していると考えられた。 

第 1 章および第 2 章により、MAK は虚血性脳障害による酸化ストレスの

みならず ER ストレスを軽減して脳障害を軽減する可能性が示唆されたが、

活性本体は明らかになっていないため、第三章でその活性成分の探索を行う

ことにした。 
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第3章  抗酸化活性を指標とした MAK 中の活性成分の探索と同定  

 

MAK は、H/I 処置による体内酸化ストレスの増加を抑制し、脳梗塞巣体積

を顕著に減少させた。また、虚血ペナンブラ領域において活性酸素種の産生を

抑制し、脳細胞のアポトーシスを抑制した。これらのことから、MAK の持続

的な摂取は H/I 処置による酸化ストレスを軽減させることにより、脳障害を軽

減する可能性が強く示唆された。 

しかし、MAK 中の活性成分は明らかではないことから、本章では、抗酸化

活性を指標とした MAK 中の有効成分を探索・同定することを目的とした。  

 

第 1 節：活性成分の探索および同定 

 

 実験概要を Scheme 3 に示した。MAK の抗酸化作用がどの成分によるもので

あるかを明らかにするため、分子ふるいフィルターを用いて A～F の 6 つに分

画し、各画分の含有量と抗酸化活性を測定した。抗酸化活性は、ラジカルであ

る DPPH フリーラジカル消去能とスーパーオキシドアニオン（O2
-）消去能か

らそれぞれ各画分の 50％消去能（EC50）あるいは 50%阻害濃度（IC50）を算出

した。また、各画分の含有率からMAK中の抗酸化寄与率を算出して評価した。 

Scheme 3 Experimental Overview 
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まず、分子量 3 kDa 以下の低分子画分 A から分子量 100 kDa 以上の高分子画

分 F までを調製し、各画分の含有量を測定した。その結果、低分子画分の含有

率が 74.68％と最も高かった（Table 5）。 

Table 5 Content of Each Fraction 
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Fig. 31 Antioxidant activities and contribution ratio in MAK of each fraction 
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そこで、活性成分の同定を行うにあたり、低分子の含有量（74.68%）が最も

多いことなどから、本研究では、分子量が 3 kDa 以下の低分子画分（3 K と略）

から抗酸化活性成分を探索することにした。 

まず、3 Kの抗酸化活性成分の探索を行う前に、活性成分の極性と共に酸性、

中性、塩基性の判別、酸、アルカリに対する安定性を確認するために予備実験

を行った。Fig. 32 にその流れを示した。50 mL チューブ 5 本に 3 K のサンプル

各 40 mg を水に溶解した後、各チューブに水より極性が低い有機溶媒を加え、

水層と有機溶媒層を得た。それぞれの極性によって分画した水層と有機溶媒層

を同濃度に調製してラジカル消去能を測定し、その結果を Fig. 33 の (A) と

(B) に示した。また、分画前の 3 K の抗酸化能を 100%として換算し直し、2

つに分割した水層と有機層の抗酸化寄与率を (A') と (B') に示した 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32 Preliminary examination 
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その結果、Fig. 33 に示すように①MAK の抗酸化作用は、単一の成分による

ものではなく、複数の成分による作用であった。②有機層より水層の部分で抗

酸化能が強いことから、抗酸化活性成分は極性の高いものと判断された。③酸

性の官能基を持つ成分である可能性が示唆された。④酸性、塩基性溶媒で活性

成分が変化する可能性が推測された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33 Result of preliminary experiment 
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予備実験の結果を踏まえ、3 K の抗酸化活性成分の探索を行った。分画は、

各画分の含有量、抗酸化寄与率を評価しながら行った。詳細な分画方法を実験

の部に示し、全体の流れを Fig. 34 に示した。まず、加圧濾過装置によって 3 K

を大量に分画し、実験に用いた。DIAION HP-20 カラムによって分画し、抗酸

化寄与率が 63％である 100％ MeOH 溶出物を用いてさらに分画した後、逆層

カラム ODS の MPLC を用いて分画し、得られた画分中の抗酸化寄与率が高い

画分 B と C に絞って探索を行った。 

 まず、画分 B を逆層カラムと順層カラムの MPLC で分画し、Compound 1、

Compound 2 の 2 つの成分を混合物として得た。また、強い抗酸化寄与率が認

められたものの、今回単一成分の同定には至らなかった Fr. B-5-4 と B-5-5 につ

いては、今後の検討課題とした。また、画分 B の次に寄与率が高かった画分 C

を逆層カラムで分画し、抗酸化寄与率の高い画分 2 から Compound 3 と

Compound 4 の計 4 成分を混合物として分離した。 
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Fig. 34 Fractionation procedure of MAK 
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単離した化合物は MS-EI、MS-FAB、 1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、

DEPT（13C）、HMQC、HSQC、HMBC 各種スペクトルを組み合わせて分析し、

文献値およびデータベース 62)のデータと比較することにより同定した。 

同定した 4 成分について成分名、分子量、分子式、構造式を Table 6 に示し

た。分画のフローチャートと各画分の含量（ｇ）、含有率（％）、抗酸化寄与率

（％）については Fig. 34 に示した。MAK 中に同定された 4 つの成分は新規化

合物ではなかったものの、これら成分の存在について初めて明らかにできた。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 6 Compound Information 

  Chemical name 
Molecular 

weight 
Molecular 
formula 

Structural formula 

Compound 1 
Adenosine 

（アデノシン） 
267.2 C10H13N5O4 

9-β-d-arabinofuranosyladenine 

 

Compound 2 
Nicotinamide 

（ニコチン酸アミド） 
122.12 C6H6N2O 

3-pyridinecarboxamide

 

Compound 3 
Vanillic acid 

（バニリン酸） 
168.1 C8H8O4 

4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid 

 

  

Compound 4 
Syringic acid 
（シリンガ酸） 

198.17 C9H10O5 

4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid 
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第 2 節：同定された成分の活性評価 

 

まず、MAK 中に同定された 4 成分について抗酸化活性を評価した。その結

果、同濃度に調製して DPPH フリーラジカル消去能を比較した場合、バニリン

酸とシリンガ酸は同濃度の MAK と比較して、抗酸化能が強いことが認められ

た。しかし、アデノシンとニコチン酸アミドには消去能は認められなかった。 

また、同一モル濃度下で比較した結果も同様にバニリン酸とシリンガ酸とも

に抗酸化活性が見られたが、アデノシンとニコチン酸アミドには認められなか

った（Fig. 35）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 35 Antioxidant activities of four components identified from MAK  
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霊芝の生理活性に関するこれまでの研究では、おもに子実体およびその抽出

物を用いたものが大部分であるが、通常、子実体の発生までには相当な時間が

必要であり、その摘み取り地域や時期による成分含量のばらつき、或いは抽出

率が一定でないこと、さらにはカビなどの微生物の汚染を受けやすいことなど

の欠点がある。一方、MAK は霊芝菌糸体のみの無菌的な培養によって得られ

たものであり、培養条件をコントロールしやすく、安定した品質を維持できる

ことが特徴である。 

そこで、抗酸化活性が認められたシリンガ酸とバニリン酸の含有量を

LC/MS によって測定した結果を Table 7 に示した。その結果、シリンガ酸とバ

ニリン酸は、培地のみからの抽出物と比べMAKと子実体共に含有量が増加（シ

リンガ酸は約 2.4 倍～3 倍、バニリン酸は約 5 倍）しており、子実体と比べ

MAK は 3.5 ヶ月の培養でほぼ同程度の量が含まれていることが明らかになっ

た。 

 

 

Table 7 Content of Syringic Acid and Vanillic Acid 

0.28 0.0050.048Ganoderma Lucidum mycelia

10.0170.171Culture medium
(for 3.5 months without mycelia)

1 0.0210.212Culture medium 
(for 3.5 months without mycelia)

0.25 0.0050.052Ganoderma Lucidum mycelia

5.08 0.0870.868MAK
(grown for 3.5 months with Ganoderma Lucidum mycelia)

2.41 0.0510.511MAK
(grown for 3.5 months with Ganoderma Lucidum mycelia)

4.960.0850.848Ganoderma Lucidum fruit body

Times
(Culture medium extract content 

for a basis of comparison )

Content rate (%)Content (mg) /
1 g extractExtract

Vanillic Acid
3.04 0.0640.644Ganoderma Lucidum fruit body

Times
(Culture medium extract content 

for a basis of comparison )
Content rate (%)Content (mg) /

1 g extractExtract

Syringic Acid 

0.28 0.0050.048Ganoderma Lucidum mycelia

10.0170.171Culture medium
(for 3.5 months without mycelia)

1 0.0210.212Culture medium 
(for 3.5 months without mycelia)

0.25 0.0050.052Ganoderma Lucidum mycelia

5.08 0.0870.868MAK
(grown for 3.5 months with Ganoderma Lucidum mycelia)

2.41 0.0510.511MAK
(grown for 3.5 months with Ganoderma Lucidum mycelia)

4.960.0850.848Ganoderma Lucidum fruit body

Times
(Culture medium extract content 

for a basis of comparison )

Content rate (%)Content (mg) /
1 g extractExtract

Vanillic Acid
3.04 0.0640.644Ganoderma Lucidum fruit body

Times
(Culture medium extract content 

for a basis of comparison )
Content rate (%)Content (mg) /

1 g extractExtract

Syringic Acid 
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一方、抽出物の回収量からシリンガ酸とバニリン酸の回収量を換算し、Table 

8 に示した。その結果、菌が繁茂した状態で培地ごと粉砕して得られた MAK

中のシリンガ酸量は、培地のみからの抽出物に比べて 3.02～3.41 倍、バニリン

酸は 6.36～7.18 倍多く含有することが明らかになった。 

続いて、シリンガ酸とバニリン酸の抗酸化活性を DPPH フリーラジカル消去

能（EC50）により評価し、positive control として脳保護薬のエダラボン

（Edaravone; ラジカル消去薬）、ビタミンC、ビタミンEと比較した結果をTable 

9 に示した。その結果、シリンガ酸はバニリン酸より強い抗酸化活性を示した。

また、エダラボンの作用を 1 とした場合、シリンガ酸の抗酸化能はビタミン E

より約 6 倍強く、ビタミン C より若干弱いものの、脳梗塞急性期の治療薬と

して使用されているエダラボンに匹敵していることが明らかとなった。 

 

Table 8 Recovery Rate of Syringic Acid and Vanillic Acid 

6.36～7.1818.749 ± 1.12821.60 ± 1.300.868MAK 
(culture medium of Ganoderma Lucidum mycelia)

12.77016.200.171Culture medium
(grow for 3.5 months without mycelia)

Times
(Culture medium extract content

for a basis of comparison ) 

Content (mg) /
one culture medium extract

Extracted volume (g)/
one culture medium

Content (mg)/
1 g extract  Extract

3.02～3.4111.038 ± 0.66421.60 ± 1.300.511MAK 
(culture medium of Ganoderma Lucidum mycelia)

13.43416.200.212Culture medium
(grow for 3.5 months without mycelia)

Times
(Culture medium extract content

for a basis of comparison ) 

Content (mg) / 
one culture medium extract

Extracted volume (g)/
one culture medium

Content (mg)/
1 g extract  Extract

6.36～7.1818.749 ± 1.12821.60 ± 1.300.868MAK 
(culture medium of Ganoderma Lucidum mycelia)

12.77016.200.171Culture medium
(grow for 3.5 months without mycelia)

Times
(Culture medium extract content

for a basis of comparison ) 

Content (mg) /
one culture medium extract

Extracted volume (g)/
one culture medium

Content (mg)/
1 g extract  Extract

3.02～3.4111.038 ± 0.66421.60 ± 1.300.511MAK 
(culture medium of Ganoderma Lucidum mycelia)

13.43416.200.212Culture medium
(grow for 3.5 months without mycelia)

Times
(Culture medium extract content

for a basis of comparison ) 

Content (mg) / 
one culture medium extract

Extracted volume (g)/
one culture medium

Content (mg)/
1 g extract  Extract

Syringic Acid

Vanillic Acid

  
 

 

(Edaravone for a 
basis of comparison) (mM)(mg/mL)Mw (g/L) Sample

Times DPPH radical scavenger
(EC50)

0.160.2660.114430.7Vitamin E

1.720.0250.004176.13Vitamin C

0.050.8090.136168.1Vanillic acid

1.350.0320.006198.17Syringic acid

10.0430.008174.2Edaravone

(Edaravone for a 
basis of comparison) (mM)(mg/mL)Mw (g/L) Sample

Times DPPH radical scavenger
(EC50)

0.160.2660.114430.7Vitamin E

1.720.0250.004176.13Vitamin C

0.050.8090.136168.1Vanillic acid

1.350.0320.006198.17Syringic acid

10.0430.008174.2Edaravone

 

Table 9 Scavenging Effect of the Free Radical 
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第 3 節 本章の小括および考察 

 

第 1 節：活性成分の探索および同定 

分子サイズによる分画から、MAK 中には抗酸化活性成分が複数含まれ

ていることが明らかになった。特に、3 kDa 以下の低分子と 100 kDa 以上

の高分子画分の抗酸化寄与率が高いことが認められた。そこで、約 75%

（w/w）が 3 kDa 以下であることから、低分子画分から活性成分を探索す

ることにした。 

 

第 2 節：同定された成分の活性評価 

MAK の 3 kDa 以下の低分子画分からアデノシン、ニコチン酸アミド、

シリンガ酸、バニリン酸の 4 つの成分が同定された。その中で、シリンガ

酸とバニリン酸に抗酸化活性が認められた。 

 

本章の結果から、MAK の強い抗酸化作用は複数の抗酸化成分によるもの

と考えられる。本章で同定された成分のうち、特にシリンガ酸は脳梗塞急性

期のラジカル消去薬として使用されているエダラボンの抗酸化能に匹敵し

ていた。そこで、第 4 章ではシリンガ酸にターゲットを当てて、神経細胞や

動物モデルに対する保護作用について検討することにした。 
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第4章 抗酸化活性成分による神経細胞および脳保護作用の評価  

 

酸化ストレスの軽減をターゲットとして、抗酸化成分を含有する天然物の脳

保護効果が注目され、さらにその成分の探索と活性成分による神経細胞保護作

用の報告がこれまでに数多くなされている 26, 63)。 

第 3 章では、MAK からアデノシン、ニコチン酸アミド、バニリン酸、シリ

ンガ酸の 4 成分が同定され、そのうちバニリン酸とシリンガ酸に抗酸化活性が

あることが明らかになった。バニリン酸およびシリンガ酸の抗酸化作用は以前

から報告されており、ラジカル性肝障害モデルである四塩化炭素処置ラットに

対して肝保護作用を示すことが報告されている 64)。しかし、虚血性脳障害と

ER ストレスに関する報告はなされていない。そこで本章では、虚血性脳障害

に対する MAK の脳保護作用に MAK の含有成分であるバニリン酸とシリンガ

酸が寄与しているか否かを明らかにすることにした。また、シリンガ酸はバニ

リン酸より強い抗酸化活性を示すことから、本章ではシリンガ酸に注目し、神

経細胞や動物モデルに対する保護作用について検討した。 

 

第 1 節：神経細胞保護作用の評価（in vitro） 

 

 神経細胞に対する保護作用を in vitro で検討する方法として、ラット副腎髄

質褐色細胞種由来 PC12 細胞を用いた手法がよく用いられている。PC12 細胞

は、神経成長因子（NGF）の添加によって球形の細胞が偏平になり神経軸索様

の突起を形成し、交感神経様細胞へと分化する 65)。また、酸化ストレス擬似

モデルとして、ROS の一種である H2O2 を用いた方法は、神経細胞保護作用を

検討する研究において多く用いられている 66, 67)。 

そこで第 1 節では、PC12 細胞を用いて、H2O2 処置による酸化ストレスに対

するシリンガ酸の神経細胞保護作用について検討することにした。 

実験の手法を Scheme 4 に示した。未分化の PC12 細胞を poly-D-lysine コー

トしたディッシュに播種し、4 日間培養後、神経成長因子によって 3 日間神経

突起を伸張して交感神経細胞様に分化させた後、アッセイに用いた。シリンガ
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酸（0.001, 0.01, 0.1, 1, 3 mM）を添加した 1 時間後に 250 µM H2O2処置するこ

とによって酸化ストレスを誘導した。その後、細胞生存率および細胞内活性酸

素種の産生を評価した。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 まず、保護作用を検討する前に、シリンガ酸の細胞毒性を MTT アッセイに

より評価した。シリンガ酸（濃度 0.001 mM～3 mM）の存在下で 2 日間培養し

た結果、0.001 mM～1 mM までは細胞に対する毒性は認められなかった。しか

し、3 mM 添加によって生存率が有意に減少した。このことから、PC12 細胞

に対してシリンガ酸の 1 mMまでは毒性は示さないことが明らかになった（Fig. 

36）。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 36 PC12 cells viability under concentrations from 0.001 to 3 mM of 

syringic acid. Each independent experiment was carried out in 8 wells. All data were 

mean ± S.D. relative to those of their non-treatment group. There is no statistical 

difference among them just without 3 mM. ＊  P < 0.05 compared with the 

non-treatment group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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Culture
Seed cells 

on poly-D-lysine coated plate NGF-induced neurite formation 

Pretreatment with (0.001～3 mM) Syringic acid

Treatment with 250 µM H2O2 
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1 hr 6 hr3 days4 days
Assay

・Survival assay (MTT) 
・Intracellular ROS assay (DCFH-DA)

Culture
Seed cells 

on poly-D-lysine coated plate NGF-induced neurite formation 

Pretreatment with (0.001～3 mM) Syringic acid

Treatment with 250 µM H2O2 

PC12 cell 

1 hr 6 hr3 days4 days
Assay

・Survival assay (MTT) 
・Intracellular ROS assay (DCFH-DA)  

 

Scheme 4 Experimental Protocol 
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続いて、酸化ストレス処理による細胞死に対するシリンガ酸の効果を MTT 

アッセイにより評価した。その結果、シリンガ酸無添加（0 mM）では、250 µM 

H2O2 処理 6 時間により細胞生存率（62.24 ± 10.44%）が有意に低下した。これ

に対して、H2O2 処理 1 時間前にシリンガ酸を添加した群では、濃度依存的に

生存率が増加傾向を示し、0.1 mM（90.44 ± 13.62%）、1 mM（102.54 ± 13.93%）、

3 mM（89.59 ± 23.20）の濃度下で細胞死を有意に抑制した（Fig. 37）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 37 Protective effect of syringic acid on the PC12 cells injury induced by 

H2O2. 0.001～3 mM syringic acid was preincubated for 1 hr followed by 250 µM 

H2O2 treatment for 6 hr. Cell viability was measured by MTT assay. The data are 

represented as means ± S.D. (n = 8) relative to those of their non-treatment group. ＊＊ 

P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 compared with the non-treatment group, † P < 0.05, ††† P < 

0.001 compared with the only H2O2 treatment group, one-way analysis of variance 

followed by Tukey’s test. 
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酸化ストレス処理による細胞内 ROS の産生抑制作用を、DCFH-DA 染色に

より評価した。H2O2 処理により増加した細胞内活性酸素種の産生に対して、

シリンガ酸は濃度依存的に抑制した（Fig. 38）。以上の結果から、シリンガ酸

は、神経培養細胞における酸化ストレスに対して保護効果を示すことが明らか

になった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 38 Effect of syringic acid on the level of ROS production in the PC12 cells 

subcellular induced by H2O2. 0.001～3 mM syringic acid was preincubated for 1 hr 

followed by 250 µM H2O2 treatment for 6 hr. The ROS content of the PC12 cells 

subcellular was measured after H2O2 treatment by DCFH-DA assay. The values of 

fluorescence Intensity of each group are represented as means ± S.D. (n = 8) relative 

to those of their non-treatment group. ＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 compared with 

the non-treatment group, ††† P < 0.001 compared with the only H2O2 treatment group, 

one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
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第 2 節：脳保護作用の評価（in vivo） 

 

PC12 細胞における酸化ストレスに対して、シリンガ酸に保護効果が認めら

れたことから、第 2 節では肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する

シリンガ酸の脳保護作用を検討することにした。 

 実験の手法を Scheme 5 に示した。KK-Ay マウス（8 w, ♂）にシリンガ酸（50 

mg/kg body weight/day）を 7 日間経口投与した後、H/I 処置を行った。Control

群には同容量の蒸留水を投与した。24 時間後に神経症状と運動機能障害を評

価して、摘出した脳の梗塞巣体積、脳組織中のフリーラジカル産生量を測定し

た。                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マウスの体重および摂取量に対するシリンガ酸の影響を測定した。シリンガ

酸 50 mg/kg body weight/day を 1 週間経口投与した結果、シリンガ酸と Control

群との間に体重（Table 10）および摂取量（Table 11）に有意な差は認められな

かった。 

 

 

 

 

Table 10 Influence of Mice Body Weight during Syringic Acid Intake 

Group 
Body weight (g) 

1 Day 4 Day 7 Day 
Sham 37.27 ± 1.66 37.52 ± 1.64 38.00 ± 1.65 
H/I 37.16 ± 1.28 37.78 ± 1.56 38.38 ± 1.46 

Syringic acid (50 mg/kg/day) + H/I 36.75 ± 1.73 37.49 ± 1.77 37.84 ± 2.02 
 

【Time schedule】

Control group： Distilled water
Syringic acid group：50 mg/kg

Oral administration

Isolated tissue

KK-Ay/TaJcl, mice
(7 w, ♂)

24 hr

1 w

1 w

・Neurological score

Acclimatization

Neurological manifestation 

Before H/I 

After H/I

Infarct volume

・TTC staining

Oxidative stress

・DHE staining

・Rota-Rod test

Balance and motor coordination

H/I treatment

【Time schedule】

Control group： Distilled water
Syringic acid group：50 mg/kg

Oral administration

Isolated tissue

KK-Ay/TaJcl, mice
(7 w, ♂)

24 hr

1 w

1 w

・Neurological score

Acclimatization

Neurological manifestation 

Before H/I 

After H/I

Infarct volume

・TTC staining

Oxidative stress

・DHE staining

・Rota-Rod test

Balance and motor coordination

H/I treatment

 

Scheme 5 Experimental Protocol 
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H/I 処置による脳障害に対するシリンガ酸の保護効果を、H/I 処置 24 時間後

に Table 12（実験の部参照 p. 84）に示した六つの項目について神経症状を評価

した。その結果、Sham 群では、神経症状の悪化は観察されなかった。これに

対して、H/I 処置によって症状の悪化が認められたが、Control の水投与群（8.28 

± 5.09）と比較し、シリンガ酸投与群（14.17 ± 2.86）では H/I 処置による神経

症状の悪化が顕著に抑制された。因みに、MAK 1 g 中にシリンガ酸は 0.511 mg、

バニリン酸は 0.868 mg 含まれており、MAK の 1 g/kg 体重投与とシリンガ酸

50 mg/kg 体重投与で、投与条件が異なることから両群の間で正確な比較はでき

ないが、グラフには MAK 1 g/kg 投与の抑制効果も参考として示した（Fig. 39）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 39 Effects of chronic intake of syringic acid (50 mg/kg, p.o.) with 

neurological score determined in the mice 24 hr after H/I. The neurological 

evaluations consisted of the five tests (Table 12). The score to each mouse was the 

sum of all five individual test scores. The maximum neurological score of a normal 

mouse with no deficit is 18. The data are represented as means ± S.D. from 6-21 mice 

in each group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 compared with the sham 

group, † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the H/I treatment control group, 

Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney U test. 
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Table 11 Influence of Feed Intake during Syringic Acid Intake 

Group 
Feed intake (g) 

1 Day 4 Day 7 Day 
Sham 5.99 ± 0.80 6.37 ± 0.65 6.29 ± 0.57 
H/I 5.93 ± 0.70 6.03 ± 0.52 6.40 ± 0.66 

Syringic acid (50 mg/kg/day) + H/I 5.79 ± 0.79 5.73 ± 2.37 6.27 ± 1.31 
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 同時に、H/I 処置前後の運動機能を Rota-Rod テストにより評価した。その

結果、Sham 群では H/I 処置前後の運動機能に変化は認められなかった。また、

すべての群で H/I 処置前の運動機能に異常は見られなかった。一方、Control

群（72.49 ± 73.14）では、H/I 処置により運動機能が有意に減少したのに対し、

シリンガ酸投与群（155.33 ± 47.12）で顕著に改善された（Fig. 40）。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 40 Effects of chronic intake of syringic acid (50 mg/kg, p.o.) assessed for 

balance and motor coordination assessed in the mice before H/I and 24 hr after 

H/I. The data are represented as means ± S.D. from 6-21 mice in each group. ＊ P < 

0.05, ＊＊＊ P < 0.001 compared with each before H/I, paired t-test. † P < 0.05 

compared with the control group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s 

test. 
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続いて、シリンガ酸投与による脳梗塞巣形成の抑制効果を評価した。TTC

染色による H/I 処置 24 時間後の梗塞巣体積を測定した結果、Control 群（20.44 

± 14.91）に比べ、シリンガ酸投与群（12.51 ± 7.51）では梗塞巣が有意に減少し

た（Fig. 41）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 41 Effects of chronic intake of syringic acid on infarction volume in the 

mice brain determined in the mice 24 hr after H/I by TTC staining.  (A) 

Representative data of triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of 

control H/I, H/I with chronic ingestion of syringic acid (50 mg/kg p.o.). Scale bar = 1 

mm.  (B) The data are represented as means ± S.D. from 16-20 mice in each group.  
† P < 0.05, ††† P < 0.001 compared with the control group, one-way analysis of 

variance followed by Tukey’s test. 
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 H/I によって誘発された脳実質における O2
-産生に対するシリンガ酸の影響

を組織化学的に検討するために、マウス脳冠状切片の DHE 染色した結果、

Control 群では H/I 処置によって海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野

に多数の DHE 陽性細胞が認められたが、MAK 群では陽性細胞数が減少した

（Fig. 42）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 42 Effects of chronic intake of syringic acid on the level of superoxide 

production in the mice brain tissue determined 24 hr after H/I by DHE staining.   

Representative data of DHE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and 

CA2, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, 

control H/I, H/I with chronic syringic acid (50 mg/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 

µm.  
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第3節  本章の小括および考察 

 

第 1 節：神経細胞保護作用の評価（in vitro） 

PC12 神経培養細胞にシリンガ酸を 1 時間処置後、擬似酸化ストレス処

置として過酸化水素処置を行った。過酸化水素単独処理では細胞の生存率

が有意に低下したのに対して、シリンガ酸共存下では、その生存率が濃度

依存的に有意に増加した。また、過酸化水素処理により細胞内の ROS 産

生を増加させたのに対して、シリンガ酸は濃度依存的に抑制した。以上の

結果から、シリンガ酸は、神経培養細胞における酸化ストレスに対して保

護効果を示すことが明らかになった。 

 

第 2 節：脳保護作用の評価（in vivo） 

KK-Ay マウスにシリンガ酸（50 mg/kg body weight/day）を 1 週間経口投

与後、H/I 処置を行った。その結果、Control 群（水投与）に比べ、神経

症状および運動機能障害が改善し、脳梗塞巣の形成を有意に抑制した。

以上の結果から、シリンガ酸は、KK-Ay マウスの H/I モデルに対して脳

保護効果を示すことが明らかになった。 

 

 本章の結果から、MAK 中のシリンガ酸は、H/I 処置における脳障害に対し

て脳保護作用があることが認められた。しかし、シリンガ酸以外にも抗酸化作

用を有する成分の存在が想定され、今後新規化合物の同定とそれらの脳保護効

果について検討する必要がある。 
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考察 

 

本研究の第 1 章では、頸動脈結紮および一過性低酸素負荷により虚血性脳障

害を誘発した低酸素脳虚血（H/I）障害モデルマウスを用いて、菌糸体抽出物

（LEM、MAK）の長期摂取による脳保護効果を検討した。 

虚血性脳障害の発生・進展メカニズムには、酸化ストレスの関与が大きいこ

とが知られている 6)。脳虚血発作時の脳梗塞巣内では、血流の著しい減少によ

るエネルギー代謝障害により、脳細胞が数分以内に不可逆的壊死に陥る。また、

血流の再開に伴う様々なフリーラジカルの発生は、虚血周辺領域のペナンブラ

領域において、酸化障害によるアポトーシスにより遅発性細胞死が誘導され、

梗塞巣の拡大が徐々に進行する 7-10)。O2
-、H2O2、·OH などの ROS は、細胞内

の DNA 損傷や脂質の過酸化、蛋白質の変性などを誘導し、アポトーシスを引

き起こす。脳は、酸素消費率が高く ROS の発生しやすい臓器であると共に、

フリーラジカル反応を触媒する鉄や細胞膜のリン脂質に含有する多価不飽和

脂肪酸が非常に豊富である等の理由から、ROS によるダメージを受けやすい

ことが知られている 68-70)。特に、抗酸化酵素の含有量が少ない海馬 CA1 領域

の錐体細胞や小脳のプルキンエ細胞などが選択的に障害されやすく、酸化スト

レスに対して脆弱である 8, 9)。このように、脳梗塞急性期における酸化ストレ

ス障害は、病態の進展への影響が大きいことから、近年、酸化ストレスの軽減

をターゲットとした脳保護療法が注目され、エダラボンを代表とするフリーラ

ジカル消去薬の開発が進められてきたが、現在もより有効な治療薬を求めて研

究開発がなされている 4, 5)。 

一方、抗酸化成分を含有する天然物の虚血性脳障害に対する保護効果に関す

る報告がこれまでにも数多くなされている 11-13)。中でも、抗酸化活性を有する

椎茸や霊芝の子実体抽出物が酸化ストレスによる細胞死を抑制することが報

告されている 71, 72)。本研究で用いた LEM や MAK は、担子菌である椎茸また

は霊芝の菌糸体を固形培地に接種し、子実体発生直前まで一定期間培養した後、

培地と共に熱水抽出・凍結乾燥したもので、滋養強壮を目的とした健康食品と

して用いられている。椎茸や霊芝の生理活性に関するこれまでの研究では、主
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に子実体あるいはその抽出物を用いたものが大部分であるが、通常、子実体の

発生には相当の時間が必要となり、その摘み取り時間による成分含量のばらつ

きや抽出率が一定でないこと、さらにはカビなどの微生物の汚染を受けやすい

などの欠点がある。これに対して、LEM や MAK は、人工的に管理された菌

糸体のみの無菌的な培養により、安定した品質が維持されている。これまでに、

in vitro における抗酸化作用評価実験から、子実体と同等の O2
-消去能、ラジカ

ル捕捉能および過酸化脂質産成抑制能を有することが明らかになっている。 

先行研究から、LEM（データ未発表）や MAK15)は H2O2 処理後の PC12 細胞

の生存率を上昇させ、そのメカニズムの一つにアポトーシスの抑制が寄与して

いることを見出している。この結果は、菌糸体抽出物が培養液中の H2O2 由来

の酸化ストレスによる DNA や細胞膜、機能性蛋白質等の障害から細胞を保護

するものであることを示唆していた。第一章の結果から、LEM や MAK は H/I

処置による体内酸化ストレスの増大を有意に抑制し、神経障害の悪化や脳梗塞

巣体積を減少させた。さらに、虚血ペナンブラ領域の海馬 CA1、CA2 野およ

び大脳皮質体性感覚野において、フリーラジカルの O2
-産生を抑制し、脳細胞

のアポトーシスを顕著に抑制した。これらの in vivo 実験から、低酸素脳虚血

状態、その後の酸素再供給時に発生する酸化ストレスを菌糸体抽出物が抑制し

て、脳細胞保護効果を示すことが明らかになった。そこで、その作用メカニズ

ムと活性本体を明らかにするため、第 2 章では菌糸体抽出物の脳保護作用メカ

ニズムの解析、第 3、4 章では、抗酸化作用を指標とした活性本体を探索して、

脳保護効果を評価した。また、MAK の抗酸化活性が LEM より強いことから、

第 2 章以降は MAK に注目することとし、まず第 2 章において、肥満・2 型糖

尿病における H/I 障害のメカニズムについて調査することにした。 

 

第 2 章では、肥満・2 型糖尿病マウスの H/I 障害に対する MAK の保護作用

様式とともに、H/I 障害メカニズムについて解析した。その結果、H/I 障害メ

カニズムに ER ストレスが深く関与していることが明らかとなった。また、

MAK は酸化ストレスのみならず ER ストレスを抑制して脳障害を軽減する可

能性が示唆された。 
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虚血性脳障害には、酸化ストレスとともにERストレスが関与すること、さ

らに、ERの機能障害が酸化ストレス下において早期から生じる現象であるこ

とが知られている。通常、再灌流時に産生されるROSやRNOSあるいは、カル

シウムの細胞内流入による恒常性の撹乱がERストレスを生じる。特に、神経

細胞は神経栄養因子などの分泌蛋白質を盛んに合成することから、機能の亢進

した小胞体が豊富に存在して73)、このために小胞体機能を起因とするアポトー

シスが生じやすいと考えられる74）。 

一方、肥満や糖尿病などの生活習慣病もERストレスと関連し、近年では、

ERストレスが肥満、1型/2型糖尿病などの発症・悪化要因となる可能性が明ら

かになってきた。肥満マウスでは、小胞体ストレスによって、インスリン受容

体シグナル伝達が抑制されることでインスリン耐性や糖尿病へと進展させる

と報告されている56)。加えて、近年、肥満・2型糖尿病態時の虚血性脳障害の

悪化に、ERストレスが重要な役割を果たす可能性が報告されている57)。しか

し、詳細なメカニズムについては未だ明らかになっていないため、本研究では、

そのメカニズムについて仮説（Ⅰ）、仮説（Ⅱ）を提起してこれにもとづいて

解析を行った。同時に、肥満・2型糖尿病態マウスのH/I障害に対して、脳保護

効果が認められたMAKの作用様式についても検討した。 

Wang らの研究グループによる肝臓の ER ストレス経路 58）は、脳における経

路を推定する上で重要な知見となった。空腹時の肝臓において、転写因子

CREB は、CRTC2（CREB 転写活性化補助因子）と相互作用することによって

肝臓の糖新生の遺伝子発現を誘導し、血糖値を上昇させる。Wang らは、遺伝

的な肥満・糖尿病モデルマウス（db/db マウス）では、急激な ER ストレスの

際に小胞体から核内に移行する活性化した転写因子 ATF6（ER ストレスセン

サー蛋白質）も細胞核内で CRTC2 と相互作用することを明らかにした。つま

り、ATF6 と CREB がそれぞれ CRTC2 との相互作用に関わり、両転写因子は

CRTC2 を介して競合することになる。そのため、ER ストレスによる ATF6 の

活性化は、CREB と CRTC2 の相互作用を阻害すると考えるものである。この

ため、小胞体ストレス時の肝臓では、ATF6 によって誘導されるシャペロン蛋

白質の遺伝子発現が増加する一方で、CREB によって誘導される糖新生遺伝子
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の発現が減少して、血糖値が低下すると考えられる。そこで、本研究の血糖値

の変化に注目すると、H/I 処置後から血糖値の有意な低下が見られ、Wang ら

の考えに従えば、脳においても H/I 処置により急激な ER ストレスが誘導され

ると考えられた。しかし、これまでに、脳組織において、虚血性脳障害時にお

けるこの経路の存在は証明されていない。そこで、H/I 処置による脳障害メカ

ニズムについて仮説（Ⅰ）にもとづいて検討した（Fig. 22）。 

脳において、CREB は転写因子として Bdnf、Bcl-2、Ngf などの神経保護因子

の発現を誘導する。これまでに、虚血性脳障害では BDNF、Bcl-2、NGF など

の発現が減少して脳障害が悪化することが報告されており、特に、抗アポトー

シス因子の Bcl-2 の減少により、アポトーシス経路が活性化することから、

Bcl-2 を量的に確保することで変性疾患の治療に応用できるものとして注目さ

れている 75）。 

CHOP は ER ストレス下で誘導される転写因子として知られているが、本研

究では ER ストレスマーカーとして用いることにした。H/I 処置後、大脳皮質

のペナンブラ領域において、Chop の発現が増加した。また、H/I 処置による

ATF6 の核内移行量が増加し、ATF6 によって誘導されるシャペロン蛋白質の

Hsp70 の遺伝子発現が有意に上昇することが確認できた。一方、MAK 群では

Chop の発現が低下する傾向が認められた。これらの結果は、H/I 処置により

ER ストレスが増大し、MAK がそれを抑制することを示唆していた。一方、

CREB によって誘導される神経保護因子（Bdnf, Bcl-2）の遺伝子発現は、H/I

処置により有意に減少したことから、H/I 処置によって ATF6 が活性化され、

核内に移行して CRTC2 と相互作用することによって、CREB-CRTC2 の相互作

用を阻害し、CREB によって誘導される神経細胞保護因子の発現が減少する可

能性を強く示唆していた。これに対して、MAK の摂取によって、H/I 処置後

も神経細胞保護因子の減少は認められなかった。 

第 1 章で示したように、MAK の長期摂取が H/I 障害によって誘発された脳

実質の O2
-産生を有意に抑制したことから、MAK の脳保護作用は、虚血性脳

障害の早期段階の酸化ストレスと ER ストレスの軽減により、病態の進展が抑

制された結果であると考えられた。 
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今回得られた結果から、Control 群では CREB によって誘導される Bcl-2、Bdnf

量が H/I 処置によって顕著に減少したが、MAK 群では、その減少が有意に抑

制されていた。今後、H/I 処置後の細胞核内における CRTC2 と ATF6 あるいは

CREB との相互作用がどの程度関与しているかについて詳細に検討する必要

がある。 

肥満・2 型糖尿病マウスの H/I 障害における脳障害の悪化には、急激な ER

ストレスが重要な役割を果たすことが明らかになり、そのメカニズムをさらに

詳細に解明するために仮説（Ⅱ）を設定して検討した（Fig. 25）。その結果、

障害の悪化は、慢性的な ER ストレスにも起因することが強く示唆された。 

正常マウスでは、H/I処置によってERストレスが誘導され、神経保護因子の

減少が脳障害を悪化させる要因の一つと考えられる。一方、肥満・2型糖尿病

マウスは、慢性的な酸化ストレス状態であるとともに平常時から慢性的なER

ストレス状態であることも確認された。従って、H/I処置によって急激なERス

トレスが惹起された結果、CREBにより発現が誘導されるBcl-2、Bdnfの発現が

減少したものと説明できる。 

また、CRTC2 は ATF6 との相互作用により、シャペロン蛋白質遺伝子の発現

を増加させることで脳障害が抑制されると推定した。シャペロン蛋白質は、虚

血環境下で活性酸素による攻撃や ATP の低下によって正常な構造が保たれな

い蛋白質に結合して、周辺環境が非可逆的に変性するのを阻止し、虚血環境が

改善した後に蛋白質の構造を元に戻す役割を担うと考えられる 58, 59)。1985 年、

Nowak らが脳虚血下で HSP70 の発現が亢進していることを報告して以来、数

多くの報告がなされ、HSP70 が神経細胞を虚血の影響から保護していると考え

られている 58）。今回の結果は、正常血糖マウスでは H/I 障害により Hsp70 の

遺伝子発現が増加したことから、脳保護に作用しているものと考えている。 

これに対して、肥満・2 型糖尿病態は、平常時から慢性的な ER ストレス状

態であることから ATF6 が常に活性化し、一方で備蓄されるべき ATF6 量が十

分ではない状態と考えられる。このために、ひとたび急激な ER ストレスを誘

導する H/I 処置を行うと、必要なシャペロン蛋白質が十分確保できないために

脳障害が悪化すると考えた。これまでに、db/db マウスの肝臓においても、正
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常マウスに比べて、ATF6 が欠乏状態であることが報告されていたが、Wang

らはこの現象が、肥満状態で生じる慢性的な長期間のERストレスによりATF6

が十分に供給できない結果であると予測した 58)。以上のことから、脳組織に

おいて生じる肥満･2 型糖尿病モデルマウスの脳障害の悪化には、慢性的な ER

ストレスが起因している可能性が強く示唆された。 

本章の結果から、肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害には、仮説（Ⅰ）

の ER ストレス経路を経由すると考えられ、MAK は酸化ストレスの軽減と共

に ER ストレスを低下させ、その結果脳障害が軽減するものと結論づけた。ま

た、脳障害が悪化する現象は、仮説（Ⅱ）の慢性的な ER ストレスにも起因し

ていると考えた。 

ところで、MAK の脳保護作用には酸化ストレスと ER ストレスの軽減のほ

かに、虚血時の脳血流増加作用、抗炎症作用等が関与している可能性も考えら

れる。梗塞領域では炎症反応が惹起されており、フリーラジカル産生を伴う炎

症細胞の集積や、炎症性サイトカインによる神経細胞損傷および血管内皮障害

が梗塞周辺領域に誘導される 76)。今回データは示さないが、MAK には抗炎症

作用 77)も確認されていることから、MAK の抗炎症作用を介した脳保護作用に

ついても今後検討する必要がある。加えて、虚血性脳障害メカニズムには、

NMDA 受容体の活性化を介する細胞内 Ca イオン濃度の上昇や NO 産生、血管

内皮機能の障害といった様々な因子や機能が関与していることから、今後、

MAK の脳保護作用について包括的に解明していく必要があると考えられる。 

 

第 1 章および第 2 章から、MAK は虚血性脳障害による酸化ストレスのみな

らず ER ストレスを軽減して脳障害を抑制する可能性を示唆していたが、活性

本体は明らかになっていないことから、第 3 章ではその活性成分の探索を行う

ことにした。その結果、MAK 中には複数の抗酸化成分が含まれ、これらの成

分が MAK の強い抗酸化活性を示していると考えられた。さらに、MAK から

4 成分を同定したが、このうち抗酸化活性を指標とした評価では、シリンガ酸

とバニリン酸の 2 成分に活性が認められ、特に前者はバニリン酸に比べ約 20

倍以上の強い活性を示した。また、MAK 中のそれらの含有量を測定した結果、
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長期間培養した子実体中の含量と比べて同程度であることが明らかとなった

（Table 8）。 

これまでに、霊芝の子実体成分中には多数の多糖およびトリテルペノイドが

含まれ、同時にこれらが抗酸化作用を有していることも報告されている。これ

ら成分の作用には、直接的なラジカル消去作用とともに動物個体の SOD や

GPx などの抗酸化酵素活性の上昇作用があることが報告されている 78-82)。 

MAKには、霊芝の菌糸体成分に加え、菌糸体による固形培地の分解物や菌

糸体の自己消化成分なども含まれ、その主な物質として多糖類、蛋白質、核酸、

微量元素、リグニン、およびリグニンの分解産物であるポリフェノール化合物

などがある。リグニンは、高等植物の木化に関与する高分子フェノール性化合

物であり、ヒトにとっては生物学的利用性に乏しいと考えられてきた物質であ

る。霊芝など胆子菌を含む木材腐朽菌は、ラッカーゼやマンガンペルオキシダ

ーゼなどのポリフェノール分解酵素により、リグニンを分解し利用している。

これら酵素反応によるリグニンの低分子化に伴い、リグニン構造に含まれ反応

性に富むフェノール性水酸基が遊離状態で露出し、より強い抗酸化活性や生理

活性を示す低分子リグニンやリグニン分解物のフェノール性化合物が生じる。

MAK中には、菌糸体が固形培地を分解する過程で同様の反応が生じて得られ

た物質が多く含まれていると考えられる。 

Itoらは、椎茸菌糸体培養培地抽出物（L.E.M.）からシリンガ酸およびバニリ

ン酸を同定し、ラット四塩化炭素処置による慢性的なラジカル肝障害モデルに

対して肝保護作用を示すことを報告している83)。今回、同定した成分は新規の

化合物ではないが、MAK中に含有することを初めて明らかにした。加えて、

ポリフェノール類は、分解の過程における酸化反応によって重合したり、他の

フェノール類と結合することから、新規なポリフェノールが産生されている可

能性も考えられる。したがって、シリンガ酸やバニリン酸に加えてMAK中の

抗酸化活性成分が、低分子のリグニン様物質やリグニン分解物、テルペノイド

等のポリフェノールが虚血障害によって破綻した血液脳関門を通過し、脳内で

抗酸化作用を発揮している可能性や、高分子のリグニンや多糖類が生体内抗酸

化物質の消費を抑制していることなどが考えられる。 

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%99%BD%E8%89%B2%E8%85%90%E6%9C%BD%E8%8F%8C�
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今回、MAKから抗酸化作用を有する成分としてシリンガ酸とバニリン酸の2

つの成分以外に、アデノシンとニコチン酸アミドも同定された。これら成分に

は、シリンガ酸やバニリン酸に比べて極だった抗酸化作用は認められなかった

が、アデノシンには、抗ウイルス作用84)、抗炎症作用85)、さらに虚血性脳障害

を抑制することが報告されている86)。一方、ニコチン酸アミドは、抗酸化活性

の存在が先行研究によって報告されているとともに、一過性脳虚血処置による

NF-κBの活性化を抑制することで脳保護効果を有することがすでに報告され

ている87)。 

MAK の単回投与（1 g/kg, p.o.）による効果について検討を行った結果、脳

梗塞巣体積の減少傾向が見られたものの、明らかな脳保護作用は単回投与では

認められなかった 15)。薬物動態や薬力学視点からの検討はまだ行っていない

が、これらの結果から MAK の脳保護作用には、含有する抗酸化成分の直接作

用だけでなく、長期投与によって生体内で誘導された抗酸化酵素活性の上昇な

どの間接的な作用も寄与している可能性が考えられる。 

以上のことから、MAK 中の活性成分の探索は、機能性食品や治療を目的と

した新たな医薬品開発にも貢献できる点で意義あるものと考え、シリンガ酸と

バニリン酸以外の抗酸化活性成分を更に探索するとともに薬物動態や薬力学

視点からの検討、生体内における抗酸化酵素活性への影響等に関しても今後検

討が必要である。 

 

第 3 章で示したシリンガ酸の抗酸化活性は、脳梗塞急性期のラジカル消去薬

として使用されているエダラボンに匹敵していたことから、第 4 章ではシリン

ガ酸にターゲットを当て、神経細胞や動物モデルに対する保護作用について検

討した。その結果、シリンガ酸は、神経培養細胞における酸化ストレスを抑制

し、さらに KK-Ay マウスの H/I 障害に対して脳保護効果を示すことが明らかに

なった。 

シリンガ酸は、これまでに強い抗酸化作用、抗増殖性作用 88, 89)、抗内毒素

作用 90)、抗癌作用 91)、肝保護作用 68, 92, 93)等が報告されているが、虚血性脳障

害に対する神経細胞保護効果に関する報告はない。脳は、グリア細胞や血管内
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皮細胞など異なった種類の細胞によって構成されているが、中心的存在である

神経細胞は虚血に対してとりわけ脆弱である 6)。神経細胞は、エネルギー代謝

を血流から供給されるグルコースと酸素に依存しており、ミトコンドリアにお

ける酸化的リン酸化によって ATP を得ているため、虚血や低酸素状態による

障害を受けやすい 94, 95)。従って、長時間に及ぼす虚血では脳を構成するすべ

ての細胞が壊死に陥るが、虚血が短時間である場合、神経細胞のみが死に至る

6)。Zhao らは、霊芝子実体から抽出した多糖体が、ラット大脳初代培養細胞に

おける hypoxia/reoxygenation 処置による細胞死を抑制することを報告した 63)。

そこで、本研究では PC12 神経培養細胞を用いて、ROS の一種である過酸化水

素を用いた方法で神経細胞に酸化ストレス負荷してシリンガ酸の効果を検討

した。 

本研究では、PC12 細胞にシリンガ酸を 1 時間処置した後、過酸化水素処置

を行ったもので、過酸化水素単独処置では細胞の生存率が有意に低下したのに

対して、シリンガ酸共存下では、その生存率が濃度依存的に増加傾向が認めら

れた。また、過酸化水素処置により細胞内の ROS 産生が増加したのに対して、

シリンガ酸処置は有意にこれを抑制した。以上の in vitro 実験による結果は、

神経培養細胞においてシリンガ酸が過酸化水素由来の酸化ストレスに対して

保護作用を示すことを強く示唆していた。 

Zhou らは、霊芝子実体から抽出した多糖類が、ラットの一過性脳虚血モデ

ル（MCAO/Re）において誘導されたアポトーシスを抑制し、脳梗塞巣を改善

することも報告している 26)。本研究の in vivo 評価では、KK-Ay マウスに対す

るシリンガ酸（50 mg/kg）の 1 週間経口投与は、H/I 処置後の虚血ペナンブラ

領域の海馬 CA1、CA2 野、大脳皮質体性感覚野において O2
-産生を抑制した。

さらに、神経症状や運動機能障害を改善し、脳梗塞巣の形成を有意に抑制した。

以上の in vivo 実験による結果から、シリンガ酸は、脳の虚血部位においても

有効に働き、虚血また再灌流時における酸化ストレスを低下させ、脳保護効果

を示すことが明らかになった。 

シリンガ酸の分子量は、198.17 と比較的小さく、脳保護薬として使用されて

いるエダラボン（Mw 174.2）とほぼ同等ではあるが、脂溶性ではないため無
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処置マウスの血液脳関門の透過については現在までのところ不明である。しか

し、低酸素脳虚血の誘発によって血液脳関門への破綻が少なからず透過に影響

することが報告されていることから、このような状況下での透過については、

その可能性を秘めている 96)。いずれにしても、経口投与による代謝の影響も

不明であることから脳移行性については今後の課題である。 

以上より、H/I処置における脳障害に対して、MAKに含有するシリンガ酸が

脳保護作用の一因となっていることが明らかになった。しかし、シリンガ酸以

外にも抗酸化作用を有する成分の存在が想定され、今後新規化合物の同定とそ

れらの脳保護効果について検討する必要がある。 

これまでに抗酸化作用を有する健康食品による脳保護作用については数多

く報告がなされているものの、これらを疾病の予防や初期の治療に適切かつ有

効に活用されているとは言い難い。本研究において、MAKの機能性食品とし

ての有用性が評価でき、今後、医薬品に匹敵する効果を持つ食品でありながら

脳障害の軽減が期待できる機能性食品として、さらに疾病の予防に利用するこ

とも十分に期待できると考える。さらに、活性成分の同定とその作用メカニズ

ムを解明する意義は、脳梗塞治療を目的とした新たな医薬品開発にも貢献でき

ると考えるものである。 
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総括 

 

虚血周辺部であるペナンブラ領域の神経細胞死は、酸化ストレスによる影響

が大きいことから、その軽減をターゲットとした抗酸化物質による脳保護療法

に注目し、本研究では、抗酸化作用を有する菌糸体抽出物の低酸素脳虚血障害

に対する保護効果を検討した。また、肥満・2 型糖尿病の併発による脳障害悪

化の機序と菌糸体抽出物の保護作用について、酸化ストレスとともに ER スト

レスとの関与を検討した。さらに、抗酸化活性を指標とした活性本体の探索を

行い、同定された成分の抗酸化活性評価と細胞および動物モデルに対する神経

細胞保護作用について検討した。 

本研究において、以下の諸点を明らかにすることができた。 

 

1．虚血再灌流時に過剰産生する酸化ストレスによる神経細胞死に対して、抗

酸化作用を有する菌糸体抽出物のLEMあるいはMAKの長期摂取は脳保護

効果を示した。その作用メカニズムの一端として、酸化ストレスの軽減に

よるアポトーシスの減少が考えられた。 

 

2．肥満・2 型糖尿病マウスの H/I 処置による脳障害メカニズムには ER ストレ

スが関与し、MAK の脳保護作用メカニズムには酸化ストレスとともに ER

ストレスの低下が関与することが明らかになった。また、肥満・2 型糖尿

病モデルマウスにおいて生じる H/I 障害の悪化には、慢性的な ER ストレ

スが起因する可能性が強く示唆された。 

 

3．MAK 中には多数の抗酸化活性成分が含まれていることが明らかとなり、今

回同定された 4 成分の中で、シリンガ酸とバニリン酸に抗酸化作用が確認

された。特に、シリンガ酸の DPPH フリーラジカル消去能は VC と同程度

の作用を示し、脳梗塞急性期の治療薬として使用されているエダラボンの

効果に匹敵していた。  
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4．シリンガ酸は、in vitro および in vivo 実験において、酸化ストレスを抑制し

て脳保護作用を示すことが明らかになった。 

 

本研究では、虚血性脳障害のメカニズムに加えて肥満・2 型糖尿病における

脳障害の増悪メカニズムの解明により、神経障害の発生予防や治療方針を決定

する上で有益な情報を得ることができた。さらに、食品・食品成分による病態

の改善や予防効果を図ることを目的とした本研究計画では、MAK 中の活性本

体の情報も必要であると考えて、その有効成分の一部について明らかにするこ

とができたが、今後も未知の活性成分を探索することは機能性食品の評価に加

えて新たな医薬品開発にも寄与できる点で今後も継続していく必要があると

考える。 
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実験の部 

 

第1章  マウスの虚血性脳障害に対する菌糸体抽出物の脳保護効果 

 

1. 実験材料 

本研究では野田食菌工業（株）において製造された「LEM」と「MAK」

を使用した。 

椎茸菌糸体また霊芝菌糸体ペレットを、バガス（砂糖キビ搾汁残渣）と脱

脂した米糠の混合固形培地に接種し、約 3.5 ヶ月間培養後、子実体発生直前

に培地ごと破砕し、蒸留水に懸濁、熱水抽出した。抽出物を珪藻土上で濾過

した後、メンブランフィルター（0.45 µm）にて濾過滅菌し、濾液の乾燥品

（粉末）をそれぞれ LEM および MAK として実験に用いた。椎茸菌糸体培

養培地抽出物を LEM として第 1 節で、第 2 節では霊芝菌糸体培養培地抽出

物を MAK として使用した。 

 

2. 実験動物  

第 1 節：C57BL/6J Kwl 系雄性マウス（7 週齢，東京実験動物）を温度 23 ± 2℃，

湿度 55 ± 10%，照度サイクル 12 時間（明期 7:00～19:00）の環境下、固形

飼料（CE-2;日本クレア株式会社）および水を自由に摂取させ飼育した。1

週間予備飼育後、無作為に 3 群に分け、対照群には粉末飼料（CE-2）を、

他の 2 群には 0.5%または 1%（w/w）で LEM を混合した粉末飼料を 14 日

間自由に摂取させた（Scheme 1）。 

 

第 2 節：KK-Ay/TaJcl 系雄性マウス（7 週齢、日本クレア）を温度 23 ± 2℃、

湿度 55 ± 10%、照度サイクル 12 時間（明期 7:00～19:00）の環境下、固形

飼料（CE-2）および水を自由に摂取させ飼育した。1 週間予備飼育後、無

作為に Control-Sham 群、Control 群、MAK-Sham 群、MAK 群の 4 つにそ

れぞれ群分けした。MAK（1 g/kg body weight/day）の経口投与は、胃ゾン

デを用いて 7 日間行った。Control 群には同量の蒸留水を投与し、実験に
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使用した。体重と摂取量は経口投与 1 日目、4 日目、7 日目に測定した

（Scheme 2）。 

すべての動物実験は、総理府の「実験動物の飼育及び保管等に関する基

準」に従うとともに、本研究計画の動物実験委員会による審査結果に基づ

いた学長承認を得て、「城西大学動物実験規定」に従って実施した。 

 

3. 低酸素脳虚血（H/I）障害モデルの作製 15, 97) 

第 1 節：正常血糖マウスである C57BL/6J Kwl 系雄性マウス H/I 障害モデル

の作製は、マウスをハロタン（2-bromo-2-chloro-1,1,1-trifluoroethane, 武田

薬品工業）で麻酔（導入：5%, 維持：1.5%）し、仰臥位に固定後、頸部

を正中切開した。右総頸動脈を迷走神経より剥離、二重結紮し、最後に切

開部を縫合した。総頚動脈結紮 3 時間後、マウスをガラス容器に入れ、低

酸素ガス（8% O2 / 92% N2）を 30 分間負荷した。この間、水浴と赤外線ラ

ンプによってガラス容器内を 35.5℃に保温した。その後、マウスを通常大

気中のケージに戻して擬似的な再灌流状態を誘発し、餌および水が自由に

摂取できる環境で 24 時間飼育した。擬似手術処置（Sham, n=6）群には、

頸部の切開と右総頸動脈剥離のみを行った後、低酸素負荷を行った

（Scheme 1）。 

 

第 2 節：肥満・2 型糖尿病マウスである KK-Ay/TaJcl 系雄性マウス（KK-Ay

マウス）H/I モデルの作製は、第 1 節の正常マウスの H/I 障害モデル作製

と同様な手技で行った。ただし、KK-Ay マウスの場合は、H/I 処置による

障害が悪化し死亡率が高いため、低酸素負荷条件が正常マウスの H/I モデ

ル作製条件と異なり、負荷中のガラス容器内温度を 36.0℃に維持し、20

分間とした（Scheme 2）。 

 

4. 生体内の酸化ストレス度の測定 98) 

H/I 処置前後の生体内酸化ストレス度を、d-ROMs テスト（Diacron 

International, Grosseto, Italy）を用いて測定した。総頸動脈の結紮前および低
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酸素負荷 24 時間後に、マウスの尾静脈から採取した 10 µL の血漿サンプル

をキット付属の酢酸緩衝液に加えて混和し、10 µL 呈色クロモゲン（N,N ジ

エチルパラフェニレンジアミン）を加え、活性酸素・フリーラジカル自動分

析装置（F.R.E.E.：Free Radical Elective Evaluator，Diacron International）にて

血中ヒドロペルオキシド濃度を指標として測定した。ストレス度数の単位は

1 CARR U とし、0.08 mg/dL の過酸化水素に相当する。 

 

5．神経症状スコアの測定 15, 98, 99) 

H/I処置24時間後に、神経学的に①自発運動、②前後肢の麻痺、③歩行状

態、④橋渡り、⑤感覚毛（髭）に触れた時の反応、⑥横腹をつついた時の反

応の計6項目について各マウスの神経症状をスコア化し、これらの合計値を

用いて評価した（Table 12）。このスコアは、正常で最大18となり、数値が低

いほど症状が悪化していることを表す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. 運動機能障害の測定 100, 101) 

Single Lane Rota-Rod テスト装置 MK-630B（室町機械株式会社）を用いて、

H/I 処置直前（手術前）と H/I 処置 24 時間後（解剖前）のマウスの運動機能

を評価した。直径 4 cm の回転軸上にマウスを乗せ、4-40 rpm で回転させて

マウスを強制歩行させ、落下までの時間を測定した。H/I 処置 5 および 2 日

前に練習を行った（5 回/日）。H/I 処置前および H/I 処置 24 時間後に各 3 回

測定を行い、その平均値で評価した。 

 

Symmetrical response as
compared to unaffected sideWeak responseNo response

No responseResponse to vibrissae touch

Walks on the beamStands on the beamHugs the beamFalls off the beamBeam walking

Straight pathCurvilinear pathWalks only in circlesNo walkingFloor walking

Complete symmetryMild asymmetryNear-total asymmetryTotal asymmetrySymmetry of movement, right
forelimb and hind limb

Touches 1-2 sides of the cageSlight movementNo movementSpontaneous activity, 3 min

3210

Scores

Weak response

Touches 3-4 sides of the cage

Symmetrical response as
compared to unaffected side 

Side stroking Symmetrical response as
compared to unaffected sideWeak responseNo response

No responseResponse to vibrissae touch

Walks on the beamStands on the beamHugs the beamFalls off the beamBeam walking

Straight pathCurvilinear pathWalks only in circlesNo walkingFloor walking

Complete symmetryMild asymmetryNear-total asymmetryTotal asymmetrySymmetry of movement, right
forelimb and hind limb

Touches 1-2 sides of the cageSlight movementNo movementSpontaneous activity, 3 min

3210

Scores

Weak response

Touches 3-4 sides of the cage

Symmetrical response as
compared to unaffected side 

Side stroking
 

Table 12 Neurological Scoring System 
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7. 梗塞巣体積の測定 15, 97, 102) 

H/I 処置 24 時間後にハロタン麻酔下でマウスの脳を摘出し、ブレインマト

リックスを用いて 1 mm 厚の脳切片を作製した。梗塞巣体積を評価するため

2%塩化トリフェニルテトラゾリウム[2% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 

(TTC), Sigma]を含む PBS（pH 7.4）中で脳切片を 37℃、20 分間保湿した。

TTC 染色した切片は、4%パラホルムアルデヒド（Paraformaldehyde, Wako）

で固定し、梗塞巣をデジタルカメラ（E-330, OLYMPUS）を用いて染色画像

を撮影した。染色されなかった白色部分を脳梗塞領域とし、画像解析ソフト

（Scion Image 1.62）を用いて各サンプルの吻側および尾側の両面の梗塞面積

を計測し、梗塞巣体積を次の式を用いて評価した。梗塞巣体積（%）＝〔左

半球体積－(右半球体積－梗塞体積)〕/ 左半球体積 × 100 

 

8. 組織染色  

摘出したマウス脳を 4% CMC（Carboxymethyl cellulose sodium salt in DW, 

Leica）凍結包埋剤を使用し、試料凍結装置（UT-2000, FINETEC）を用いて、

凍結ブロックを作製した。クライオスタット（CM3050S, Leica, Bensheim, 

Germany）にてマウス脳の凍結冠状切片（8 µm 厚）を作製し、海馬 CA1、

CA2 野および大脳皮質体性感覚野の一定領域の神経細胞障害について、各

種染色法を用いて評価した（Fig. 44）。 

 

 

 

 
 

 
 
 

Fig. 44 Staining region of mouse brain 

Show interaural 5.70 mm, Bregma-1.58 mm in mouse brain section. Cell death 

in the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area 

of the cortex area of the mice brain determined 24 hr after H/I by using the HE 

Staining, TUNEL staining, Cleaved caspase-3 staining. 

 

 
 

Hippocampal CA1 region 
Hippocampal CA2 region 
 Cortex 

 
Infarct area  
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8.1. DHE 染色 103) 

ROSの一種であるO2
-の産生を，dihydroethidium（DHE, Sigma）を用いた

蛍光染色にて検討した。[DHEは、O2
-により酸化されエチヂウムブロマイ

ドとなりDNAに結合する。] 8 µm厚の冠状切片を作製後、スライドガラス

にマウントした。その後、10 µmol/LのDHEを作用させ、遮光した加湿ケ

ース内で37℃、30分間インキュベートした。80％グリセリンで封入した後、

共焦点レーザー走査顕微鏡（IX81，OLYMPUS）にて観察した（Ex: 488 nm，

Em: 574-595 nm）。DHEの蛍光強度をFV10-ASWソフトを用いて数値化し、

各群の強度をSham群に対する相対値で表した。  

 

8.2. HE 染色 104) 

H/I によって誘発された神経細胞のアポトーシスを組織化学的に検討す

るために、8 µm 厚の冠状切片を作製した。切片をスライドグラス上にマ

ウントした後、メタノールで約 2 分間固定し、10 mM の PBS（7.75 mM 

Na2HPO4, 1.90 mM NaH2PO4・H2O, 145 mM NaCl）に浸した。ヘマトキシ

リン溶液（Hematoxylin, サクラファインテックジャパン）に 1 分間浸して

細胞核を染色した後、エオジン溶液（Eosin, サクラファインテックジャパ

ン）に 10 秒間浸し、細胞質を染色した。ゼラチンで封入後、光学顕微鏡

（BX51W1, OLYMPUS）、CCD カメラ（DP-50, OLYMPUS）、画像解析ソフ

ト（Lumina Vision, 三谷）を使用して解析した。海馬 CA1、CA2 野および

大脳皮質体性感覚野の一定領域の濃縮染色された核を有する細胞数を計

測した。それぞれの領域の HE-positive cells は、HE-positive cells（％）= 

HE-positive 細胞数 / 全細胞数 × 100 で表した。 

 

8.3. TUNEL 染色 15) 

H/I によって誘発された神経細胞のアポトーシスに対する抑制効果を組

織化学的に検討するために、マウスの脳冠状切片（8 µm）を作製し、100％

メタノールで固定後、TUNEL 染色キット（Apoptosis in situ Detection Kit, 

Wako）を用いてアポトーシス陽性細胞を染色した。同時にヘマトキシリ
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ンによる対比染色を行った。HE 染色時と同様に検鏡し、CA1、CA2 野お

よび大脳皮質体性感覚野の TUNEL 陽性細胞数を計測した。

TUNEL-positive cells（%）= TUNE陽性細胞数 / 全細胞数 × 100で表した。 

 

8.4. Cleaved caspase-3 の免疫蛍光染色 15, 105) 

アポトーシスを促進するカスパーゼ系活性化の指標として、Cleaved 

caspase-3 の免疫染色を行った。マウスの脳冠状切片（8 µm 厚）を作製し、

ブロッキング剤（1:4；ブロックエース™，大日本住友製薬）で 2 時間処

理し、1 次抗体（1:100；Cleaved caspase-3 Rabbit mAb, Cell Signalling 

Technology，Danvers，MA，USA）を 4℃で一昼夜作用させた後、2 次抗

体（1:100；Cy3 conjugated affinity purified secondary antibody，Chemicon 

International，Temecula，CA，USA）を室温で 2 時間作用させた。80%グ

リセリンで封入した後、共焦点レーザー走査顕微鏡で観察した。前述の染

色と同様、海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野の一定領域の陽

性細胞数を計測した。Cleaved caspase-3-positive cells（%）= Cleaved caspase-3

陽性細胞数 / 全細胞数 × 100 で表した。 

 

9. 統計処理 

データは、平均値  ± 標準偏差として表示し、統計学的有意差は、

Tukey-Kramer 法の多重比較により解析した。同一個体における H/I 処置前後

の比較には、paired t-test を用いた。神経症状スコアに関しては、Kruskal-Wallis 

test による解析の後、Mann-Whitney U test を行った。検定における有意水準

は 5%とした。 
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第 2 章：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する MAK

の脳保護作用メカニズムの解析 

 

1. Total RNA 抽出および Real Time RT-PCR による遺伝子発現量の測定 106) 

摘出した脳皮質ペナンブラ領域の組織片は、RNA later（Qiagen）に 1 昼夜 

4℃にて浸潤し、-80℃で保存した。Total RNA 抽出は、RNeasy micro Kit

（Qiagen）を用いた。逆転写反応は、Prime Script™ RT reagent Kit（Takara Bio）

により、500 ng の Total RNA を鋳型として 5 × Prime Script™ buffer（2 µL）、

Prime Script™ RT Enzyme Mix（0.5 µL）、Oligo dT Primer（0.5 µL）、 Random 

6 mers（0.5 µL）存在下で Mastercycler（eppendorf ; 37℃で 15 分間, 85℃で 5

秒間, 4℃維持）で反応させ cDNA を合成し、使用時まで-80℃で保存した。 

mRNA の定量には、SYBR premix Ex Taq（Takara Bio）を用いた。5 µL の

10 ng cDNA、0.8 µL の 10 pmol Target gene specific primers（Takara Bio）、10 µL

のSYBR premix Ex Taq、4.2 µLのdH2Oを加え、iCycler thermal cycler（Bio-Rad）

により Real Time RT-PCR を行った。反応条件は、95℃で 10 秒間処理した後、

95℃で 5 秒、アニーリング温度は 60℃で 34 秒として 40 サイクル行い蛍光

量を検出した（Hsp70 のみアニーリング温度が 66.2℃で行った）。H/I 処置後

に、虚血周辺部のペナンブラ領域におけるアポトーシス関連因子の発現量に

ついて検討した。各遺伝子のプライマー配列は Table 13 に示した。 

RNA 発現量は、β-actin 量を内部標準として増幅サイクル数から各群の相

対比で表し評価した。 
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Table 13 Sequences of PCR Primers Used (mouse) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. 細胞質および細胞核画分の調製 107, 108) 

マウス脳の皮質ペナンブラ領域を 10（w/v）になるように homogenization 

buffer [20 mM HEPES (pH 7.9), 1 mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 

1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 4 

µg/mL pepstatin A, and 4 µg/mL leupeptin] を加え、ホモジナイザーで粉砕した。

4℃で 40 分間 105,000 × g で遠心した上清を細胞質画分とした。また、沈殿

画分は、extraction buffer [20 mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM MgCl2, 300 mM 

NaCl, 0.2 mM EDTA, 20% glycerol, 1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 0.5 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 4 µg/mL pepstatin A, and 4 µg/mL leupeptin]で再

懸濁し、30 分間氷上で静置した後、4℃で 20 分間 15,000 × g で遠心した上清

を核画分とした。 

 

 

Target gene  Sequence (5’－3’) 

β-actin Forward 5ˊ-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-ATGGAGCCACCGATCCACA-3ˊ 

Hsp70 Forward 5ˊ-CGCTCGAGTCCTATGCCTTCA-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-TCCTGGCACTTGTCCAGCAC-3ˊ 

Bcl-2 Forward 5ˊ-GTGTTCCATGCACCAAGTCCA-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-AGGTACAGGCATTGCCGCATA-3ˊ 

Bax Forward 5ˊ-CAGGATGCGTCCACCAAGAA-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-GTTGAAGTTGCCATCAGCAAACA-3ˊ 

Bdnf Forward 5ˊ-TCAAGTTGGAAGCCTGAATGAATG-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-CTGATGCTCAGGAACCCAGGA-3ˊ 

Chop Forward 5ˊ-AATAACAGCCGGAACCTGAGGA-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-ACTCAGCTGCCATGACTGCAC-3ˊ 

Grp78 Forward 5ˊ-GAACACTGTGGTACCCACCAAGAA-3ˊ 

 Reverse 5ˊ-TCCAGTCAGATCAAATGTACCCAGA-3ˊ 
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3. Western blot 法による細胞外蛋白質および細胞内シグナルの解析 107, 108) 

電気泳動用サンプルは、10～30 µg の細胞質および核画分のサンプルに、2 

× SDS サンプル緩衝液 [100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 20% glycerol, 4% 

2-mercaptoethanol, 0.1% bromphenol blue]を等量加えて調製した。電気泳動は、

Mini PROTEAN 3 Cell（Bio-Rad）を用いて、10～12％ SDS-ポリアクリルア

ミドゲルにより行った。泳動後、セミドライブロッティング装置（Bio-Rad）

を用いて、100 mA で 1.5 時間、蛋白質を PVDF メンブラン（MILLIPORE）

に転写した。続いて、メンブランを 5％スキムミルク含有の PBS-T 溶液（137 

mM NaCl, 8.10 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 0.1% Tween 20）

で一昼夜もしくは 1.5 時間ブロッキングした。一次抗体は、5％スキムミルク

含有 PBS-T 溶液で希釈し、室温で 1 時間反応させた。メンブランを PBS-T

溶液で 5 分 × 5 回、室温で洗浄後、二次抗体は、5％スキムミルク含有 PBS-T

溶液で希釈し、室温で 1 時間反応させた。メンブランを PBS-T 溶液で 5 分 × 

5 回洗浄した後、ECL もしくは ECL plus detection reagents（Amersham 

Biosciences）を用いて、X 線フィルム（Amersham Biosciences）に露光もしく

は Light-CaptureⅡ（ATTO）で可視化した。使用した各蛋白質の抗体と濃度

について Table 14 に示した。 

 

Table 14 Antibody Information 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rrimary Antibody Concentration Secondary Antibody Concentration 

ATF6 
1：100 

(IMGENEX) 
Anti-HRP conjugated donkey 

anti-mouse IgG Antibody 
1：2000 

(GE Healthcare) 

β-actin 
1：10,000 

(Sigma) 
Anti-HRP conjugated donkey 

anti-mouse IgG Antibody 
1：10,000 

(GE Healthcare) 
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4. 血糖値の測定 

血糖値は、電極式血糖値測定器（デキスターZⅡ, バイエルメディカル）

によって、MAK 投与前、MAK 投与 1 週間後の血糖値をマウスの尾静脈血

を用いて測定した。また、総頚動脈閉塞前（手術前）、総頚動脈閉塞直後（手

術直後）、低酸素負荷前（手術 3 時間後）、低酸素負荷 24 時間後の各サンプ

ルについても同様に測定した。血糖値測定ステップを Fig. 45 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 45 Schedule of blood glucose testing  

 

5. 統計処理 

データは、平均値  ± 標準偏差として表示し、統計学的有意差は、

Tukey-Kramer 法の多重比較により解析した。同一個体における H/I 処置前後

の比較には、paired t-test を用いた。検定における有意水準は 5%とした。 
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【 Testing time schedule 】
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After operation

After hypoxia

【 Testing time schedule 】
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MAK group：MAK 1 g/kg 

Oral administration

Before H/I 

After H/I

Total plasma oxidative stress
・d-ROMs test

・Rota-Rod test

Balance and motor coordination

・HE staining
・TUNEL staining
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Cell deathInfarct volume
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Oxidative stress

・DHE staining
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第3章  抗酸化活性を指標とした MAK 中の活性成分の探索と同定 

 

1．材料 

霊芝菌糸体培養培地抽出物（MAK）については第 1 章に記した。 

 

2．成分の探索 
2.1 分子ふるいによる分画（small scale） 

分画分子量が 3 kDa（3 K）、10 kDa（10 K）、30 kDa（30 K）、50 kDa（50 K）、

100 kDa（100 K）のアミコンウルトラ遠心式フィルター（Amicon® Ultra-15, 

MILLIPORE）を用いて、分子量による分画を行った。各画分は、次の A～F

で示した。3 K ＞ A、10 K ＞ B ＞ 3 K、30 K ＞ C ＞ 10 K、50 K ＞ D

＞ 30 K、100 K ＞ E ＞ 50 K、F ＞ 100 K。 

MAK 原液（10 mg/mL～50 mg/mL）を 3,900 × g で 15 分遠心して不溶性物

質を沈殿させ、上清を回収した。その後、アミコンウルトラ遠心式フィルタ

ーのサンプルリザーバーに 12 mL を加えて、3,900 ×g、25℃で遠心した。フ

ィルターユニットに濃縮液が約 250～500 µL 残存するまで遠心（himac 

CR20G, HITACHI）した後、フィルターユニットから濃縮液（用いたフィル

ターのサイズより大きい分子）または、サンプルバイアルから溶液（用いた

フィルターのサイズより小さい分子）を回収して、凍結乾燥[少量凍結乾燥; 

FREEZE DRYER (VC-36s), TAITEC]した（Scheme 3）。 

 

2.2  3 kDa 以下の低分子画分（3 K）の大量調製 

加圧濾過装置（攪拌式セル 8000, MILLIPORE）を用いて、MAK 3 kDa 以

下の成分（3 K と記）を調製した。大量の MAK 原液を 5 g/L（MillQ）濃度

に調整して、3,900 × g で 15 分遠心後、上清のみを回収した。その後、この

上清をメンブレンフィルター（限界濾過ディスク PLBC, ウルトラセル再生

セルロース, 3 kDa NMWL 63.5 mm, MILLIPORE）をセットしたタンクに（約

800 mL）注入し、窒素ガス 0.2～0.3 MPa（Max; 0.48 MPa）で加圧濾過した。

得られた溶出画分を回収し、凍結乾燥（大量凍結乾燥; FREEZE DRY SYSTEM, 

FZ-12PV, LABCONCO, 朝日ライフサイエンス株式会社）した。 
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2.3 活性成分の分布と分離・分画 

3 K 活性成分の極性や酸性、中性、塩基性の判別、酸、アルカリに対する

安定性を評価した。50 mL チューブ 5 本に 3 K のサンプル各 40 mg を水に溶

解させた後、各チューブに水より極性が低い有機溶媒を入れ、水層と有機溶

媒層を得た。それぞれの極性によって分画した水層と有機溶媒層の抗酸化活

性を比較・評価した（Fig. 32）。 

3 K の分画には、吸着カラム（DIAION HP-20 イオン交換樹脂, 三菱化学）、 

逆相カラム（ODS）、順相カラム（Silica gel）の MPLC（YFLC AI-580, 

YAMAZEN）、HPLC（Waters）クロマトグラフィーによる種々の分画方法を

組み合わせて行うとともに、各画分の含有量、抗酸化寄与率を評価しながら

活性成分を探索した。 

MAK 6.12 g から前記した方法によって 3 K を 4.7 g 得た。得られた 3 K を

水に溶解した後、DIAION HP-20 にアプライして、水、メタノール（Wako）、

アセトン（Wako）で順に溶出させ、Fr. 1（2.6 g）、Fr. 2（0.8 g）Fr. 3（1.26 g）

Fr. 4（0.05 g）を得た。各フラクションの抗酸化活性を評価し、抗酸化寄与

率が最も高いメタノール溶出物 Fr. 3（1.26 g, 抗酸化寄与率 63.21%）につい

て MPLC-1＊の条件で分画を行い、Fr. A（0.3 g）、Fr. B（0.35 g）、Fr. C（0.22 g）、

Fr. D（0.13 g）、Fr. E（0.08 g）、Fr. F（0.14 g）、Fr. G（0.01 g）を得た。各フ

ラクションの抗酸化能と抗酸化寄与率が最も高い Fr. B（0.35 g, 抗酸化寄与

率 28.47%）を MPLC-2＊の条件で分画し、Fr. B-1～Fr. B-9 を得た。その中で

Fr. B-4（0.13 g, 抗酸化寄与率 26.35%）、Fr. B-5（0.08 g, 抗酸化寄与率 26.95%）、

Fr. B-6（0.06 g, 抗酸化寄与率 22.16%）に抗酸化活性が認められた。Fr. B-4

（0.13 g）について、MPLC-3＊の条件により Fr. B-4-1～Fr. B-4-9 を得た。Fr. 

B-4-5 から Compound 1 を単離した。Fr. B-4-4（10.6 mg）について HPLC-1＊

の条件により分画し Compound 2 を混合物として単離した。また、抗酸化寄

与率が Fr. B に続いて高い Fr. C（0.22 g）については MPLC-4＊の条件により

Fr. C-1～Fr. C-11 を得、そのうち Fr. C-2 から Compound 3、Compound 4 を混

合物として得た（Fig. 34）。  

  以下に MPLC および HPLC における分離条件を示す（カラム, 溶出溶媒系,
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溶出時間, 保持時間など）。 

MPLC-1＊：ODS Inject column (Cat. No. W917, M size, YAMAZEN), ODS 

column (ULTRA PACK, ODS-SM, 50 µm, 120 Å, Size B 26 × 300 mm, 

YAMAZEN), Water：MeOH［9:1 (7 min), 7:3 (7 min × 3), 6:4 (7 min × 3), 

100% MeOH (7 min × 3)］ 

MPLC-2＊：ODS Inject column (Cat. No. W917, M size, YAMAZEN）, ODS 

column (ULTRA PACK, ODS-SM, 50 µm,120Å, Size B 26 × 300 mm, 

YAMAZEN), Water：MeOH［8:2 (7 min × 3), 7.5:2.5 (7 min × 3), 7:3 (7 

min × 3), 100% MeOH (7 min × 2)］ 

MPLC-3＊：Silica gel Hi-Flash column (Cat.No.W003, Silica gel 40 µM 60Å, 

Volume 14 g, size M, 20 × 75 mm), Silicagel Inject column (Lot. No. 

L20802, size S), CHCl3：(MeOH ⑨：Water ①)［(9:1 (2 min × 3), 8:2 (2 min 

× 3), 7:3 (2 min × 3), 6:4 (2 min × 3), 100% MeOH (2 min × 6)］ 

HPLC-1＊：Column (YMC-Pack R&D ODS-A 250 × 20.0 mm), Solvent [A water, 

B MeCN, A: 98% (5 min)→0% (50 min)→0% (65 min)], Folw rata：7.0 

mL/min, Detector：UV 254/220 nm, Column temperature：30℃, Fraction 

size：7.0 mL/tube 

MPLC-4＊：Silica gel Hi-Flash olumn (Cat.No.W005, Silica gel 40 µM 60Å, 

Volume 45 g, size 2 L, 26 × 150 mm), Silicagel Inject column (Lot. No. 

L00301, size 2S) CHCl3：(MeOH ⑨：Water①)［(9:1 (4 min×3), 8:2 (4 min 

× 3), 7:3 (4 min × 3), 6:4 (4 min × 3), 40%～100% MeOH (24 min), 100% 

MeOH (15 min)］ 

 

2.5 成分分析 

2.5.1 測定機器 

単離した化合物は EI-MS、FAB-MS、1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、

DEPT（13C）、HMQC、HSQC、HMBC 各種スペクトルデータを組み合わせ

て分析し、文献値およびデータベース 62)のデータと比較することにより同

定した。含有量測定は LC/MS を用いた。 
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質量分析には JEOL JMN700（JEOL 日本電子会社）、NMR 測定は 400 MHz 

Agilent-400 MR-vnmrs 400 spectrometer（Agilent）、LC/MS は 4000 QTRAP® 

（AB SCIEX）システムで、LC/MS のポンプは LC-20 AD、auto sampler は

SIL-20 AC、カラムオーブンは CTO-20 AC、検出器 SPD-20 A を用いた。HPLC

のポンプは 600 Pump（Waters）、UV 検出器は 2489 UV/visible Detector（Waters）、

コントローラは 600 Controller（Waters）を用いた。 

薄層クロマトグラフィーは、シリカゲル（Sillica gel 60 F254, MERCK）と

ODS（HPTCL Sillica gel 60 RP-18 WF254S, MERCK）を使用した。NMR 用重

溶媒は、methanol-d4（重水素化率 99.8%, Wako）を使用した。 

 

2.5.2 化合物の物理的性質 

Compound 1：本化合物は、EI-MS、FAB-MS により分子量が 267.2 と推

定した。1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、DEPT（13C）各種 NMR

データを文献値と比較したところ化合物はアデノシン（C10H13N5O4）

であることが明らかとなった。TLC の Rf 値および色調は標品と一

致した。 

Compound 2：本化合物は、Fr. B-4-4 中のメイン成分であり、EI-MS に

より分子量が 122.12 と推定した。1H-NMR、EI-MS のデータ分析と

文献値と比較することにより Compound 2 はニコチン酸アミド

（C6H6N2O）であることが明らかとなった。TLC の Rf 値および色

調は標品と一致した。 

Compound 3、4：NMR と LC-MS の分析により Compound 3 と 4 は類縁

体であり、単離が困難であることが分かった。1H-NMR、13C-NMR

および LC/MS の分析により、Compound 3 は分子量が 168.1 である

バニリン酸（C8H8O4）、Compound 4 は分子量が 198.17 であるシリ

ンガ酸（C9H10O5）と同定した。 
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2.5.3 標準品 

アデノシン（Adenosine, Lot. EPH0855, Wako）、ニコチン酸（Nicotinamide, 

Lot. LAK5362, Wako）、バニリン酸（Vanillic acid, Lot. MKBC5912V, Sigma）、

シリンガ酸（Syringic acid, Lot. 10097437, Wako）を用いた。 

 

3. 抗酸化活性成分の含有量測定 

LC-MS の測定条件によって、MAK 中のバニリン酸とシリンガ酸の含有量

を測定した。市販の標準品の濃度とイオン量から検量線を作成し、イオン量

から含有量を算出した。シリンガ酸とバニリン酸ともに Standard 濃度は 0、

100、200、400、800、1600 ng/mL とした。また、MAK、子実体、菌糸体、

菌糸を植菌していない培地抽出物から、それぞれシリンガ酸とバニリン酸の

含有量を測定した。 

 

LC/MS の測定条件 

● LC conditions 

Column：2.0φX 150 mm PEGASIL ODS SP100-3 (Senshu Pak) 

Solvent： 

A 0.1% formic acid aq, B acetonitrile contained formic acid at 0.1% 

B 5% (0 min)→ 5% (3 min)→ 30% (10 min)→ 100% (15 min)→ 

100% (30 min) 

Flow rate：0.2 mL/min 

Column temperature：40℃ 

Injection volume：1 µL 
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● MS conditions 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 抗酸化活性の評価 

 4.1 DPPH フリーラジカル消去能の測定 

DPPH（1,1-dipheny-2-picrylhydrazyl）は 525 nm 付近に最大吸収があり、

特有の紫色をもつ有機ラジカルである。抗酸化活性成分により DPPH のフ

リーラジカルが捕捉されるため、吸光度の低下から抗酸化能を評価した。 

 

4.1.1 DPPH による評価 109, 110) 

    DPPH 試料および検体は、最終的に 50％エタノールに溶解した。その

後、遮光した試験管に 0.1 mg/mL DPPH 溶液を分注後、1 mL の検体を添

加し、よく混合した。25℃の水浴で 30 間分保温し、525 nm で吸光度を

測定した。Control として DPPH 溶液に 50％エタノールを、 Blank は 50%

エタノールに検体を混合した溶液を用いた。DPPH フリーラジカル消去

能は、次の式から算出した。消去能（％）=｛1－(Ai－Aj) / Ac｝× 100％

（Ai = DPPH ＋ 検体, Aj = 50％エタノール + 検体, Ac = DPPH + 50％

エタノール） 

 

 

For vanillic acid 
Scan type：MRM (m/z166.913/m/z151.800) 
Polarity：Negative 
Ion source：Turbo spray 
Cur：10 
IS：- 4500 
Temp.：500 
GS1：30 
GS2：50 
ihe：ON 
CAD：8 
DP：- 55 
EP：- 10 
CE：- 18 
CXP：- 27 

 

For syringic acid 
Scan type：MRM (m/z196.933/m/z120.800) 
Polarity：Negative 
Ion source：Turbo spray 
Cur：30 
IS：- 4500 
Temp.：300 
GS1：40 
GS2：60 
ihe：ON 
CAD：6 
DP：- 55 
EP：- 10 
CE：- 24 
CXP：- 5 

 
 
 



 98 

4.1.2 DPPH の噴霧による評価 111, 112) 

100%エタノールに 0.04%の DPPH を溶解した溶液を調製し、遮光して

4℃で保存した。各検体を展開した TLC プレートに 0.04%の DPPH 溶液

を噴霧した。抗酸化活性成分による DPPH 試薬の紫色の退色から抗酸化

作用部位を観察した。乾燥したプレートを写真撮影し、データ解析に用

いた。 

 

4.2 スーパーオキシドアニオン（O2
-）消去能の測定 113, 114) 

    O2
-産生系として、3.6 mMのHypoxanthine溶液（100 mM KH2PO4, 0.054 

mM EDTA, 3.6 mM Hypoxanthine）を使用時にKH2PO4 buffer（0.1 M KH2PO4, 

0.05 mM EDTA, pH 7.5）によて0.72 mMに希釈し、Xanthine Oxidase（x-4500, 

Sigma）酵素溶液は100 µg/mL（約0.1 unit）に調製した。発光試薬のMPEC

（2-Methyl-6-p-methoxyphenylethyl imidazopｙrazinone, ATTO）は、100%メ

タノールにて0.45 mMに調製し、ストック溶液（- 30℃で遮光保存）とし、

実験直前に蒸留水にて750 µMに調製して実験に用いた。 

96穴のプレート[ELISA用プレート (黒), S MS-8496 K]にKH2PO4 buffer

を170 µL、100 µg/mL Xanthine Oxidase溶液を60 µL、750 µM MPECを10 µL、

検体を10 µL、0.72 mM Hypoxanthine基質溶液を添加し、10秒後に発光測定

装置（Wallac 1420 ARVO sx, PerkinElmer）にセットして、1分間に100回測

定した発光積算値を算出した。検体を加えない発光量を基準（100%）とし、

検体を加えて減少する発光量を抗酸化能の指標とした。消去能は、次の式

から算出した。消去能（%）＝｛１－ (b) / (a)｝× 100%（a；検体を添加し

ない状態の発光積算値, b；検体を添加した場合の発光積算値） 

抗酸化活性の比較対照物質として、L（+）-アスコルビン酸[L(+)-Ascorbic 

Acid, Lot. LTN7625, Wako]とエダラボン（3-Phenyl-3methyl-5-pyrazolone, Lot. 

DPH0472, Wako）を用いた。 
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第 4 章 抗酸化活性成分による神経細胞および脳保護作用の評価 

 

第1節 神経細胞保護作用の評価（in vitro） 

 

1. 試薬 

シリンガ酸（Syringic acid, 98 + %）は Alfa Aesar 社製を用いた。実験に用い

たシリンガ酸は、DMSO（Dimethyl Sulfoxide, Wako）により 300 mM の濃度に

調製して、1.5 mL の遮光チューブに分注して冷凍保存した。使用直前に希釈

し（DMSO ≤  1%）、濾過滅菌（Cellulose Nitrate 0.45 µm filter, DISMIC-25, 

ADVANTEC）して実験に用いた。 

  

2. PC12 細胞の培養と分化誘導 65) 

未分化のラット副腎髄質褐色細胞腫由来 PC12 細胞（HS 研究資源バンク）

は、poly-D-lysine コートした 100 mm dish（Becton, Dickinson and Company）に

播種し、10％非働化馬血清（HS, Tissue Culture Biological）、5％非働化牛胎児

血清アルブミン（ FBS, Cell Culture Bioscience ）、 24 mM NaHCO3 、

Antibiotic-Antimycotic [100 unit/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 0.25 

µg/mL amphotericin B (GIBCO)]を添加した RPMI1640 培地（GIBCO）で、37℃、

5％ CO2 の条件下で培養した。PC12 細胞を播種し、ディッシュに接着させた

後、低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）に 50 ng/mL の神経成長因子（NGF：

Nerve growth factor, コスモ･バイオ）を含む条件下で 3 日間培養し、神経突起

を伸張して交感神経細胞様に神経細胞を分化させた。 

 

3. MTT assay による生存率の測定 67) 

神経細胞へ分化させた PC12 細胞に、低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）で

0.25 mg/mL に調製した MTT [(3,4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium 

bromide, Wako]を添加した。4 時間後に培地を取り除き、600 µL/well の DMSO

を加え、10 分間 Micro mixer（E-36, TAITEC）で溶解させ、540 nm と 630 nm

の吸光度を Wallac 1420 ARVOsx を用いて測定した。数値の算出は、細胞を播
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種していない well の吸光度を blank として、540 nm の値から 630 nm の値を減

じて算出した。 

 

4. シリンガ酸の毒性評価 115) 

Poly-D-lysine コートした 96 well plate（Becton Dickinson）に PC12 細胞を 1 

× 104 cells 播種して 4 日間培養した。DMSO に溶解した 300 mM シリンガ酸

を、培養培地（10％ HS, 5％ FBS を含む）を用いて 0.001、0.01、0.1、1、3 

mM に希釈して添加した。シリンガ酸の存在下で 2 日間培養後、MTT assay に

より生存率を評価した。 

 

5. H2O2 処置による細胞生存率の評価 66, 67) 

Poly-D-lysine コートした 96 well plate（Becton Dickinson）に PC12 細胞を 5 

× 103 cells 播種し、5 日後に低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS を含む）で 50 

ng/mL に調製した NGF を 3 日間添加した。3 日後に NGF を含む培地を取り

除き、神経細胞へ分化させた PC12 細胞に、低血清培地に溶解したシリンガ

酸（0.001, 0.01, 0.1, 1, 3 mM）100 µL を 1 時間添加した。その後、30% H2O2

（Wako）を低血清培地で 750 µM に希釈し、各 well（シリンガ酸を含む培地

100 µL）に 50 µL を加え、6 時間 H2O2（最終濃度が 250 µM）処置すること

によって酸化ストレスを誘導した。その後、MTT assay により生存率を評価

した。 

 

6. 酸化ストレス処理による細胞内活性酸素種の産生評価（DCF-DA染色）116, 117) 

 PC12 細胞を 96 well plate に播種後、前述のように神経細胞へ分化させた。

H2O2 添加 1 時間前にシリンガ酸（0.001, 0.01, 0.1, 1, 3 mM）を添加し、続い

て 250 µM H2O2 を 6 時間処置することによって酸化ストレスを誘導した。そ

の後、培地を除き、低血清培地で調製した 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescin 

diacetate（DCFH-DA, Sigma）を 10 µM/well となるように加えて 37℃、30 分

間保温した。続いて培地を除去後に PBS を 100 µL 加え、10 分間混和した。

マルチラベルプレートカウンター（Wallac 1420 ARVO sx, PerkinElmer）にて
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蛍光（励起波長 485 nm, 蛍光検出 535 nm）を測定した。無処置群を 100％と

して蛍光強度から酸化ストレスを評価した。 

 

第 2 節：脳保護作用の評価（in vivo） 

 

1．実験材料 

第 4 章の第 1 節で用いたシリンガ酸を使用した。経口投与に用いたシリン

ガ酸（10 mg/mL）は、蒸留水に溶解し（NaOH により pH 8.4 に調整）、1 日

投与量ごとに分注して、冷凍保存した。使用直前に溶解し、室温に戻してか

らマウスに 50 mg/kg body weight/5 mL を投与した。 

 

2．実験動物 

第 1 章の第 2 節と同様な条件で KK-Ay マウスを使用した。1 週間予備飼育

後、シリンガ酸（50 mg/kg body weight/day）を 7 日間経口投与した。Control

群には同量の蒸留水を投与した（Scheme 5）。 

 

3. KK-Ay マウスの低酸素脳虚血モデルの作製 

第 1章の第2節と同様に行った。KK-Ayマウスの右総頚動脈結紮 3時間後、

マウスをガラス容器に入れ、低酸素ガス（8% O2 / 92% N2）を 20 分間負荷し

た。この間、水浴と赤外線ランプによってガラス容器内を 36℃に維持した。

その後、マウスを通常大気中のケージに戻して擬似的な再灌流状態を誘発し

た。H/I 処置（手術前）1 時間前に 1 回シリンガ酸（50 mg/kg body weight）

を経口投与し、H/I 処置を行った。 

 

4.神経症状スコアの測定 

  第 1 章と同様の方法で評価した。 

 

5. 運動機能障害の測定 

第 1 章と同様の方法で評価した。 
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6. 梗塞巣体積の測定  

第 1 章と同様の方法で評価した。 

 

7. 脳組織中 O2
-産生の測定（DHE 染色） 

第 1 章と同様の方法で評価した。 
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