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l研究テーマ l 

虚血性神経細胞死の機構解明と脳細胞保護療法の開発に関する研究

来日研究者氏名:王岩

中国での所属・役職: 中国北京日中友好病院脳神経外科・医員

招聴者氏名・所属・役職:桐野高明・東京大学医学部脳神経外科・教授

要旨

一過性前脳虚血後に生じる海馬 CA1領域の神経細胞死をモデルとし、その細胞死

の機構として MAPkinaseを介する情報伝達機構が関与しているか否か、及び

mitochondrial permeability transition抑制作用を介してアポトーシスに対する保護効

果を有するとされる trifluoroperazineがこれらの神経細胞死保護効果を有するか否

かを検討することを目的とした。モデルはラットの6分間の頚動脈閉塞モデルを用

いた。 MAPkinase はERK、p38、JNKについて Westernblotting法にて検討した結

果、 ERKでは虚血後に海馬 CA1、その他の海馬、皮質の3領域全てでリン酸化の

充進を認めたが、その他の kinaseではこれらの変化は乏しかった。 Trifuloroperazine

投与実験では、虚血前15分に 15mg/kgを腹腔内投与したが、 control群に比較し
て有意な保護効果がみられた。海馬 CA1の虚血性神経細胞死の機序として、アポ

トーシスの経路のひとつとして知られる MAPkinaseのリン酸化が関与している証

拠は得られなかったが、 trifluoroperazineの保護効果が見られたことは、ミトコンド

リアを介する他のアポトーシスの系が関与している可能性が示唆された。

KEY WORDS: delayed neuronal death， ischemic i吋ury，MAP kinase， mitochondrial 

permeability transition， trifluoroperazine， apoptosis 

研究報告

脳の神経細胞は非常に脆弱で、短時間の一過性虚血後でも神経細胞死が生ずるこ

とが広く知られている (Kirino1982)。特に、海馬 CA1領域にて生ずる神経細胞死

は、 3-4日の後に細胞死に陥る特殊なものとして注目されてきたが、その分子機

構については、未だ解明されていない。

一方、成長段階で不要になった細胞や、障害を受けた細胞が生体から排除される

時のひとつの細胞死の機序としてアポトーシスが近年注目されて来ている。アポト

ーシスでは特にミトコンドリアの機能障害(膜電位の消失)が特に注目されてお

り、その調節にはbcl-2familyに属する分子が重要な役割を担っていることも示さ

れてきている。 invivoに於ける遅発性神経細胞死もアポトーシスであると示唆する

結果も報告されており、その治療法に向けて様々な取り組が成されてきているが、

未だに臨床応用可能な治療法は確立されていないの実情である。

本研究では、アポトーシスにて重要な役割を果たす機構を中心に神経細胞死の機

構解明とその予防法を開発する事を目的とする。具体的には 1)アポトーシス時の

重要な情報伝達機構とされる mitogenactivated protein kinase (MAP kinase)の蛋白リ

ン酸化がどのように虚血性神経細胞死に関与しているか、 2)ミトコンドリアの機
能障害(膜電位消失)に対して保護効果を有するとされる trifluoroperazineの薬理

効果(治療効果)を検討する。



i対象及び方法
: 1)実験モデル

本実験では、ラットの一過性前脳虚血モデルを用いた。体重約 30 0 gの雄性 Wistar

ラットを用い、麻酔下に両側椎骨動脈を頚椎Cl部にて凝固切断。翌日に 1% halothane 

下に脱血により血圧を 60mmHgに低下させ両側頚動脈を6分間クリップにて閉塞。 i 
再瀧流と同時に血液を注入した。虚血の問、全例にて脳波の平坦化を確認した。

2) MAP kinaseリン酸化動態実験 i 
虚血再潅流後5分、 30分、 1時間、 3時間、 6時間、 24時間にて脳を insitu freezing 
法にて急速凍結した。具体的には、麻酔下に動物を定位固定装置に固定し、頭蓋冠に

plastic tubeを装着し、阿部に液体窒素を注入して頭部~脳を凍結した。凍結後に断頭

し、 -20"cにて脳を取りだし、 2mm sliceにした後に顕微鏡を用いて海馬 CA1領域(CA1

sample)、その他の領域(dentategyrus(DG) sample)、皮質 (corticalsample)に分離した。

これらの sampleを、 phospha阻seinhibitorを含んだ bufferにてホモジュネートとし、蛋
白濃度を測定した。

以上の sampleをSDS-Polyacrylamidegel (10-15%)にて分離し(各well蛋白 20ug)、
lmmobilon-P membraneにsemi-dryelectroblotting法にて transferした。充分なる blocking

の後に、以下の 1次抗体を用いて免疫複合体を形成させ、 HRP-co吋ugatedの2次抗体、
さらに蛍光基質にて可視化した。用いた 1次抗体は、抗 ERK抗体、抗 phospho-ERK 

抗体、抗 p38抗体、抗 phospho-p38抗体、抗 JNK抗体、抗 phospho-JNK抗体の6種で
ある (NewEngland Biolab)。

3) trifluoroperazine薬理効果判定実験

trifluoroperazineを生理食塩水にて溶解し、 15mg/kgを虚血15分前に腹腔内投与し i
た。 Controlに対しては、同量の生理食塩水を虚血 15分前に腹腔内投与した。再濯流
後7日目に、 4% paraformaldehydel phosphate bufferにて濯流固定し、 paraffin包埋の後

に4umの切片とし、 hematoxylinand eosin染色を行った。海馬 CA1領域の錐体細胞を
顕微鏡下にカウントし、生存細胞数Immを左右の平均値として算出した。

薬剤による低体温の効果を判定するため、これらの動物には虚血 10日前に脳温測
定センサー (Minimittersystem)を右線条体に挿入固定し、 24時間連続的に脳温の変
化を追跡した。

益基
1) MAP kinaseリン酸化動態実験
ERK， p38， JNKの3種の MAPkinaseについてリン酸化状態と無関係に反応する抗体

(リン酸化型、非リン酸化型両者を認識)を用いた結果では、虚血後の各部位にてこ

れらの蛋白量に変化を認めなかった。

一方、それぞれのリン酸化特異的抗体を用いた結果では、虚血後に変化を認めた。

特に ERKにその傾向が著しく、 CA1sample， DG sample， cortical sampleの全てにおいて

虚血後5分をピークに著明なリン酸化の克進をみとめた。これらのリン酸化は 30分

後でもわずかに残っていたが、 1時間後には control値に復した。一方、 p38、JNKに

付いては、 CA1sampleにて 30分後に若干上昇傾向を示すものもあったが、有意な変

化とは考えられなかった。また、部位特異的な変化も見られなかった。

2) trifluoroperazine薬理効果判定実験

海馬 CA1錐体細胞の平均細胞密度は、 naivecontrol群にて 102.6土5.7cells/mm (n=η 

であった。生理食塩水を投与した虚血 control群では、 25.4土 13.1cells/mm (n=5)と正常
の25%の細胞しか生存していなかった。一方、 trifluoroperazine投与群では 53.0+9.7

cells/mm (n=5)と正常の 52%の神経細胞が生存しており、これら 2群間で統計的な有
意差が得られた (t-test， p<O.O 1)。

また、脳温の測定も持続的に行ったが、虚血 control群、 trifluoroperazine投与群間で，
有意な差はなかった。 : 



主室
脳虚血による神経細胞障害は、動物実験モデルが確立されてから精力的にその機序

解明の努力が続けられているが、いまだ詳細な病態については不明である。近年、神

経細胞の生存、分化、アポトーシスに mitogen-activatedprotein kinase (MAP kinase) 

が関与していることが示されて、注目されている(Lange，1993)。特に、神経栄養因子

はその受容体からのリン酸化伝達機構を介して MAPkinase familyの内の ERKを活性

化し、細胞を分化、生存の方向へ維持する。一方、同一 familyに属する JNK(c-JunN-

terminal kinase)は各種ストレス、熱ショック、 cytokineによって誘導され、神経細胞死

との関係が特に注目されている。実際に、神経成長因子(NGF)除去による神経細胞の

アポトーシスの時に、 ERKの活性が低下し、 JNKの活性が上昇することが示されてい

る。これらの MAPkinaseと虚血性神経細胞死との関係についての報告は未だに少なく
一定の見解が得られていない。しかし、神経栄養因子の虚血に対する保護作用は種々

報告されており、神経栄養因子はその受容体から MAPkinaseシグナル伝達機構を介

して作用発現していると考えられていることから(Segal1996)、MAPkinase系が虚血
後の神経細胞死に深く関与していることも予想される。
本研究では、 ERKのリン酸化、すなわち活性化の所見が得られたが、部位別の変化

は得られなかった。本モデルでは、海馬 CAl領域にて神経細胞死が生じるが他の部位
!にてはこれらの障害を殆ど認めない。これらの事より、 ERKの活性化が得られても神

経細胞死に対する保護効果は十分ではないことが判明した。また、 p38、JNKのリン
酸化(活性化)の所見に関しては細胞死の生じる海馬 CAlにても一定の傾向が見られ

なかった。以上の結果から、虚血後の海馬 CAl領域に於ける虚血性神経細胞死の機序
として、 MAPkinaseを介する情報伝達機構が関与している可能性は高くないと予想さ

れる。近年の報告では、虚血耐性と ERKの活性化の関連がinvitro studyにて報告され
ており (Gonzalenz-Zulueta2000)、今後は invivoの系にて虚血耐性における役割の検証
などが課題として残されている。
一方、アポトーシスの過程でミトコンドリアの膜電位の消失が重要な役割を担って

いることが判明してきでいる。特にミトコンドリア膜上に存在する megachannelを介
してサイトクロームCなどが漏出すると同時にイオン濃度勾配も消失し、膜電位が消

失してゆくと考えられている(mitochondrialpermeability transition) (Lemasters 1997)。リ
ンパ球などを用いた系では、この channelのblockerとして trifluoroperazineが有効であ
ることが示され、 Bcl-2，Bcl-XLなどと同等の保護効果を有するとされる。また、海馬
CAl領域における虚血性の遅発性神経細胞死がアポトーシスであると示唆する報告も

'散見されるようになってきている。実際、 trifuluoroperazineが局所性脳虚血に対して脳
梗塞巣縮小効果があることも示された(Kuroda1997)。本研究で虚血性遅発性神経細胞

死が、 trifuluoroperazineにて統計的に有意に細胞死抑制効果を有していることが示され
たことは、虚血性神経細胞死全般に、アポトーシスを介する機序が関与していること

をさらに示唆するものと考えられる。

しかし trifuluoroperazineはMPT抑制作用だけでなく、 calmodulinや phospholipase2 

の抑制剤としても知られている(Broekemeier，1995)。これらの系を介する情報伝達系が

虚血性神経細胞死と深く関与しているとの報告もあり、 trifuluoroperazineの効果が

mitochondrial permeability transition (MPT)の抑制のみに基づいているか否かの検証は今
後の課題と考えられる。
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