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げ っ 歯類か ら ヒ ト に至 るまで
,
海馬 ア ン モ ン 角 (C o r n u a m m o ni s , C A ) 1 領域の 神経細胞が虚血に対 して脆弱性を示すこ

と は よく知 ら れ て い る . 虚血性神経細胞死の メ カ ニ ズ ム に 関し て は
,
最近

,
主と して げ っ 歯類や培養細胞を用 い た研究 に基づ

き ア ポ ト ー シ ス 説が多数報告 され て い る . しか し , ヒ トに お い て, どの ような分子が細胞死を決定も しく は実行 して い る の か

は現在なお不明で ある . 本研究は , 霊長類 の 海馬C Al に 生 ずる 虚血 性神経網胞死 が ア ポ ト ー シ ス
, ネク ロ ー シス の い ずれ に

よ る もの か
,
ま た

,
その 最 終実行国子 は何 である か を明 らか に す る こ とで ある . 本研究 に お い て は, ニ ホ ン ザル を用い て18

分 間 の 全脳虚血を行 い ,
C A l の 神経細胞 に お い て , ア ポ ト

ー

シ ス 経 路の 最終実行国子で ある キ ヤ ツ ド(c a sp a s e
-

a C ti v a t e d

D N a s e
,
C A D) , お よ び ネク ロ

ー

シス に も関与 し得 る ラ イ ソ ゾ
ー ム 酵素で ある D N a s e Ⅲ と神経細胞死の 関与に つ い て検討 した .

ニ ホ ン ザ ル の C A D を ク ロ ー

ニ ン グ し た後, シ
ー

ク エ ン ス デ ィ テ ク タ
ー を用い て虚血 前後の C A l にお ける C A D の m R N A 発現量

を検索 した . また
,
イム ノ ブ ロ ッ ト法 と 免疫組織化学的手法を用 い て, C A l にお ける C A D と D N a s e II の 蛋白発現お よ び細胞

内局在を検索 した . さ ら に
,
電子顕微鏡なら び にD N A 断片化の 解析を行 い

,
虚血性神経細胞死 の 細胞死 パ タ ー ン が ア ポ ト ー

シ ス
, ネク ロ ー シス の い ず れ で あるか を検索 し た. そ の 結果, C A D の m R N A 発現 塵は

,
コ ン ト ロ

ー ル (虚血 負荷な し) に比 し

虚血 後1 日 で約8 .0 9 倍 に増加 し てい た . C ÅD 蛋白の 発現量は虚血後1 日 で約7 .2 8 倍 に増加 し
,
C A D 蛋白は , 虚血後

,
細胞質か

ら校内 へ と 移行して い た . ¶
一

方 , D N a s e Ⅱ 活性型蛋白の 発現量は , コ ン ト ロ ー ル に比し虚血後2 日 で約2 .4 7 倍
,
虚血後3 日 で

約2 .5 4 倍に 増加 して い た . D N a s e II 蛋白 は虚血後2 日で ,
C A D と 同様に細胞質か ら核内へ の 移行を来 した . 虚血後3 日お よび

5 日 に て
,
C A l の 神経細胞 はT U N E L (t e r mi n al d e o x y n u cl e o tid yl tr a n sf e r a s e - m e diat e d d U T P -b i o ti n ni c k e n d l a b eli n g)染色陽性を

示 した . しか し
,
こ れ ら の 細胞 は, 光学顕微鏡 にて 好酸性の 凝固壊死を示し, 電子顕微鏡に ても ア ポト

ー

シス の 形態学的変化

は示さなか っ た . さ ら に
,
D N A 断片化 の 解析 にて もア ポ ト

ー

シ ス に 特徴的な ラ ダ
ー 像 は み られ ず

,
ネク ロ ー

シ ス に特徴的な

ス メ ア
ー 像 が み ら れ た . 以上 より

,
ニ ホ ンザ ル の 海馬の 虚血性神経細胞死 はネ ク ロ

ー

シス に よ るもの で
,
ア ポ ト

ー

シ ス 経路が

最終経路ま で働 い て は い る もの の
,
直接的 に は細胞死 を誘発 し て い な い こ と が示唆 さ れ た . 虚血 後発現量の 増加をきた した

D N a s e Ⅱ は
,
ラ イ ソ ゾ

ー ム 酵素の カテ プ シ ン と 共に ラ イ ソ ゾ ー ム 外 へ 放 出さ れ
,
両者が D N A を不規則 に切断す る こ と によ り

ネク ロ ー シス が生 ず る もの と推定 され た .

K e y w o rd s n e u r o n al d e ath , a p O P t O Sis , n e C r O Si s , 1y s o s o m e

海馬ア ン モ ン 角 (C o r n u a m m o n i s , C A ) 1 領域の 神経細胞 がn
一

過性 脳虚 血彼の 4 ､

5 日 に 遅発惟 に細胞 死をきた す こ と は
,
げ

っ 歯 類か ら霊長類 に至 るまで よく知ら れ て い る
1)L 4)

. 近年
,
主

と して げ っ 歯類 を対象 と した 研究で , こ の 虚血 性神経細胞死 に

ア ポ ト ー シ ス が 関与 し て い る と い う報告 が増え て い る
5) 6)

. す

な わ ち, C A l 神経細胞が虚血刺激を′受け る と, ミ トコ ン ドリ ア

か ら チ トク ロ
ー

ム C が 細胞質 に放｢ll され
7 )捌

,
こ の チ トク ロ ー ム

C が カ ス バ
ー

ゼ ー9
9)
お よ びA T P と 複合体 を形成 し, 2 次 的に カ ス

バ ー

ゼ ー3 が 活性化 さ れ る
10) 11)

. こ の 活性型 カ ス バ
ー

ゼ ー 3 が ア ポ

ト
ー

シス を引き起 こ す様 々 な標的を分解 し, 最終 的に細胞死を

誘発する い うもの で ある .

試験管内の 実験系 にお い て , カ ス バ
ー

ゼ ー3 の 基質が い く つ か同

定 され て い るが , 近年, 最終 の 実行国子と して キ ヤ ツ ド/ ア イ

キ ヤ ツ ド ( c a s p a s e - a C ti v at e d D N a s e / i n h i b i t o r of C A D ,

C A D /I C A D ) が 同定さ れ た
1 2ト 1

Ll)
.
こ れ は 別名D N A 断 片化国f ･

( D N A f r a g m e n ta ti o n f a ct o r)
1 5)
と呼 ば れ, 4 0 k D a の D N a s e であ

る C A D と そ の イ ン ヒ ビ タ
ー で ある4 5k D a の I C A D の 二 量体 か

ら成 る . 活性型 カ ス バ ー ゼ ー3 がIC A D を 分解する と ,
C A D は胞

体 より核 へ と 移動 し , ク ロ マ チ ン 凝縮と D N A 断片化を起 こ す

こと が 明ら か に な っ た
1 3)1 6)

. しか し
,
生 体内の 実験系に お い て

は
,
ア ポ ト

ー

シ ス に よ る 細胞 死 にお け る C A D の 関与 は証明 さ

れ て お ら ず
,
ま し て 虚血性神経細胞死 に お い て C A D の 関与を
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検索した報告 は皆無で ある.

げっ 歯類で虚血負荷を受けた C A l 神経細胞の 電子顕微鏡観察

で は
,
ア ポ ト

ー

シス 小体や ク ロ マ チ ン凝縮と い っ た ア ポ ト
~

シ

ス に特徴的な形態学的特徴が み られ ない こ と より, 虚血性神経

細胞死 の 本態 はネ ク ロ
ー シ ス で あ る と い う 報告もみ ら れ る

17) 18)
. しか し

,
どの 様なメ カ ニ ズ ム で C A l 神経細胞がネク ロ

~

シ ス を き た す か は
,
現 在 な お ,

明 ら か に さ れ て い な い ･

Y a m a sh i m a ら
19)

～ 2 1)
は
,
ニ ホ ン ザル の C A l 神経細胞 に お い て ,

虚血 負荷 に よ り〃 - カ ル パ イ ンが 活性化 され ･ 活性 型 〃
- カ ル パ

イ ン が ライ ソ ゾ
ー

ム 膜を損傷す る結果, ラ イ ソ ゾ
ー ム か ら カ テ

プシ ン B , L が 放出さ れ, こ れ ら が ネク ロ
ー

シ ス を誘発す る の

で は ない か と い う
"

カ ル パ イ ン ー カ テ プ シ ン 説
''

を提 唱 して い

る . ラ イ ソ ゾ
ー ム には シス テ イ ン プ ロ テ ア

ー ゼ で ある カ テ プシ

ン B
,
L や ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア

ー ゼ で あ る カ テ プ シ ン D ,

お よび D N A エ ン ドヌ ク レア
ー

ゼ であ る D N a s e Ⅱ な どが含まれ

てい る .
こ れ ら は, 細胞内で の 異物貪食 の み な らず自己貪食 の

役割をも担 っ てお り, 同時 に, ア ポ ト シ ス の 制御機構 に関与

す る こ とも示唆 されて い る が
2 2)

､

狗
,
そ の 詳細な メ カ ニ ズ ム は

明らか で は な い . 虚血性神経細胞死に お ける, こ れ ら の プロ テ

ア ー ゼ の 関与 を 示唆す る報告は若干 み ら れ る が
6 )2 0) 2 1) 2 7) 2 8)

,

D N a s e Ⅱ に関 して は全く報告 されて い な い .

本研究に お い て は, 霊長類の 海馬C A l に生 ず る虚血性神経細

胞死が , ア ポ ト
ー シ ス

,
ネク ロ ー

シス の い ずれ の カ ス ケ
←

ドに

ょ るもの か を知る た め に ニ ホ ンザ ル を用 い た検索 を行 っ た . す

なわち
,
すで に同様の モ デ ル にお い て , カス バ

ー

ゼ ー 3 の 活性 化

を確認 し得 た こ と
2 0)
よ り

,
今回ア ポ ト ー シ ス 経路 の 最下 流 に 位

置す る実行因子で ある C A D に注目 し, アポ ト
ー

シ ス の 関与を

調 べ た . 同時 に, Y a m a s bi m a らが 提唱 し た
"

カ ル パ イ ン ー カ テ

プ シ ン 仮説
" 2 0) 21)
に 基づ き

,
カテ プ シ ン と 同様 に ラ イ ソ ゾ ー ム

酵素 で ある D N a s e Ⅱ の 関与を検索 した . 具体的 に は ,
ニ ホ ン

ザ ル の 一 過性脳虚血 モ デ ル を作成 し, 海馬C A l 領域 の 神経細胞

に お けるC A D の m R N A と C A D , D N a s e Ⅱ の 蛋白 の 発現 を 生化

学的手法を用い て 経時的 に検索 した . ま た , 免疫組織化学的手

法を用い て両者の 細胞内局在変化を経時的に検索 し, 細胞死 に

おける 役割を検討 し た . さ らに
,
電子 顕微鏡 を用 い た 神経細胞

の 形態学的変化 と電気泳動 に よ る D N A 断片化も解析 し, 霊長

類の 虚血 性神経細胞死 が ア ポ ト
ー シ ス

,
ネク ロ ー

シス の い ず れ

で あるか を検討 した.

対象お よ び方法

Ⅰ. 全脳虚血 モ デル

実験に は体重5 .0 -9 .9 k g の ニ ホ ン ザ ル を用い た .
1 .5 % の フ ロ

ー セ ン (武田薬品, 大阪) ガ ス に て麻酔を導入後気管内挿管 し,

全 身麻酔を行 っ た . 0 .5 % の フ ロ
ー セ ン

,
6 0 % の 笑気 ,

4 0 % の

酸 素に て全身麻酔を維持 し, 実験中 は乳酸リ ン ゲ ル 液 の 持続点

滴を行 っ た . 動脈圧 と脈拍, お よ び直腸温 の 持続的 モ ニ タ
ー

を

行 っ た .

一 過性仝脳完全虚血 は, 鎖骨部よ り第二胸骨下線まで 1 胸部

を約5 c m 正中切開 し, 胸膜を損傷 しない よう に慎重に剥離 しな

が ら縦隅内を進入 し, 大動脈弓か ら分岐直後の 無名動脈 と左鎖

骨 下動脈を直視下 に 剥離 し, 血 管 ク リ ッ プ を用 い て 18 分 間血

流を完全遮断す る こ と に より作成した . 血流 を遮断す る前 に ,

脳 を損傷 しない よ うに 前頭骨 に小さな穴を穿ち, 脳血流 モ ニ タ

∵ ( h s e I劇0 , V a s am ed i c s I n c リ C ali fo r ni a , U S A ) を脳表より5 m m

挿 入 し
,
虚血前 ■ 中 ･ 後 の 局所脳 血流の 測定を行 っ た . 血 流を

再開通 させ た 後 に 閉創 し, サ ル を全身麻酔か ら覚醒 さ せ た後,

元気な状態で
一

旦 飼育 ゲ ー

ジ に 戻 し た . 開胸の み を行 っ て 血流

遮断を行わ なか っ たサ ル を コ ン ト ロ
ー ル と し て組織学的検討用

に3 頭, 蛋白定量お よ び m R N A 定量 用に5 頭用 い た ･

組織学的検討 に は ,
虚血 負荷1 , 2 , 3 , 5 日 後 (各群n = 3) に

再 び 全身麻酔 下 に て 開胸 し, 左心 室 に18 ゲ
ー

ジ注 射針を入 れ

生 理 食塩水500 ゼ に て 潅流した の ち, P B S で溶 解 した4 % パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (p a r af o r m ald e h y d e , P F A) 溶 液2 e に て潅流

固定を行 っ た 後, 海馬標本 を摘出 した . 免疫組織化学用 の 標本

は4 % P F A に て 1 週間固定 し, 電子顕微鏡用の標本 は2 .5 % グル

タ
ー ル ア ル デ ヒ ド と オ ス ミ ウ ム 酸 で 二 重固定 した . 蛋 白 と

m R N A 定 量用 の 試料 は , 虚血負荷後6 時間, 1 , 2 , 3 日 (各群

n
= 5) に再び 全身麻酔下 で全脳を摘出衡 直ち に4 ℃ の P B S に5

分 間冷却し, 実体顕微鏡下で海馬 C A l 領域を摘出 し, 液体窒素

に て瞬間凍結後,
-

1 3 0 ℃に保 存 した .

実験 中 はサ
ー モ ス タ ッ ト (G e y m a r , N e w Y o r k , U S A) を使用

し
, 直腸温を3 7 .0 - 3 8 .0 ℃に保 つ よう に調整 し た. 以上 の 実験 に

際 して は , 不必要 な痛 みを可及的与えず, 十分な飼料 と野菜や

果物等を与え る ことで 愛護的 に飼育す る よう に , 実験 動物 の 扱

い に は特 に留意 し た.

Ⅰ . c D N A ク ロ
ー ニ ン グ

摘出した C A l 組織 よ りア イ ソ ゲ ン (IS O G E N , ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン
, 東京) を用 い て 総 R N A を抽出 し, C D N A 合 成 キ ッ ト (n r st

-

s t r a n d c D N A s y n th e s i s k it , A m e r s h a m P h a r m a ci a B i o t e c h ,

B u c ki n gh a m s hi r e , U K ) を用 い て逆転写反応を行 い ,
C D N A ラ

イ ブ ラ リ ー を作製 し た .

ニ ホ ン ザ ル の C A D と ア ク チ ン の 塩 基

配列 を調 べ る た め に ,
C A D お よ び ア ク チ ン の 保存され た部位

が ヒ ト
,
ラ ッ トお よ び ネ ズ ミ 間で 最も

一 致す る 部位 で P C R プ

ラ イ マ
ー を設 定 し た . サ

ー

マ ル サ イク ラ ー

( G e n e Am p
R
p c R

S y st e m 9 7 0 0 , P E A p pli e d B i o sy s te m s , F o st e r Ci ty , C a
lif o r n i a

･

U S A ) にて P C R を行 い , そ の P C R 産物をク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ

ー

b P C R - S c ri p t Am p S K (+) cl o n i n g v e c to r , S t r at e g e n e , L a J oll a ,

C alif o mi a
,
U S A )8こ挿入 し, 大腸菌 O(L l O , G old

T M
ult r a c o m p e te n t

c ell s
,
S t r a t e g e n e) に導入 して サ ブ ク

ロ
ー

ニ ン グ し た ･
こ の 大腸

菌か ら プ ラス ミ ドD N A を 回収 し, セ ン ト
1) ス ピ ン ( C E N T RI

･

S PI N T M .
1 0

･
2 0

,
P R I N C E T O N S E P A R A T I O N S , C alif o r n i a , U S A) を

行 い 低分子量複合物質 を除去 し精製度の 高 い D N A を作 製 し,

そ の D N A の 塩 基 配列 を D N A シ
ー

ケ ン サ
ー

(3 7 7 G e n e ti c

a n al y s e r , P E A p pli e d B i o s y st e m s) を用 い て 調 べ た ･

Ⅱ . 定 量的P C R

コ ン トロ ー ル
,
虚血 後6 時間, 虚血後1 , 2 , 3 日 (各群 n = 5)

に摘出 した C A l 組織 よ り上 記 と同様 な方法に よ り c D N A を作製

し, ■- 80 ℃ に保存 して検索 に供 した .

虚 血彼 の C A l 領域 に お ける C A D の m R N A の 発現 量を調 べ る

た め に
,
H oll a n d ら の T a q m a n

T M
ケ ミ ス トリ

ー

の 理 論 に 基づ く

定量的P C R を A B I P R I S M 7 7 0 0 シ
ー

ク エ ン ス デ イ テ ク タ
ー

(P E

A p pli e d B i o s y st e m s) を用い て 行 っ た . C A D の セ ン ス プ ラ イ マ ー

と して 5
･
一 C C G A C C T C C T G C A C A A T G T

-3
,

,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ

マ
ー

と して5
,
- T C C A A G C m C A A A C C A C G

-3
,

を設計 した . また
,

両者 間に特異的に ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン す るT a q M a n プ ロ

ー

プと して 5
,

T A G C C A G A A C A T r G C A G C C G A G A C C
-3
'を設計 し, リ

ポ ー タ ー 蛍光色素 と して そ の 5
,

端 をフ ァ ム ( M ) , ク エ ン チ ャ

ー 蛍光色素 と して そ の 3
,

端 を タ ム ラ 作ÅM U R 舟で 標識 した もの
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を依託合成 し た (P E A p pli e d B i o sy st e m s) . 内部 コ ン トロ
ー ル と

して は ア クチ ンを用い ,
同様に

,
アク チ ン の セ ン ス プ ライ マ

ー と

して5
,

T C A C C C A C A C T m C C C A m C G A 3
'

,
ア ン チ セ ン ス プ

ライ マ
ー

と して5
,
M C A G C G G A A C C G C T C A T r G C C A A T G G -3

'

,
さ ら

に
,
プ ロ

ー

ブ と して5
'

m C C C T C C C C C A T G C C A T C C T G C G T 3
'

を設計 し, リ ポ
ー タ ー 蛍光色素 と して そ の 5

'

端 を ヴ イ ク ⅣI C)

で標 識 し た もの を依託合成 した . P C R に は T a q M a n U ni v e r s al

P C R M a s t e r M ix (P E A p pli e d Bi o sy s te m s) を使 用 し, 9 5 ℃で10

分間の 熱変性を行 っ た後, 9 5 ℃で 15 秒 , 6 0 ℃ で1 分 の 2 段 階を

1 サ イ ク ル と し計40 サ イ ク ル 行 っ た . 以上 の 手法で は, 既知 量

サ ン プ ル の 検量線 に基づき初期畳の m R N A が 定量さ れ る が ,
実

際 に は C A D の m R N A の 初期量を ア ク チ ン に対する比 と し て 計

算 し た . また
, 壊終的 に は ,

虚 血後6 時 間, 1 日 , 2 日 , 3 日 に

お ける C A D m R N A の 発現量を, コ ン トロ
ー ル に対す る比 と し

て 評価 し た.

Ⅳ . イ ム ノ ブロ ッ ト

コ ン ト ロ ー ル
,
虚血後6 時間, 虚血後1 , 2 , 3 日 (各群n = 5)

に摘 出 した C A l 組織を4 ℃の RI P A 溶 液(50 血M Tr i s p H 8 .0 , 1 5 0

m M N a Cl
,
1 % N P -4 0

,
0 .5 % デ オ キ シ コ ー ル 酸ナ ト1) ウ ム , 0 .1 %

S D S ) 中に て 超音波粉砕 して 可溶化 し, 4 ℃ , 10 ,0 0 0 × g に て10

分 間 遠心 し , 上 清 の み 回収 し た . B r a d f o r d 法 ( B i o - R a d ,

H e r c ul e s
,
U S A) にて 蛋白定量後, 直ち に98 ℃で10 分 間保温 し,

電 気泳動をL a e m m li のS D S - P A G E 法 に て 行 っ た . 1 6 % の S D S

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (岩城硝子 ,
千葉) を 用い て , 各 レ

ー

ン に40 〃g
の 蛋白をの せ

,
2 4 m A で90 分 間泳動後

,
イモ プ リ ン

P V D F メ ン プ レ ン( M illip o r e , B e d f o rd , U S A ) に16 0 m A , 2 時間の

条件で転写 さ せ た .
メ ン プ レ ン を1 % の ゼ ラチ ン (Bi o - R a d) を

含 ん だ 0 . 5 % T w e e n 2 0 を 含 む ト1) ス 塩酸 繚衝液(T ri s -b u ff e r e d

s ali n e l V e e n 2 0
,
T B S l ) で 2 時 間ブ ロ ッ キ ン グ した .

一

次抗体と

し て は ,
ブ ロ ッ キ ン グ溶 液 に て2 ,0 0 0 倍 希釈 した 抗 C A D 抗 体

【C P A N ( c a s p a s e
-

a C ti v a t e d e n d o n u cl e a s e) (c - 1 9) , S a n t a C r u z

B i o te c h n ol o g y , I n c . , C alif o r n i a , U S A】, な い し , 1 , 00 0 倍 希釈 し

た抗 D N a s e Ⅱ 抗体【R ab bit An ti - D N a s e II (C T e r m i n al) P ol y cl o n al

An ti b o d y , C h e m i c o n I n t e r n ati o n al , I n c . , T e m e c ul a , C al if o r n i a ,

U S A】を 4 ℃ で
→ 晩反 応

,
あ る い は 室温 で 4 時 間反応させ た .

T B S - T で 5 回洗浄後
,
0 .5 % の ゼ ラチ ン を含 ん だT B S ↑ 溶液 にて

それ ぞれ 6
,
0 0 0 倍 希釈

,
3
,
0 0 0 倍希 釈 した H R P ( H o r s e r a d i s h

p e r o x id a s e) 標識二 次抗体 (A m e r sh a m P h a r m a ci a Bi o te c h) を45

分間反応 させ た . T B S ⊥T で6 回洗浄後, E C L キ ッ ト( Am e r s h a m

P h a r m a ci a B i o t e c h ) に て 発 色 さ せ ,
ハ イ パ

ー フ イ ル ム

(A m e r s h a m P h a r m a ci a B i o t e c h) に転写 した . なお
,
内部 コ ン

トロ
ー

ル と して α p チ エ ブ 1) ン (S a n t a C ru Z B i o t e c h n ol o g y) を 用

い て 同様 に反応 させ た .

イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ る 蛋白 の 半定量計測 は N I E イ メ ー ジ

V l .6 1 ソ フ トウ ェ ア 仏p pl e I n c . , C u p e r ti n o , U S A) を使 用 して 計

測 し
,
C A D お よ びD N a s e Ⅲ の α p チ エ プ リ ン に対す る比と して

計算 した . 最終 的に は
,
虚血 負荷 に お け る そ れ ぞ れ の 蛋白の 発

現量を コ ン トロ ー ル に対す る比と して 評価 した .

Ⅴ . 蛍光 免疫組織化学

コ ン ト ロ
ー ル

, 虚血後1 , 2 , 3 , 5 日 (各群 n = 3 ) に 摘 出 し

P F A に て 固定 した 海馬組織 を パ ラ フ ィ ン に 包埋後, 5 /∠ m の 組

織切片を作成 した . 組織切片をキ シ レ ン にて 脱 パ ラ フ ィ ン 後,

1 0 0 % (2 回) , 9 0 % , 8 0 % の エ タ ノ
ー ル にて 5 分 ず つ 浸 透 させ

親水化 しP B S で 洗浄後, 0 .3 % 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル にて 内

困性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ を 失 括さ せ た . 抗 原賦清処理 の た め

0 .1 M ク エ ン 酸緩衝液中で10 分間の マ イ ク ロ ウ エ
ー

ブ 処理を行

っ た . P B S で洗 浄後, 非特異的反応抑制の た め ,
P B S で溶解 し

た5 % 正 常血清 を1 時間反応さ せ た .

一 次抗 体と して抗 C A D 抗

体[C P A N ( c -1 9) , S a n ta C ru Z B i o t e c h n ol o g y] , ある い は抗 D N a s e

Ⅱ抗 体【R ab bit An ti - D N a s e II ( G T e r m i n al) P ol y cl o n al An tib o d y ,

C h e m i c o n I nt e rn a ti o n al
,
I n c .] をそれ ぞれ200 倍 に希釈し, 4 ℃で

一 晩反応させ た . 対応する フ ル オ レ ッ セ ン ･ イソ チ オ シ ア ン 酸

(瓜1 0 r e S C e in i s o th i o c y an at e , F I T C) で標織された二次抗体(S a n t a

C ru Z B i ot e c h n ol o 訂) を1 時間反応 させ た . なお
,
二次抗体以降

の 操作 はす べ て 遮光 しなが ら行 っ た . P B S で3 回洗浄 した後,

P B S で 0 .2 〃 g / m l に 希釈し た プ ロ ビ デ ウ ム
･

イ オ ダ イ ド

b r o pidi u m i o did e) ( M ol e c ul ar P r o b e s , E u g e n e , U S A ) を5 分間

反応 さ せ , 再 度P B S で 3 回洗浄後 ,
退 色封 入 剤(V e c t a s h i e ld

M o u n ti n g M e di u m f o r Fl u o r e s c e n c e , V e ct o r I , ab o r at o ri e s , I n c ･ ,

B u rli n g a m e , C alif o r ni a , U S A) で封 入 し, 共焦点 レ
ー ザ ー ス キ ャ

ン顕微鏡 (LS M 5 1 0 , V e r .2 .3 , C a d Z ei s s C o . , L td , 東京) に て観察し

た .

Ⅶ . T U N E L (t e r m i n al d e o x y n ll C l e o ti d yl t r a n s f e r a s e
-

m e di a t e d d tJ T P -b i o ti n n i c k e n d l a b eli n g) 染色

海馬 の 組織切片 に つ い て , 組織 内細胞死検出キ ッ ト(R o c b e

M ol e c u l a r B i o c h e m i c al s
, 東京) を用 い て T U N E L 染色法を行 っ

た . すなわち, 組織切片をキ シ レ ン に て脱 パ ラ フ ィ ン し, 連続

希釈し た エ タ ノ
ー

ル にて親水化 した後 ,
P B S で洗浄 した .

メ タ

ノ
ー

ル に 溶解した0 .3 % 過酸化水素水溶液で3 0 分間浸透 し, 再

度P BS で 洗浄後, 1 0 m M トリ ス タ ロ ル 膚衝液 b H 7 .4) に溶解

し た20 〃g / m l の プ ロ ティナ
ー ゼ K 溶液 で15 分間室温で反応さ

せ た . P B S で 洗浄後
,
末端デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オ チ ド転移酵素

(t e r m i n al d e o x y rit ) O n u Cl e o ti d yl tr a n sf e r a s e) と FI T C 標識d U T P

を 含む 反応液を37 ℃で1 時間反応 させ た . P B S で 洗浄後, ペ ル

オ キ シ ダ
ー ゼ標 識 ヒ ツ ジ抗 フ ル オ レ ッ セ ン 抗体 と37 ℃ で2 0 分

間反応 さ せ た後, ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (di a m i n o b e n zi d i n e)

(S i g m a , S t .L o u i s , U S A) に て発色さ せ , 最終 的に ヘ マ トキ シ レ ン

染色を行い キ シ レ ン で 封入 した .

Ⅶ . 電子顕微鏡

P F A に て潅流固定 し た脳組織の C A l 領域を細切 し, 2 .5 % グ

ル タ
ー ル ア ル デ ヒ ド溶液で数 日 間固定 し, 続い て カ コ ジ ル 酸溶

液で溶解 した10 % シ ュ ク ロ
ー ス 溶液に置換 し, 1 週間固定 した.

1 0 % シ ュ ク ロ
ー ス 溶液で洗浄 した 組織 を オ ス ミ ウム 酸で 後固定

し
,
最終的 に エ ボ ン に包埋 した . こ の 組織 より超薄切片を作成

し, ウ ラ ニ ル 酢 酸と ク エ ン酸鉛 で二 重染色後 ,
電 子顕徴鍍 (t]

立 H 6 0 0 型 , 東京) で 観察 した .

Ⅷ .
D N A 断片化 の解析

コ ン トロ
ー

ル (n = 5) ,
虚血後1 , 2 , 3 日 (各群n = 5) に摘出 し

た C A l 組織10 0 m g を溶解溶液(20 m M E D T A , 0 .5 椚
､

ri to n X -1 0 0 ,

5 m M T ri s - H Cl) 中で 超音波粉砕 して 可溶化 し, 1 0 ,0 0 0 × g にて

10 分間遠心後, 上 宿の み 摘出 し, フ ェ ノ
ー ル を加えた 後, 再度

12
,
0 00 × g にて 10 分 間遠心後, 上清 の み抽出 した . ク ロ ロ ホ ル

ム ･

イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル を加え12 ,0 0 0 × g にて 5 分間遠心後,

上 清の み抽出 し
,
3 M 酢酸ナ ト リ ウ ム 溶液 と100 % エ タ ノ

ー ル

を加え
,

･
- 2 0 ℃ で

一

晩保存 した . そ の 溶解液を15 ,0 0 0 × g に て

1 0 分 間遠心後, 上 清を取り除き乾燥 させ た . T E 溶 液 (1 0 m M

T ri s - H Cl
,
1 m M E D T A) に溶解 し, R N a s e を加え37 ℃で1 時間

保温 し, D N A の 抽 出を 終了 した . 抽出 さ れ た D N A を2 % ア ガ



4 4 0 塚

ロ ー ス ゲ ル (A g ar O S e L O 3 , T a k a r a Bi o m e di c al s , 東京) で電 気泳

動 し解析を行 っ た .

Ⅸ . 統 計学的検討

A BI P RIS M 7 7 0 0 シ
ー

ク エ ン ス デ イ テ ク ク
ー に よ る m R N A の

走量 とイ ム ノ ブ ロ ッ ト法に よ る 蛋白定量の デ
ー

タ は
,
バ ー

ト レ

ッ ト検定を用い て 分散 が均
一 で ある こ と を検定 した後,

一 元配

置分散分析法を用い て 検定 し, 1 % 末掃の 危険率をも っ て有意

差あり と判志 し た . 有 意差 が 認 め ら れ た も の に 対 し て は ,

Fi s h e r の P I .S D 法にて 多重比較検定 (ポ ス トホ ッ ク テ ス ト) を行

っ た
. ま た , 数値 は宮± S D で 表記 した .

成 績

Ⅰ . 検査結果

実験中の 直腸温は 37 .0 か ら38 .0 ℃で , 虚血 負荷前 の 収縮期血

圧は88 ± 16 m m H g で あ っ た . 無名動脈 と左鎖骨下動脈 の 血 流

を遮断す ると , サ ル の 瞳孔は直ち に散大 し, 血圧 は急激 に 上 昇

し, 収縮期血 圧 は198 士 1 8 m m Iig と な っ た . 虚血 前の 局所脳

血流は4 0 ± 5 m l/ 分/ 1 00 g 脳で あ るの に対 し, 虚血負荷中の そ

れ は 1 .0 ±0 .5 m l/ 分/ 1 0 0 g 脳 であり, 血流遮断 に より脳 へ の 血

流が ほぼ 完全に遮断さ れ て い る こ と が確認 され た . 1 8 分間の 虚

血 負荷終了後 には , ニ ホ ン ザル の バ イ タ ル ･ サ イ ン は 虚血負荷

前と ほぼ 同様であ っ た .

Ⅰ . C A D
,
ア クチ ン の c D N A ク ロ

ー

ニ ン グ

ニ ホ ン ザル の C A D の 塩基配列 は ヒ トの C A D (D F F 4 0 , D N A

fr ag m e n t a ti o n f a ct o r
- 4 0 と もい う) の 塩 基配列と 94 .0 % の 相 同性

を示 し (図1) , ア クチ ン の 塩基配列 で は10 0 % の 相 同性を示 し

た .

一 方
,
ニ ホ ン ザ ル の C A D の ア ミ ノ 酸配列 は ヒ トの C A D の

それ と95 .3 % の 相 同性を示 した .

Ⅱ . C A D の m R N A 発現量の 変化

シ ー ク エ ン ス デ ィ テ ク タ ー に よ る定量的検索 で は, C A l 領域

の C A D の m R N A の 発現量 は , コ ン ト ロ
ー ル に 比 し虚 血 後1 日

で は 8 .0 9 士0 .8 0 倍と 有意 に増加 して い た(p く 0 . 0 0 1) . し か し ,

虚血 後6 時間, 虚血後2 日 , 3 日 に お い て は, そ れ ぞれ1 .5 2 ±

0 .4 0 倍 , 1 .0 4 ± 0 .9 2 倍 ,
0 .9 5 ± 0 .69 倍 と

,
コ ン ト ロ

ー ル に 比 し

有意 な増加 は認め ら れ なか っ た (図2) .

Ⅳ . 蛋 白発現量の経暗的変化

C A D は ヒ トの 脳 にお い て発現量が少 なく, リ ン パ 節 や 心臓,

膵臓な ど にお い て 発現量が多 い と され て い るた め
14】
,
ポ ジ ィ テ

ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と して 心臓 と リ ン パ 節 を使用 した . C A D 蛋

白は , 分子量40k D a の バ ン ドと して検出され るが , コ ン ト ロ
ー

ル C A l にお い て は きわ め て少量 しか検出さ れ なか っ た (図3A) .

コ ン ト ロ
ー ル の 発現量を基準 とす ると

,
虚 血後 6 時 間 で は

4 .5 8 ± 0 .9 6 倍と 有意な増加を示 し b < 0 .0 1) , さ ら に , 虚 血後1

日 で は7 .
2 8 ±1 . 卯 倍 と有意 な増加を示し(p < 0 . 0 0 1) , 虚血後1

日 で C A D 蛋白の 発現は ピ ー ク に達 し た . 虚血後2 日で は5 .6 2 ±

1 .1 8 倍 , 虚血後3 日で は4 .1 4 ±1 .6 0 倍と コ ン トロ ー ル に比 し有

意 に高値を示すも の の b < 0 .0 1) , 虚血 後1 日以 降は経時的に減

少傾向を示 した (図3 B) .

D N a s e Ⅲ は
, 前駆 体が40k D a の 分子量で , α 鎖32 k D a と/9 鎖

12 k D a の 二 つ の サ ブ ユ ニ ッ トか ら構成され て い る . 本研 究で 用

い た抗体 は , 前駆体 の 40l( D a と活性型の α 鎖32 k D a の 両者 を認

識す るもの で ある(図3 C) . 図3 D で 示す よう に, 前駆体 は コ ン

ト ロ ー

ル に比 し虚血後6 時間で 1 .4 4 ± 0 .0 7 倍 と有意な増加を認

め た b < 0 .0 0 1) . それ以 外 は , 虚血後1 日 で は1 .1 6 ± 0 ユ7 倍 , 2

日 で は0 .9 5 ± 0 .0 5 倍 ,
3 日で は 1 .0 3 ± 0 .0 9 倍と 有意な増加は認

め られ なか っ た .

一

方 , 活性型の α 鎖32 k D a は コ ン ト ロ
ー

ル で

も存在 し て お り ,
そ の 党 規量 と比較 し て 虚血後 6 時 間 で ほ

1 .1 8 ± 0 .2 2 倍 , 虚血 後1 日 で は 1 .1 4 ± 0 .2 2 倍と 有意な増加 は認

め ら れ な か っ た . しか し
,
虚 血後2 日 で は2 .4 7 ± 0 .2 4 倍

,
3 日

で は2 .5 4 ± 0 .2 6 倍 と有意な増加 を示 した(p < 0 .0 0 1) (図3 E) .
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Fig . 2 . R el ati v e ab u n d a n c e o f C A D m R N A i n th e hi p p o c a m p al

C A I s e c t o r
,
b ei n g a n al y z e d b y A B I P RI S M 7 7 0 0 S e q u e n c e

D et e cti o n S y st e m (P E A p pli e d B i o sy s t e m s) , a t 6 h r , d a y s l , 2

a n d 3 aft e r i s c h e m i a
,
b e i n g c o m p a r e d t o th e n o n

-i s c h e m i c

c o n t r o I s ( n = 5 p e r g r o u p) . C A D m R N A e x p r e s si o n w a s

si g n i丘c a n tl y (p < 0 .0 0 1) i n c r e a s e d o n d a y l afte r i s c h e m i a , b u t

塑 S u n C h a n g e d
a t 6 h r , d a y 2 , a n d d a y 3 ･ D a t a w e r e sh o w n b y

X ± S D
,
r e p r e S e n ti n g f ol d c h a n g e s i n i s c h e m i c b r ai n s , b ei n g

c o m p a r e d t o th e n o n
-i s c h e m i c c o n t r oI s .

★

p < 0 .0 1
,
a n d

* *

p <

0 . 0 0 1 v e r s u s n o n -i s c h e m i c c o n t r oI s (A N O V A a n d p o s t h o c

Fi sh e r
'

s PI .S D t e st s) .
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C h ai n s u b u n it の ,
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-i s ch e m i c c o n t r ol . T h e l e v el w a s m o sti n c r e a s e d o n d a y l a n d d e c r e a s e d

P
n d ay s 2 an d 3 ･ D N a s e II p r e c u r s o r p

r o t ei n e x p r e s si o n 仰 比D a) w a s sig n i丘c an d y (p < 0 ･00 1) i n c r e a s e d at 6 h r aft e r i s ch e m i a ･ b u t n o t

l n C r e a S e d o n d a y s l ,旦 a n d 3 . E x p r e s sl O n O f th e a ctiv at e d fo rm ,
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★

p < 0 .0 1 , an d
* *

p < 0 .00 1 v e r s u s n o n
-i s c h e m i c c o n tr oI s (A N O V A an d p o st h o c Fi s h e r

'

s P L S D te s ts) .

Ⅴ . 蛍 光免疫組織化学

コ ン ト ロ
ー ル C A l の 神経 細胞 にお い て は ,

C A D の 免疫染色

性 は ほ と ん どみ ら れな か っ た (図4 A) . しか し , 虚血後の神経

細胞 にお い て はC A D の 免疫染色性 は明ら か に 増加して い た (園

4 B - D ) . すな わ ち, 虚血後1 日 で ,
ほ とん どす べ て の 神経細胞

が細胞質で陽性所見を呈 し,
一

部の 神経細胞 は核でも陽性 であ

っ た . 虚血後2 日 , 3 日 で は , 神 経細胞 は細胞質の み ならず核

でも陽性所見 を呈 した . 以 上 よ り
,
C A l 領域 の 神 経細胞 の

C A D は虚 血負荷後 , 有意 に増加 して お り, そ の 局在 は細胞質

か ら核 へ 移行 して い た .

一 方
,
D N a s e Ⅱの 免疫染色性 は

!
コ ン トロ ー ル の C A l 神経細

胞 にお い て は
,
細胞質で強い 陽性反応が み られ たが , 核は 陰性

で あ っ た (図5朗 . しか し
,
虚血後2 日 で は ,

ほ とん どすべ ての

神経細胞 が細胞質の み ならず核 でも強い 陽性所見を示 した (図

5 B - D ) . す なわ ち, 虚血 後の C A l 神経 細胞 にお い て は, D N a s e

Ⅱも C A D と同様に 細胞質か ら核 へ 移行 して い た .

Ⅵ. T U N E L 染色

T ロN E L 染色 は
!
コ ン トロ

ー

ル
,
お よ び虚 血後1 日

,
2 日 に お

い て は 陰性であ っ た が ,
虚血後3 日

,
5 日 で 陽性所見を呈 した .

虚血後3 日
,
5 日 に お い て は

,
虚 血耐性を示すC A2 - 4 神経 網胞

は陰性で C A l 神経細胞 の核の み が 陽性 であ っ た (図6) . また ,

これ らの 神経細胞 は光学顕微鏡観察で好酸性 に染ま る凝固壊死

像を呈 して い た(結果は示 して い ない) .

Ⅶ . 電子顕微鏡 に よ る神経細胞の起微細構造

コ ン ト ロ ー ル の神経細胞 で は, 核の ク ロ マ チ ン分布 は水泡状

を呈 し, 核膜 と細胞質膜 は二 重構造を保っ て い た (図7 A) . 虚

血 後1 日 で は ,
ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体な ど の 空胞化 と ミ ト コ

ン ドリ ア の膨化, ライ ソ ゾ
ー ム 膜 の 断裂像等の 細胞質の 強い 変

性 が み ら れ た .
コ ン トロ

ー ル と 比較す る と
,
核 は全体的に暗く,

散在性 に ク ロ マ チ ン の 小凝縮像を示 した. 細胞全体も縮小 し て

お り
,
核膜と細胞質膜 は陥凹を示すもの の , こ の 時点で は, 核

膜
,
細胞質膜 とも に二 重構造をほ ぼ保 っ てい た (図7 B) . し か

し
,
虚血 後3 日で は

,
細胞質の 空胞化が

一

層顕 著に なり , 核小

体 の 変性も認め , 核膜 も
一

部断裂 して い た (図7 C) . さ ら に ,

虚血後5 日 で は核膜 と細胞質膜 は, 著明な 断裂像を示 し, 神経

網胞 の 変性 は さ ら に進行 して い た ( 図7 D) . ク ロ マ チ ン の 凝縮

は虚血 後1 日 に比 しや や 強度 となっ て い る (図7 D) もの の , 典

型 的な ア ポ ト ー

シ ス 小体 の 形成は み られ なか っ た .

すな わち
,
電子顕微鏡 によ る観察で は

,
虚血後の い ず れ の 時

間帯 に お い て も ア ポ ト ー シ ス に 特徴的な形態 はみ ら れ なか っ

た . また
,
虚血後初期 (1 日) で は典型的なネク ロ

ー シス の 形態

(負荷直後の 核膜 や細胞膜の 断裂像) を示 さなか っ たが , 虚血後

後期(3
～

5 日) にお い て は 典型的なネ ク ロ
ー

シ ス の 形態を示 し

た .

Ⅷ . D N A 断片化の 解析

電気泳動 さ れ た D N A は ,
コ ン ト ロ ー ル

,
虚血後1 日 と も に
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ア ポ ト
ー

シス で み られ る ラ ダ
ー 像 , ネク ロ ー シス で み られ る ス

メ ア像 を示 さなか っ た . しか し , 虚血 後2 日 で は ス メ ア 像を呈

し始め
,
虚血後3 日で は 明ら か なス メ ア像を示 した (図8) ･ い

ず れ の 時期 にお い て もア ポ ト
ー

シ ス に 典型的な D N A ラ ダ
ー

像

は み られ なか っ た .

考 察

一 過性脳虚血後 に海馬 C Al 領域 に生ずる遅発性神経細胞死 に

関 して は
,
主 と して げっ 歯類や培養細胞を用 い て多角的な解析

が なされてきたが , 現在なお そ の メ カ ニ ズ ム に関 して は不明な

点が多い . 最近で は, 虚血性神経細胞死 は ミ ト コ ン ドリ ア 由来

の カス バ ー ゼ帝路を介 した ア ポ ト
ー

シ ス に より誘発され ると す

る 報告が多い . す なわ ち
,
C A l 領域で細胞死が起 こ る 際 に, ミ

ト コ ン ドリ ア膜上 に存在する バ ッ ク ス 蛋白 (取 Ⅸ) の増 加
2 9)
や ミ

ト コ ン ドリ ア内の 間隙か らの チ トク ロ
ー

ム C の 放出
珊
に ひき続

き
,
カ ス バ ー ゼ ー9 の 活性化

9)
や カス バ

ー

ゼ ー 3 の 活性化
1 1)
が 生 ず

る こと が証明さ れ て い る . ま た
,
マ ウス を用 い た 一 過性脳虚血

モ デ ル で は
,
カス バ

ー

ゼ (特 に カ ス バ
ー ゼ ー3) 阻害剤 で あ る z -

D E V D - F M K を虚血後直ちに投与する こと に よ っ て 海馬 C A l 領

域の 神経細胞死が減少す る こ と
11)
や梗塞巣が 有意 に減少す る こ

と
3 0)
が 報告 さ れ て い る . さ ら に ,

I C E (i n t e rl e u k i n - 1 β

c o n v e rti n g e n z y m e) 遺 伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を用 い た実験 で

は
,
脳浮腫や 梗塞巣 が有意 に抑制 され る こと

3 1)
が 報告 さ れ て い

る . しか し
,
ごく最近 の報告で は ,

ア ポ ト
ー

シス に よ っ て 虚血

性神経細胞死 が誘発さ れ る と い う概念が疑問視 さ れ 始 め て い

る . す な わち !
カ ス バ

ー

ゼ 阻害剤 の z - D E V D - F M K の 投 与後
,

急性期 にお い て は神経細胞死 は抑制される が, 長期 間の 経過で

最終的 には細胞傷害をきたしてい る こと が報告され た
32)

. また
!

L i ら
3 3)
は
,
カス バ ｣ ゼ 阻害剤は実は脳 の 温度 を下げる こ と に よ

っ て細胞障害を抑制 して い るの で あり, 脳 の 温度を
一

定 に すれ

ばカ ス バ ー ゼ 阻害剤を投与しても細胞死が起 こ る こ と を証明

し
,
ア ポ ト ー シス 経 路が働くの は , 細胞死 を誘発するため で な

く炎症反応を惹起す る た め で は な い か と推定 し た , さ ら に
,

種々 の 動物を対象 と し た虚血性神経網胞死の 電子顕微鏡観察で

は
, 神経細胞 はネ ク ロ

ー

シ ス の 形態を示して い る とす る報告が

増えて い る
17) 1 8)

. すなわ ち
,
生化学的手法 で は ア ポ ト ー

シ ス の

所見が得 ら れ る の に対 し
,
形態学的手法で はネク ロ ー シ ス の 所

見が 得ら れる と い っ た矛盾す る現象が み られ て い る の が 現状 で

あ る. こ の 様 な現状を打破す る た め に は
,
アポ ト ー シス 経路 の

最終実行因子 であ る C A D に 着目 し て
,
虚 血性神経細胞死 に お

ける アポ ト ー シ ス 経路 の 関与を調 べ る こ とが得策であ る と思 わ

れ る .

げ っ 歯類を用い た
一

過性脳虚血 モ デ ル で は, カス バ
ー

ゼ ー3 の

活性 化と T U N E L 染色陽性と い う二 つ の 結果 よ り, 虚血性神経

細胞死 の メ カ ニ ズム は ア ポ ト ー

シ ス で あ る と され て い る
1 1)

. 同

様 に
,
ニ ホ ン ザ ル を用 い た虚血性神経細胞死に お い て も, 虚血

後1 日 で ミ ト コ ン ドリ アを介 した カ ス バ
ー ゼ ー3 の 活性化 が証明

さ れ て い る
2 0)

. 本研究 に おい て も
,
T U N E L 染色は 陽性反応を

呈し, ア ポ ト ー シ ス の 最終英行因子で ある C A D の m R N A の 発

現 量が , 虚 血 後1 日で 約7 倍に増加 して い た . ま た
,
これと

一

致 して , 免疫組織化学的検索 で は, 虚血負荷前の神経細胞 に は

ほ と ん ど認 め られ な か っ た C A D が 虚血 負荷後 に は著明 に発現

し て い た .
こ の 様 に , 虚 血負荷に より C A D の 明 ら か な動態変

化が み ら れ た こ とか ら, 虚血負荷 に よ っ て ア ポ ト
ー

シ ス 経 路が

最下流まで機能 して い る こ と が示唆 さ れ た . ア ポ ト ー シ ス 経路

に は
,
ミ ト コ ン ドリ ア か ら チ トク ロ

ー

ム C の 放 出を ブ ロ ッ クす

る B cl - 2
3 4) 3 5)

,
カ ス バ ー ゼ (特 に カ ス バ

ー

ゼ ー3) の 活性 を抑制する

IA P (i n h ib it o r o f a p o p t o si s p r o t ei n ) フ ァ ミ リ
ー

【神 経細胞 で は

N AI P ( n e u r o n al ap o pt o si s i n h ib it o r y p r ot ei n )]
3 6)3 7)
な ど

,
そ の 経

路を抑制する様々 な蛋白が存在 して お り, ア ポ ト
ー

シ ス の シ グ

ナ ル が 途中 で ブ ロ ッ ク さ れ ,
ア ポ ト

ー

シス が 抑制される ことも

十分あり得 る. しか し
,
ニ ホ ン ザ ル の 一 過性脳虚血 モ デ ル にお

い て は
,
C A D は 時 間の 経過 と と もに 明 ら か に細胞質 か ら 核へ

移行 して い た . す な わち
,
ニ ホ ン ザ ル の 虚血性神経細胞死 にお

い て も アポ ト ー シ ス の 経路が 何 らか の 役割を果 た して い る こと

は疑う余地がな い .

しか し , 電子顕微鏡 に よ る 観察で は, 虚血 後 の C A l 神経細胞

は ア ポ ト
ー シ ス 小体 や 均

一

で 滑 ら か なク ロ マ チ ン 凝縮など ア ポ

ト ー シス に特徴的 な形態を示 さ な か っ た こ と , ま た , D N A 解

析 にお い て もア ポ ト
ー

シ ス に特徴的なラ ダ
ー パ タ

ー ン はみ られ

なか っ た こ と よ り, 結果 と して ア ポ ト
ー

シス で は なくネク ロ ー

シ ス が 生 じて い る こ と は 明 らか で ある . 最近で は T U N E L 染色

は ネク ロ ー

シス にお い て も D N A の 不規則な切断に よ る D N A の

3
,

- O H 末端 が存在す る た め 陽性を呈す る こ と が あり ,
T U N E L

染色陽性
,
即 ち ア ポ ト ー シ ス と は言えな い こ と が判明 した . 以

上 の 結 果よ り, ニ ホ ン ザル にお い て は ア ポ ト
ー シス 経路が 最後

まで伝達され て い る が ,
そ の 虚血性神経網胞死 は ア ポ ト

ー

シス

によ るもの で はなく , ネク ロ ー シ ス に よ る もの で あ る こ とが 示

唆された . し たが っ て , 必然的 に ネク ロ
ー

シ ス の 経路を明 らか

にせ ねば な らな い こ と に なる .

そ こで , 本研 究 に お い て は !
電子顕微鏡観察 に て C A l 神経細

胞 の ライ ソ ゾ
ー

ム 膜の 断裂を認 め た こ とか ら ,
カテ プ シ ン と同

様 に
20)
,
ライ ソ ゾ

ー

ム内 に存在す る重要な エ ン ドヌ ク レア
ー ゼ

で ある D N a s e Ⅱ に注 目 し た . D N a s e Ⅱ は虚 血 後
,
活 性型蛋白

が有意 に増加 し, そ の 局在もラ イ ソ ゾ
ー ム か ら核 へ 移行して い

る こ と が 証明 さ れ た .

ニ ホ ン ザ ル の C A l 神経 細胞 にお け る

D N a s e Ⅱ 蛋白 の 発現 は
,
C A D に比 し多い た め ,

D N a s e II の 酵

素活性 は C A D より 強い と推定され る . も しC A D が より 強力に

働き細胞死を誘発rし て い る の で あれ ば, 神経細胞 の 核は均
一

で

滑 らか な ク ロ マ チ ン 凝縮 を示 し, D N A は ラ ダ
ー パ タ

ー ン を呈

する は ずで ある . さ ら に ,
C A D 蛋白発現 の ど

ー

ク は 虚血後1 日

で ある た め , 虚 血 後1 日 で 細胞死が 生 じ る と思 わ れ る . しか し,

実際 に細胞死 が生 じる の は, 早 くと も虚血後3 日 で あり, C A D

発現の ピ
ー

ク と は2 日 間の ず れ が あ っ た .
この 点

,
D N a s e II は ,

虚血後2 日 か ら 活性型蛋白が増加 し, 3 日 に お い て もその 活性

が持続し て お り (国3 C) , 時間的 に細胞死 が発生す る時期 と よ

く 一 致 し た . 活性型蛋白 の 増加 と共 に D N a s e Ⅱ の 細胞質か ら

核 へ の 移行もみ ら れて お り ,
核 内に 移行 し た D N a s e II が D N A

を断片化 し て い る可能性もあ る. D N a s e II の 至適 p H は4 .1 と非

常 に 低い た め 生 体内, 特 に脳内で は D N a s e Ⅱ の 活性 は繚徐 に

作用 し, その た め , 虚 血性神経細胞死 は虚血後3 ～ 5 日 に繚徐

に進行す る の で は な い か と推定 され る .

D N a s e Ⅱ は最近 に な っ て ク ロ
ー

ニ ン グさ れ
,
生体内の どの 組

織 に おい て も多量 に存在 し て い る こ と が 判明 し た
3 8)

. ま た ,

D N a s e Ⅲ は カ ス バ
ー

ゼ の 活性化 に よ っ て も活性化 さ れ
39)
,
アポ

ト ー

シ ス に よ る 細胞死 に関与す る こ と も報告さ れ て い る
23 ) 2 4)

虚血負荷 に よ る カ ス バ
ー ゼ ー3 の 活性化 に よ っ て D N a s e Ⅱ が 放出

され る可能性もあ る が ,
Y a m a s hi m a ら

20) が観 察 した の と同様,
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本研究 に お い て も, 虚血 直後か ら ライ ソ ゾ
ー

ム 膜 の 断裂像が電

子顕微鏡 にて 観察 され た (結果 は示 して い ない) . カ ス バ
ー ゼ ー3

? 活性 化が み ら れ る の は , げ っ 歯類 モ デ ル で は 虚血 後4 時 間以

降で あり
,

ニ ホ ン ザ ル で も虚血後6 時 間以 降で ある こ と か ら

(結果は 示 して い ない) , 時間的経過か ら は
,
ラ イ ソ ゾ

ー ム 膜 の

断裂は カ ス バ ー ゼ ー3 の 活性 化に よ る もの と は考え にく い . む し

ろ
,
カ ル シ ウム 依存性

40 )
､

42)
に膜 の 変形 や 変性をきたす こ と が

知 ら れ て い る カ ル パ イ ン
43 )
が 関与 し て い る 可能性が高 い .

Y a m a s hi m a ら
19 卜 2 1)
は 本研 究と 同様の ニ ホ ン ザ ル を用 い て/L

- カ

ル パ イ ン の 動態 に注目 し, 活性 型/ い カ ル パ イ ン が 虚血 彼 の

C A l 神経細胞の ライ ソ ゾ
ー ム 膜 に局在 し, ライ ソ ゾ

ー ム 膜の 断

裂が 生 じ て い る こ とを報告 し て い る . す なわち
,

一 過性脳虚血

中 に生 ず る カ ル シ ウ ム イ オ ン の 上 昇 が 惹起す る 〃 - カ ル パ イ ン

の 活性化 に よ っ て ライ ソ ゾ ー ム 膿が 断裂 し, ラ イ ソ ゾ ー ム か ら

D N a s e Ⅲ が放 出され る もの と推定され る.

近年, 主 と し て げっ 歯類 や培養細胞を伺 い た研究 か ら , 虚血

性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム は ア ポ ト
ー シス で ある と する 報告が

多 い . 今 回の 実験結果 に お い て も, C A D の 動態変化が ある こ

と か ら ア ポ ト ー

シ ス 経路 が凝終段階ま で働 い て い る こ と が 証明

され た . しか も
,
ア ポ ト ー

シ ス 経路が 最終段階まで働 い て い る

にもか か わ らず
,
細胞死 の 形態学的特徴 は ア ポ ト

ー

シス で は な

くネ ク ロ ー シ ス の 像を里 して い た .
ア ポ ト

ー シス の 経路 は ネク

ロ ー

シ ス の 発 生に どの よ うに 関与 して い る の で あ ろうか . Li ら

33)
が 推定す る よ うに , ア ポ ト ー シ ス 経路 は直接細胞死に関わ る

の で は なく , む しろ虚血 に伴う炎症反応な ど に関与 して い るの

か も し れ な い . あ る い は , C A D の 脳 内 に お け る 発現量 が

D N a s e Ⅱ と比 べ てき わめ て 少ない た め に, 神経細胞 は ア ポ ト
ー

シ ス の 実行が で き な い の か も しれ な い . した が っ て
,
C A D は

,

虚血 性神経細胞死 の 主因で は なく副因であ る可 能性が高い . 霊

長類 に お ける 虚血性神経細胞死は , 虚血負荷 に よ っ て発現が 増

加 した D N a s e II の ラ イ ソ ゾ
ー ム 外 へ の 放 出と

,
ひ き続きお こ

る核内 へ の 移行が D N A を分解 し
,
同時 に ラ イ ソ ゾ ー ム 外 へ 放

出 さ れ た カ テ プ シ ン が 細胞内構成蛋白お よ び D N A を分 解 し,

こ の 両 者が 相補的に C A l 神経相月包の ネ ク ロ ー シ ス を 惹起 し て い

る もの と 思わ れ た .

今 後, ラ イ ソ ゾ ー ム 膜断裂の 機序 を解明 し た上 で , ラ イ ソ ゾ

ー

ム 膜 か ら の D N a s e Ⅲ お よ び カ テ プ シ ン の 放出, お よ び そ の

活性を抑制す る こ と に より, 神経細胞を保護 す る ス トラ テ ジ
ー

が 開発さ れ る もの と思 わ れ る .

結 論

虚血 性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を解明す る た め に ,

ニ ホ ン ザ

ル を用 い て 一 過性全脳虚血 モ デ ル を作成 し, 海馬C Al 領域で の

ア ポ ト
ー シ ス 経 路の 最 下 流の 実行因子で あ るC A D , お よ び ラ

イ ソ ゾ
ー ム 酵 素の D N a s e Ⅲ の 発 現と 細胞内局在を検索す る と

共 に
,
虚 血性神経細胞死 の 細胞死 パ タ

ー

ン を検索 し, 以 下 の よ

うな結果を得 た.

1 .
ニ ホ ン ザ ル の

→

過 性脳虚血 モ デ ル に お い て , C A D の

m R N A お よ び蛋白 の 発現が虚血後1 日 で 増加 して い た . さ ら に
,

免疫組織化学的 に, 増加 した C A D が 神経細胞 の 細胞質か ら核

へ 移行 し て い る所見が得 られ た .

2 . D N a s e II の 活性 型蛋白 は , 虚血 後2 日 お よ び3 日 で 増加

して い た . さ ら に
,
免疫組織化学的 に, 虚血後2 日 お よ び3 日

で
,
D N a s e Ⅱが 神経細胞の 細胞質か ら核 へ 移行 し て い る所見が

得 られ た .

3 . 虚 血 後3 日 およ び5 日 に お い て
, 海 馬 C A l 神経 細胞 ほ

T U N E L 染色 は陽性 を示 した が
,
そ れ らの 神経細胞 は光学顕微

鏡観察で は 好酸性 の 凝固壊死像を示 した .

4 . 電子 顕微鏡観察に お い て
,
虚血彼の 神経細胞は い ずれ の

時期 にお い て も ア ポ ト ー シ ス の 形態像を示 さなか っ た . 虚血後

初期 にお い て は, 虚血 神経細胞 は典型的なネク ロ
ー

シ ス の 形態

像 は示 さなか っ たが , ライ ソ ゾ
ー

ム 膜 の 断裂を認め た. 虚血 後

後期 で は, 虚血神経細胞 は典型的なネク ロ
ー

シ ス の 形態を示 し

た. しか も
, 海馬 C A l 領域 の D N A 断片化解析 で は ,

ネク ロ ー

シ ス に典型的なス メ ア像 が み られ た .

以 上 より
,

一 過性全脳虚血後 に生 じ る ニ ホ ン ザ ル 海馬C A l 領

域 の 遅発性神経細胞死 は, ネク ロ ー シス に よ っ て神経網胞死 が

生 じて い る こ と が示唆 さ れ た . ネク ロ ー シス を誘発す る因子 と

して
,
ラ イ ソ ゾ

ー

ム か ら 放出され る D N a s e Ⅲ が 関与 し てい る

こ と が示唆され た.
こ ホ ン ザ ル の 虚血性神経細胞死 にお い て も,

ア ポ ト
ー

シス 経路が最下流まで働 い て い る こ と が 確認さ れ た

が
,
そ の 役割 に つ い て は 今後の 検索が期待 される .
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O f c yt o c h r o m e c f r o m m i t o c h o n d ri a b l o c k e d . S ci e n c e

2 7 5 (5 3 0 3):1 1 2 9 -1 13 2 , 1 9 9 7

3 6) Ⅹu D G , C r o c k e r SJ , D o u c e tJ P , S tJ e a n M , T a m ai K , H a ki m

A M
,
I k e d a J E , Li st o n P ,

r

r h o m p s o n C S , K o rn el u k R G , M a c K e n zi e

A
,
R o b e r t s o n G S . E l e v a ti o n o f n e u r o n al e x p r e s si o n o f N A I P

r e d u c e s i s c h e m i c d a m a g e i n th e r at h i p p o c a m p u s . N a t M e d
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3(9):9 9 7 -1 0 0 4 , 1 9 9 7

3 7) Ⅹu D , B u r e a u Y , M cI n ty r e D C , N i c h oI s o n D W , Li s to n P ,

Z h u Y , F o n g W G , C r o c k e r SJ , K o r n el u k R G , R o b e rt s o n G S .

A tte n u a ti o n of i s c h e m i a
-i n d u c e d c ell u l a r a n d b e h a vi o r al d e負cit s

b y X c h r o m o s o m e
-1i n k e d i n h ib it o r o f a p o p t o si s p r o t ei n

o v e r e x p r e s si o n i n th e r at hi p p o c am P u S . J N e u r o s ci 1 9(1 2) :5 02 6 -

5 0 3 3
,
1 9 9 9

3 8) Y a s u d a T , T a k e s h it a H , Iid a R , N a k aji m a T , H o s o m i O ,

N a k a s h i m a Y
,
K i s hi K . M ol e c u l a r cl o ni n g o f th e c D N A e n c o di n g

h u m a n d e o x y rib o n u cl e a s e II .J B i oI C h e m 2 7 3 (5):2 6 1 0 -2 6 1 6 , 1 9 9 8

3 9) K ri e s e r RJ , E a st m a n A . T h e cl o n i n g a n d e x p r e s si o n o f

h u m a n d e o x y ri b o n u cl e a s e II . A p o s sibl e r ol e i n a p o p to si $ . J Bi oI

C h e m 2 7 3 (4 7) :3 0 9 0 9 -3 0 9 14 , 1 9 9 8

4 4 7

4 0) S i e sj o B K , B e n g t s s o n F . C al c i u m fl u x e s
,
C al ci u m

a n t a g o ni st s , a n d c al ci u m
-

r el a te d p a th ol o g y i n b r ai n i s c h e m i a ,

h y p o gl y c e m i a , a n d s p r e ad i n g d e p r e s si o n : a u mi b ri n g h y p o th e si s .J

C e r e b Bl o o d F l o w M e t ab 9(2) :1 2 7 -1 4 0 , 1 9 8 9

4 1) Le e K S , F r a n k S , V a n d e rk li sh P , A J
･

ai A
, b n c h G .

I n hi bi ti o n o f p r o t e ol y si s p r o t e c t s hi p p o c a m p al n e u r o n s f r o m

i s ch e m i a . P r o c N a tl A c ad S ci U S A 8 8(1 6) :72 3 3 -7 2 3 7 , 1 9 9 1

4 2) A r ai A , V a n d e rkli sh P , K e s sl e r M , Le e K , I q n ch G . A b ri ef

P e ri o d of h y p o xi a c a u s e s p r o t e ol y si s of c yt o s k el et al p r o t ei n s i n

h ip p o c a m p al sli c e s . B r ai n R e s 5 5 5 (2):2 7 6
-2 8 0

,
19 91

4 3) S aid o T C , Y o k o t a M , N a g a o S , Y am a u r a I , T a n i E , T s u c hi y a

T
,
S u z u ki K

,
K a w a sh i m a S . S p a ti al r e s ol u ti o n of f o d ri n p r ot e ol y si s

i n p o s ti s c h e m i c b r ai n . J B i oI C h e m 2 5;2 6 8 (3 3):2 5 2 3 9 -2 5 2 4 3 , 1 9 9 3

I m p li c a ti o n s o f C A D ( c a s p a s e - a C ti v a t e d D N a s e) a n d D N as e II i n I s ch e m i c N e u r o n al D e at h T o s hi y uk i T s u k a d a ,

D e p a rt m e n t of N e u r o s u r g e ry , S c h o ol o f M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e r s l ty , K a n a z a w a 9 2 0
- 8 6 4 0

-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 09 !

4 3 7 - 4 4 7 ( 2 0 0 0)

K ey w o r d s n e u r o n al d e ath
,
aP O Pt O Si s , n e C r O Si s , ly s o s o m e

A b s t r a ct

A lth o u g h c o r n u a m m o n i s ( C A) 1 n e u r o n s o f th e h i p p o c a m p u s a r e w e ll k n o w n t o b e v u l n e r a b l e t o tr a nsi e n t is c h e m i a 色
■

O m

r o d e n t s to h u m a n s
,
th e m e c h a ni s m o f i s c h e m i c n e u r o n al d e a th still r e m a i n s o b s c u r e . A n u m b e r of s tu d i e s u sl n g l o w e r s p e ci e s

a ni m al s h a v e s u g g est
e d th a t ap o p t oti c c a s c a d e m a y b e i m p li c a te d ･ H o w e v e r

,
i t s till r e m ai n s u n k n o w n w h at d e t e r m i n e s c e11

d e a th f a t e i n p rl m a t e S . T hi s p a p e r i s to cl a ri fy th e r o l e o f ap o p t o ti c a n d/ o r n e c r o ti c c as c ad e , i n C A l n e u r o n al d e ath i n p rl m at e S ･

H e r e
,
W e f o c u s e d at th e i m p li c a ti o n s o f t e r m i n al a p o p to ti c e ff e c t o r , C a S P aS e

-

a C ti v ate d D N a s e ( C A D) , a n d a n e c r o ti c efF e c t o r ,

D N as e II , u Sln g th e m o n k e y C A I se c t o r u n d e r g o l n g 1 8 m i n w h o l e b r ai n c o m p l et e i sc h e m i a ･ A f te r c l o n l n g C D N A e n c o di n g th e

m o n k e y b r ai n C A D , e X P r e S Si o n o f C A D m R N A w a s s tu d i e d b y S e q u e n c e D et e c ti o n S y s t e m ･ E x p
r e s si o n l e v el a n d s u b c ell ul a r

l o c ali z a ti o n o f C A D o r D N a s e II p r o tei n w e r e st u d i e d u s l n g W e s t e r n b l ot a n d i m
m u n o h is t o c h e m i c al a n al y s e s ･ F u rth e m o r e ,

th e c ell d e at h p a tte rn Of th e p o s ti s c h e m i c C A l n e u r o n s w a s s tu d i e d w ith p a r ti c u l a r a tt e n ti o n t o th e m o rp h ol o g y a nd th e D N A

l a d d e ri n g ･ O n d a y l a ft e r i s c h e m i a , C A
D m R N A w a s s lg n ifi c a n tly l n C r e a S e d 8 ･0 9 f ol d

,
C O m P a r e d t o th e n o n

-i sh e m i c C A I

S e C t O r ( C O n tr Ol) . C A D p
r o t ei n w a s si g

n ifi c a n tly i n c r e a s e d 7 ･2 8 f ol d o n d a y l , b u t d e c r e a s e d o n d a y s 2 a n d 3 a fte r i s c h e m i a ,

W h e n C A D p r o t ei n w a s tr a n s f e r r e d f r o m th e c y to s ol t o th e n u cl e u s ･ A c ti v a te d D N a s e II p r o tei n w a s s lg ni fi c a n tl y l n C r e a S e d

2 ･4 7 f ol d o n d a y 2 , a n d 2 ･5 4 fb l d o n d a y 3 afte r i s c h e m i a , C O m p a r e d t o th e c o n tr o l ･ D N a s e II p r o t ei n w a s als o tr a n s fe
r一

･

e d fr o m

th e c y to s ol t o
' th e n u c l e u s o n d ay 2 a f te r i s c h e m i a ･ A lth o u g h th e p o s ti s c h e m i c C A l n e u r o n s o n d a y s 3

-5 s h o w ed p o siti v e

T U N E L s tai n l n g , th e y al s o s h o w e d e o s i n o p h ili c c o a g u l ati o n n e c r o si s u n d e r li g h t m i c r o s c o p y , a n d s h o w e d n ei th e r a p o p to ti c

b o di e s n o r m e m b r a n e d i s r u p tl O n S u n d e r el e c tr o n m i c r o s c o p y ･ F u r th e r m o r e
,
th e D N A s m e a r p a tte

r n s s p e c ifi c f o r n e c r o si s w a s

o b s e r v e d i n s te a d o f D N A l a d d e ri n g ･ T h i s d a t a s u g g e st s th a t th e p o s ti s
c h e m i c n e u r o n al d e ath o f m o n k e y C A l n e u r o n s o c c hr s

n o t b y a p o p to si s b u t b y n e c r o si s ･ It i s li k e ly th a t e x t raly s o s o m al
r e l e a s e of u p N r e g u l a t e d D N a s e lI m i g h t d e g r a d e D N A wi th th e

ai d o f n o t o n ly C A D b u t al s o c a th ep s l n e n Z y m e S , W hi c h a r e si m il a rl y r el e a s e d aft e r i s c h e m i a ･


