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げっ 歯類か ら霊長類 に至 るま で
,

一 過性脳 虚血 の3 ,
4 日後に は 海馬C A l 領域の 神経細胞 が遅発性 の 細胞死を きたす こ

と は よく知 ら れ て い る . 近年,
試験 管内の 実験系で は ア ポ ト

ー

シス によ る細胞死 に ミト コ ン ドリ アを介 した経路が働 い て い る

とさ れ て い る . 本研究で は
,

霊長類 の 虚血性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を明ら か にす るた め に
,

ニ ホ ンザ ル の 一 過性全脳虚血モ

デ ル を用い て
,

海馬C A l 領域 セの カ ス バ ー ゼ ー3
,

カ ス バ ー

せ 9 お よ びチ トク ロ ー ム C の 発現を
,

イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と 免疫 組織

化学的手法を用い て検討 した . 同時 に
,

T U N E L (te r m i n al d e o x y n u cl e o 也d yl t r a n sf畠r a s e
- m e di at e d d U T P 叔 oti n ni c k e n d l a b e

法を用 い て アポ ト ー シス 細胞 の 局在を同定 し
,

カ ス バ ー ゼ ー 3 につ い て は 遺伝子 の 発現変化をシ
ー

ク エ ン ス デ イ テ ク タ
ー を用い

て定量 的に検 索 した . そ の結果 ,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト で は

,
C A l 組織全体の カ ス バ ー ゼ ー 9 の 前 駆体 と チ トク ロ ー ム C は 虚血後72

時間後 に発現量が 有意 に減少 してお り
,

ミ ト コ ン ドリ ア 分画で も虚 血後24 時 間で 発現塞が減少 して い た ･ 免疫組織化学で は
,

コ ン トロ ー ル で は両者 と も発現 が み られ なか っ た が , 虚血後24 時 間で C A l 領域の 神経細胞 にの み
,
核 と細胞質 に カ ス バ ー

ゼ ー

9 と チ トク ロ ー

ム C の 陽性所見が 認め ら れ た
.

一 方 ,
カ ス バ ー

ゼ ー3 の 前駆体 は
,

イ ム ノ ブ ロ ッ トで は
,

L C A l 組織全体でも ミ ト

コ ン ドリ ア 分画で も経時的 な変化 が み ら れ な か っ た . しか し
, 免疫 組織 化学 で は

,
カ ス バ ー ゼ ー9 やチ トク ロ ー

ム C と 同様 に
,

虚血後24 時間で 核と細胞質 に陽性所見 が認 め ら れ た . ま た
,

カス バ ー ゼ ー3 の m R N A は 虚血後24 時間で 有意に発 現が 上昇 して

い た . さら に
,

イ ム ノ ブ ロ ッ ト と免疫組織化学で
,

カ ス バ ー ゼ ー3 も カス バ ー ゼ ー9 も虚血 後24 時間で 活性化を示 して い た ･ 最終

的 に
,

虚血後72 時間後 の C A l 領域 の 神経細胞の ほ と ん どは T U N E L 反応陽性で あ っ た ･ 以 上 の結果か ら
,
脳虚血 に際 し,

カ ス

バ ー ゼ _9 や チ ト ク ロ
ー ム C が ミト コ ン ドリ ア の 膜間腔か ら放 出され ,

カ ス バ ー

ゼ ー3 を活性化 させ神経細胞死 に至 る経路が 関与

して い る こ とが 示唆された .

K e y w o r d s c e r eb r al is c h e m i a
,

m it o c h o n d ri a
,
aP O p t O Sis

,
n e Cr O Sis

海馬 C A l を は じめ 虚血 に対 する 選択 的脆弱性 を示 す領域 に

お い て は
,

一 過 性脳虚血 後3 ,
4 日 目 に神経 細胞死 が 生 じ る こ

と は よ く知 ら れ て い る
l ト3)

. 脳虚 血 後 に 変性 途上 に ある 神経細

胞を電子顕微鏡 に より観察す る と
,

ア ポ ト
ー

シ ス と い う より む

しろ ネク ロ ー シ ス に 近い 形態学 的特徴 が 観察さ れ て い る
4)5)

. し

か し
, 近年げ っ 歯類 を対象と した研 究で

,
この 細 胞死の 発生 に

ア ポ ト ー シ ス の 機構 が働 い て い る と い う報告 が増 えて い る
6卜占)

.

ア ポ ト
ー

シス の 実行 にあた っ て 中心的 な役割を担うの は
,

カ ス

バ ー

ゼ と い わ れ る シス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ で ある
9)l(-】

. げ っ 歯

類の 仝脳虚血 モ デ ル に お い て は
, 海馬 C A l 領域で カ ス バ ー ゼ ー3

の 活性 が 上昇 する こ と
, お よび そ の 阻害剤 であ る z

｣V A D . F M K

田舟e n z yl o x y c a r b o n yl
｣Ⅴal T A l a A s p

- fl u o r o m e th ylk e t o n e) の 髄腔 内

投与や
11)

,
カス バ ー ゼ の 内在性 の 抑 制剤で あ る ア ポ ト

ー シ ス 抑

制黄白質 G n hib it o r of a p o pt o 也c p r ot ei n
,
仏P) フ ァ ミ リ

ー 蛋白の

強制発現 に より
12)1 3)

, 神経細 胞死が 抑制 さ れ る こ と な ど が報告

され て い る .

最 近の 研究で は
,

カ ス バ ー ゼ の 活性 化に は
,

ミ ト コ ン ドリ ア

の 膜間漉 か ら チ トク ロ ー ム C や カ ス バ ー ゼ な どが細胞質 に放出

さ れ る こ とが 重要で ある と報告 され て い る
14)

. す なわち
,

バ ッ

ク ス
15)

,
ビ ッ ド

16)

,
カ ル シウ ム イ オ ン

17)

,
ス

ー パ ー

オ キ サ イ ド
18)

な ど の 様 々 な 刺激が,
ミ ト コ ン ドリ ア か ら の チ トク ロ ー ム C の

放 出を誘発す る
.

こ の チ ト ク ロ
ー ム C と d A T P (ま た は A T P)

の 存 在下 で
,

カ ス パ ー ゼ ー9 は A p a÷1 と 結合 し
,

カ ス バ ー ゼ ー9 が

活 性化 さ れ
,

ま た引 き続 きカ ス バ ー ゼ ー 3 も活性化 さ れ る
岬 0)

チ トク ロ ー ム C の 放出 には ミ ト コ ン ドリ ア にお け る2 つ
'

の チ ャ

ン ネル が 関与する . 1 つ は
,

P T (p e r m e ab ility tr a n siti o n) ポ ア と

い う巨大 なチ ャ ン ネル で , 溶液や 水が ミ ト コ ン ドリ ア内に流 入

す る こ と に より マ トリ ッ ク ス が 膨化 し
, 外股が 破裂 する

21)
. も

う1 つ は
,
外膜 蛋白で ある ポ リ ン (電位依存性 陰イ オ ン チ ャ ン

ネ ル) が バ ッ ク ス や バ ッ ドと 相互作 用 して形成 され るもの で
22)

,

こ の 場合 マ トリ ッ ク ス の 膨化も外 膜の 損傷もお きな い
23)

. シク

ロ ス ポリ ン は m
､

ポ ア が 開存する こ と を抑制す る
24)

. B cト2 もチ
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10 0

トク ロ ー ム C の 放出 を抑制する が
25)2 6)

,
B cl → 2 には これ と は別な,

バ ッ クス に よ る細胞死 を抑制す る作用もある
27)

.

こ の よう に
,
ミ ト コ ン ドリ ア を介 し た アポ ト

ー

シス の 経路 ほ
,

試験管 内の 実験 系に お い て は詳細 に解 明され つ つ ある が
,

生体

内の 実験系 に お ける 報告は きわ め て 少なく
,

しか も霊長類を対

象 と した 研究 は皆無 で ある . 本研 究に お い て は ニ ホ ン ザ ル の
一

過性仝脳虚血 モ デ ル にお い て
, 海馬C A l 領域で の カス バ ー

ゼ ー3
,

カ ス バ ー ゼ ー9 お よ びチ ト ク ロ ー

ム C の 蛋白 の 発現変 化をイム ノ

ブ ロ ッ ト な ら び に免疫組織化学 に て経時 的に検索 し
,

虚血 性神

経細胞死 にお ける ミ トコ ン ドリ ア を介 した ア ポ ト
ー シス カス ケ

ー

ドの 関与を検討 し た .

対象 お よ び方法

Ⅰ . 虚血 モ デ ル

実験 に は体 重5 -8 k g の ニ ホ ン ザ ル を21 頭用 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
,

レ ス ビ レ
ー

タ
ー

仏c o m a K M A a n e s pi r a t o r
, 東京) を用い て

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

滴を行い
,

血圧 と 脈拍
, 直腸 温を持続 的に モ ニ タ ー

した
.

一

過性全脳 虚血 は
,
胸骨の 上 部を縦切開 して縦 隔内に 進入 し

,

慎重 な剥離操作 に より
,

大動脈弓か ら分岐直後の 右腕衷動脈 と

左鎖 骨下動脈 を直視下 に捉え
,

チ タ ン 製の ブ ル ド ッ ク ク リ ッ プ

(B o ni m e d
,
G e r m a n y) を用い 18 分間血流を遮断す る こ と に よ り

施 した . 血流 を 再開通 させ た 後 に閉創 し
,

全身麻酔か ら覚醒 さ

せ
,

サ ル を 一 旦 飼育ケ
ー

ジ に戻 した
. また

,
開胸の み して血 流

遮断 しな か っ た もの を コ ン ト ロ ー ル と して 組織学 的検討用 に3

頭
,

ま た イ ム ノ ブ ロ
.ツ ト と 定 量 的 逆 転 写 P C R (r e v e r s e

tr a n s c rip ti o n ゼC R
,
R T P C R) 用に4 頭用 い た .

組織学的検 討 に は虚血負荷2 4 時間後(3 頭) と72 時 間後(3 頭)

に再 び 全身麻酔 を した 上 で 開胸 を行 い
, 左心 室 に1 8 ゲ

ー

ジ注

射針を入 れ 生 理食塩水500 m l にて 港流 した 後,
0 .1 M の P B S で

溶解 した4 % パ ラホ ル ム アル デ ヒ ド b ar af o r m al d e h y d e
,
P F A) 2

L にて 液流 固定 し た . イ ム ノ ブ ロ ッ トと 定量的 R r P C R の た め

の サ ン プ ル 採取 に は
, 虚血 負荷24 時間後 (4 頭) と 72 時 間後 (4

頭) に再 び全 身麻 酔 を施 し
, 実体顕微鏡下 で 海馬 C A l 領域 の 組

織を摘出 し液体窒素 に て直ち に凍結 させ
, 実際 に使用 する まで

-

1 3 0 ℃ に て 保 存 し た . 実 験 中 は 直腸 温 を サ
ー モ ス タ ッ ト

(G e y m a r
,
N e w Y o rk

,
U S A) を使 う こ と に より37 .4 -3 8 .4 ℃ に保

ち, 血 液 ガス と血糖値も正常範囲と な る よう コ ン トロ ー ル した
.

以 上 の 実験に 際 し
,

不必要な痛み を可及的与えず愛護 的に飼育

する よう に
,

ニ ホ ン ザ ル の 扱 い に は特 に留意 した .

Ⅱ . 病理組織学 的検 討

液流固定 し た脳 をと りだ し, 海馬組織 を5 m m の 厚 さ に冠状

断ス ライ ス し た後 ,
P F A に て3 日 間固定 し

,
パ ラ フ ィ ン に包埋

後
,

5 〃 m の 組織切片を作成 し
,

H E 染色を行 っ た .

Ⅱ . 免疫組織化学 的検討

組 織切 片をキ シ レ ン にて 脱 パ ラ フ ィ ン後 , 連 続希釈の エ タ ノ

ー ル に て親水 しP B S で 洗 浄後 ,
0 .3 % 過酸化水 素加 メ タ ノ ー ル

に て 内因性 ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ を失 活さ せ た . 抗原賦 活処理 の た

め0 .1 M ク エ ン 酸緩衝 液 にス ライ ドガ ラ ス を入 れ
,

1 5 分 間 マ イ

ク ロ ウ エ
ー

ブ 処置を行 っ た . P B S で洗 浄後, 非特異 的反応抑制

の た め5 % ス キ ム ミ ル ク m if c o L a b o r a to ri e s
,
D e t r o it

,
U S A) を1 -

2 時間反応 させ た .

一

次抗体 と して 抗活性型 カ ス バ ー ゼ ー3 抗体

(p 2 0/ 1 7
, 国 立精 神神 経 セ ン タ

ー 桃 井 隆博 士 よ り分 与) を

2
,
0 0 0 倍 , 抗 力 ス パ ー ゼ ー 9 抗 体 (H - 8 3

,
S a n t a C r u z I n c .

,
S a n ta

C r u z
,
U S A ) を1 0 0 倍 , 抗 チ トク ロ

ー ム C 抗 体 ( H - 1 0 4
,
S a n t a

C ru Z I n c) を10 0 倍 に それ ぞ れ 希釈 し, 4 ℃ で
→ 晩反応 さ せ た

.

対 応 す る ビ オ ナ ン 化 二 次 抗 体 (V e c t o r L a b o r a t o ri e s I n c .

,

D u r h a m
,
U S A ) を30 分 間反応 させ

, 発色 は ア ピ ジ ン ゼ オ テ ン

ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ複 合体法 と0 .0 0 5 % 過酸 化水素加0 .0 2 % ジ ア

ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Si g m a
,
S t .L o u i s

,
U S A) 処置 に て行 い

, 核 染は

ヘ マ トキ シ リ ン にて 行 っ た .

Ⅳ . T U N E L 染色

海馬の パ ラ フ ィ ン包埋切 片に 村 して
, 組織 内細胞死 検 出キ ッ

ト (B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,
I n d i a n a p oli s

,
U S A ) を 用 い て

,

T U N E L 染色法
28) 2 9) を行 っ た . 具体的 に は

,
キ シ レ ン に て脱 パ ラ

フ ィ ン した標本 を蒸留 水 にて 洗浄後
,

10 m M トリ ス ク ロ ル 緩衝

液 (p H 7 A ) に溶解 した 20 FL g / m l の プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ K ( G ib c o

B R L
,
R o c k vi 11 e

,
U S A ) 溶液で 37 ℃で 20 分 間反応 させ た . 次 に蒸

留水 で洗 浄後,
2 % 過酸化 水素水で 20 分 間処 理 し

,
さ ら に蒸留

水 で 洗 浄 後
,

末 端 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド転 移 酵 素

匝r mi n al d e o x y rib o n u cl e o ti d e t r a n sf e r a s e
,
T d T) と フ ル オ レ セ イ

ン標 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 セ イ ン 抗体と

37 ℃ で20 分間反応 させ て
,
最 後に0 .0 0 5 % 過酸化水 素加0 .0 2 %

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン に て発色 させ た .

Ⅴ . 蛋白の 調製

1 . 海馬 C A l 組織

コ ン トロ
ー

ル (n
= 4) お よ び 虚血 後24 時間後 (n

= 4) ,
7 2 時

間後 (n
= 4) に摘 出 した 海馬 C A l 組織を

,
プロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ

ビタ ー カ ク テ ル (Si g m a) を 含ん だ4 ℃ の RJ P A 溶液(50 m M ¶
疇

i s

p H 8 .0
,

.
1 5 0 m M N a C l

,
1 % N P -4 0

,
0 .5 % デ オ キ シ コ ー ル 酸ナ

トリ ウ ム
, 0 .1 % S D S ) 中 にて 超音波粉砕 し て可 溶化 し

,
4 ℃

,

8
,
0 0 0 × g に て 5 分 間遠心 し

,
上 清を回収 した .

2 . ミ ト コ ン ドリ ア分画

ミ トコ ン ドリ ア分画 の 採 取 はJ o h n s o n ら
3【-) の 方法 に従 っ て行

っ た . す な わ ち
】

コ ン ト ロ ー ル ( n = 3 ) と 虚血 後24 時 間後

( n
= 3) の 海馬 C A l 組織 を

,
プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビタ

ー

カ ク テ

ル を含ん だ 低張横衝液 (2 5 0 m M シ ョ 糖 ,
2 0 m M H E P E S - K O H

,

1 0 m M K C l , 1 .5 m M M g C 12 ,
1 m M E D T A

,
1 m M エ チ レ ン グ

リ コ ー ル ビス (β
- ア ミ ノ エ チ ル エ

ー

テ ル) N
,
N

,
N

,
N 凹酢艶 1

m M ジチ オ ト レ イ ト
ー ル) 中 に て

,
ダ ウ ン ス ホ モ ジナ イ ザ ー

(W b e at o n
,
N e w J e r s e y ,

U S A ) を用 い て 穏や か に 同質化 し た . そ

の 後 ,
4 ℃

,
7 5 0 × g に て 20 分 間遠心 し

,
上 清 を さ ら に 4 ℃

,

8
,
0 0 0 × g に て 20 分 間遠心 して得 ら れ た 沈殿 を ミ ト コ ン ドリ ア

分画 と.し て 回収 した .

`
Ⅵ . イ ム ノ ブロ ッ ト

B r a df o r d 法 (B i o
- R ad

,
H e r c u l e s

,
U S A ) に よ り蛋白の 定量 を行

っ た 後
,

電 気 泳動 をL a e m m li
31 )

の S D S - P A G E 法 に て 行 っ た
.

1 4 % の S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を作 り, 各 レ
ー

ン あたり

同量 の 蛋白 を泳動後, イ モ プ リ ン m F メ ン プ レ ン (M illi p o r e
,

B e d fb rd
, U S A) に 転写さ せ た

.
こ の メ ン プ レ ン を0 .5 % の ゼ ラ チ

ン (Bi o - R a d) を加えた 1 %
′

I V e e n 2 0 (和光純薬工 業, 束京) 入り

20 m M T B S T m i s
-b u 鮎 r e d s ali n e ⊥T w e e n 2 0) にて 1 時間ブ ロ ッ

キ ン グ し た .

一

次抗 体 は
, 抗 カ ス バ ー ゼ ー 3 抗 体 ( 65 9 0 6 E

,

P h a r m i n g e n
,
S a n D i e g o

,
U S A) を5

,
0 0 0 倍 , 抗 カ ス バ ー ゼ ー9 抗体

(軋8 3
,
S a n t a C r u z I n c) を 50 0 倍 , 抗 チ ト ク ロ ー ム C 抗 体
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(65 9 8 1 A
,
P h a r m i n g e n) を10

,
0 0 0 倍 に そ れ ぞ れ T B S l

､

で 希釈 し

て
,

2 時間反応 させ た ･ T B S l
､

にて 3 回洗 浄後,
H R P 標識抗ウ

サ ギI g G 抗体ま た は H R P 標識 抗 マ ウ ス I g G 抗体 ( Am e r s h a m
,

U p p s al a
,
S w e d e n) と1 時間反応 させ た 後･

再 びT B S ⊥T に て5 回

洗浄 し
,

E C L キ ッ ト 仏 m e r sh a m ) に て発光 させ 撮影 した
･ さ ら

に,
N I H イ メ ー ジ ソ フ ト 仏p pl e I n c ･

,
C u p e rti n o

,
U S A) を月恥､ て

,

O D 倍 を測定 した . また
,

海馬C A l 組織 と ミ トコ ン ドリ ア 分画

の イ ム ノ ブ ロ ッ トで
,

そ れ ぞ れ α
- チ ュ プ リ ン (S i g m a) と Ⅳ 型

チ トク ロ ー ム 酸化酵 素 (c yt o c h r o m e o x id a s e s u b u nit Ⅳ
,
C O X)

(M ol e c ul a r P r o b e s
,
E u g e n e

,
U S A ) を内部 コ ン トロ ー ル と して 用

い
こ 卿 )

, 同様 に反応 させ た
.

肌 総 R M の 分離 と定量的 R T - P C R

C h o m c z y n s k i ら
34)

の 方法 に 基づ き
,
I S O G E N ( ニ ッ ポ ン ジ ー

ン
, 束京) を 用い て

,
コ ン ト ロ

ー

ル (n
= 4) ,

虚血 複24 時 間 (n
=

4) お よ び72 時間後 ( n
= 4) の 海馬 C A l 領域の 組織よ り総R N A

の 抽出 ･ 精製を行 っ た .

虚血 彼の 海馬C A l 領域 で の カ ス バ ー ゼ ー3 の m R N A の 発現を調

べ る ため に
,

H oll a n d ら
:呵 の T a q m a n

'

r M

ケ ミス トリ
ー

の 理 論 に基

づ き, 定量的RT I P C R の 反応 を行い
,

A B I P RI S M 7 7 0 0 シ
ー

ク エ

ンス デ イ テ クタ
ー

仏p pli e d B i o s y st e m s
,
C alif o r ni a

,
U S A) を用い

て 解析 し た .
カ ス バ ー ゼ ー 3 の セ ン ス プ ラ イ マ

ー

と し て 5
'

-

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

,
ア ン チ セ ン ス プ ライ マ

ー

1 01

と して5
,

- C A G G T G T G T G G A G T A T G C ÅT 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 an プ

ロ
ー ブ を5

,

端 の リ ポ
ー

タ
ー

蛍 光 色索 と し て テ ツ ト ,
3

'

端 の

ク エ ン チ ャ
ー

蛍 光 色 素 を タ ム ラ と し て 5
'

-

A A A T C C C A G T G G A G G C C G A C T T C T r G - 3
'

と 設計 し,
こ れ ら の

合成 を依託 した 仏 m e r sh a m ) . 内部 コ ン ト ロ ー ル と して グ 1) セ

ル ア ル デ ヒ ト3 J ) ン 酸脱水素酵素 也1y c e r al d e h yd eq 3 -

p h o s p h a te

d e h y d r o g e n a s e
,
G A P D H ) を用い た . 同様 に

,
セ ン ス プ ラ イ マ

ー

と し て 5
,

- G T C A T C A A T G G A A G C C C C A T C -3
'

,
ア ン チセ ン ス

プ ラ イ マ
ー

と し て 5
,

- A G T G G A C T C C A C G A C G T A C T C A - 3
'

,

T a q M a n プ ロ ー ブ と して5
,

端 の リ ポ
ー

タ
ー

蛍光色素 を フ ァ ム
,

3
,

端 の ク エ ン チ ャ
ー

蛍 光 色 葉 を タ ム ラ と し 5
'

-

A G C G A G A T C C C T C C A A J 岨Ⅰ
､

C A A G T G G -3
,

と設計 した .
R T 反応

に は M u ltiS c rib e リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ プタ ー ゼ ( A m e r s h a m )

を
,

P C R には Am pli T aq G old D N A ポ 1) メ ラ ー ゼ 仏 m e r s h a m )

を便用 した . 反応 は
,
4 8 ℃ で30 分間の RT 反応の 後,

9 5 ℃で10

分 間の 熟変性 を行い
, 9 5 ℃ で 15 秒 ,

6 0 ℃ で1 分 の 2 ス テ ッ プを

1 サ イ ク ル と して ,
4 0 回増幅 した . 実 際の 定量 にあ た っ て は

,

まず
,
未知量サ ン プル が検量線内 にある よ うに

,
連続三 倍希釈

の 既知量 サ ン プ ル 五 つ を用 い て検量線を作 製 し, 未知量サ ン プ

ル の 初期 量を 内挿法で 定量 した .
こ の 操 作 を カ ス バ ー ゼ ー 3 と

G A P D I 引こ対 し て各々 行い
,

カ ス バ ー ゼ ー3 m R N A の 初期 量 を

Fi g .1
. M o r ph ol o gi c al ch a n g e s o f th e C A l n e u r o n s aft e r i s c h e m i a ･ S h a m o p e r atip n ( 礼 24 h r (B ) o r 7 2 h r (C ,

D ) aft e r i s c h e m i a ･

H E st ai ni n g 仏 ,
B

,
C ) , T U N E L st ai ni n g ( D) . A 汀 O W S i n di c a te T U N E しp o siti v e n e u r o n s ･ S c al e b a r

,
30 F

L m ･
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G A P D H に 対す る比 と し て計算 した . 最終的 には
,

虚 血後24 時

間お よ び7 2 時間後 に お け る カ ス バ ー

ゼ ー 3 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 .

Ⅶ . 統計学的検討

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
,

危 険率

5 % 未満を も っ て 有意差あり と判定 した . 有意差が 認 め られ た

もの に対 して は さ ら に
,

Fi sh e r の P L S D 法 にて ポ ス トホ ッ ク テ

ス トを行 っ た . 数値 は平均 ± 標準偏差で 表記 した .

成 績

Ⅰ . 検査 デ ー

タ

虚 血 負 荷 直前 の 検査 デ
ー

タ は
,

動 脈 血 酸 素 分圧 ( a r t e ri al

O X y g e n p r e S S u r e
,
P a O 2) 1 7 4 ± 2 9 m m H g; 動脈 血 二 酸化炭素分圧

(a r te ri al c a rb o n di o xi d e p r e s s u r e
,
P a C O 2) 3 2 .9 ± 2 .2 m m H g; 動脈

血 酸素飽和 度 (0 Ⅹy g e n S a tu r a ti o n
,
S a O 2) 9 9 .5 ± 0 .2 % ; p H ,

7 .56 ±

0 .0 8; 直腸温 ,
3 7 .8 ± 0 .4 ℃; 血 糖値 ,

8 9 ± 2 0 皿 g/ dl; 平均血圧
,

8 6 .2 ± 12 皿 皿 Ⅲg で あ っ た . 右腕頭動脈 と 左鎖 骨下 動脈を遮 断

Fi g . 2 . I m m u n o h i st o c h e m i c al d e m o n str ati o n o f a cti v a te d -

C a S p a S e
-3 i n th e C A l n e u r o n s . S h a m o p e r ati o n (朗 ,

2 4 h r (B ,
C) o r 7 2 h r (D )

aft e r i s c h e m i a ･ M o n k e y l y m p h n o d e (E ) s e r v
r

e s a s a p o siti v e c o n tr ol; S c al e b a r s
,
3 0 FL m 仏 ,

C
,
D a n d E); 5 0 0 FL m O3) .
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する と
,

サ ル の 瞳孔 は 直ち に散 大 し
,

血 圧 は
山

旦 急激 に 上 昇

(平均血 圧 の 最大値169 ± 9 ･7 m m H g) し た後 ･ 徐 々 に下 が っ て

い っ た . 18 分間の 虚血 負荷を終え た後,
血 管 ク リ ッ プ を開放 し

血流を再開 させ た 直後の 検査デ
ー タ は

, 負荷前 と ほ ぼ同様で あ

っ た .

Ⅰ . 海鳥 C A l 領域 の遅発性神経細胞死

H E 染色 で は
,

コ ン ト ロ ー ル の C A l 領域 の 神経瀾 胞 ( 図1 A)

と比較す る と
,

虚血 後24 時 間の 神 経網胞 の 一 部 は 軽度の 虚血

性変化を示 した (図1 町 と こ ろが
,

虚血 後72 時間の 時点で は
,

正常な 形態を示す神経細胞 は ほ と ん どみ られ ず, 胞体は 著明な

萎縮と 好酸性 変化お よ び ニ ッ ス ル 小 体の 消失 を示 し
, 核は 濃縮

像を示 した (国1 C) . T U N E L 染色 を行う と
,
虚血 後72 時間で 半

分以上 の 神経細胞 が 陽性所見を示 し た(国1 D) ･

Ⅱ . 免疫組織化 学

活性型カ ス バ ー ゼ ー3 (p 2 0/ 1 7) は コ ン トロ
ー ル に お い て は陰性

であ っ た (図2A) .

一 方 , 虚血 後24 時 間で は
,

C A l 領域 の 神経

細胞の み特 異的に核 と 細胞質が 陽性 所見を示 した (図2 B
,
2 C) ･

しか し
,

虚血 後7 2 時 間で は こ の 染色性 は 弱く な っ て い た (図

2D) . 陽性 コ ン ト ロ ー

ル と して 用 い た サ ル の リ ン パ 節胚 中心 の

リ ン パ 球は 同様 の 染色所見を示 した (国2 E) .

同様 に
,

カ ス バ ー

ゼ ー 9 とチ ト ク ロ
ー ム C も コ ン ト ロ

ー ル で は

陰性で あ っ た が (図3A
,
3 C) ,

虚血 後24 時 間で は C Al の 神経 細

胞の み 陽性 所見 を示 した (図3 B
,
3 D ) .

10 3

Ⅳ . イ ム ノ ブロ ッ ト

カ ス バ ー ゼ ー 3 の 前駆体 は分子量32 k D a の バ ン ドと して検出さ

れ , そ の 発現量 は
,

コ ン ト ロ
ー ル を基 準 と する と

, 虚血 後2 4

時間で 約1 .0 5 ± 0 .0 3 倍 ,
72 時間で約1 .0 3 ±0

.1 0 倍 と発現量 は経

時的 に ほ ぼ 不変で あ っ た (図4 A) . また カ ス バ ー ゼ ー9 の 前駆体

は 分子量47 k D a の バ ン ドと して 検出 さ れ
,

その 発 現量 は 虚血

後24 時間で 約0 .8 2 ± 0
.1 2 倍 ,

7 2 時間で 約0 .6 9 ± 0 .1 4 倍 と 有意

な減少 を示 した (国4 B) . さ ら に
,

チ トク ロ ー ム C 蛋白 は 分子

量15 k D a の バ ン ドと して検 出さ れ
,

そ の 発現量は
,

虚血後24

時 間で約1 .
1 3 ±0 .0 7 倍 ,

7 2 時間で約0 .9 5 ±0 .04 倍 で あ っ た (図

4 C) . さ ら に , 虚血 後24 時間で カ ス バ ー ゼ ー3 で は 分子 量20 k D a

の (図4 A) ,
カ ス バ ー

ゼ ー9 で は分子量10 l( D a の (図4 B) ,
と もに

活性 型に相当す る バ ン ドが 検出され た . しか も,
これ らの 括性

型蛋白に 相当 する バ ン ドは
,

虚血 なし の サ ン プル で は み られ な

か っ た .

ミ ト コ ン ドリ ア 分画 の イ ム ノ ブ ロ ッ トで は
,

コ ン トロ
ー ル に

比 べ 虚血 後2 4 時間で
,

カ ス バ ー

ゼ ー 9 蛋白と チ トク ロ ー ム C 蛋白

の 発現量が 減少 して い た . しか し
,

カス バ ー ゼー 3 蛋白 に は発現

量 の 変化は ほ と ん どみ られなか っ た (図5) .

′Ⅴ . カス バ
ー

ゼ ー 3 の m R N A の発 現量 の変化

シ ー ク エ ン ス デイ テ ク タ 一

によ る定量的検索で は
, 海馬C A l

領域 の カ ス バ ー ゼ 蠣3 の m R N A の 発現量は
,

コ ン ト ロ ー ル と比 べ

虚血 後24 時間で 約2 .
6 土 0 .1 6 倍 , 虚血 後72 時 間で 約1 .8 ± 0 ･4 2

Fi g . 3 . lm m u n o hi s t o ch e m i c al d e m o n st r a ti o n o f c a s p a s e
-9 仏 ,

B ) o r c yt o c h r o m e c (C ,
D ) i n th e C A l n e u r o n s ･ S h a m o p e r a ti o n 仏 C) o r 2 4

h r afte r i s c h e m i a (B ,
D ) . S c al e b a r

,
30 il m ･
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-3 (朗 ,
C a S p a S e

-9 (B ) o r c yt o ch r o m e c ( C) p r o t ei n o f th e C A l ti s s u e l y s at e s (1 5 /L g/1 a n e) afte r

s h a m o p e r ati o n O a n e l) ,
2 4 h r O a n e 2) o r 72 h r O a n e 3) afte r i s c h e m i a . R e p r e s e n t a ti v e e x p e ri m e n ts a r e s h o w n ･ α m b u li n w a s u s e d a s

an i n t e rn al c o n tr
･

01 (b o tto 血) . F ai n t cl e a v e d p r o d u c t s ar e p r e S e n t ( a r r o w h e a d s) b o th i n th e st u di e s o f c a s p a s e
-3 (朗 a n d c a s p a s e

-9 (B) at

2 4 h r aft e r i s c h e m i a .

G r a ph s . S e m iq u a n tit a ti v e r e s ul ts o f th e W e s te rn b l o t a n al y si s o f th e C A l l y s a te s afte r s h a m o p e r a ti o n
,
2 4 h r o r 7 2 h r afte r i s c h e m i a f o r

c a s p a s e
-3 仏) ,

C a SP a S e
-9 (B ) o r c yt o c h r o m e c (C) .

r

r h e o pti c al d e n sity o f i m m u n o p o siti v e
-b a n d s w a s m e a s u r e d a n d e x p r e s s e d a s % of

c o n tr ol . D at a ar e m e an ± S D (n
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倍と有意 に増 加 して い た (国6) ･

考 察

虚血性神経細胞死 の 発生 に カ ル シ ウ ム イ オ ンが 重 要な役割を

果たす こ と は広く 知ら れ て い る
: 醐

･ す な わ ち
･

海馬ス ライ ス

を用 い た低酸素
･ 低ブ ド ウ糖負荷 モ デ ル

ニ 附 )

,
お よ び ラ ッ トを

使 っ た
一

過性全脳 虚血 モ デ ル
岬 )

の い ず れ に お い て も, 虚血 負

荷中に C A l 領域 に特異 的に カ ル シ ウム イ オ ン の 動 員が み ら れ

る . 細胞質で の カ ル シ ウム イ オ ン の 上 昇は
,･ 当初は N M D A ( ル

m eth yl
-

D
p

a S p a rt a t e) レ セ プ タ
ー を 介 した細 胞外か らの 流 入で あ

るゎ に射 し
,

そ の 後持続す る上 昇 は ミ ト コ ン ドリ ア や小胞体等

の 細胞内器官 か らの 細胞 内動員で ある
4 2)

と さ れ て い る ･ ま た
,

活性酸素 (r e a c ti v e o x y g e n s p e ci e s
,
R O S) も同様 に虚血 に よ る神

経細胞障害の トリ ガ ー と な る
仰

･ グル タ ミ ン 酸刺激で の R O S の

代表 的な供 給源で ある ミ ト コ ン ド1) ア に お い て
,

N M D A に 曝

さ れ た神経細 胞で は R O S の 産生が 増加する
44)

･ さ ら に
,

1 0 分間

の 仝脳 虚血 ラ ッ トで は
,

C A l の 神経細胞 で 虚血後3 時間以 内 に

バ ッ ク ス 蛋白 の 過剰発現 が み られ る
45)

.
こ れ らカ ル シ ウ ム イ オ

ン
,

R O S お よ び バ ッ ク ス な どは い ず れ もミ ト コ ン ドリ ア に作用

し
,

カ ス バ ー ゼ の 活性化国子を放 出す る よう に働く こ とが 知 ら

れて い る
1ヰ)

. した が っ て
,

一 過性 の 仝脳虚 血 後に 生ずる C Al 領

域の 神経細 胞死 の 発 生 に お い て も,
ミ ト コ ン ドリ ア を介 した ア

ポ ト
ー シス の 経路が 働 い てい る可 能性が ある .

正 常 の 神経細胞 に お い て は
, 免疫組織化学 的に カ ス バ ー ゼ ー3

の 染色性 は認 め られ ず
㈹

,
イ ム ノ ブ ロ ッ トで は カ ス バ ー ゼ ー3 や

カ ス バ ー ゼ _9 は細胞 質以外 に ミ トコ ン ドリ ア にも存在す る と さ

れて い る
4 冊 )

.

一 般 にP F A 固定 を し た切片 で は
, 通常の 免疫組

織の 方法 で ミ ト コ ン ドリ ア 内 の 抗 原 と
一

次 抗体 が 反応 し にく

い
j9)

.

コ ン トロ ー

ル の 免疫組織 で 染色性 が み られ な か っ た こ と

は
,

サ ル の 神経細 胞 にお い て も,
カ ス バ ー

ゼー3 ,
カ ス バ ー ゼ ー9

の 両者と も前駆体と して そ の 多く が ミ ト コ ン ドリ ア内 に存在 し

て い る こ と を示 して い る と思 われ る .

カ ス バ ー ゼ _9 に対す る抗体 は前駆体 と 活性型の 両方 を認識す

る抗体 で あ る が , 免疫組織 化学で 虚血 後24 時間 に特 に 核に 強

い 染色性 を示 し て い た . こ れ はFh
･

aj e w s k i ら
洲

の 犬を 用い た
鵬

過性 仝脳虚血 モ デ ル の デ
ー

タ と
一 致す る . イ ム ノ ブ ロ ッ ト で は

ミ ト コ ン ドリ ア の カ ス バ ー ゼ ー9 は減 少 して おり ,
また 仝C A l 組

織中で も経 時的 に減 少 して い た . しか も , 虚血 24 時間後 に は

活性型 に相当す る バ ン ドが み ら れ た . こ れ は カ ス バ ー ゼー9 は ミ

トコ ン ドリ アか ら放出 され て
, 活性 化を うける た め 消費さ れ て

い る こ と を示すもの と 思 わ れ る . ラ ッ トの･仙･ 過性の 局所虚血 モ

デ ル や
:iニ与)

,
脊髄損傷モ デ ル

51)

,
ヒ トの 心筋症

52)

な ど で 報告さ れ

てい る よう に
,

チ ト ク ロ ー

ム C も同様 に
,

ミ ト コ ン ドリ ア か ら

放出さ れ て い る こ とが 示唆 さ れ た .
チ トク ロ ー ム C は細胞質で

アポ ト ー シ ス 誘導活性をも た な い
川)

ア ポ チ トク ロ
ー ム C と して

合成さ れ た 後,
ミ ト コ ン ドリ ア 内に 入り 込み

,
ヘ ム と結 合 して

チ トク ロ ー

ム C と な る が
,

イ ム ノ ブ ロ ッ トで チ トク ロ ー ム C の

発現量 が 虚血 後24 時間 に お い て 増え て い る こ と は
,

ア ポ チ ト

ク ロ ー ム C か らの 動員, そ して 細胞質 へ の 大量の 放出 を意味す

る もの と 思 わ れ る . ま た
, 虚血 後72 時 間で は 発現量 が 有意 に

減少 して い た .

一 方 ,
カ ス バ ー

ゼ ー3 に つ い て はイ ム ノ ブ ロ ッ ト

で
, その 発現量 に ミ ト コ ン ドリ ア 分画に お い て も全C A l 組織 に

おい て も経 時的な変化 は み ら れ な か っ た . こ れ は
,

虚血後 に カ

ス バ ー

ゼ ー3 の m R N A 発現量が 有意に増 えて い る た め に
,

カ ス バ

ー ゼ ー 3 は消費 さ れ た 分 だ け新 た に 産生 され た もの と解 され る ･

事実 , 活性型 の カ ス バ ー ゼー 3 の み を認識 する抗体 で
,

虚血 筏24

時間 に免疫組織 化学で陽性所見が 認め られ て お り
,

イ ム ノ ブ ロ

ッ トで も カ ス バ ー ゼ ー3 の 晴性 型 に相 当す る バ ン ドが 検出 さ れ

た .

カ ス バ ー ゼ は 活性をもた な い 前駆体 と して 生成 され た 後,
プ

ロ セ シ ン グを受 けて 活性型と なり ア ポ ト
ー

シ ス を 実行す る
5:-)

.

1 0 種 以上 ある カ ス バ ー ゼ の 中で特 に カ ス バ ー ゼー 3 は中心的な役

割 を担い
, 様 々 な 基質を 分解 する . 例え ば

,
ゲ ノ ム D N A ラ ダ

ー

に必要な D N a s e の イ ン ヒ ビタ ー で ある D F F 4 5 /I C A D
封)55 )

や
,

ア ポ ト
ー

シ ス ノト体形成 に関与す る と い わ れ る フ ォ ドリ ン
5ti)

な ど

を分解する こ と で
,

ア ポ ト
ー シス を実行す る . 今回の 実験で は

,

カ ス バ ー

ゼ ー3 の 基質と なり得 る こ れ ら の 蛋白 に 関し て は検索 し

な か っ たが
,

虚血後24 時間で カス バ ー

ゼ ー3 や カ ス バ ー ゼ ー9 の 活

性化 が み られ た こと か ら
,

一 過性 全脳虚血 後遅発性に 死に ゆく

サ ル の 海馬C A l の 神経 剛包に お い ても
,

ミ ト コ ン ドリ ア を介 し

た ア ポ ト
ー シ ス の 経路が働い て い る こ とが 強く示唆さ れ た .

しか し
,

虚血性神雁細胞死が ア ポ ト
ー シス の 基準をす べ て 満

た す訳で は決 して な い
57)5 8 )

. 本実験 で も, 虚血 後7 2 時間で C A l

の 神経細胞 に胞体の 萎縮や 核の 濃縮 と い っ た ア ポ ト
ー シ ス に特

徴 的な形態学的変化
5fl)

が光顕的 に観察さ れ た が , アポ ト
ー シス

小体 は認め られ なか っ た . Y a m a s hi m a ら
l氾)

は 同
一

の サ ル 脳虚血

モ デ ル にお い て
,

リ ソ ソ
ー ム 膜や 胞体膜 の 損傷 な ど

,
む しろネ

ク ロ ー シ ス に特徴的な所見を電顕的 に観察 して い る . 虚血 後72

時間で T U N E L 陽性の 神経細胞が多数み られ た こ と は
, 神経細

胞が ア ポ ト
ー

シ ス に陥 っ て い る こ と を必ず しも意 味する訳 で は

ない
61)

. カ ス バ ー

ゼ ー3 や カ ス バ ー ゼ ー9 の 活性化は すで に 虚血後

24 時間で 認め られ た が
,

こ の 時点 で は T U N E L 陽性 と なる 神経

細胞 は認め ら れ なか っ た . こ の こ と は
,

ア ポ ト
ー シス をすみ や

か に 実行す る に 足 る カ ス バ ー

ゼ の 絶対量 が 不足 して い る こ と

や
,

カス バ ー ゼ の 内在性の イ ン ヒ ビタ ー の 発現 の 増加 な ど を意

味 して い るの か もし れない
.

近 年, 虚血 性神経 細胞死は ア ポ ト
ー シス と ネク ロ ー シ ス の 中

間的な 病態 を示す
57)

と 報告さ れ て い る . す な わち
,
両方 の カ ス

ケ
ー ドが 同時 に進行 して い た と して も

,
い ずれ の カ ス ケ

ー ドが

優先さ れ るか は
,
障害 の 程度や神経の 成熟 鼠 栄養因子の 有取

締胞内の カ ル シウ ム イ オ ン濃度 な ど に依存 して い る
58)

･ 細 胞死

は さ ら に , A T P の 量に よ っ て も影響 さ れ
,

ア ポ ト ー シ ス の カ ス

ケ
ー

ドは
,

た とえ始ま っ た と し て も細胞内の A T P を奪う こ と に

ょり 阻まれ 細胞は結 局,
ネク ロ

ー シ ス に よ り 死 ぬ . こ れ と は反

対 に A T P が 豊富な 場合は ア ポ ト
ー シ ス で 死 ぬ

闘 う】
･ げ っ 歯規 の

山一一 過性脳 虚血 モ デ ル に お い て は
, 虚血 Ll] は 急激 に神経 細胞 の

A T P 値 は減少す る が
,

再 港流後 は 再 び 急激 にA T P 値 が 回復す

る
Ii･l)

こ とが 知 られ て い る . こ の こ と は
,

げ っ 歯類の 再潅流 モ デ

ル で は 神経 捌包は少 なくと も急性 の ネク ロ
ー シ ス か ら は免れ て

い て
,

ア ポ ト
ー シ ス が実行 され うる 環境に ある こ と を 意味する

の で あろう .

ミ トコ ン ドリ ア の P T は ア ポ ト
ー シ ス だ け で は なく,

ネク ロ

ー

シ ス の カ ス ケ
ー

ド にも関係 す る と さ れ て い る . すな わ ち
,

ミ

トコ ン ドリ ア か ら チ ト ク ロ ー ム C や カ ス バ ー

ゼ が 放出さ れ る と

きに は
, 同時 に電子伝達系が 妨害 さ れ る こ と

,
酸化的燐酸化反

応 が 阻害さ れ る こ と,
フ リ

ー ラ デ ィ カ ル が 産生さ れ る こ と な ど

によ りA T P が 奪わ れ , 細胞 はネ ク ロ
ー

シス へ と 向か っ て い く
65)

･

した が っ て
,

ミ ト コ ン ドリ ア は細胞が アポ ト
ー シ ス

,
ネ タ ロ ー
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シ ス の い ず れ に 向 か う か を調 整 して い る 器 官で あ る と い え

る
66)

･ ミ ト コ ン ドリ アの P T の 抑 制剤 は両者 の カ ス ケ ー

ドを 阻

止 しうる
67)

の で
, 虚血 に よ る神雁細胞死 を防 ぐ治療薬 と して 大

きな可 能性 を秘め て い る と思 わ れ る .

本研 究で は
,

ミ ト コ ン ドリ ア を介 して カ ス バ ー

ゼ →3 の 活性化

に 至る ア ポ ト
ー

シ ス の 経路 を検索 した. 今後
,

カ ス バ ー

ゼ _3 を

活性化 さ せ る ほか の 経路 の 関与 ,
カ ス バ ー ゼ ー3 の 基質 の 分解 の

検索 お よ び P T の 抑制剤 を投 与 し て の 動物 美醜な ど
,

さ ら なる

検討 が必要で ある
.

結 論

虚血 性神経細胞 死 にお ける ミ ト コ ン ドリ ア を介 し た ア ポ ト ー

シ ス の 経路 の 関与 を明ら か に する た め
,

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 A l 領域で の カ ス バ ー ゼ ー3

,

カス バ ー ゼ ー9 お よ び チ ト ク ロ ー ム C の 発現を検索 し
,

以下の 結

果を得た
.

1 ･ 霊長類 の 脳 虚血モ デ ル にお い て も
,

カ ス バ ー

ゼ ー 3 と カス

バ ー

ゼ ー9 の 活性化 が 虚血後24 時間の 時点 で示 さ れ た .

2 . カス バ ー ゼ ー3 は
,

イム ノ ブ ロ ッ トで ミ ト コ ン ドリ ア か ら

の 放 出は認 め られ ず
,
経時 的な発現量 の 変化 もほ とん どなか っ

たが
,

m R N A の 発現量 は虚血後に有意 に増加 して い た
. 免疫 組

織化 学で は
,

虚 血 後24 時間で 神橙 細胞 の 核 と 細胞 質に 陽性所

見を得 た .

3 ･ カ ス バ ー

ゼ ー9 もチ ト ク ロ ー ム C もイ ム ノ ブ ロ ッ トで は
,

虚血 後24 時 間で ミ ト コ ン ドリ ア か ら放 出さ れ
,

虚血 後72 時 間

で 共 に蛋白の 発現量 が 有意に 減少 して い た
. また

,
免疫組織化

学で は神経細 胞の 核 と細胞質 に陽性所見を認め た .

4 ･ 虚血 後72 時間 で海 馬C A l 領域 の 神経細胞 は
!

ほ と ん ど

すべ て が変性 して お り多くが T U N E L 陽性 で あっ た .

以 上の 結果 よ り,

- 一

過性全脳虚血後 に生 じる サ ル 海馬 C A l 領

域 の 遅発性神経細 胞死 にお い て
,

ミ トコ ン ドリ ア を介 した ア ポ

ト
ー シス の経路 が 関与 して い る こ と が示唆 され た .
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