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小腸阻血 ･ 再港流 と前初期遺伝子 c:舟s
,

C 二極〃 の

過剰発現 に 関す る 実験的研究

金沢大学医学部 医学科外 科学第二 講座 ( 主任 : 三 輪晃
一 教授)

伊 藤 博

小腸 の 阻血
･ 再港流障害に お ける絨毛細胞の 脱落 と再増殖 の 機序 を解明す る ため

,
ル イ ス ラ ッ トの 上 腸 間膜動静脈 の 血

管紺子 に よ る20 分 間の 遮断 によ る阻血 ･ 再 潅流彼 の
,

前初期遺伝子群 の
～

種で あ る核内転写 因子 c4b s と c4 u n の m R N A と 蛋白

の 発乳 増殖細胞核抗原 b r olif e r ati n g c ell n u cl e ar an ti g e n
,

P C N A) を用 い た細胞増殖活性
,
[

15
N] グリ シ ンを用 い た 蛋白合成

比速度と タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シヌ ク レ オ チ ジ ル ･ ト ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ (t e r m i n al d e o x y n u cl e o ti d yl t r a n sf e r a s e
,
T d T ) 加 ビオ チ

ン ザ オ キ シ ウリ ジ ン ー5
,

三 リ ン酸 (d e o x y u ri di n e -5
,

一tri ph o $ P h at e
,

dt r r P ) ニ ッ ク 末端 標識 (t e r mi n al d e o x y n u cl e o tid yl t r an Sf e r a s e
-

m e d i at e d d U T P -b i o ti n n i c k e n d -1 a b eli n g ,
T U N E I) 法を用 い た ア ポ ト

ー シス 細胞 の 出現 を経時的 に検討 した ･ 阻血
･ 再港流群

の c
: 伽 と cj u n の m R N A の 発現 は, 再港流後15 分で は 対照群 に比 べ それ ぞ れ 6 ･3 倍 と4 ･4 倍 に増加 した ･ ま た

,
阻血

･ 両港流群

の 細胞増殖活性 は
,
再 湛流後5 分か ら4 時間まで は対 照群 に比 べ 有意 に増加 し

, 再 瀧流後30 分で は対照群 に比 べ 4 倍 と な っ た ･

阻血 ･ 再港流 群の 蛋白合成比速度 は
, 再潅流直後 に上 昇し

,
再港流後2 時間か ら は 徐 々 に減少 した ･ ･ 阻血直後と再港流後60 分

を最高 に ア ポ ト
ー シ ス 発現 の 克進 が認 め ら れ た . 以上 より

,
転写 国子 c : 伽 と c 如 の 過剰発現 が

,
小腸 の 阻血 ･ 再湛流後の ア

ポ ト
ー

シス の 発現と その 後の 蛋白合成促進 に関与 し て い る こ とが 明 らか に され た ･

E e y w o r d s a p o p t o sis
,
Cjb s

,
Cj u n

,
is c h e m ia r r e p e r fu si o n i nj u ry

阻血
･ 再港流障害 は

, 血流の 途絶 に より障害さ れ た組織が 血

流 の 再開 によ りさら に 障害さ れ る現象で
,
臓器移植 にお い て は

,

移植臓希 の 機能的予後 に大 きな影響 を与え る因子で ある
1)2】

. 特

に小腸 で は
, 阻血 時 間が長くな れ ば小腸粘膜 は不可 逆性 の 障害

を免れ る こ と はで きず
,
イ反に 阻血が 短時 間で も吸収能 が 障害 さ

れ る . 阻血 ･ 再液流 に よ る 組織 障害 の 機序 と して
, 再瀧流後 に

血 管内皮や マ ク ロ フ ァ
ー

ジか ら 産生さ れ る化学走化性 因子 に よ

り, 好中球が再 港流 を受けた 組織 へ 集積 して 活性 化 され
,

血 管

内皮細胞 へ 接着 し
,

さ ら に血 管外 へ 遊走 して
,

細胞障害を ひ き

お こ す過程 が 重要で あ る と 考えら れ て い る
=い 5)

. 好 中球の 集積

なら び に血 管内皮細胞 へ の 接着 と血管外 へ の 遁走 に は
,

サ イ ト

カ イ ン ま た は細胞 間接着 分子や 血管細胞凝着分子 が 関与 して い

る と 考え られ て い る が
6 卜 8)

,
こ れ ら の 遺伝子 の 発 現 に は転 写因

子の 活性化が 必要で あ る .

横 内転写国子で あ る c二伽 と c
二如 は 前初期 遺伝子 の

一

種 で
,

D N A 結 合蛋白 で あ る ア ク チ ベ ー タ
ー

プ ロ テ イ ン ー 1 ( a c ti v a t o r

p r o t ei n
- 1) を構成 し

,
種 々 の 遺 伝子の 発現を制御 して い る

･ 生

体外 で は 一 般 に増殖因子, 熱 シ ョ ッ ク
,

放射線照射
,

紫外線 照

射
,
抗癌剤

,
リ ボ ポ リサ ッ カ ラ イ ドや 蛋白合成阻害剤 の 投与 で

転写が 活性化 さ れ る こ と が 解明され て い る
9 卜 13)

. ま た
, 最近 ,

肝 臓, 腎月乱 心臓 で は
, 阻血

･ 再潅流障害 に よ り c
こ舟s と c丞相

の転写 が活性 化さ れ る こと が 報告 され
1ヰト 16)

,
増 殖と 分化また は

ア ポ ト ー シ ス の 誘 導と の 関係が 検討 され て い る が
17)

し

2 3)

,
その 機

序 と役割 に 関する 詳細 は未 だ十分 に は解 明され て は い な い
. そ

こ で
, 本研 究で は

,
小腸 の 阻血

･ 再港流障害 にお ける絨 毛細胞

の 脱落と 再増殖の 機序を解 明す るた め
,

ラ ッ ト小腸 の 阻血
･ 再

港流後の c二伽 と c二〆∽ 過剰 発現の 時 間的推移 と 蛋白合成比速 度

な ら びに アポ ト
ー シ ス 細胞 の 発現を検討 した .

材料 お よび方法

1 . 阻血 ･ 再濯流 の 実施 と 空腸の採取 時間

体重250 g 前後 の ル イ ス ラ ッ トを手術24 時間前 よ り絶食と し

た . 4 0 m g/k g の ペ ン ト パ ル ビ タ ー ル (p e n to b a rbit al) の 腹腔 内投

与 によ る 全身麻酔~~F に開腹 し た
. トラ イ ツ m eitz) 靭帯 より回

腸終末 に い た るま で の 仝小 腸を 4 等分 し
,

口 側 か ら2 等分 目 の

1/ 4 長 の 空腸 を用 い て 阻血 群 と対 照群を作成 した . 阻血 群で は
,

上 腸 間膜動脈 と 上 腸 間膜静脈 を同 時に 血 管 紺子 を 用 い て 20 分

間遮断す る こ と で 阻血 し
,

そ の 後,
遮断 を解 除 して 血 流を再開

通 させ る こ と で 再潅流と し た . 対照群 で は
,

血 管紺子 に よ る血

流 遮断 は行 わ な か っ た . 再 潅流直後 (0 分) ,
5 分 ,

1 0 分 ,
1 5 分 ,

3 0 分 ,
60 分 ,

2 時 間 ,
4 時 間

,
8 時 間,

1 2 時 間 ,
2 4 時 間

,
4 8

時 間後 に空腹 を採 取 し た . 実験 動物 は 各時 間毎 に 5 匹 ず つ 作

平成9 年1 1 月 2 7 日受付, 平成9 年1 2 月 2 6 日受理
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p h o s p h at e - d e h y d r o g e n a s e ; P B S
･ p h o s p h a t e

-

b u 飴 r e d s al in e; P C N A
, p r Olif e r ati n g c ell n u cl e ar a n ti g e n ; R N a si n

,
rib o n u cl e a s e i n hib it o r; R T

･
r e V e r S e t r a n S C rip d o n;

T d T
,
t e r m i n al d e o x y n u cle o d d yl tr a n sf e r a s e; T U N E L

,
t e r m i n al d e o x y n u cl e o tid yl tr a n sfe r a s e

-

m e di at e d d U T P -bi o tin

nitk e n d -1 a b eli n g



小腸 阻血 ･ 再海流と cカぶ
,

Cカ 乃

成 し た .

∬ ･ 逆転写 ( r e v e r s e t r an S C ri p ti o n
.

R T) q P C R サ ザ ン プロ ッ

ト ハ イ プリ グ イ ゼ ー

シ ョ ン

各実験 動物 の 小腸 粘膜 か ら R N A を抽 出 した 後, 逆転 写反応

によ り作成 した c D N A の 段 階希釈系列 を作 成 し
,

P C
･

R を施行 し

た . ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気 泳動後, 各P C R 産物 を臭化 エ ナ ジ ウ

ム ( e th idi u m b r o m i d e) 染色に より解析 した . ま た
,

そ れ ぞ れ の

増幅 D N A 断片 の 塩 基配列 に特 異的な プ ロ ー ベ を用 い た サ ザ ン

プ ロ ッ ト ハ イプ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 法 に よ り, 増幅 D N A 断片の

解析 を行 っ た . 増幅 D N A 断片量 は
,

そ れ ぞ れ の 放射活性値 を

対照群 の 放射 活性値 で 補正 した相対 的な値 と して 表 し
, さ ら に

Cjb s お よ び cj u n の m R N A 発現量は
,

そ れ ぞ れ の 相対的 D N A 断

片量 を 個 々 の ラ ッ ト グ リ セ ル ア ル デ ヒ ト3 - リ ン 酸脱 水素酵 素

短1y c e r ald e h y d e
-3 -

p h o s p h at e -d e h yd r o g e n a s e
,

G 3 P D H ) の 相対

的増幅 D N A 断片量 で補正 した 値と して 表 した .

1 . 仝R N A の 抽 出

R N A の 抽 出に は イ ソ ゲ ン (IS O G E N ) ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン
, 富山)

を用い た . 空腸 を 採取後
,

直ち に粘膜 を努刀 で 紺切 し,
1 m l の

イ ソ ゲ ン (4 ℃) を 入れ た ホ モ ジナ イ ザ
ー 用 ガ ラ ス 容 器に 移 し

,

ホ モ ジ ナ イ ザ
ー

で破砕 , 懸 濁させ た後, 1 分 間室温 に静置 した .

ク ロ ロ ホ ル ム (c h l o r of o r m ) 0 .2 m l 添加後, 撹拝
,

懸濁さ せ 3 分

R
I

R
2

R
3

C
I

C
2

C
3

イ ~

3 6 7 b p

■ト4 9 6 b p

G 3 P D H 静 的 碩 学 馳 十 9 8 4 b p

T bt al R N A (ト噌) 1 1 0
- 1

1 0
･2

1 1 0
･ 1

1 0
-

2

Fi g ･ 1 ･ S o u th e rn bl o t a n aly si s of cプわs
,

C4 u n a n d gly c e r ald e h y d e
-

3 -

p h o s p h a t e
p d e h y d r o g e n a s e ( G 3 P D H ) m R N A R T - P C R

p r o d u ct s fr o m s e ri al dil u ti o n s of th e c D N A r e v e r s e t r a n s c rib e d

fr o m th e t o tal R N A of th e r
･

at s m all i n t e sti n al m u c o s a . T o t al

R N A (4 FL g) fr o m th e m u c o s a w a s r e v e r s e tr a n s c ri b e d i n c D N A

a n d th e c D N A w a s d il u t e d r a n gi n g f r o m X l O
2
t o x l a n d

a m plifi e d b y 2 5 c y cl e s o f P C R . T o t al R N A e x tr a c ti o n fr o m th e

i s c h e mi a/ r e p e r fu si o n g r o u p r e s p o n d e r c ell (R ト =一) ,
a n d c o n t r ol

g r o u p r e s p o n d e r c ell (C 卜 ｡) . b p ,
b a s e p ai r .

T a bl e l . E s ti m a ti o n o f c b s
,

C j u n a n d G 3 P D H m R N A

e x p r e s si o n i n i n te s ti n al m u c o s a 1 5 m i n f o ll o w l n g
i s c h e m i a/r e p e rf u si o n o f r at s m all i n te s ti n e

R el ati v e a m o u n t r ati o

P C R p r o d u ct G 3 P D H

R el ati v e a m o u n t o f m R N A

C二わざ 9 .8 8 1 .5 8 6 .25

C 勿 乃 6 .0 6 1 .3 9 4 .3 6

6 4 5

間静置 し, 4 ℃
,

1 2 0 0 P X g で1 5 分 間遠心 し た
. 上 宿を採取 し

,

0 ･5 m l の イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー ル (i s o p r o p a n ol) を加え

,

-

2 0 ℃

で1 時間静置後,
4 ℃

,
1 2 0 0 0 × g で 10 分間遠心 した . 上 宿を除

去 し た後 ,
1 血 の 75 % エ タ ノ ー ル ( e tb a n ol) を加え

, 撹 拝後
,

4 ℃
,

7 5 0 0 × g で 5 分間遠心 し, 再 び上 帝 を除去 し10 分間減圧

乾燥 し た後
,

滅菌蒸留水 に 溶解 した
. 各R N A の 2 6 0 n m に お け

る吸 光度を測定 し
,

1 0 D を40 〃g/ m l と し て R N A 濃度を計算 し

た .

2 ･ プ ライ マ
ー

b ri m e r) およ び プ ロ ー

ブ (p r o b e) 用 オ
1
) ゴ ヌ

ク レ オチ ド( 01i g o n u cl e o tid e) の 作成

3 67 塩基対 の ラ ッ トcj b s 遺伝子 c D N A を 特異的 に 増幅す る

P C R プ ラ イ マ
ー

と し て セ ン ス プ ラ イ マ
ー

( 6 8 7 -7 0 6) 5
,

-

G T A G A G C A G C T A T C T C C T G A - 3
,

と ア ン チ セ ン ス プ ライ マ
ー

(1 1 6 2 -1 1 8 0) 5
'

T C C A C A T C T G G C A C A G A G C -3
,

,
お よ び

,
プ ロ ー

ブ と して 5
'

- G G G G G T C T G C C T G A G G C T A C C A C C C C -3
,

(9 7 5 -

1 0 0 0 ) を ラ ッ ト cイゎざ 遺伝 子 c D N A の 塩 基 配列 よ り 決定 し

た . 4 9 6 塩 基対 の ラ ッ ト c rノ〟 乃 遺 伝 子 c D N A を 特 異 的 に 増

幅 す る P C R プ ライ マ
ー と し て セ ン ス プ ラ イ マ

ー

(5 4 2 -5 6 1) 5
,

疇

C R
I

R
2

R
3

C - わき

C J u 〃 磯

1 8 S r R N A

観療 + 2 .Z k b

轡 攣梨 十 2 ･7 k b

Fi g ･ 2
･ N o rth e r n bl o t a n al y si s o f c jb s

,
C j u n m R N A a n d 18 S

r R N A i n th e r at s m a11 i n te sti n al m u c o s a . T h e m e m b r a n e s

W e r e r e h yb ri di z e d w ith a
:ほ

P -1 a b el e d oli g o n u cl e o ti d e p r o b e

S p e Ci丘c f o r th e 1 8 S r R N A to c o r r e c t f o r v a ri a ti o n i n th e l o a di n g

a n d t r a n sf e r o f R N A
･ I J a n e C

,
e O n tr Ol; 1 a n e R L , p O S tr e p e r fu si o n

1 5 m i n ; 1 a n e R 2 , P O S t r e p e rf u si o n 6 0 m i n ; 1 a n e R :1 ,

p o str e p e r fu si o n 2 4 h r; k b ,
kil o b a s e .

亡

○

芯
U

n

p

∈
欄

P
-

○

』

C O 5 1 0 1 5 3 0 6 0 ･
2 4 8 12 2｣ ｣8

b r

Ti m e a ft e r r e p e rr u si o m

Fi g ･ 3 ･ N o r th e r n b l o t a n al y si s of cj b s a n d c 4 u n e x p r e s si o n i n

th e r at s m a11 i n t e s ti n al m u c o s a . D a t a a r e m e a n s o f fi v e

S e P a r at e e X p e ri m e n ts n o r m ali z e d wi th r e s p e c t t o 1 8 S r R N A

a n d e x p r e s s a s th e r a也0 0 f o ri gi n al v al u e s o f c : 伽 o r c 如 n t o

C O n tr Ol ･ Wh it e c ol u m n s
,
C4b s; bl a c k c ol u m n s

,
C カ n ; C

,
C O n tr Ol .



6 4 6

A A C G A C C T T C T A C G A C G A T G -3
,

と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー

(8 8 7 -9 0 6) 5
,

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

お よ び ,
プ ロ

ー ブ

と して5
,
_ G C C G C A C C T C C G A G C C G A A C T C G G -3

,

(6 74 - 6 99) を ラ

ッ ト c -j u n 遺 伝 子 c D N A の 塩 基 配 列 よ り 決定 し た ･ ま た

9 8 4 塩 基 村 の G 3 P D H 遺 伝 子 c D N A を 特 異 的 に 増 幅 す る

P C R プ ラ イ マ
ー 上 し て セ ン ス プ ラ イ マ

ー

(3 5 1 5 7) 5 ㌧

T G A A G G T C G G T G T C A A C G G H r n 1 3
,

と ア ン チセ ン ス プ ラ イ マ

ー

(99 5 -1 0 1 6) 5
,

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

お よ び
,

プ ロ
ー ブ と し て 5

,
- A T C C A T G A C A A C m G G C A T C G T G G -3

'

(5 1 4 - 53 8) をラ ッ ト G3 P D H 遺伝子 cI) N A の 塩基配列 よ り決 定 し

た .
プ ロ

ー ブ D N A l O p m ol に対 し 【γ
-

こi2
p] A J P (A m e r s h a m

,

G r e e n w i c h
,

U S A) 1 0 FL C i
,

ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ
ー

ゼ 複 衝液

[50 m M T ri s
- H C l (p H 7 . 6) ,

1 0 m M 塩 化 マ グネ シ ウ ム ( M g C 1 2) ,

5 m M ジチ オ トレ イト
ー ル (dithi ot h r eit ol

,
D T T ) ,

1 0 m M ス ペ ル

ミ ジ ン( s p e r m id i n e
- H C l) ,

1 m M E D T A ] ,
1 0 単位T 4 キ ナ

ー ゼ

(和光
,
大 阪) お よ び滅 菌蒸留水を加え全量を6 〃l と し

,
3 7 ℃ で

45 分間イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン する こ と で 5
'

末端 を標識 し た後 ,
ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に用 い た .

3 . 逆転写( m ) 反応

各R N A サ ン プ ル 4 /L g に オ
1) ゴ (d T) プ ラ イ マ

ー

[ 01i g o (d T )

1 6 p ri m e r】(P e rki n E l m e r C e t u s
,
N o r w alk

,
C A) 1 F L g を加え蒸留

水 で 全量を33 〃1 と し
,

6 8 ℃ で15 分間加熱後,
氷【‥ll に て 急冷 し

た . こ れ にR T 反応 綬衝液 【50 m M T ri s
- H C l (p H 8 .3) ,

7 5 m M 塩

化カ リ ウム ( K C l) ,
3 m M M g C1 2 ,

1 0 m M D
′

I T 】,
デ オ キ シリ ボ

ヌ ク レオ チ ド混合液 (d j 汀P
,

d C T P
,

d G T P
,
d T T P 各0 .5 m M ) ,

R N A 分解 酵 素 阻害 因子 ( rib o n u c l e a s e i n h i b i t o r
,

R N a si n)

( P r o m e g a B i o t e c
,

M a d i s o n , U S A ) 2 単 位 , 逆 転 写 酵 素

(M ol o n e y m u ri n e l e u k e m i a v i ru S r e V e r S e tr a n S C ri pt a s e
,

M - M L V

R T) ( Gi b c o
,

R o c k vi 11 e
,

U S A) 2 0 0 単位 お よ び 滅菌蒸留水を加え

全量50 F
l l と し ,

4 2 ℃で 1 時 間イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン して c D N A を

合成 し た . さ ら に9 5 ℃ にて 5 分 間加熱 した 後,
水中 にて 急冷 し

た . 各々 の c D N A 溶液50 p l は R N A 4 FL g か ら合成 され たもの で

D

Fi g . 4 . Li gh t m i c r o s c o pi c i m m u n o s t ai ni n g f o r c
- F o s a n d cJ u n p r o t ei n s i n th e r at s m all i n t e sti n e ･ ㈹ I n th e c o n t r ol g r o u p ,

C - F o s

i m m u n o r e a c ti vity i s o b s e rv e d at th e tip s of th e vi 11i i n th e c ell u l a r n u cl ei ( × 20 0) . (B ) I n th e i s ch e m i a/ r e p e r fu si o n g r o u p ,
a m a rk e d c

-F o s

i m m u n o r e a cti vi ty i s o b s e rv e d i n th e c ell ul ar n u Cl ei of th e a b s o r pti v e e pi th eli al c ell s an d i n th e c yt o pl a s m dif h s ely ( × 2 0 0) ･ (C) cJ u n

i m m u n o r e a c ti vi ty i s o b s e rv e d a t th e tip s o f th e villi i n th e c ell u l ar n u Cl ei i n t h e c o n tr ol g r o u p ( × 2 0 0) ･ の) I n th e i s c h e m i a / r e p e r fu si o n

g r o u p , p O Siti v e i m m u n o st ai n i n g of th e c J u n i s s e e n i n th e n u cl ei of th e ab s o r p ti v e e pi th eli al c ell s a n d i n th e c yt o pl a s m difEu s el y ( × 2 0 0) ･



小腸 阻血 ･ 再港流と cプわぶ
,

C勿 兜

ある た め
,

R N A I FL g か ら 合成 さ れ た c D N A 量 に相 当す る 溶液

量 は12 ･5 〃1 と なる ･ また R N A l O
l

〃 g ,
1 0′2

/∠ g に相 当す る

cD N A 溶液量は そ れ ぞ れ12 .5 ×1 0
l

,
1 2 .5 × 1 0" 2

/ L = 二相当す る .

こ の た め c D N A 溶液の 3 段 階10 倍希 釈系 列(原液,
1 0 倍希釈液,

1 0
2

倍 希釈 液) を作成 し, そ れ ぞ れ12 .5 /∠1 ず つ をP C R 反応 に使

用 し て
, 目 的 と す る m R N A の 定量 化 を 行 っ た . ま た cj b s

m R N A お よ びc4 u n m R N A 発現 量の 定量化 に 際 し
,

G 3 P D H は内

部コ ン トロ ー ル と して使用 した .

4 . P C R 反応

各々 の c D N A 溶液12 .5 fL = 二P C R 反応綬衝 液【10 m M T ri s - H C l

b H 8 ･3) ,
5 0 m M K C l

,
1 .5 m M M g C l｡ ,

0 .0 1 % ゼ ラチ ン (Si g m a
,

S t .
L o u i s

,
U S A ) ,

デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混 合液 (d A T P
,

d C T P
,

d G T P
,

d T r P 各25 0 / L M )】,
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス

プ ラ イ マ ー 各50 p m ol
,

T a q D N A ポ 1
) メ ラ

ー ゼ (P e rk i n E l m e r)

1 単位 お よ び 滅菌 蒸留水 を 加 え全量3 0 /∠ = こ調整 し た .
こ れ に

20 〃1 の ミ ネラ ル オイ ル (Si g m a) を重層 さ せ
,

サ ー

マ ル サ イ ク

ラ
ー

(P C 7 0 0) ( ア ス テ ッ ク
, 福岡) で P C R 反応を行 っ た

. 熱変

性を94 ℃
,
1 分 間

,
ア ニ

ー

リ ン グを58 ℃
,
2 分 間,

D N A の 伸長

を72 ℃
,
2 分間と し

,
こ れ を1 サ イ ク ル と して25 サ イ ク ル 施行

し た .

5 . 増幅 D N A 断片の 検 出

P C R 反応 彼の D N A 溶液 に 滅菌蒸留 水70 /J l と ク ロ ロ ホ ル ム

15 0 /∠1 を 加えて 振捜 した 後,
上 層 の P C R 反応 溶液 を採取 した .

こ の 溶 液に 10 〃1 の 3 M 酢酸 ナ トリ ウ ム (p H 5 .2) と 99 % エ タ ノ

ー ル を 30 0 /∠ = 恭加 し
,

-

8 0 ℃ で 3 0 分 間放 置 し た 後 ,
4 ℃ ,

1 5 0 0 0 × g で 20 分 間遠心 し
,

D N A を沈殿 さ せ た . こ の D N A を

80 % エ タ ノ ー ル で 洗浄後, 減圧 乾燥 し
, 試料溶解液 軋06 % ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

(b r o m op h e n ol bl u e) ,
0 .0 6 % キ シ レ ン シ

ア ノ ー ル (Ⅹyl e n e c y a n ol) 6 .7 % グリ セ ロ
ー ル 鹿1y c e r ol) を 含む

T ri s
- E D T A 確衝液 (10 m M T ri s - H C l , 1 m M E D T A

, p H 8 .0)] 9 /L l

に溶解 した . 各試料 は0 .5 〃 g/ m l の 臭化 エ ナ ジ ウム を含 む 泳動

綬衝 液 (4 0 m 叫 .
T ri s

,
2 0 m M 酢 酸 ナ トリ ウ ム

,
1 m M E D T A

,

p H 8 .0) 中で
, 定電圧 100 V に て

,
1 .5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル (a g a r o s e

g el) を 用い て 電気泳動 を行 っ た . 泳動 後の ゲ ル は紫外線照射 1
ご
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に 写真掘影 を行 っ た 後
,

サ ザ ン 法 に 準 じて D N A の 転写を行 っ

た . すな わ ち
, 泳動終了後の ゲ ル をア ル カ リ変成液 軋5 M 水酸

化ナ ト リ ウ ム (N a O H) ,
1 .5 M 塩化 ナ ト

l
) ウ ム (N a C l) 川 コで 30

分間振 盆 しD N A を 変成 させ た 後, 中和 液 (3 M N a C l
,

0 .5 M

T ri s
- H C l

, p H 7 .2) 中で1 5 分間の 振 返 を2 回線り 返 した . D N A

は 20 × S S C を 用い て ゲ ル か ら ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

(H yb o n d - N + n yl o n m e m b r a n e
,

Am e r sh a m ) に転写 し た . 転写

後の フ ィ ル タ ー に10 分 間紫外線 を照射 し て D N A の フ ィ ル タ
ー

ヘ の 固定 を 強固なも の と した
.

フ ィ ル タ ー

を ラ ビ ッ ドハ イ プ リ

グ イ ゼ
ー

シ ョ ン バ ッ フ ァ
ー

( R a pi d h yb ri d i z a ti o n b u ff e r
,

Am e r sh a m ) を満 た した ハ イ プ リ バ ッ ク ( コ ス モ バ イ オ
,
東 京)

内に 入 れ
,

4 2 ℃ の 恒 温水槽内で 15 分間 プレ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ た . そ の 後
,

=-Z

p で標 識 し た ブ ロ ー ベ を侵終漉 度

が1 p m ol/ m l と なる よう に ハ イ プ リ バ ッ ク 内 へ 投 与 し
,
4 2 ℃ の

恒温 水槽 内で2 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ た .
ハ イ プ

リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 後 の フ ィ ル タ ー を4 2 ℃ の 2 × S S C
,

0 .1 %

S D S 溶液 で15 分間2 回洗浄 した 後,
バ イ オ イ メ ー

ジ ア ナ ラ イ ザ

ー

(富士 フ イ ル ム
, 東京) を月] い て

,
P C R 増幅D N A 断片 に相補

的に 結合 し た ブ ロ
ー

ベ の 放射活性 を 測定 し
,

D N A 断片 を定量

化し た .

二Ⅵr . ノ ー ザ ン プロ ッ トハ イ プリ グ イ ゼ ー

シ ョ ン

R r P C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法に月∃い た 同じ小腸片 か らR N A を摘

出 し
,

C 4 b s お よ び c4 u n c D N A を プ ロ ー ブ と し た ノ ー

ザ ン プ ロ

ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ンを行 っ た . 同じ フ ィ ル タ
ー をデ ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た 後,
1 8 S r R N A c D N A と再 び ハ

イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を行 い
, 得 られ た シ グナ ル を内部 コ ン ト

ロ ヤ ル と し た . そ れ ぞ れ の 放射活性 値を 内部 コ ン ト ロ ー ル の

1 8 S r R N A の 放射活性値 で補正 し
,

さ ら に対照群の 値 を1 と して

表 し た . こ れ に 基ず い て 小腸片 の c み と cて〆∽ の m R N A の 発現

を経略的に 検討 した .

す な わ ち
, 摘 出 し た R N A 各 2 0

′
′∠ g を ホ ル ム ア ミ ド

(f o r m a m i d e) と ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (f o r m al d e h y d e) で 変成後
,

2 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド加1 .5
(
% ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 上 を電気泳動 し,

ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

に転写 した . メ ン プ レ ン フ ィ ル

Fi g ･ 5 ･ I m m u n o hi st o c h e m i c al s tai ni n g of p r olif e r a ti n g c ell n u cl e ar a n ti g e n (P C N A) p r o t ei n i n th e r a t s m all in t e s ti n e . ㈱ Ⅰぷb el e d c ell s ar e

O b s e rv e d i n th e l o w e r th i r d o f c r y p t c ell s i n t h e c o n t r ol g r o u p ( × 2 0 0) . (B ) P C N A s tr o n g i m m u n o r e a c ti vi ti e s ar e S e e n i n th e n u cl ei o f th e

l o w e r th i r d o f c r y p t c ell s i n th e i s c h e m i a/ r e p e r fu si o n g r o u p ( × 20 0) .
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ク ー を風乾後,
8 0 ℃ で2 時間ベ ー

キ ン グ した .
プ ロ

ー

ブ は サ ザ

ン プ ロ ッ ト法 と 同 じ
32

p 標識 c D N A を便用 し,
ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー

シ ョ ン液 【50 % ホ ル ム ア ミ ド ,
5 × デ ン ハ ル ト (0 .1 % ポ リ ビ

ニ
ー ル ピロ リ ド ン

,
0 .1 % ウ シ ア ル ブ ミ ン

,
0 .1 % フ ィ コ

ー ル) ,

1 M N a Cl
,

1 0 % 硫 酸デ キ ス トラ ン ( D e x tr a n S u lf a te) ,
1 % S D S

,

5 0 m M T ri s (p H 7 .5) ,
1 0 0 〃 g/ m l 変性 サ ケ精子 D N A] 中で 20 ～

2 4 時間,
4 2 ℃ に て ハ イ プ リ ダイゼ

ー

シ ョ ン し た
.

ハ イ プリ ダイ

ゼ ー シ ョ ン し た 後,
メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー を洗浄 し

, - 8 0 ℃

で オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

を行 っ た .

Ⅳ . 免疫組織 化学染色

c :如 お よ び c功川 遺伝子 産物が そ れ ぞ れ 小腸 に実際 に発硯 して

い る こ とを, 抗 c - F o s モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 お よ び抗 cJ u n モ ノ ク

ロ
ー ナ ル 抗体を用 い た免疫組織化学染色で 確認 した . ま た

, 小

腸 粘膜の 細胞動態を解析す る た め
,

細胞周期の G l 後期か らS 期

前 半 に存 在する 細胞 増殖 期関連 核蛋白 で あ る増殖 細胞 核抗 原

b r oli k r ati n g c ell n u cl e ar an 軸 e n
,

P C N A) の 標識率を検討 した ･

すなわち
,
採 取 した 空腸の 一 部 を

,
1 0 % ホ ル マ リ ン 液 で 固定

し
,

免疫組織化 学染色 に供 し た .
パ ラ フ ィ ン 包埋10 % ホ ル マ

リ ン 固定標本 よ り4 〃 m 切片 を3 個作 製 し
,

脱 パ ラ フ ィ ン 後内

因性 ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ を不 活化する ため 0 .3 % 過酸化水 素水加

メ タ ノ
ー

ル に20 分 間浸 透 し
,

リ ン 酸綬衛生理 食塩水 (p E 7 .
4 )

帥 o s ph at e
i b u ff e r e d s al in e

,
P B S) で洗 浄 した . 次 に非特異 的抗

原 抗 体 反 応 を 防 止 す る た め 正 常 ヤ ギ 血 清 ( D a k o p a t t s
,

C o p e n h a g e n
,

D e n m a rk) に15 分間反応させ た衡 100 倍希釈抗

c
- F o s モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( O n c o g e n e R e s e a r c h P r o d u c t s
,

C a m b ri d g e , U S A ) ,
1 0 0 倍希釈抗 c

-J u n モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体

(O n c o g e n e R e s e a r c h P r o d u c t s) ,
50 倍 希釈抗 P C N A モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 (O n c o g e n e R e s e ar C h P r o d u c ts) と
一 晩4 ℃に て 反応 さ

せ た ∴ P B S に て 洗 浄 し た 後 ,
ビ オ テ ン 化抗 マ ウ ス I g G 抗 体

(D ak o p a tts) に室 温で 30 分 間反応 させ
,

次 い で ス ト レプ トア ピ

ジ ン ･ ビ オナ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体 (D ak o p a tt s) に15 分

間 反 応 さ せ , 0 . 0 4 % 3 , 3
'

- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン( 3
,
3

'
-

d i a m i n o b e n zid i n e) (S i g m a) 溶液 で 発色させ た . 核 染色は 0 .3 %

メ チ ル グリ
ー ン に て行 っ た . 陰性 コ ン トロ

ー ル に は1 次抗体 と

して 非免疫 マ ウ ス 血 清を用 い
, 陽性像が 得 られ な い こ とを確認

し た . P C N A 標識 率は 1 晩 管に お け る細胞核 の P C N A 染色陽性

細胞の 割合で 表 し
,

1 検体 に つ き10 腺管以 上 観察 し そ の 平均値

で表 し た .

Ⅴ . 組織蛋白合成比 速度

阻血
･ 再潅流 を負荷 する ル イ ス ラ ッ トを 手術24 時間前 よ り

絶食と し
,
全身麻酔下 に

,
まず , S t ei g e r ら

24)
に よ り 開発 され た

方法 に準 じて
,

右 頚静脈 よ り外径1 .1 I n m
, 内径 0 .6 m m の シリ

コ ン ラ バ ー カ テ
ー テ ル ( ダ ウ コ

ー

ニ ン グ
, 横 浜) を 上 大静脈 に

挿入 し固定 した . そ の 後 開腹 し
,
小腸 の 阻血

･ 再 港流後直ち に
,

カテ ー テ ル の 末梢側 は皮下 を通過さ せ
,

さ ら に背部 に 固定 し た

皮膚固定器お よ び そ れ に接続 した 保護 コ イ ル 内 を通 し, 回転銀

に接続 し た . 回転鏡 は代 謝ゲ
ー

ジ外側上 方 に 固定 し,
カ テ ー

テ

ル 接 続用 チ ャ ン バ ー セ ッ ト ( ニ プ ロ
,

大阪) で 輸液持続注 入 ポ

ン プ に接続 した . 実験動物 は各時 間毎 に5 匹ず つ 作成 し
,

カ テ

ー

テ ル を装着 し た ラ ッ トは
,
1 匹ず つ 代 謝ゲ ー ジI和こ収容 した .

完全 絶飲 食で 準無拘束 と し, 【
15
N】 グリ シ ン 【窒素原子 の 標識膿

度98 .2 %
,

グ リ シ ン と して の 純度99 .5 % の も の (昭光通商
,

東

京)】 を生理 食塩水 に て 最終 膿度が 4 m g / m l に な る よ う に 溶解

し
,

8 m g/ 時 間で 持続投 与 し
,

阻血
･ 再潅流後2 時 間,

6 時間,

2 4 時間後 に 空腸粘膜と 肝臓を採取 し た .

各組織 約1 g を用 い て
,

1 0 % ト リ ク ロ ー ル 酢 酸10 m l を加え
,

水冷下 に て P o tt e r
- E I v e hj e m 型 オ

ー ル ･ グ ラ ス ･ ホ モ ジ ナ イ ザ

ー

を 用い て , 破砕 , 懸 濁 し た
. 懸濁後30 0 0 r p m で 1 0 分 間遠心

分離 し上 清 を 採取 し た . 次 い で
, 沈撞 を2 % トリ ク ロ ル 酢酸 で

3 回洗浄 した 後得 ら れ た 上 浦 を
,

先 に採取 した 上 清 に加 え
,

組

織 中の 遊離低 分子窒 素化合物 の 抽 出液 と した . 抽出液お よ び 沈

液 中の 総 窒素を
,

S e m i m i c r o
- Kj el d a h l 法 に よ り定量 し,

さ ら に

(
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∽
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h r

T i m e a fte r r e p e rf u si o n

Fi g . 6 . P r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n (P C N A) 1 a b eli n g

i n di c e s f o 1l o w i n g i s c h e m i a / r e p e rf u si o n . P C N A l a b eli n g

i n di c e s a r e o b t ai n e d a s th e p e r c e n t a g e o f P C N A p o sitiv e n u cl ei

r el ati v e to th e t o t al n u m b e r o f c r y p t c ell s ,
a n d c al c u l at e fr o m

o b s e rv a ti o n of a t l e a st l O c r y p t s i n e a c h e x p e ri m e n t ･ E v e ry

m e a s u r e m e n t i s r e p e at e d at l e a st o n c e a n d i s p e rf o r m e d i n 丘v e

r a t s i n e a c h ti m e p o i n t . V al u e s a r e e x p r e s s e d a s 音 ± S D ･

*

p < 0 .0 5 b y S t u d e n t
'

s t t e s t .

T ab l e 2 ■ S eq u e nti al fr a c ti o n al pr o t ei n s y n t h e si s r at e in th e r at s m all in t e s ti n al m u c o s a

G r o u p T i m e (h r) S b S i K s

C o n tr o l

6

24

ls c h e n li a/ 2

r e p e r餌 si o n 6

2 4

0 .0 3 4 ±0 .0 0 8

0 . 12 2 ±0 .0 0 6

0 .5 2 2 ±0 .0 7 3

0 .0 2 3 士0 .0 0 7

0 .
10 1 士0 .0 17

0 . 48 8 ±0 .10 1

0 .40 3 ± 0 .0 4 0

0 ,7 5 5 ±0 .04 7

1 .43 5 士0 .0 6 9

0 .2 37 ±0 .0 5 9

0 .4 5 2 士0 .0 7 3

1 .1 22 ±0 .2 48

10 6 .8 ± 2 5 .3

7 0 .7 ± 7 .6 *

45 .2 ± 6 .3
*

1 26 .0 ±2 6 .1

10 2
.
2 ± 14 .8 *

6 1 .7 ± 20 .8 * *

As s a y w a s p e rf o r m e d in fiv e r ats i n e a c h g r o u p ･ T h e v alu e s a r e e x p r e s s e d a s x ±S D ･ S b
,

1 5
N e mi c h m e n t of tis s u e

p r o tei n; S i
,

15
N e n ri c h m e n t o f in tr a c ell ul a r n

･

e e a m i n o a cid s; K s
,
& a c ti o n a l p r o te in s y n th e sis r at e ･

*

p < 0 ･0 5
,

* *

p < 0 ･ 1 b y

S t u d e n t
l

s t t e st .



小腸阻血 ･ 再潅流 と c カぶ
,

C 殉死

質量分析計 (A N C A - M S
,

E u r o p e a n S ci e n tifi c
,

C h e sh i r e
,

U K)

を用 い て 【
15
N] の ア トム パ ー セ ン ト (at o m p e r c e n t) を測定 した .

窒素量 お よ び 【
1 5
N 】 の 過 剰ア ト ム パ ー

セ ン トよ り , 次 に示 す

G a rli c k ら
25)

の 公式を用 い て
, 蛋白合成比速度を各組織 ごと に 算

出 した . な お
, 【

Ⅰ5

N】 は天 然存在比が 0 .3 65 % で あり
, 測定値 と

天然存在比 と の 差を過剰 ア トム パ ー セ ン トと した .

S b / Si = R / R
-

1 ･ 1
-

e~ th t

/ 1 M

e
▼臥 sL

-

1 / R
-

1

た だ し , S b は 蛋白結合窒 素中の 【
1 5
N ] の 濃度, Si は遊離 ア ミ ノ

酸結 合窒素中 の 【
1 5

N】 濃度
,

R は蛋白結 合窒 素と 遊離 ア ミ ノ酸

結合窒 素の 比,
t は [

15
N】 グリ シ ン の 注入時間 (日) ,

E s は蛋白

合成比速度 ( % / 日) を表す . ま た
,

R は S t ei n ら
26)

に 従い 80 を用

い た .

軋 組織 切片 を用い た ア ポ ト ー

シ ス の 検 出

免疫組織化学染色 に用 い たホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋標

本よ り , 4 /ノ m 薄切切片 を作製 し
,

タ ー ミ ナ ル ･

デ オ キ シ ヌ ク

レ オチ ジ ル ･

ト ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ (t e r m i n al d e o x y n u cl e o ti d yl

t r a n s f e r a s e
,

T d T) 加 ビオ チ ン ー デ オ キ シ ウ1) ジ ン ー 5
!

一 三 リ ン 醸

(d e o x y u rid i n e
-5

'

-t ri ph o s p h at e
,

d U T P) ニ ッ ク 末端標識 (t e r m i n al

d e o x y n u cl e o tid yl t r a n sf e r a s e
-

m e di a t e d d U T P -b i o ti n ni c k e n d _

1 a b eli n g ,
T U N E I) 法

27}

に て ア ポ ト
ー

シ ス 細胞 の 検 索を行っ た .

薄切 標本 を脱 パ ラ フ ィ ン し親水 衡 2 % 過酸化水素 水加 メ タ ノ

ー ル 液 に 室温で 20 分間反応 さ せ 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ をブ

649

ロ ッ ク し た . 流水 に て 水洗 し
,

P B S に 室 温で 3 分間浸 し た .

2 0 /L g/ m l プ ロ テ ナ
ー ゼ K (P r o tei n a s e K) (Si g m a) に て 除蛋白後,

流水 に て水洗 し, T d T 緩衝 液 (10 0 m M カ コ ジ ル 酸 カリ ウ ム
,

2 m M 塩化 コ バ ル ト (C o C 1 2) ,
0 .2 m M D T T

, p H 7 .2) に3 分 間

浸 し た ･ 次 い で
,

T d T 横 篠 液 に 0 ･3 U / p I T d T ( O n c o r
,

G aith e r sb u r g ,
U S A) と 0 ･0 4 n m olh Ll ビオナ ン 標識dt m ( O n c o r)

を加えた T dT 反応液を適量滴下 し, 各組織 片に カ バ ー

ガラ ス を

か け3 7 ℃ の 加 湿器で 6 0 分 間反応 さ せ た . 次 に綬 衝液 (0 .3 M

N a C l
,

3 0 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウム) に30 分 間浸 して Td T 反応 を

停止 した . P B S で 洗浄 し
,

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識抗 ジ ゴ キ シ

ゲ ニ ン 抗 体 ( O n c o r) と3 0 分間 反応 さ せ た . P B S で 洗浄の 後
,

過酸化水 素水を揺加 した3
,

3
,
→ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン で 発色 し

,

メ チ ル グリ
ー

ン で核 染色を行 っ た
. T d T 処理 前 に カ コ ジ ル 醸

ナ ト リ ウ ム 壕 衝 液 ( p H 7 ･2) に 溶角草し た 1 /1 g / m l D n a s e l

(Si g m a) 溶液 で1 0 分間処理 し た組 織切片を 陽性 コ ン ト ロ ー ル

と し て
,

T d T を含 まず に T dT 繚衝 液 の み で 処理 した 組織 切片

を陰性 コ ン ト ロ
ー ル と し て用 い た . 1 腺管 にお ける 細胞 核の

T U N E L 染色陽性細胞 の 軽時 的な割合 をア ポ ト
ー

シ ス 指数と し

て
,
1 検体 に つ き10 腺管 以上 を観察 し

,
そ の 百分率 の 平均値で

表 し た .

Ⅶ . D N A 断片化の 解析

採取 し た粘膜の
山

部を切り出 し
, 直ち に努刀で細 かく切り刻

T a bl e 3 ･ S e q u e n ti al n
･

a C ti o n al p r o t ei n s y n t h e sis r at e i n th e r at li v e r

G r o u p Ti m e ( h r) S b S i K s

C o n tr ol

1s c h e m ia/

r e p e r fu si o n

2

2

2

′

0

4

2

′

b

4

0 .03 6 ± 0 .0 0 3

0 . 11 1 ± 0 .0 0 3

0 .3 8 6 ± 0 .0 1 4

0 .0 3 5 ± 0 .0 0 5

0 .0 9 7 ± 0 .0 07

0 .3 6 4 ± 0 .0 4 l

1 .4 5 0 ± 0 .1 0 2

2 .05 0 ± 0 .13 4

2 .6 6 1 ±0 .2 3 7

l
.3 9 2 ± 0 . 15 6

1 .5 1 9 ± 0 .0 62

2 .29 5 ± 0 .3 6 7

A s s a y w a s p e r fo r m e d in fiv e r at s i n e a c h g r o u p ･ T h e v alu e s a r e e x p r e s s e d a s 支 ± S D ,

A

3 0 .
1 ± 3 .1

2 2 .2 ± 1 .1

1 5 .8 ± 1
,5

3 0 .9 ± 6 .0

2 6 .5 ± 1 .3

1 8 .3 ± 3 .5

Fi g ■ 7 ･ D e te c ti o n of a p o p t o si s f o1l o w i n g i s c h e m i a/ r e p e rf u si o n i n th e r a t s m all i n t e sti n e ･ A p o pt o ti c c ell s a r e st ai n e d b y th e t e r m i n al
d e o x y n u cl e o ti d yl tr an Sf e r a s e -

m e di a te d d U T P Nbi o ti n ni ck e n d -l a b eli n g C r U N E I) m e th o d ･ 捕 I n th e c o n t r ol g r o u p ,
T U N E L sig n al s a r e

O nl y o b s e rv e d i n th e n u cl ei of tip of th e vi 11i ( ×2 0 0) ･ (B ) I n th e i s c h e m i a / r e p e r fu si o n g r o u p ,
T U N E L sig n al s ar e d e t e ct e d i n th e n u cl ei o f

a b s o r pti v e e pi th eli al c ell s e x c e pt th e l o w e r th i r d o f vi 11i ( × 2 0 0) .



6 5 0

み
, 1 / Ll を20

,
u l の 溶解 液【50 m M T ri s

- H C l (p Ⅲ 7 ･8) ,
1 0 m M

E D T A
,

0 .5 % N - ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸 ナ ト1) ウ ム ( s o di u m
-

N -1 a u r o yl s a r c o si n a te) (和光
,

大阪) ,
0 .5 m g/ m l プ ロ テ ナ

ー ゼ K]

に加 え撹拝 し た .
こ れ を, 5 0 ℃で9 0 分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

した後 ,
R N a si n を1 〃

1 加え増 枠 し
,

さ ら に 50 ℃ で 30 分 間イ ン

キ ュ ベ ー シ ョ ン し た . こ の サ ン プ ル を1 .8 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に

て 電気 泳動 し, 断片化 した D N A を臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染色 し
,

ヌ ク レ オ ソ ー ム レ ベ ル で の 切 断を 示す D N A ラ ダ
ー

の 有無 を検

討 した
.

Ⅷ . 統計学的検討

各数値 は平均値 ± 標準偏差 ( 富 ±S D) を も っ て表 し, 平均値

の 差 の 有 意差検 定 ほ F 検 定 に よ り 等分散 の 検 定 を行 っ た 後 ,

S tu d e n t の t 検定を行 い
, 危険率5 % 未満を有意 と し た .

成 績

Ⅰ. R T - P C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る ¢イb g と e J 混 沌 の

m R N A の発現

cて伽 に対する プ ライ マ
ー ペ ア ー で は c :如 由来 の 367 塩 基対 の

増幅 D N A 断片が 特異 的に検 出され ,
C二物 に対す る プ ラ イ マ

ー

ペ ア
ー

で は c二如 由来 の 496 塩基対 の 増 幅D N A 断片 が 特異 的に

検 出さ れ
,

また G 3 P D H に対す る プラ イ マ ー ペ ア
ー で は G 3 P D H

由来の 98 4 塩 基対 の 増幅 D N A 断片が 特異 的 に検出 さ れ た . サ

ザ ン ブ ロ ツ い ＼イ ブ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 法で は各 々 が 単
一

の バ

ン ドと して検出さ れ た (図1) . 検出さ れ た D N A 断片は
, 相補結

合 した プ ロ ー ベ の 放射活性を測定する こ と で 定量化 した . 両村

数 グ ラ フ の 横軸 に鋳 型 R N A 量 を プ ロ ッ ト し
, 縦 軸 に測定 し た

放射活性量を プ ロ ッ トす る と
, 両者 は ほ ぼ直線関係 に な る と と

も に
,

こ の 直線 の 傾 き はP C R の タ
ー

ゲ ッ ト が 同 一 の 場 合, 各

実験群周 で の 遠 い は認 め ら れ ずほ ぼ
一

定 であり
,

本法 の 高 い 定

量性が 示 さ れ た . ま た 遺伝子 発現 の 内部 コ ン トロ
ー ル と し た

G 3P D H の 発 現量 に は各実験 群間で 殆 ど差 は認 め ら れ なか っ た

(結果 未表示) . こ れ に 基づ い て検 出さ れ た D N A 断片 か ら c 二伽

と c
二物 の 相対的 m R N A 発現量 を比 較す ると

, 阻血 ･ 再 踵流後
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Fig . 8 . A p o p t o ti c i n d i c e s f oll o w i n g i s c h e mi a / r e p e rf u si o n ･

A p o p t o ti c i n di c e s a r e o b t ai n e d a s th e p e r c e n t ag e o f t e r m i n al

d e o x y n u cl e o tid yl t r a n sf e r a s e
-

m e di a t e d d U T P -b i o tin n i c k e n d -

1 ab eli n g Cr U N E I) p o sitiv e c ell s r el ativ e to th e t o tal n u m b e r of

c r yp t c ell s
,
a n d c al c ul at e 血

･

O m O b s e rv a ti o n of at l e a st lO c r y pt s

i n e a c h s a m pl e ･ E v e ry m e a s u r e m e n t i s r e p e a te d a t l e a st o n c e

a n d i s p e rf o r m e d i n A v e r a ts i n e a c h ti m e p oi n t ･ V al u e s a r e

e x p r e s s e d a s 更 ± S D .

*

p < 0 ･0 5 b y S tu d e n t
'

s t t e st ･

1 5 分 が最 大で
,

阻血 群で は対 照群 に比 べ て そ れ ぞ れ6 .3 倍 ,
4 .4

倍 の 過剰発現 が認 め ら れ た (表1) .

■Ⅱ .
ノ ー ザン プロ ッ ト法 に よ る c イわざ と c J 緑 化 の m R N A の

発 現

c二面 お よ び c二〆〟弗 はそ れ ぞ れ 2 .2 k b
,

2 .7 k b に単 一 の バ ン ドが

認 め ら れ ,
こ の 発現 は 阻血 ･ 再潅流後1 5 分 を最大 と す る

一

過

性の 発現で あ っ た (図2) . cj b s と c 4 u n の m R N A の 経 時的な発 現

を検討 す る と
, 阻血 ･ 再港流 後15 分が 最 大で

, 対 照群 に比 べ

そ れ ぞれ 6 倍,
4 倍 の 過剰発現 が認 め ら れ た (図3) . こ の 結果は

ⅣトP C R サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る cjb s と c4 u n の m R N A の 発現の

結果 と
一 致 し た .

】肛 . 免疫組織化学 染色

対照群の c
- F o s お よ び cJ u n 蛋白は

,
い ずれ も絨毛 の 先端 の 細

胞だ け
,

核が 染色 さ れ た の に 対 し
,

阻血
･ 再港流群で は

, 吸収

上 皮細胞の 核 と細胞 質が びま ん性 に染色 され
,

特 に増殖帯 以外

の 細胞核が 染色 され た (図4 A D) .

Ⅳ . 細胞動態の 解析

P C N A 免疫染 色で は
,

対照 群で は 増殖帯 の 細胞核 に 散在性 に

染色 陽性所見 が認 め られ た の に対 し
, 阻血 ･ 再液流群で は

,
対

照群 に比 べ て 染色陽性細胞 数の 明 ら か な 増加 を認め た (図5 A
,

B ) . 阻血
･ 再港流群 の P C N A 標識率 は 阻血

･ 再偲流後5 分か ら

4 時間ま で は対 照群 に比 較 し て有意 な 高値 を示 し
,

阻血
･ 両 港

流30 分で は対 照群に 比較 して 4 倍で あ っ た (図6) .

C R
I

R
2

R
3

Fig . 9 . D N A l a d d e ri n g f o ll o w i n g i s c h e m i a/ r e p e r fu si o n o n a

l .8 % a g ar O S e g el el e ct r o p h o r e si s . D N A l a d d e ri n g i s s e e n o n
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, p O St r e p e r fu si o n 6 0 mi n .

手
刷

選
別
胴

那
氾



小腸 阻血 ･ 再港流と c二面 ,
C二如 65 1

Ⅴ . 蛋 白合成比速度の 検討

1 .
′ト腸粘 膜に お ける蛋白合成比速度

阻血 ･ 再 港流群 の 小 腸粘膜 の 蛋白 合成比速度 は
一 再 潅流後2

時間を 最高 に徐 々 に減少 した が
,

い ずれ の 時間 にお い て も対 照

群に比 べ て 高く
,
再 港流後6 時間の 値は

,
1 0 2 .2 ± 1 4 .8 と 対照群

の 70 .7 ± 7 .6 より 有意 に高 か っ た(表2) .

2 . 肝臓 に お ける蛋白合成比速度

両群 間の 肝臓 にお ける 蛋白合成比 速度 に は有意差を認め なか

っ た (表3) .

Ⅵ｣ 組織切 片を用 い た ア ポ ト ー シ ス の 検出

対照群 で は絨 毛の 先端の 細胞 の み核 が T U N E L 法 で 染色 さ れ

た が
,

阻血 ･ 再港流群で は 増殖帯を除く吸収上 皮細胞の 核が 染

色さ れ た (図7A
,

B ) . 1 腺管 に お け る細胞核 の T U N E L 染色陽

性細胞 の 割合 は
,

阻血 直後 と 阻血 ･ 再 湛流後60 分 に最大 と な

っ た (図8) .

Ⅶ . D N A 断片化の 解析

阻血 ･ 両港流群で は D N A ラ ダ ー

が 認 め ら れ たが
,
対照 群で

は 認め ら れ なか っ た (図9) .

考 察

移植 に用 い られ る移植片 は温阻血 に引 き続く冷保存 と移植後

の 再港流 に より障害を受け る . そ の 障害が 可 逆性か 不可 逆性か

は
, 移植片の 細胞の 死 と増殖の 相対的割合 に よ るもの と考えら

れ て い る .

一

方 , 前初期遺伝 子群の c
二舟£と c 二〆〟乃 は

,
阻血

･ 再

潅流障害 時 に活性化 され
28)

, 再生
2 畔 期

ま た は ア ポ ト
ー シス

17)1 9) 3 1 )

に関与 して い る と され て い るが
, そ の 詳細 に つ い て は未 だ不明

な点が 多い
. そ こ で

, 本研究で は
, 阻血 ･ 再濃流障害 にお ける

c‥伽 と c東川 の 過剰発現の 時間的推 移を検 討 した .

本研究 で は
,

Cj b s と c j u n の m R N A の 発現 は 阻血 ･ 再潜流後

15 分を ピ ー

ク と する
一 過性 の 発現 で

,
対 照群と 比較 し て それ ぞ

れ 6 .3 倍 と 4 .4 倍 に増 加 して い た . c jb s と c j u n の m R N A 発現量

の 比 較検 討を比 較的操 作 が 簡便 な R T - P C R 法を用 い て行 っ た

が
,

R T P C R 法の 段階希釈 系列を 用い た 結果 が ノ ー

ザ ン プ ロ ッ

ト法 に よ る定量化 の 結果 と
一

致 し た こ と に よ り , 臨床応月ヨに際

して は
,

R T ゼC R 法 を用 い て 少量の 生 検材料 か ら 諸臓器の c
二如

と c 二〆〟乃 遺伝 子の 発現 を検 討す る こ と も 町能 で ある と 考 え られ

る . また
,

こ れ ら m R N A が 小腸粘膜の どの 部位で発現 して い る

か を確認す る ため に
,

抗 c
-F o s と抗 cJ u n モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を

用い て 免疫組織化学染色 を行 っ た . 対照 群で は絨 毛の 先端 の 核

の み しか 染 色さ れ なか っ た が , 阻血
･ 再 潅流群 で は吸収 ヒ皮細

胞 の 核 と 細胞質 , 特 に 増殖帯以 外 の 紺 胞接が 強く 染色さ れ た .

こ の 結果 は
, 小腸 の 阻血 ･ 再港流障害 に より吸 収上 皮細胞 が変

化 を受 ける こ と を示 して い る .

次 に
,

Cカぶ と c二′〟乃 の 活性化 の 影響 を 小腸粘 膜の 細胞動態 の

面 か ら 検討 した . P C N A は D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ ∂ の 補助蛋白 と

し て
,

D N A 複製 時に 細胞周期 の G l 期後期 と S 期 早期の 細胞核

内に発現 す る
32)3 3 )

. ホ ル マ リ ン 固定 標本 を用 い て の 免疫染色が

可 能で あり , その 標識率 は細胞増殖活性 を表す 一

つ の 指標 と さ

れ て い る
34)3 5)

. 阻血 ･ 再港流群 で は 増殖帯 を中心 にP C N A の 発

現が 増加 した が
,

こ れ は 阻血 ･ 再 湛流 を契機に 増殖帯 で細胞分

裂が 誘発 さ れ
,

D N A の 複 製が 開始され る こ とを意味 して い る .

ま た
,
細 胞増殖活性 の ピ ー

ク は
,

C = 伽 と c4 u n の m R N A が 過剰

発現 す る時 間帯より遅 れ て
, 阻血 ･ 再潅 流後30 分 に 認め ら れ

た . さ ら に
,

C
- F o s と cJ u n 蛋白 の 免疫組織染色 に よ る発現部位

と P C N A の 発 現の 局在が
一

致 しな か っ た . した が っ て
,

Cjb s と

C4 u n O ) m R N A の 過剰発現と 粘膜の 再生 と は 直接 に は 関係 して

い な い もの と推測 さ れる .

C 二伽 と c 二′〟乃 の 発 現は 移植時の グ ラ フ ト の 機能不全 や臓 器障

害 の 重 症度 と 密接 な 関係 が あ る と さ れ
1 4) 1 7 -

､
さ ら に c プわ5 と c

-

カ偶 の 過剰 発現 は ア ポ ト
ー

シ ス を誘 導す る と の 報告 もみ ら れ

る
1 8 川') 2 3 )

. 本研究 で は , 阻血
･ 再濯 流彼の 小腸 にお ける ア ポ ト

ー

シ ス 細胞 の 検 出を, T U N E L 法を用 い て 免疫組織 学的に
,

ま

た
,

ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 電気泳動法 を用 い て 生化学的 に D N A の 断

片化を解析す る こ とで 行 っ た . T U N E L 法の 原理 は
,

D N A の 3
,
-

O H 末端を ビ オナ ン ーd U T P とT d T を用 い て標識する こ とで ある
.

ア ポ ト
ー

シス 細胞が ごく わずか しか 存在 しな い 場合 で も検出可

能 で あり
,

また 組織中の ア ポト ー

シス 細 胞の 局在 や割合 まで も

が解析 可能で ある と され てい る
3 畔 )

. ま た
,

ア ガ ロ ー ス ゲ ル の

電気 泳動法 は
, D N A の ヌ ク レオ ソ ー ム 単位 で の 断片化 を検出

す る もの で あり
恥■4 Ⅲ

､
生化学的 にも 阻血 ･ 再桂流群だ けに D N A

ラ ダ
ー

が 認め られ た こ とか ら
,

T U N E L 法は 阻血 ■ 再港流障害

に よ る ア ポ ト
ー

シス 細胞の 出瑛を明確 に検出 して い る と考え ら

れ る . さ らに
,

ア ポ ト
ー

シ ス 細胞出現の 局在部位も重要であ る .

本研究 の 対照群 で は ア ポ ト
ー

シ ス 細胞 は絨毛の 先端に の み認め

ら れ た の に対 し, 阻血
･ 再湛流群で は増殖帯 を除く 吸収上 皮細

胞全域 に認 め ら れた
.

アポ ト
ー シ ス 細胞の 局在は 免疫組織学的

に み た c - F o s と c -J u n 蛋白 の 発現 の 局在と
一

致 し てお り,
C - F o s

と c J u n の 発現 と ア ポ ト
ー

シ ス 誘導 と の 関係を推測す る こ とが

可 能で ある .

一

方 ,
ア ポ ト

ー

シ ス 指数 は
, 阻血 直後と 両港流後

60 分を ピ ー

ク と して い た . 阻血 ･ 再湛流直後の アポ ト
ー

シ ス 細

胞 の 発硯 は
,

阻血 に よ る微小循環 障害に よ る もの と 推察 され
,

再 潅流後60 分の ピ ー ク は主 に再 液流後 に産 生さ れ る 化学走化

性 因子 に よ る細胞障害の 結果であ る と考え られ た .
こ の 発現 は

cjb s と cj u n の m R N A の
一

過性の 過剰発現の 後 に惹起 さ れ て お

り
,

しか もc
-F o s と c J u n 蛋白の 発現 部位 は ア ポ ト

ー

シス 細胞 の

発現部位 と一■
一 致 した . こ れ ら の 結果 は

,
C カJ お よ び cイ〟刀 の 発

現 と ア ポ ト
ー

シ ス 誘導 との 関係を さ ら に強く示唆する もの で あ

る .

一 方 , 阻血
･ 再湛流が ア ポ トーシ ス に引き続く細胞増殖

,
す

な わ ち , 蛋白合成を誘導する か 否か は 重要 な問題で ある が , 阻

血.

･ 再潅流 後の 組織 蛋白代謝を検討 し た報告 はみ られ ない
. 同

位元 素 を利 用 した蛋白 合成比速度の 測定 に は直接法と 間接法 が

ある . G a rli c k ら
25)

の 方法は組織中に 取り込まれ た アイ ソ ト
ー

プ

の 量 を測定 す る 直接法で あ る . P i c o u ら
●11 ) の ノバ去は

, 代 謝終 末

産物で ある 尿中窒素,
屁斗 ア ン モ ニ ア ある い は呼気中 へ の ア イ

ソ ト
ー

プ の 排 出量 を 測定 する 間 接法-
-2)

で ある . 本研 究 で は
,

G a rli c k ら の 方法を用 い て 組織蛋 白合成比速度 を測定 し た . 阻

血
･ 再港流群の 小腸粘膜の 蛋白合成比 速度 は い ず れの 時間に お

い て も対照群 に比 べ て 高く, 再港流後2 時間を最高に徐 々 に減

少 し
, 再寵流後6 時間の 値は 統計学的 に有意で あ っ た . した が

っ て
, 小腸 の 阻血 ･ 再檻流彼の 蛋白合成 の 活性化 にもc : 触 お よ

び c功用 の 活性化が 関与 して い ると 考えら れ る .

以上
,

本研 究で は
,
小腸の 阻血

･ 再湛流後 に
,

転写因子で あ

る cj b s と cj u n が m R N A お よ び 蛋白 レベ ル で 過剰発現 し
,
次 い

で ア ポ ト
ー シス

, さら に蛋白合成が促 進さ れ る こ とを明ら か に

し た . 小腸移植片 の 粘膜 の c カざ と c
二〆捉乃 の m R N A の 発現を検 出

する こと で
, 移植片 の 不可逆性変化 を組織学 的ま たは臨床病理

学的変化 より早く察 知 し
, 前も っ て 移植後 の 生者 と生育能力を
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知る こ とが 可能 と な る こ とか ら
,

臓器移植 へ の 臨床応 用が 期待

され る .

結 論

小腸 の 阻血 ･ 再港流障 害に お け る 絨毛細胞 の 脱落 と 再増殖 の

機序 を解 明する た め
､
ラ ッ ト小腸粘膜 の 阻血 ･ 再 港流後 の c二如

と cイ緑循 過剰発現 の 時 間的推 移と 蛋白合成比速度 な ら び に ア ポ

ト
ー

シ ス 細胞の 発現を検討 し
,

以 下 の 知見を得た ･

1 . 阻血 ･ 再潅流後 に は転写因子cjb s と cj u n の m R N A 発現量

は 増加 し , 再液流15 分後 で は
, そ れ ぞ れ 対照群の 6 ･3 倍 と4 ･4

倍で あっ た .

2 . 阻血 ･ 再湛流群の 細胞増殖活性 は
,

再滋流後5 分 か ら4 時

間まで は 対照群 に比 べ 有 意に増 加 し
,

再 湛流 後30 分 で は村 照

群 の 4 倍で あ っ た .

3 . 阻血
･ 再港流群 の 小腸粘膜 の 蛋 白合成比速度 は い ずれ の

時間に お い て も対照群 に比 べ て 高く , 再潅流後2 時 間を最高 に

徐 々 に減少 し, 再湛流後6 時 間の 両群 間の 差 は統計 学的 に有意

で あ っ た .

4 . 阻血 ･ 再港流後 に は
, 阻血 直後と再港涜後60 分 に2 峰性

を有す るア ポ ト
ー シ ス 発 現の 克進 を認め た

･

以 上 よ り
,

転 写 国子 c二伽 と c r 励 の 過剰発現 が
,

小腸 の 阻

血 ･ 再 港流彼 の ア ポ ト ー

シス の 発現 とそ の 彼の 蛋白合成 の 促 進

に関与 して い る こ と が 明ら か に され た
.
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W ri gh t S D

,
M alik A B ･ A n ti b o d y a g ai n s t

l e u k o c y t e i n t e g ri n (C D 1 8) p r e v e n ts r e p e r fu si o n
-i n d u c e d l u n g

v a s c ul a r i nj u r y . Am J P h y si o1 25 9 : 3 1 5 -3 1 9
,
1 9 9 0

9 ) M o r g a n JI ,
C u r r a n T , S ti m ul u s .t r a n s c ri p ti o n c o u pli n g i n th e

n e rv O u S S y S te m : i n v ol v e m e n t of th e i n d u cib l e p r o to -

O n C O g e n e S カs

a n d j u n . An n u R e v N e u r o s ci 14 : 4 2 1 -4 5 1
,
1 9 9 1

1 0) L a u L F
,
N a th a n s D . E x p r e s si o n of a s et o f g r o w th -

r el at e d

i m m e d i a t e e a rl y g e n e s i n B A L B / c 3 T 3 c ell s : C O O r di n a t e

r e g ul a ti o n wi th c4b s an d c
-

m y C ･ P r o c N atl A c a d S ci U S A 8 4 : 1 1 8 2 -

1 18 6
,
19 8 7

1 1) R y d e r K ,
I . a u L F

,
N a th a n s D ･ A g e n e a c tiv a t e d b y g r o w th

f a ct o r s i s r el a t ed t o th e o n c o g e n e v j u n . P r o c N a tl A c a d S ci U S A

8 5 : 1 4 8 7 -1 49 1
,
1 9 8 8

1 2) R a u s c h e r FJ ,
C o h e n D R

,
C u r r a n T

,
B o s T J ,

V o g t P K
･

B o h m a n n D
,
Tji a n R

,
F r a n z a B R . F o s a s s o ci a t e d p r o tei n p3 9 i s

th e p r o d u c t o f th e j u n p r o t o
p

o n c o g e n e ･ S ci e n c e 24 0 : 1 0 1 0 -1 0 1 6
,

1 9 8 8

1 3) C o h e n D R
,
C u r r a n T . P a

-1 : a S e r u m
-i n d u cib l e

･
C ell u l a r

i m m e di at e
- e a rly g 甲

e th a t e n c o d e s a F o s
-

r el at e d a n ti g e n ･ M oI

C ell B i o1 8 : 20 6 3 - 2 0 6 9
,
1 9 8 8

14) G o t o S
,
M a ts u m o t o I

,
K a m a d a N

,
B u i A

,
S ai t o T , F i n dl a y M

,

P ujik Z ,
W il c e P . T h e i n d u cti o n o f i m m e d i a t e e a rl y g e n e s i n

p o s ti s c h e m i c a n d t r a n s pl a n t e d li v e r s i n r at s ･ I ts r el ati o n t o o r g a n

s u r vi v al . T r an S pl an t ati o n 5 8 : 8 4 0 - 8 4 4
,
1 9 9 4

1 5) M a r k E R
,
M a r k S P . D iff e r e n ti al g e n e e x p r e s si o n i n th e

r e c o v e r y & o m i s c h e mi c r e n al i nj u ry ･ Ki d n e y I n t 3 9 : 1 1 5 6 - 11 61
,

1 9 91

1 6) K eith A W
,
D a r yl J D

,
N a n ett e H B ･ I n d u c ti o n a n d n u cl e a r

a c c u m u l ati o n o f F o s a n d J u n p r o to - O n C O g e n e S i n h y p o xi c c a rd i a c

m y o c yt e s .J Bi oI C h e m 2 6 8 : 1 6 8 5 2 -1 6 8 5 8
,
1 9 9 3

1 7) D r a g u n o w M
,
Y o u n g D

,
H u gh e s P

,
M a c G ib b o n G

,
I J a W l o r

P
,
Si n gl e t o n K

,
S i ri m a n n e E

,
B eilh a r z E

,
G l u c k m a n P ･ I s c4 u n

i n v oI v e d i n n e r v e c ell d e a th f oll o w i n g s t at u s e pil e p ti c u s a n d

h y p o x i c
-i s c h a e m i c b r ai n i nj u ry ? M oI B r ai n R e s 1 8 : 3 4 7 -3 5 2

･
1 9 9 3

1 8) S m e y n e R J
,
V e n d r e ll M

,
H a y w a r d M

,
B a k e r SJ ,

M i a o

G G
,
S c h illi n g K

,
R o b e rt s o n L M

,
C u r r a n T

,
M o r g a n JI ･

C o n ti n u o u s cj b s e x p r e s si o n p r e c e d e s p r o g r a m m e d c ell d e ath

i n vi v o . N at u r e 3 6 3 : 1 6 6 -1 6 9
,
1 9 9 3

1 9) E st u s S
,
Z a k s W J ,

F r e e m a n R S
,
G ru d a M

,
B r a v o R

,J o h n s o n

E M .
j u t e r ed g e n e e x p r e s si o n i n n e u r o n s d u ri n g p r o g r a m m e d c ell

d e a th : id e n tiB c a ti o n
.
o f c j u n a s n e c e s s a r y f o r n e u r o n al a p o p to si s ･

J C ell Bi ol 1 2 7 : 1 7 1 7 -1 7 2 7 ,
1 9 9 4

2 0) C u r r a n T
,
F r a n z a B R F o s a n d J u n : th e A P -1 c o n n e c ti o n ･

C el1 5 5 : 3 9 5 -3 9 7
,
1 9 8 8

2 1) F r a n z a B R
,
R a u s ch e r FJ , J o s e p h s S F

,
C u r r a n T ･

T h e f o s

c o m pl e x a n d f o s r el a te d a n tig e n r e c o g ni z e s e q u e n c e el e m e n t s

th at c o n t ai n A P -1 bi n di n g site s ･ S ci e n c e 2 3 9 = 1 1 5 0 - 1 1 5 3
,
1 98 8

2 2) S ch i aff o n a ti L
,
R a p p o c ci ol o E

,
T a c c hi n i L

,
C ai r o G ,

B e r n ellir

Z a z z e r a A . R e p r o g r am m i n g of g e n e e x p r e s si o n i n p o s ti s c h e m i c

r at li v e r : i n d u c ti o n of p r o t o - O n C O g e n e S a n d h s p 7 0 g e n e 血 m il y ･J

C ell P h y si o l 1 4 3 : 7 9 -8 7
,
1 9 9 0

2 3) C ol o tt a F ,
P o l e n t a r u t ti N

,
S i r o n i M

,
M a n t o v a n i A ･
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E x p r e s si o n a n d i n v ol v e m e n t of c jb s a n d c 4 u n p r o t o o n c o g e n e s i n

p r o g r a m m e d c ell d e a th i n d u c e d b y g r o d h f a c to r d e p ri v a ti o n i n

ly m p h oid c el1 1i n e s .J B i oI C h e m 2 6 7 : 1 8 2 7 8 -1 8 2 8 3
,
1 9 9 2

2 4) S t ei g e r E
,
V ar S A E

,
D u d ti ck ST. A t e ch ni q u e f o r l o n g

-t e r m

i n tr a v e n o u s f e e di n g u n r e str ai n e d r a ts . A r c h S u r g l O 4 : 3 3 0 -3 3 2
,

1 9 7 2

2 5) G ar 1i c k Pl ,
M ill w a rd DJ , J am e S W P . T h e di u r n al r e s p o n s e

O f m u s cl e a n d li v e r p r o t ei n s y n th e si s i n vi v o i n m e al -f e d r a t s .

Bi o ch e m J 1 3 6 : 9 3 5 -9 4 5
,
1 9 7 3

2 6) S t ei n T P
,
O r a m -S m i th J C

,
Le s ki w M J ,

W al 1 a c e H W
,
L o n g

L C
,
L e o n a r d J M . E ff e c t o f n it r o g e n a n d c al o ri c r e st ri cti o n o n

P r O t ei n s y n th e si s i n th e r a t . Am J P h y si o1 2 3 0 : 1 3 2 1 -1 3 2 5
,
1 9 7 6

2 7) G a v ri eli Y
,
S h e r m a n Y

,
B e n - S a s s o n S A . I d e n ti丘c a ti o n of

p r o g r a m m e d c ell d e a th i n sit u vi a s p e cifi c l a b eli n g o f n u cl e a r

D N A fr a g m e n t ati o n .J C ell B i ol l 1 9 : 4 9 3 -5 0 1
,
1 9 9 2

2 8) P uji c Z
,
M a t s u m o t o I

,
Y a m a t a k a A

,
M i y a n o T

,
W il c e P .

I n d u c ti o n of i m m e di a t e
-

e a rl y ,
O r n ith i n e d e c a r b o x yl a s e a n d

a n ti z y m e g e n e e x p r e s si o n i n th e r a t s m al 1 i n t e sti n e aFt e r tr an Si e n t

i s c h a e m i a . Li f e S ci 5 8 : 2 2 8 9 -2 2 9 6 , 1 9 9 6

2 9) M a rt e r r e W F
,
Ki n d y M S

,
C a rn e y J M

,
Ⅰ息 n d ru m R W

,
S tr o d el

W E . I n d u c ti o n of th e p r o t o o n c o g e n e cプわs an d r e c o v er Y C yt O S Oli c

a d e n o si n e tri ph o s p h a t e i n r e p e r fu s e d liv e r afte r tr a n si e n t w ar m

i s c h e m i a : eff e c t of nit r o n e fr e e
-

r a di c al s pi n
-t r a p a g e n t S . S u r g e ry

l l O : 1 8 4 -1 9 1
,
1 9 9 1

3 0) H o w a rd S
,
Y ul o n g Z

,
L o rita D

, J o h n E E . E x p r e s si o n o f c: 伽

a n d c
二′u n d u ri n g h e p a t o c ell ul a r r e m o d e li n g f o ll o w i n g

i s c h e m i a/ r e p e r fu si o n i n m o u s e li v e r . H e p a t ol o g y 2 3 : 1 5 4 6 -1 5 5 5
,

1 9 9 6

3 1) B e n g m a r k S
,
B r oj e s s o n B

,
0 1i n T . D e v e l o p m e n t o f

p o r t o s y s t e m i c sh u n t a ft e r s u b c u t a n e o u s tr a n s p o siti o n o f th e

S pl e e n : a n e X p e ri m e n t al st u d y i n th e r a t . S c a n d J G a s tr o e n t e r oI

S u p p1 7 : 1 7 5-1 8 1 ,
1 9 7 0

6 5 3

3 2) P r eli c h G
,
T a n C K

,
K o st u r a M

,
M a th e w s M B

,
S o A G

,

D o w n e y K M
,
S till m a n B . F u n cti o n al id e n ti ty of p r olif e r ati n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n a n d a D N A p oly m e r a s e
- ∂ a u xili ar y p r O t ei n .

N a tu r e 3 2 6 : 5 1 7 -5 2 0
,
1 9 8 7

3 3) P r eli c h G
,
S till m a n B . C o o rd i n a te d l e a di n g a n d l a g gi n g

St r a n d sy
'

n th e si s d u ri n g S V 4 0 D N A r e pli c ati o n i n vi tr o r e q ui r e s

P C N A . C el1 5 3 : 1 1 7 - 1 2 6
,
19 8 8

3 4) J a sk ul s ki D
,
D e Ri el J K

,
M e r c e r W E

,
C al a b r ett a B

,
B a s e r g a

R ･ I n h ib i ti o n o f c e ll u l a r p r o lif e r a ti o n b y a n ti s e n s e

Oli g o n u cl e o ti d e s t o P C N A c y cl in e . S ci e n c e 2 4 0 : 1 54 5 -1 5 4 6
,
1 9 8 8

3 5) N i c h oI s A F
,
S a n c a r A . P u ri丘c ati o n of P C N A a s a n u cl e o tid e

e x ci si o n r e p a l r P r O tei n . N u cl ei c A cid s R e s 2 0 : 24 4 l -2 4 4 6
,
1 9 9 2

3 6) W ij s m a n J H
, J o n k e r R R

,
K eij z e r R

,
V a n D e V eld e CJ H

,

C o r n eli s s e CJ ,
V a n D i e r e n d o n c k J H . A n e w m e th o d to d e t e c t

a p o pt o sis i n p a r af fi n s e c ti o n s: i n situ e n d -1 a b eli n g of fr a g m e n t e d

D N A .J Hi s to ch e m C y to c h e m 4 1 : 7 - 1 2
,
1 99 3

37) An s a ri B
,
C o at e s PJ ,

G r e e n st ei n B D
,
H all P A . I n situ e n d -

1 a b e li n g d e t e c t s D N A s t r a n d b r e a k s i n a p o pt o si s a n d o th e r

p h y si ol o gi c al a n d p a th ol o gi c al st at e s .J P a th 01 1 70 : 1 -8
,
1 9 9 3

3 8) C o h e n JJ . O v e rv i e w : m e C h a ni s m o f a p o p t o si s . I m m u n o I

T o d a y 1 4 : 1 2 6 -1 3 0
,
1 9 9 3

3 9) C o h e n JJ ,
D u k e R C . A p o p to si s an d p r o g r a m m e d c ell d e a th

i n i m m un i ty . An n u R e v I m m un 01 1 0 : 2 67 -2 9 3
,
1 9 9 2

4 0) 血
･

e n d s M J ,
W Ylli e A H . A p o p to si s : m e C h a n i s m a n d r ol e i n

p a th ol o g y . I n t R e v E x p P a th 01 3 2 : 2 2 3 -2 5 4
,
1 9 9 1

4 1) P i c o u D
,
T a yl o r

- R o b e rts . T h e m e a s u r e m e nt of t o t al p r o t ei n

S y n th e si s a n d c a t a b o li s m a n d nit r o g e n t u rn 0 V e r i n i n f a n t s i n

di ff e r e n t n u t riti o n al s t a te s a n d r e c ei vi n g diff e r e n t a m o u n t s o f

di e t a r y p r o tei n . Cli n S ci 3 6 : 2 8 3 -2 9 6
,
1 9 6 7

4 2) G ol d e n M H N
,
W a t e rl o w J C

.

r

r o t al p r o t ei n s y n th e si s i n

eld e rly p e o pl e . A c o m p a ri s o n of r e s u lt s w ith [
15

N ] gl y ci n e a n d

【
14

c] 1 e u ci n e . C li n S ci M o I M e d 5 3 : 2 7 7 -2 8 8
,
1 9 7 7

O v e r e x p r e s si o n of i m m e d i a t e e a rl y g e n e , e
･f b s a n d c j u n i n t h e r a t s m all i n t es ti n e a ft e r i s c h e mi a/ r e p e r fu si o n

H i r o s h i I t o h
,
D e p a rt m e n t o f S u r g e r y (II) ,

S c h o o l o f M e di ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - J . J u z e n M e d S o c .
,

1 0 6
, 6 4 4 - 6 5 3 (1 9 9 7)

K e y w o r d s a p o p to si s
,
C
二fb s

,
C j u n

,
i s c h e m i a

-

r e pe r f u si o n i nj u ry

A b s t r a c t

T h e s e q u e n ti al e x p r e s si o n o f c j b s a n d c j u n w a s c o m p a r e d w ith th e p a tt e r n s o f th r e e c o e x i s t e n t
p

a r a m e te r s i n o rd e r t o

i n v e s tig ate th e m e c h a n i s m o f d e g e n e r a ti o n a n d r eg e n e r ati o n o f s m a11 i n te s ti n e v illi f oll o w i n g i s c h e mi a/ r e p e r f u si o n (1/ R ) . T h e

th r e e p a r a m e te r s w e r e l) r e g e n e r ati o n d e t e r m i n e d b y i m m u n o h i s t o c h e m i c al d e te c ti o n o f p r olif e r a ti n g c e11 n u cl e a r a n tig e n

( P C N A) ,
2) ti s s u e p r o tei n s y n th e si s r a te s d e te r m i n e d b y m e a n s o f [

' 5

N ] gl y ci n e
,
3) p r o g r a m m e d c e ll d e a th d e te r m i n e d w ith

th e te r m i n al d e o x y n u c l e oti d y l tr a n s f e r a s e -

m e di a t e d d U T P - b i oti n n i c k e n d -l a b eli n g ( T U N E L) m e th o d . T h e e x p r e s si o n o f c j b s

a n d c J u n m R N A i n c r e a s e d m a rk e d ly 1 5 m i n a ft e r r e p e r fu si o n
,
a n d w a s r e s p e c ti v el y 6 ･3 a n d 4 ･4 ti m e s hi g h e r th a n i n c o n tr oI s ･

P C N A e x
p r e s si o n w a s s lg n i B c a n tl y el e v a t e d b et w e e n 5 m i n a n d 4 h o u r s

, P e a k i n g a t 3 0 mi n f oll o w l n g r e P e r fu s i o n
,
a n d a n

i nc r e as e i n p r ot ei n s y nth e sis r a t e w a s o b s e r v e d 2 h o u r s l a te r ･ A p o p t o ti c i n d i c e s s h o w e d a p e a k 6 0 m i n aft e r r e p e r fu si o n ･

T h e s e r e s u l ts s u g g e st th a t th e o v e r e x p r e s si o n o f c j b s a n d c j u n f o1l o w i n g I/ R i n t h e s m all i n t e sti n e c o r r el a t e s w ith

P r O g r a m m e d c ell d e a th a n d s u b s e q u e n t c e11 u l a r r e g e n e r ati o n .


