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F a s 抗原は ア ポ ト
ー

シ ス 誘導活性を 有す る細胞表層膜蛋白 で あ り
, 胸腺 , 肝臓

,
肺

,
卵巣 , 心 臓等の 臓器 で そ の 発現が

確認され て い る . 中枢神経系に お い て は現在 ま で に 神経膠腫に お い て F a s の 発現が確認 されて お り, 実際に 培養神経膠腰細胞

に おい て は 抗 F a s 抗体に よ りア ポ ト ー シ ス が 誘導され る こ と が 報告され てい る . しか し
, 神経細胞 に おけ る F a s の 発現お よ

び抗 F a s 抗体の 神経細胞に 対する 影響 に 関 して ほ 現在 なお 不 明 で ある ･ 本研究で は B alb/ c マ ウス 脳 にお け る F a s の 発現に 関

して , 蛋白お よ び m R N A に 注目 して 検索 した . 逆転写 P C R (r e v e r s e t r a n s c rip ti o n
- P C R

,
R T - P C R) に よ る検索 で は

1
F a s

m R N A ほ大脳
,
小脳 , 海馬 に 存在 した . 免疫組織化学的検索 で は F a s は 海馬の C A 2 と C A 3 お よ び大脳皮質第Ⅷ 層 の 錐体細

胞に 発現 して い た が
, 小脳 で は 発現ほ 確認 され な か っ た ■ さ らに

,
全海馬 お よび 大脳 の 細胞 を培養 し未固定 の 状態で 免疫染色

後,
フ ロ ーサ イ ト メ ー タ ーで検索 した と こ ろ

, 海馬は F a s 陽性の 神経細胞が 相当数 大脳に は少数存在 して い た ･ 以上 よ り ,

神経細胞 の 一 部 に F a s が発現す る こ と が 確認され ,
こ れ に よ り中枢神経系 に おける神経細胞 死 に F a s が 関与す る可 能性 が示

唆され た .

K e y w o r d s an ti- F a s a n tib o d y ,
a p O p t O Sis

,
B alb/ c m o u s e

,
F a s a n tig e n

,
n e u r O n

い わ ゆる細胞死 は壊死 と ア ポ ト ー シ ス に大別 され る
l)2)

. 壊 死

ほ種々 の 原因に よ っ て惹起 される受 動的な細胞死で ある の に 対

し
,

ア ポト ー

シ ス ほ 生体 に と っ て 不 必要 な細胞が 合目 的に 排除

され る際に 誘導 される 生理 的細胞死と考 え ら れ て い る
3)

. ア ポ

ト
ー シ ス ほ核 ク ロ マ チ ン の 凝縮

,
核 お よ び細胞質 の 濃縮 , 断片

化な どの 形態学的特徴 や ,
D N A に1 8 0

- 2 0 0 塩基対 (b a s e p air
,

b p) の 整数倍 でオ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム 単位の 断片化が お こ る と

い っ た生化学的特徴か ら壊死 とは 明 確に 区別 され る
l)

. 1 9 7 2 年

に は じめて 報告 され て 以来 , 免疫系 ,
血 液系,

神経系 に お い て

多くの 研究が な され
,

ア ポ ト
ー シ ス は 生体の 恒常性維持に 重要

な役割を果たす こ とが 知 られ て い る
5 ト 8)

Y o n e h a r a らは1 98 9年 に こ の ア ポ ト ー

シ ス 誘導活性 を 有す る

細胞表層膜 タ ン パ ク 質に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で ある 抗

F a s 抗体を 作製 した
g)

. こ の 抗 F a s 抗 体 に よ り 認識 さ れ る

F a s 抗原ほ
,
31 9 個の ア ミ ノ 酸か らな り1 つ の 細胞膜 貫通 部分

を有する Ⅰ型 の 膜蛋白で ある . そ の 細胞外 ドメ イ ン は シ ス テ イ

ン 残基に 富み
, 腫瘍壊死 因子 (t u m o r n e c r o si s f a c t o r

,
T N F ) の

レ セ プ タ ー

や 神経成 長因子( n e r v e g r o w th f a c t o r
,
N G F ) の 低親

和性 レ セ プ タ
ー

と相 同性を 有 し
,

T N F/ N G F レ セ プ タ
ー

ス
ー

パ ー

フ
ァ ミ リ ー

に 属 する . F a s 抗原 は 胸腺 や t 肝 臓 , 肺 , 卵

軋 心 臓等の 臓器で 強く発現 して い る こ と が 知 ら れ て い る
10)1 1 )

F a s c D N A を マ ウ ス T リ ン パ 腫細胞 に 導入 し
,
F a s 抗原を強く

発現させ る と抗 F a s 抗体 で ア ポ ト ー シ ス が 誘導 され る こ とか

ら , F a s 抗原が ア ポ ト
ー シ ス の シ グナ ル を細胞 内に 伝え て い る

ことが明 らか に な っ た
】2)

. ま た
,
細胞障害性 丁 細胞 か ら F a s リ

ガ ン ドの c D N A ク ロ
ー

ニ ン グが 行わ れ , 生体内に は ,
F a s 抗原

に 対す る F a s リ ガ ン ドが存在 し,
ア ポ ト ー

シ ス を誘導 して い る

こ と が 明 らか と な っ た
13 卜 15)

脳神経領域で ほ神経膠腫 に お い て F a s 抗 原の 発現 が 確認 さ

れ て お り , 実 際に ある種 の 培養 神経膠 腰細 胞 に お い て は 抗

F a s 抗 体に よ りア ポ ト
ー

シ ス が 誘導 され る こ とが 報告され て い

る
16) ～ lさ)

. さ らに
,
脳腫瘍組織に お い て ほ F a s の 発現と ア ポ ト ー

シ ス の 頻度 と が 相 関 して い る こ と よ り , 抗 F a s 抗体 ま た は

F a s リ ガ ソ ドに よ り腫瘍細胞 に ア ポ ト ー

シ ス を 誘導す る こ と

で
, 神経膠腰を 治療 する可 能性 が論 じ られ て い る

Ig)
.

しか し
,

マ ウ ス に 抗F a s 抗体 を腹腔内投与すると 激症肝 炎が

誘発 され る
抑

よ うに
,
抗 F a s 抗体が抗腫瘍 効果 を 持 つ と して

も
, 同時に 神経細胞毒性を きた すと い う懸念が ある . 現在まで

に 正 常神経細胞 で は F a s の 発現 ほ 確認され て お らず
21)

, また抗

F a s 抗体や ,
F a s リ ガ ン ドの 正 常神経細胞に 対する影響ほ 不明

で ある .

こ の よ う な 背 景 よ り
, 本研究 で ほ 中枢神 経細 胞 に お け る

F a s の 発現の 有無を蛋白お よ び m R N A レ ベ ル か ら検討 した .

対象お よび方 法

Ⅰ . 実験動物

実験動物は 生後15 日の B alb/ c マ ウ ス お よ び M R L lp r/ 1p r マ

ウス を用 い た . M R L I p r/ 1p r マ ウ ス は
,
リ ン パ 節に 特殊な T 細

胞の 蓄積や 自己 抗体の 産生に よ り , 糸球体腎炎や 全身 エ リテ マ

ト
ー デス 様の 自己免疫疾患をきた し

, 約5 カ月 齢で死亡 する
2 2〉

.

平成 7 年1 2月1 5 日受付 , 平成 8 年2 月1 3 日受理

A b b r e v ati o n s : b p ,
b a s e p ai r ; C A , C O r n u A m m o ni s ; F C S

,
f et al c alf s e ru m ; F I T C

,
flu o r e s c ei n

is ot hio c y a n a t e ; M A P
,

m i c r o t u b ul e -

a S S O Ci at e d p r o t ei n ; N G F
,

n e rv e g r O W t h f a c t o r ; R T - P C R
,

r e V e r S e

t r a n s c rip ti o n
- P C R ; T N F

,
t u m O r n e C r O Sis f a ct o r



2 8 8

T a bl e l ･ O lig o n u cl e o tid e p ri m e r s f o r p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n (P C R ) f o r F a s D N A

P ri m e r L o c a ti o n of F a s g e n e S e q u e n c e s (5
r

- 3
'

)

1 2 7 - 4 6 C G C T G T T T T C C C T T G C T G C A

2 1 0 2 9 - 1 0 4 9 A C T G A G G T A G T T T T C A C T C C A

T h e l e n g th of P C R p r o d u c t w ith th e s e p ri m e r s i s l O 2 3 b a s e p air s .

T a bl e 2 . 0 1i g o n u cl e o tid e p ri m e r s f o r P C R f o r β- t u b u li n

D N A

P ri m e r S e q u e n c e s (5
'

-3
'

)

A T G T G G C A A C C A G A T C G G T G C T

B A G C C T C G G T G A A C T C C A T C T C

T h e l e n g th o f P C R p r o d u c t wi t h th e s e p ri m e r s is 1 2 0 0

b a s e p a lr S .

こ れ は
,

F a s 遺 伝 子 の 第 2 イ ン 1､ ロ ン に † ラ ン ス ポ ゾ ン

(tr a n s p o s o n) の 挿 入 が あるた め に 機能 的な F a s m R N A の 発現

が ほ とん ど認 め られ ない ため と考え られ て い る
幻)

. ま た 神経 細

胞初代培養に 際 して ほ 生後1 日 の B alb/ c マ ウ ス を用 い た .

Ⅱ . 免疫組織 化学的検 索

生後15 日 の B alb/ c マ ウ ス を ジ ュ チ ル エ ー

テ ル 麻酔下 に て 断

頭 し
, 脳を摘 出 した . 摘出 した 脳ほ 直ち に 4 % パ ラ フ ォ ル ム ア

ル デ ヒ ドに 澄渡 し
, 電子 レ ン ジ に よ る マ イ ク ロ ウ ェ イ ヴを20 秒

間 ,
3 回 照射 した 後 ,

4 ℃ で 6 時間浸溝周 定を 行 っ た . ポ リ エ

ス テ ル ワ
ッ ク ス ( B D H L a b o r a t o r y S u p pli e s

,
P o ol e

,
E n gla n d) に

包哩 した 後 , 厚 さ 5 〝m の 全脳連続切片 を作成 し 3 - ア ミ ノ プ ロ

ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ ン ( A ld ri c h , M il w a u k e e , U S A ) を 塗付 し

た ス ラ イ ドグ ラ ス に貼付 した .

一 次抗体 ほ l
ラ ッ ト 抗 マ ウ ス

F a s 抗体で あ る R M F 9 (京都大学 ウ イ ル ス 研究所 , 米原 伸教

授よ り供与) を 2 恥g/ m l の 濃度で 4 ℃ に て
一

晩反応 させ た . 対

照 と して ほ
,

4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド固定 した 免疫染色 に

は 適さ ない こ と が フ ロ
ー サ イ ト メ ー

タ
ー

に よ る検索 で確認 され

て い る ラ ッ ト 抗 マ ウ ス F a s 抗体
,

R M F 6 (京都大学 ウ イ ル ス 研

究所 , 米 原 伸 教 授 よ り供 与) を 同様 に 使 用 し た .
R M F 9

,

R M F 6 い ずれ も 20 /唱/ m l の 濃度で 使用 し
, 抗体と 艇織 切片 を

4 ℃ に て 一 晩反応 させ た . 二 次抗 体は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ (h o r s e r a d i sh p e r o xid a s e
,
H R P ) 標識 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト I g

'

s

( G + L) 坑休 を 1 時 間反応 さ せた . 最後 に 3 , 3 ∵ジア ミ ノ ベ ン ジ

ジ ン (3 ,
3

'

- di a mi n o b e n zid i n e t et r a h y d r o c h l o rid e
, D A B)

(P I E R C E , Illi n oi s
, U S A ) に て 抗体の 可 視化 を行 い

, 光学顕微鏡

に て 観察 した .

Ⅲ . 逆転写 P C R ( r e v e r s e t r a n s c ri pti o n
- P C R

,
R T - P C R ) 法

1 . 脳組織の 摘出

生後15 日 の B alb/ c マ ウ ス よ り ジ ュ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 に て

大脳 と海馬 , 小脳を 摘出 した後 , 迅速 に 細か く破砕 し
, 液体窒

素 に て急速凍結 し
-

8 0 ℃に 保存 した . 陰性対照 と して ほ ,
M R L

l p r/ 1p r マ ウス の 脳観 織を用 い た .

2 . 総 R N A の 抽 出

IS O G E N ( ニ
ッ ポ ソ ジ ー

ン
, 富山) の 総 R N A 単離試薬を 用 い

て凍結保存 した マ ウ ス 脳鮭織 よ り総 R N A の 抽 出を 行 っ た . す

なわ ち
, 鼠織 1 00 m g あた り 1 m l の 割合で IS O G E N を 加え 5

分間静置 した 後 ,
ク ロ ロ ホ ル ム (和光 , 京都) を観織 1 00 m g あ

た り 0 ･2 m l の 割合 で 加 え て 混和 し
,

4 ℃
,
1 0 0 0 0 r p 町 2 0 分間遠

心 した . R N A を 含む 水層 を 別 容器 に 移 しイ ソ プ ロ パ ノ ー

ル

0 ･5 m l を 加え 混和後 ,
4 ℃

,
1 0 0 0 0 r p m

, 2 0 分間遠心 した の ちイ

ソ プ ロ パ ノ ー ル を 除去 した . 最後に75 % エ タ ノ ー ル を 1 m l 加

え , 4 ℃ ,
7 5 0 0 r p m

,
5 分間遠 心 した 後 ,

エ タ ノ ー ル を 乾煉さ

せ
, 沈 澱 した R N A を ェ リ ュ ウ シ ョ ン 緩衝 液 (P h a r m a ci a ,

U p p s al a
,
S w e d e n) 1 0 0 pl に 溶 解 して .

2 6 0 n m の 吸 光度を 測定し

総 R N A 濃度 を測定 した .

3 . c D N A 合成

抽出 した R N A を鋳型 と して cD N A 合成を 行 っ た . すな わ

ち ,
R N A 3 p g を7 0 ℃ で10 分 間変性 さ せ た 後 ,

2 0 m M T ri s- H C l
,

p H 8 .4
, お よび 50 m M 塩化 カ リ ウ ム (K C l), 2 .5 m M 塩化 マ グネ

シ ウ ム (M g C l2),
0 ･5 m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド三 リ ン 酸

(d e o x y rib o n u cl e o tid e t rip h o s p h a t e
,
d N T P ),

1 0 m M ジチ オ ス レ

イ ト ー ル (dith i o th r eit ol
,
D T T) ,

5 0 0 n g オ リ ゴ (d T)1 … , 2 0 0 単位

ス
ー パ ー

ス ク リプ ト( GI B C O B R L
,
G aith e r s b u r g ,

U S A) 20 pl の

混合液の 中 で42 ℃ に て50 分逆転写反応 を行 い CD N A を 作成し

た .

4 . P C R 反応

上 記の 試料 3 m l を 鋳型 と し P C R 法かこて マ ウ ス F a s 遺伝子断

片 の 増 幅を 行 っ た . 蓑 1
,

蓑 2 に 示 す よ う な プ ラ イ マ ー と

P C R 反応緩衝液
,

デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 [d A T P ,

d G T P
,
d C T P

, d T T P 各 50 0 JI M ( G I B C O B R L)] ,
お よ び T a q

D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (P e r k in- E i m e r C e t u s
,
N o r w alk

,
U S A ) 2 .5 単

位を用 い P C R 反応を 行 っ た . 蒸 発防止 の た め 3 恥1 の ミ ネ ラル

オ イ ル (S h ig m a
,
S t .L o u is

,
U S A ) を 重層 した . 反応 に は D N A

T h e r m al C y cl e r (P e r k h E i m e r) を使用 し
, 熱変 性を94 ℃

,
1 分

間 ,
ア ニ

ー

リ ン グ を57 ℃ 】 1 分間 ,
D N A の 伸 長を72 ℃ , 2 分

30 秒間行うの を 1 サ イ ク ル と して , 3 0 サ イ ク ル 繰 り返した . 反

応終了 後 ▲
D N A 溶液 1 0 /上l を 1 〃g の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド

( ニ
ッ ポ ン ジ ー

ン) を 加 え た 1 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル (S hig m a) に

1 0 0 V の 起電圧で 電気泳動 した . D N A サ イ ズ マ ー カ ー と して

は
,

◎1 7 4/ H a e ダイ ジ ェ ス ト ( N e w E n gl a n d B i ol a b s , B e v e rly ,

U S A ) を用 い た . 紫外線照射に よ り増幅され た D N A 断片の検

出を 行 っ た .

Ⅳ . 免疫細胞化学的検索

1 . 神経細胞初代培養

生後 1 日の B alb/ c マ ウ ス 脳 よ り海馬 お よ び大脳皮質を分離

し
, 酵素処理お よび 機械的処理に よ り分散 した . ポ リ エ チ レ ン

イ ミ ソ で コ
ー

ト した チ ャ ン バ ー

ス ラ イ ド (N u n c
,

N a p er vi 11e ,

U S A ) と 6 穴 デ ィ ッ シ ュ (岩城 ガ ラ ス
, 東京) 上 に 2 ×10

5

/ c m
2

の 密度 とな る よう に 播種 した . こ れ らの 細胞 を 5 % 牛胎仔血清

(f e t al c alf s e r u m
,
F C S ) ( E q uit e c h - B i o

, J n g r a m
,
U S A ) 加 ダル

べ
ッ

コ 変法 イ ー グ ル/ F1 2 培 軋 (D u lb e c c o m o d ifi ed E a gle
'

s

m e d i u m / F 1 2
,
D M E M / F 1 2) ( G I B C O B R L ) に て37 ℃

,
5 % C O 2

存 在下 で培養 した . 培 養48 時 間後 に 培地 を N 2 サ プ リ メ ン ト
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F ig ･ 1 ･ I m m u n o h i st o c h e mi c al s t ai n i n g of B alb/ c m o u s e b r ai n u si n g a n a n tib o d y a g ai n s t F a s a n tig e n . (A ) H i p p o c a m p u s ( ×40) ,

(B) C o r ti c al Ⅲ 1 a y e r of c e r e b ru m ( ×2 0 0) . ( C) a n d (D ) C A 3 s e ct o r of hi p p o c a m p u s ( ×2 0 0) . (E) a n d ･(F) C A 2 s e c t o r of

hi p p o c a m p u s ( ×2 0 0) . ( A ) , (B ) . (C ) a n d (E ) . I m m u n o s tai n ed w ith a n tトF a s a n tib o d y ,
R M F 9 . (D ) a n d (F ) . lm r n u n o st ai n e d w i th

C O n tr ol a n tib o d y ,
R M F 6 . 1 , C A l ; 2 , C A 2 ; 3 , C A 3 ; D G ,

d e n d a
.y

t e g y ru S .



2 9 0

( GI B C O B R L ) を添加 した 無血清培地と 交換 した .

2 . 免疫染色

培養 6 日 目 に チ ャ ン バ ー ス ラ イ ドの 培養液を除去 した 後 , リ

ン 酸緩衝液( p h o s p h a t e- b uff e r e d s ali n e
,
P B S) ( p H 7 .2) に て 洗浄

し
,

F a s 染色と微小管結合タ ン パ ク 質( mi c r o t u b ul e- a S S O Cia t e d

p r o t ei n , M A P )- 2 染色の 二 重染色を 行 っ た . F a s 染色で は 標

本を 未固定の ま ま
一 次抗体 と して R M F 9 を 2 恥g/ 皿1 の 濃度 で

20 ℃ ,
3 0 分間作用 させ

,
二 次抗 体 と して ビ オ テ ン 標識 ヤ ギ 抗

ラ ッ トI g
'

s ( G + L ) 抗体 (C e d e r L a n e , O n t a ri o
,
U S A ) を20 ℃ .

1 5 分間作用 させ た 後 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ソ
ー ロ ー ダ ミ ン コ ン ジ ュ

ゲイ ト(S e r o t e c
,
K idli n g t o n

,
E n gl a n d ) に て 発色 した . 陽性対照

と して は
,
F a s を N I H- 3 T 3 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ さ せ

た 細胞を用 い て 上 記の よ うに染色 した . 陰性対照 と して ほ ,

一

次抗体に ラ ッ ト I g G (P h a r m in g e n
,
S a n di e g o

,
U S A ) を 用い た .

そ の 後,
こ れ を0 . 1 % ト ラ イ ト ン X (東京化成工 業 , 東京) を 加

え た 4 % パ ラ フ ォ
ル ム ア ル デ ヒ ドに て 1 0 分 間国 定 し

,
抗

M A P - 2 抗体(L ei n c o , W a n c h e s t e r ,
E n gl a n d) 1 0FL g/ m l を 室温 に

て30 分間作用さ せ た . 最後に 二 次抗体 で ある フ ル オ レ セ イ ン イ

ソ チ オ シ ア ネ
ー ト (fl u o r e s c ein i s o th io c y a n a t e

,
FI T C ) 標識抗 マ

ウ ス I g G ヤ ギ抗体 ( C a p p el
,
D a r h a m

,
U S A ) に て 発色 した . 蛍

光顕微鏡に て こ れ を観察 した .

3 .
フ ロ

ー サ イ ト メ
ー

タ
ー

に よ る解析

デ ッ シ ュ に 5 m M E D T A を 5 分間作用 さ せ た 後 ,
ラ バ ー を 用

い て 培養細胞を剥 離 した . E D T A を 洗い 流 し
,

5 % F C S を 含

ん だ P B S に 浮遊 さ せ
,

9 6 穴 デ ィ ッ シ ュ ( 岩城 ガ ラ ス) に

1 ×1 0
5

/ c m
2

の 密度 で 播種 し
,
R M F 9 を用 い て 染色を行 っ た . 二

次抗 体 と し て FI T C 標識 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト I g
'

s ( H + L ) 抗 体

(C ed e r L a n e) を 作 用 させ 発色 した . 染 色 し た 試 料 を E pic s

E lit e (C o u lt e r
,
M i a m i

,
U S A ) に て 測定 した . 陰性 対照 と し て

は
,

2 . と同様 にン
ー

次抗体 に ラ ッ ト I g G (P h a r m i n g e n) を用 い

た .

成 績

Ⅰ . マ ウ ス 脳 に お け る F a s 蛋白の発現

B alb/ c
マ ウ ス に お い て は F a s 蛋白の 発現が 海馬に お い て 観

察 され た (図 1 A) . 海馬 C A 2 と C A 3 に お い て は ほ と ん どの 細

胞 の 細胞膜 に F a s の 強い 発現が 認め られ た ( 図 1 A , C , E) .

しか し
, 海馬 の 他 の 領域 で あ る C A l や 歯状 回 ( d e n d a yt e

g y r u s
, D G) に お い て は 発現 は認め られな か っ た ( 図 1 A) . 大脳

に お い て も皮質 第Ⅲ層の 錐体細胞 に F a s 蛋 白陽性 の 神 経細 胞

b p 1 2 3 4 5 6 7 8 9

F a s l O 7 8 噌

β
-t u b uli n l O 7 8 -

F ig . 2 , R T - P C R a n aly si s of F a s m R N A f r o m m o u s e b r ai n .

T h e m o u s e β-t u b uli n m R N A (b a s e p air s) s e r v e d a s

i n t e r n al c o n t r ol . l a n e l , m Ol e c ul ar w eig h t m a k e r s . 1 a n e s

2 -5 s h o w B alb/ c m o u s e m a t e ri al : 1 a n e 2
,

C e r e b r u m ; 王a n e

3
,

C e r e b ell u m ; la n e 4
,
h ip p o c a m p u s ; I a n e 5

▲
th y m u s of

B alb/ c m o u s e a s p o siti v e

-

c o n tr ol . l a n e s 6 - 9 s h o w M R L l p r/
l p r m o u s e m a t e ri al : l a n e 6

,
C e r e b r u m ; 1 a n e 7

,
C e r e b ell u m ;

l a. n e 8 , h ip p o c a m p u s ; l a n e 9 , th y m u s a s n e g ati v e c o n tr ol .

が認め られ た (図 I B) . しか しそ の 数ほ 海馬 に 比 し少 なか っ た .

小脳に お い て ほ免 疫組織化学的 に F a s 蛋白の 発 現を 確認 し待

なか っ た .

II . F a s m R N A の発現

B alb/ c マ ウ ス 全脳を 用 い た ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダイ

ゼ イ シ ョ ソ 法 に よ る検 討で は F a s m R N A の 発現ほ確認 し得な

か っ た との 報告
11) が あ り ∴組織切 片上 で の 固定細胞ノ

､ イ ブ リ ダ

イ ゼ イ シ ョ ン (i n sit u h y b rid iz a ti o n) で ほ F a s m R N A の 同 定ほ

不可 能で ある こ とが 予想され た .
こ の た め B a 払/ c マ ウ ス 脳を

大脳 , 小脳 , 海馬に 分け
,
F a s m R N A の 発現 を R T-P C R に よ

Fi g . 3 . I m r n u n o st ai n i n g of c u lt u r e d c ells . C ell s w ith o ut

fi x a ti o n w e r e s tai n e d wi th a n ti- F a s a n tib o d y ,
R M F 9 a nd

b io ti n g o a t a n ti-r a t I g ( H + L) a n tib o d y a n d th e n tr e a t ed

wi th r h o d a mi n

.
e

-

C O nj u g a t e d str e pt o a vi di n e ･ ( A ) a n d (B )

N I H- 3 T 3 c ells tr a n sf e c t e d w ith F a s a n ti g e n : ( A ) , p O Siti v e

C O n tr Ol ; ( B) ,
n e g a ti v e c o n tr ol . ( C) H i p p o c a m p a l n e u r o n s

X 4 0 0) .
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Fig ･ 4 ･ F l o w c y t o m etri c a n aly si s of F a s e x p r e s si

p
n i n B alb/

c m o u s e b r ai n . S i n gl e- C Ol o r h is t o g r a m s d is pl a y l n g fl u o r e sr
c e n c e i n t e n sit y of hi p p o c a m p al n e u r o n s ( u p p e r) ,

a n d

c e r e b r al n e u r o n s (l o w e r) Ⅹ- a X is s h o w s l o g a rith mi c i n te n sity

of fl u o r e s c e n c e
,

W hil e Y- a Xi s i n di c a t e s r el a ti v e c ell

n u m b e r . D o tt e d lin e
.

c o n tr ol ; S Olid li n e , F a s .

り検索 した と こ ろ
,
大脳

, 小脳
l 海 馬の い ず れ に お い て もそ の

発現が確認され た . た だ し , そ の 発現量は 陽性対照 の 胸腺に 比

し著 しく少なか っ た .

一 方 , 陰性対照 と して の M R L I p r/l p r マ

ウ ス に おい て ほ 脳 およ び 胸腺 の い ずれ に も F a s m R N A ほ全く

認め られ な か っ た (図 2) .

m . 培養神経細胞 にお け る F a s 糞白 の 発現

上記の 結果よ り , 脳 内に おけ る F a s 蛋白の 発現 ほきわ め て 微

量である こ と が示 唆 され た た め
, 海馬 と大脳の 培養神経細胞 を

用い て
, 免疫染色 と フ ロ ーサ イ ト メ ー タ ー に よ る解析 を 行 っ

た . こ の 際 , F a s を発現 して い る細胞 が神経細胞で ある こ と を

確認する ため , 抗 M A P- 2 抗体を 用 い た免疫 二 重染色を行う こ

とに よ り神経細胞の 同定 を 行 っ た . 免疫 二 重染色 に お い て は

M AP≠2 陽性の 海 馬神経 細胞 と 大脳 神経細 胞の 両 者に お い て

F a s 陽性細胞 が確認 され た (図 3 ) . フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ

る解析で ほ海馬細胞と 大脳 細胞の い ずれ に お い て も F a s の 発

現が認め られ た . 海馬細胞 に おけ る F a s の 発現量ほ 大脳細胞に

おける発現量 よ り有意に 多カ
ーゝ

っ た (図 4 ) .

考 察

個体発生や 生体 の 生理 的な ら び に 病的状態に お い て 生 じる細

胞死に ほ 壊死 (ネ ク ロ
ー シ ス) と ア ポ ト ー

シ ス が ある
1)2)

. 壊死 は

物理的お よび 化学 的要因や 虚血 補体 の 作用 等に よ っ て障害さ

れた 一 群の 細胞に 見 られ る受動 的細胞死 であ り, 外部か らの 障

害や刺激に よ り
, 細胞膜 の 裂傷 , 細胞 内物質の 流 出が続き周囲

の 細胞に 対 して 害 を 及ぼす
2)

.
こ れ に 対 し

,
ア ポ ト

ー シ ス は生
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体に と っ て不 必 要に な っ た細胞が排除さ れ る際に 誘導さ れ る生

理 的細胞死 で あ り, 染色体や 細胞 質の 凝縮 , 細分化を 伴い
, 最

終的に は 食細胞に 捉え られ , 周 りに 影響 を 及 ぼ さず に 消滅す

る .
ア ポ ト

ー

シ ス は核 ク ロ マ チ ン の 凝縮 , 核 およ び細胞質の 濃

縮 , 断片化な どの 形態学的特徴や
,
D N A に 1 8 0 - 2 0 0 b p の 整数

倍 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー

ム 単位の 断片化が お こ ると い っ た 生化

学的特徴か ら壊死 と は明確に 区 別 され る
1)3)4 )

.
こ れ ま で

, 免疫

系▲ 血 液系 , 神経系に おい て ア ポ ト ー

シ ス に 関する多くの 研究

が な され , 個体発生や生体の 恒常性維持に ア ポ ト ー

シ ス が 重要

な役 割を 果た すこ と が知 られ て い る
5 卜 8)

1 98 9 年に Y o n eh a r a らほ ア ポ ト ー

シ ス 誘導活性を 有する細胞

表層膜 タ ン パ ク質 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で あ る抗 F a s

抗体を作製 した
g)

. 次い で こ の 抗 F a s 抗体が認識する F a s 抗原

の c D N A が It o h らに よ っ て ク ロ ー ニ ン グ され た
10)

. F a s 抗原

は
,

1 つ の 細胞膜貫通部分を有す る Ⅰ型膜蛋白 で あり
,
3 1 9 個

の ア ミ ノ 酸か ら な る . そ の 細胞外部分は シ ス テ イ ソ 残基に 富み

T N F の レ セ プ タ ー や N G F の 低親和性 レ セ プ タ ー と相 同 性を

有 し , T N F/ N G F レ セ プ タ
ー

フ ァ ミ リ ー に 属する . F a s と Ⅰ型

T N F レ セ プ タ ー

( p 5 5) の 細胞質部分に ほ
, 6 8 ア ミ ノ 酸に わ た り

有意に 相 同性を 示す領域が存在 し
,

こ の 領域が
, 両 分子 の 細胞

障害機能 に 重要な 役割を 果たす ド メ イ ン (d e a th d o m ei n) で あ

る こ と がわ か っ て い る
11)2 4 )

. F a s c D N A を マ ウ ス T リ ン パ 腫細

に 導入 し
,
F a s 抗原 を強く発現 させ る と抗 F a s 抗体で ア ポ ト ー

シ ス が誘導され る こ と か ら ,
F a s 抗原が ア ポ ト ー

シ ス の シ グナ

ル を細胞内に 伝 え て い る こ と が判 明 した
12)

. また 細胞障害性 丁

細胞 か ら F a s リ ガ ソ ドの C D N A ク ロ
ー

ニ ン グよ り
,
生 体内に

ほ F a s 抗原と い う レ セ プ タ ー 分子 に 対 して F a s リ ガ ン ドと い

う作用分子 が 対応す る形で 存在 して い る こ と も 明 らか と な っ

た
13 卜 15 )2 5 )

F a s 抗原の 発現ほ
,
胸腺を ほ じめ 肝臓

,
肺

, 卵巣,
心 臓の 諸

臓器 で 認め られ て い る
1t)

. 特 に 免疫系で ほ
, 細胞 レ ベ ル で そ の

発現が 明 らか に さ れ ,
F a s 抗原 とそ の リ ガ ン ドは

, 胸腺 内の ネ

ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン
, 自己反応性免疫細胞の 除去 , 末梢 に お

け る活性化 丁 細胞の 除去な どに 重要な役割を 担 っ て い る と 推

定 され て い る
2 抑

. 自己免疫疾患 や エ イ ズ な ど細胞死 の 制 御が

異常 で ある 疾患 に お い て ほ F a s の 関与に つ い て 精力 的な 研究

が な され て い る
那 g)

. ま た慢性関節川 ユ ウ マ チ で ほ
, 滑膜細胞 で

F a s 依 存性の ア ポ ト ーシ ス が 生 じて お り
,

疾患 の 活 動性 に

F a s が 何らか の か かわ りが ある こ と が推定 され ∴ 治療 へ の 応用

が 期待され て い る
30)3 1 )

今回 , 陰性対照と した M R L lp r/1p r マ ウ ス ほ
,

リ ン パ 節 に 特

殊な T 細胞の 蓄積や 自己抗体の 産生に よ り
,
糸球体 腎炎や 全

身 エ リ テ マ ト
ー

デ ス 様の 自己 免疫疾患を きた し
, 末梢 丁 細胞

の 除去機構も異常で あ る こと が 知 られ て い る
22)3 2)

. こ の よ うな

M R L Ip r/lp r マ ウ ス で ほ
,
F a s 遺伝子 の 第2 イ ン ト ロ ン に ト ラ

ン ス ポ ゾ ン (t r a n s p o s o n) の 挿入 があ り機能的な F a s m R N A の

発現が は と ん ど認め られ な い と され て い る
23)

. 本研究 に お い て

も
,

こ の M R L Ip r/1p r マ ウ ス 脳組織 に お い て ほ 大脳, 小脳 , 海

馬の い ずれ に お い て も .
F a s 蛋白や F a s m R N A の 発現は全く

み られ な か っ た .

一

方 ,
B alb/ c マ ウ ス 脳 に お け る検索に お い て

は
, 免疫鼠織化学的検索 で ほ F a s 蛋白ほ海馬 C A 2 と C A 3 お

よ び大脳皮質に お い て , 陰性対照に 比 し有意 に 発現が確認され

た . さ ら に R T - P C R に よ る検索で ほ
,
F a s m R N A の 発現は大

脳 , 小脳 , 海馬の い ずれ に お い て も確認 され た . した が っ て
,
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小脳 に 存在 する蛋 白は ごく微量で ある こ と が推定 され た .

免疫組織 化学的検索 に よ り脳内に は F a s 蛋 白が 微 量存 在す

る こ とが 明 らか と な っ たが
,

これ を確認す るた め に 海馬 と大脳

の 神経細胞を 培養 し未 固定の 状態 で免疫染色を 行 っ た後 , 蛍光

顕微鏡 と フ ロ
ー サ イ トメ ー タ ー に よ る解析を 行 っ た . 蛍光顕徴

鍬 こよ る観察 で は M A P -2 陽性の 海馬神経細胞と 大脳 の 神経細

胞の 両者 に お い て F a s 陽性細胞が 確認され た .
フ ロ

ー サ イ ト

メ ー タ ー に よ る解析 で は海馬細胞 に お い て F a s の 発現が 多く ,

大脳細胞 に お い て ほ ごく 一 部 で ほ あるが F a s 陽性 の 細胞 が 認

め られた .

中相神経系の 発生過程に お い て は通常, 神経細胞は 過剰に 生

産 され,
そ の うち20 ～ 7 0 % の 細胞 が脱落 して 行 く と言わ れ て い

る
瑚

. そ の 病 理学 的特徴 は ア ポ ト ー シ ス に 類似 し
, 自然 に 起 こ

る神経細胞死( n a t u r ally o c c u rin g n e u r o n al d e a th) で あ ると され

る
抑

. これ に ほ脳 由来神経栄養困子(b r ai n
- d e ri v e d n e u r o tr o ph i c

f a c t o r
,
B D N F ) や 塩基性線維芽細胞 成長田子 (b a si c fib r o bl a st

g r o w th f a c to r , b F G F) な ど種 々 の 神経栄養因子 の 関与が 示 唆 さ

れ て い る
35)

が , 現在 まで 脳内に お ける F a s の 存在 が確認 され な

か っ た た め F a s の 関与ほ報告 され て い な い . しか し
, 本研究よ

り神経細胞の
一

部 に F a s 陽性の もの があ る こ と が確認 され た .

特に 海馬 と大脳の 培養神経細胞に F a s が 発現す る こ と が 確認

された た め
,

こ の 培養神経細胞の 系に 抗 F a s 抗体や F a s リ ガ

ソ ドを 作用 させ る こ と に よ り ∴実際神経細胞に ア ポ ト ー シ ス が

誘導可 能か どう か の 検索が可 能と な っ た .
こ れ らに よ り今後 ,

自然に 起 こ る神経細 胞死と F a s と の 関与 に つ い て の 検索 が 待

た れる .

西 岡らほ 慢性関節リ ュ ウ マ チ の モ デ ル マ ウ ス の 腹腔 内お よ び

関節内に 抗 F a s 抗体を 投与 し
, 投与群で は明 らか な 関節炎 の 消

退が 認め られ た と し
, 臨床応用 の 可 能性を 示 唆 した

2g)3 0 )
. 脳腫瘍

組織に お い ても F a s の 発現と ア ポ ト ー シ ス の 頻度 と が 相関 し

て い る
t8)

こ とか ら, 抗 F a s 抗体 また は F a s リ ガ ン ドを 用 い て

F a s を介 して 細胞 に ア ポ ヤ ー シ ス を誘導す る治療 の 可 能性が 論

じられ て い る
1 9)

. た と え ば悪性神経膠腫に 対 して ほ 手術 に 加 え

て放射線治療 , 化学療法
, 免疫学 的療法を含む 集学 的治療が 行

われ てい る が
,
現時 点で ほ そ の 長期 的治療成績 は き わ め て 悪

く , 平均生存期 間ほ8 . 7 ～ 2 0 . 9 ヶ 月 で あり ,
5 年 生存 率 は 8 %

前後 で ある
36 ト 40 )

. こ の よ うな 悪性神経膠腫に 対 して ほ抗 F a s 抗

体を用 い た 新 しい 治療法 の 開発が 期待 され る .

しか し ∴治療上 の 観点か らは 抗 F a s 抗体を マ ウ ス に 腹腔 内投

与す ると激 症肝炎 が誘発 され る
20)

こ と よ り, 抗 F a s 抗体を 全 身

投与す る こ と は 出来 な い も の と 思われ る . した が っ て
, も し脳

腫瘍 に 対す る臨床応 用 が可 能 で ある とすれ は
,

関節炎と 同様 に

全身投与で は なく
,
局所 投与 が 有用 で あ る と 思わ れ る . し か

し ,
これ ま で 正常 脳で は F a s の 発現に 関 して は , 詳細な 検索 は

お こ なわ れ て お ら ず
1】

, 抗 F a s 抗体や F a s リ ガ ソ ド の 神経細胞

に 対する影響ほ 不 明 で ある . 神経細胞 が F a s を 発現す る こ と は

本研究の 結果か らも明 らか で あ り
, 神経膠腫 治療 に お け る抗

F a s 抗体や F a s リ ガ ン ドの 応用を考慮する な ら ば
,

こ れ らの 神

経細胞に 対す る影響 に 関 して 詳細に 検討す る必要が あろ う .

結 論

B alb/ c
マ ウ ス 脳に おけ る

･

F a s 蛋白と m R N A の 発現 に 閲 し,

免疫組織化学的検索な らび に ,
R T -

P C R 法 , 免疫細胞化学的検

索を 行い
, 以下 の ような 結果を得た .

1 .
F a s 蛋白は , 免疫鼠織化学的に 海馬の C A 2 と C A 3 およ

び大脳皮質第Ⅲ 層の 神経細胞 に 発現が み られ た .

2 , F a s m R N A ほ
, 大脳と 小脳 , 海馬に 存 在 して い る こと が

確認 され た が
, 陽性対照 の 胸腺 に 此 し発現量ほ少 なか っ た .

3 . 陰 性 対 照 で あ る M R L l p r/ 1 p r
マ ウ ス に お い て は

, 大

脳, 小脳 , 海馬の い ずれ に お い ても F a s の 発現ほ み られ な か っ

た .

4 . 以上 よ り , 生理 的な神経細胞死 に F a s が 関与 して い る可

能性 が示 唆 され た .
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